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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ท้ังจีโนม (draft genome) ของเช้ือกลุ่ม 
Bacillus sp. ที่คัดแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน จังหวัดชลบุรี และระบุยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง
สารออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค 3 ชนิด ได้แก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
และ Candida albicans รวมถึงศึกษาองค์ประกอบเบื้องต้นของสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์   
จากการคัดแยกเชื้อกลุ่ม Bacillus จำนวน 14 ไอโซเลท พบว่าสารสกัดหยาบของเชื้อจากไอโซเลท 
A1-3 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคทั้งสามชนิด เมื่อประเมินค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการ
ยับย้ัง (MIC) และค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการฆ่าเช้ือ (MBC) ด้วยวิธีวิธีเจือจางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว
แบบไมโคร พบว่าสารสกัดจากเชื้อ A1-3 มีฤทธิ์ยับยั้งต่อ C. albicans โดยมีค่า MIC และ MBC 
เท่ากับ 50,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส่วนเช้ือ E. coli และ S. aureus มีค่า MIC และ MBC มากกว่า 
50,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร การระบุสายพันธุ์ด้วยการวิเคราะห์ลำดับเบส 16S rRNA แสดงให้เห็น
ว่าเชื ้อ A1-3 มีความใกล้เคียงกับ Halobacillus mangrovi 99.52% และเมื ่อทำการวิเคราะห์
แผนภูมิต้นไม้ มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเช้ือ H. mangrovi โดยมีค่าความเช่ือมั่น (bootstrap value) 
97% กับเช้ือ H. mangrovi อีกท้ังยังสอดคล้องกับการวิเคราะห์ draft genome ท่ีบ่งช้ีความเหมือน
ของสายพันธุ์ (Homologous species) ด้วยโปรแกรม Nr Annotation พบว่าเชื ้อ A1-3 มีลำดับ
โปรตีนที่เหมือนกับ H. mangrovi 86.29% นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์จีโนมด้วยโปรแกรม antiSMASH 
พบว่าจีโนมของเช้ือ H. mangrovi มีกลุ่มยีนท่ีสามารถสังเคราะห์สารทุติยภูมิ กลุ่ม Terpene บริเวณ 
Region 1.4 โดยมีลำดับยีนและโครงสร้างที่เหมือนกับลำดับยีนของเชื้อ Halobacillus halophilus 
DSM 2266 ในฐานข้อมูล BGCs (MIBiG accession number: BGC0000645) ที่มีค่า % similarity 
เท่าก ับ 100% การค้นพบกลุ ่มย ีนสังเคราะห์สารกลุ ่ม Terpene นี ้สน ับสนุนผลการทดลอง
องค์ประกอบเบื้องต้นของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคท้ังสามชนิดด้วยวิธี 
TLC-Bioautography ซึ ่งตำแหน่งของสารที ่แสดงฤทธิ ์ย ับยั ้ง เชื ้อจ ุล ินทรีย์เมื ่อตรวจสอบด้วย 
anisaldehyde-sulfuric acid แสดงว ่าเป ็นสารกล ุ ่ม terpene หร ือ terpenoid ข ้อม ูล draft 
genome ของเช้ือ H. mangrovi ท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือก่อโรคท้ังสามชนิดนี้
สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลระดับยีน เพื่อเป็นแนวทางในการพัฒนาต่อยอดสารออกฤทธิ์จากธรรมชาติ
โดยใช้องค์ความรู้ด้านพันธุวิศวกรรม ซึ่งอาจเป็นทางเลือกใหม่ในการรักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือด้ือยาใน
ปัจจุบัน 
 
คำสำคัญ: Bacillus sp.,จีโนม, สารออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์



 

Abstract 
 

This research focused on studying the draft genome of a Bacillus species isolated 
from mangrove sediment in Chonburi Province, Thailand. The objective was to identify genes 
associated with the production of antimicrobial substances that affect against three 
pathogenic microorganisms: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Candida albicans. 
Additionally, the study examined the preliminary composition of compounds that inhibit 
these microorganisms. Out of 14 Bacillus isolates tested, the crude extract from isolate  
A1-3 showed inhibitory activity against all three pathogens. The Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were evaluated using 
the broth micro dilution method. The results revealed that the crude extract from isolate 
A1-3 inhibited C. albicans with MIC and MBC values of 50,000 µg/ml. For E. coli and S. aureus, 
the MIC and MBC values exceeded 50,000 µg/ml. The analysis of the 16S rRNA gene 
sequence identified isolate A1-3 as being closely related to Halobacillus mangrovi, with  
a 99.52% sequence identity. A phylogenetic tree indicated a close relationship with  
H. mangrovi with 97% bootstrap support.  

Additionally, draft genome analysis indicated a similarity with homologous species 
using the Nr Annotation program, revealing that isolate A1-3 shared 86.29% protein sequence 
identity with H. mangrovi. Further genomic analysis using the antiSMASH program identified 
gene clusters in the H. mangrovi genome that are capable of synthesizing Terpene-group 
secondary metabolites, particularly within Region 1.4. These gene sequences and structures 
were found to be identical to those of Halobacillus halophilus DSM 2266 in the BGCs 
database (MIBiG accession number: BGC0000645), with a 100% similarity. The identification 
of these terpene biosynthetic gene clusters supports preliminary findings from TLC-
Bioautography, which indicated the presence of active compounds that inhibit all three 
pathogens. The active compound spots, visualized with anisaldehyde-sulfuric acid, suggest 
that they belong to the terpene or terpenoid group. The draft genome data of H. mangrovi, 
which is related to the production of active compounds that inhibit three specific pathogens, 
can serve as a gene-level database. This information can guide the further development of 
natural active compounds using genetic engineering techniques. Such an approach may 
provide a new alternative for treating diseases caused by drug-resistant pathogens. 
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 ท่ีเตรียมด้วยน้ำทะเลและ Marine broth ท่ีเติม NaCl 3% (w/v)  
 เล้ียงในอุณหภูมิ 30°C และ 40°C 

10  ขนาด inhibition zone (มิลลิเมตร) ของสารสารสกัดจากเช้ือ A1-3    28  
      ในการยับยั้งเช้ือก่อโรค Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ 
      Candida albicans                  
11 ค่า MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบจากเช้ือ A1-3 และยาปฏิชีวนะต่อเช้ือก่อโรค 32               
12 ข้อมูลจีโนมของเช้ือ A1-3       34 
13  ตำแหน่งยีนท่ีสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ของเช้ือ A1-3  35 
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ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการวิจัย  
 เชื้อจุลินทรีย์หลายสายพันธุ์เป็นสาเหตุก่อให้เกิดโรคได้ทั้งในพืช สัตว์ และมนุษย์ ซึ่งเช้ือ             
บางกลุ่มมีความสามารถในการหลบหลีกภูมิคุ้มกัน มีกลไกในการทำลายหรือขับยาปฏิชีวนะออกจาก
เซลล์ ส่งผลให้เช้ือทนทานหรือด้ือต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (Multiple drug resistance) เช้ือด้ือยา 
(Antimicrobial Resistance: AMR) ถือเป็นภัยคุกคามด้านสาธารณสุขระดับโลกท่ีทวีความรุนแรงขึ้น
อย่างต่อเนื่อง ซึ่งส่งผลกระทบอย่างมหาศาลต่อท้ังชีวิต สุขภาพ และเศรษฐกิจของประเทศต่าง ๆ  
ท่ัวโลก (Sitthiyot, 2021) ท่ัวโลกมีการเสียชีวิตจากเช้ือด้ือยาประมาณปีละ 7 แสนคน และคาดว่าใน
ปี พ.ศ. 2593 การเสียชีวิตจากเชื้อดื้อยาจะเพิ่มสูงถึง 10 ล้านคน (Hossain et al., 2023) ประเทศ
ในทวีปเอเชียจะมีผู้เสียชีวิตมากท่ีสุด คือ 4.7 ล้านคน คิดเป็นผลกระทบทางเศรษฐกิจสูงถึงประมาณ 
3.5 พันล้านล้านบาท (100 trillion USD) สำหรับประเทศไทยคาดว่ามีการติดเชื้อดื ้อยาประมาณ  
ปีละ 88,000 ครั้ง เสียชีวิตจากเชื้อดื้อยาประมาณ 38,000 ราย อยู่รักษาตัวในโรงพยาบาลนานขึ้น 
3.24 ล้านวัน มูลค่ายาต้านจุลชีพที่ใช้รักษาคิด เป็น 2 ,539-6,084 ล้านบาท สูญเสียทางเศรษฐกิจ 
โดยรวมไม่ต่ำกว่า 40,000 ล้านบาทหรือประมาณร้อยละ 0.6 ของผลิตภัณฑ์มวลรวมในประเทศ 
(Gross Domestic Product : GDP) (Nirada Ruayajin, 2022) ผลกระทบนี้เน้นย้ำถึงความจำเป็น
เร่งด่วนในการพัฒนากลยุทธ์เชิงรุกเพื่อลดการแพร่กระจายของเช้ือดื้อยาและผลกระทบทางเศรษฐกิจ
ท่ีตามมาเช้ือดื้อยาท่ีมักพบบ่อยในการติดเช้ือในโรงพยาบาลได้แก่ เช้ือ Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa แ ละ  Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (Phumart et al., 2012) ดังนั ้นโรคติดเชื ้อดื ้อยาปฏิชีวนะ           
ในประเทศไทยจึงเป็นปัญหาสุขภาพท่ีสำคัญและพบมากขึ้นอย่างต่อเนื่อง จึงทำให้มีการศึกษาค้นคว้า
หาสารต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดใหม่จากแหล่งท่ีมีศักยภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารที่ผลิตจาก                
เชื ้อกลุ ่มแบคทีเร ียท่ีอาศัยอยู ่ในแหล่งท่ีมีสภาวะสุดขั ้วซึ ่งไม่เอื ้อต่อสิ่งมีชีว ิตรูปแบบอื ่น เช่น                   
พวก halophilic bacteria เป็นต้น 

เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Halophilic bacteria ที่คัดแยกจากดินป่าชายเลน ได้รับความสนใจใน
การศึกษาเพิ่มมากขึ้น เนื ่องจากบริเวณพื้นที่ป่าชายเลนเป็นบริเวณที่มีความอุดมสมบูรณ์ของ
สารอาหารและแร่ธาตุ มีความหลากหลายทางชีวภาพ และเป็นพื้นท่ีท่ีมีการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ 
และความเค็ม จึงมักพบเชื ้อกลุ ่ม Halophilic bacteria เจริญอยู ่ เนื ่องจากสามารถทนต่อการ
เปล่ียนแปลงของสภาวะดังกล่าวได้ (Venil et al., 2013) ในระหว่างท่ีเช้ือเจริญเติบโตภายใต้สภาวะ
สุดขั้ว เช่น อุณหภูมิร้อนจัด หรือเค็มจัด เชื้อมักจะสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolites)          
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ที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สำคัญ เช่น สารต้านจุลินทรีย์ที่ก่อโรค (Karim et al., 2019; Zhu 
et al., 2019) สารต้านอนุมูลอิสระ (Karim et al., 2019) เป็นต้น มีรายงานว่าเช้ือ Bacillus subtilis 
ที่แยกได้จากดินป่าชายเลนมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื ้อแบคทีเรียและราที่ก่อโรคได้ รวมถึงมี ฤทธิ์ใน                
การต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) และสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมในมนุษย์ (adenocarcinoma) 
ในเซลล ์ เพาะ เล ี ้ ยง  MCF-7 (Ramasubburayan et al., 2015) นอกจากน ี ้ ย ั งม ี ร ายง านว่ า              
เชื้อแบคทีเรียในสกุล (Genus) Halobacillus มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
เชื ้อราที ่ก ่อให้เกิดโรคในมนุษย์และพืช  อีกทั ้งยังสามารถยับยั ้งมะเร ็งตับ (hepatocellular 
carcinoma Bel 7402 cells) ได้ (Chen et al., 2010) จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้ เห ็นว ่า เ ช้ือ
แบคทีเรียกลุ่ม Halophilic bacteria ได้รับความสนใจและถูกนำมาศึกษาด้านการแพทย์มากยิ่งขึ้น   

ปัจจุบันได้มีการนำเอาเทคโนโลยี Next-Generation Sequencing (NGS) มาใช้ในการศึกษา 
draft genome ของเช้ือกลุ่ม Halophilic bacteria เช่น เช้ือกลุ่ม Bacillus spp. พบยีนท่ีมีบทบาท
หน้าท่ีสัมพันธ์กับการออกฤทธิ์ต้านเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น ยีนท่ีสร้างเพปไทด์ท่ีมีความสามารถยับยั้ง
เชื ้อจุลชีพ (antimicrobial peptide) (Chung et al., 2008), ยีนในการสร้างโปรตีนที่เป็นสารพิษ 
(proteinaceous toxins) (Daas et al., 2018; Palma et al., 2014), ยีนในการสร้างสารยับยั้งเช้ือ
แบคที เร ีย (bacteriocins) (de Farias et al., 2019),  ย ีนเก ี ่ยวก ับกลไกในการย ับย ั ้ ง เช ื ้อรา 
(antifungal) (Khudeir et al., 2024) ที่ก่อให้เกิดโรคในพืช เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบรายงานขอ้มูล 
draft genome ของเชื้อกลุ่ม Halobacillus spp. หลายชนิด เช่น H. mangrovi KTB 131 (Woo 
et al., 2017), H. campisalis strain ASL-17 (Srivastava et al., 2024), H. trueperi SS1 (Gupta 
et al., 2019) เป็นต้น ซึ่งข้อมูลท่ีได้จากการวิเคราะห์ draft genome สามารถบ่งช้ีหรือทำนายกลุ่ม
ยีนที่เกี ่ยวข้องกับการแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งเชื ้อก่อโรคได้ อาจจะสามารถนำข้อมูลไปใช้ในการ
ปรับปรุงพันธุกรรมด้วยเทคนิคพันธุวิศวกรรม เพื่อให้เชื้อผลิตสารเป้าหมายที่มีความจำเพาะและมี
ปริมาณมากเพียงพอ สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคและมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลชีพที่ตรงเป้า 
และอาจช่วยแก้ไขปัญหาเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่ดื้อยาได้ แต่อย่างไรก็ตามการศึกษา draft genome 
ในกลุ่มเชื้อจีนัส Halobacillus เพื่อนำข้อมูลไปใช้ประโยชน์ด้านการศึกษาฤทธิ์ของสารต้านเชื้อก่อ
โรคในมนุษย์ยังมีข้อมูลไม่มาก 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการคัดกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่แยกจากป่าชายเลน  
ท่ีสามารถสร้างสารยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค 3 ชนิด ซึ่งมักเป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการด้ือต่อยา
ปฏิชีวนะท่ีใช้ในการรักษาในปัจจุบัน ได้แก่ เช้ือ E. coli, S. aureus และ C. albicans  โดยใช้เทคนิค 
Disc diffusion และทำการศึกษาองค์ประกอบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยั้บย้ังเช้ือจุลินทรีย์
ก่อโรคเบ้ืองต้น โดยใช้เทคนิค TLC- Bioautography ซึ่งเป็นการประยุกต์ใช้หลักการโครมาโทกราฟี
แบบผิวบาง ในการศึกษาองค์ประกอบของสารร่วมกับการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ และทำการ
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ประเมินค่าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีออกฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือก่อโรคในระดับต่ำสุดท่ีสามารถยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์ (MIC: minimum inhibitory concentration) และค่าความเข้มข้นของสาร
สกัดในระดับต่ำสุดที่สามารถฆ่าจุลินทรีย์  (MBC: minimum bactericidal concentration) และ         
ทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั ้งจีโนม (Draft genome sequence) ของเชื้อ Bacillus sp. 
ศึกษายีนที่ทำหน้าที่เกี ่ยวข้องกับการยับยั้งเชื ้อก่อโรค เพื่อใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาปรับปรุง
พันธุกรรมของเช้ือ Bacillus sp. ให้มีความสามารถสร้างสารออกฤทธิ์ยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีตรง
เป้าได้ในอนาคต  
 
การทบทวนเอกสารที่เกี่ยวข้อง 

โลกของจุลินทรีย์ที่ชอบเกลือ (Halophilic microorganisms) มีความหลากหลายอย่างมาก 
และมีตัวแทนทางอนุกรมวิธานจากทั ้งสามโดเมนของสิ่งมีชีว ิต ได้แก่ Archaea, Bacteria และ 
Eucarya  ซึ่งมีมากกว่า 1,000 สายพันธุ์ ประกอบด้วย Archaea 21.9%, Bacteria 50.1% และ 
Eukaryotes 27.9% พวก halophiles สามารถรักษาสมดุลออสโมซิสในระบบนิเวศท่ีมีองค์ประกอบ
ของไอออนิกท่ีผันผวนอย่างมาก และปรับตัวได้อย่างรวดเร็วต่อการเปล่ียนแปลงของไอออนิกท่ีเกิดขึ้น
อย่างฉับพลัน การจำแนกชนิดของพวก Halophilic microorganisms แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ตาม 
Larsen (1962) และ Kushner (1978) โดยแบ่งตามช่วงความเข้มข้นของเกลือสำหรับความต้องการ
การเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมท่ีสุด ได้แก่ ช่วง 2 – 5% NaCl จะเป็นพวกแบคทีเรียท่ีชอบเกลือเล็กน้อย 
(weakly halophilic bacteria), ช ่วง  5 - 20% NaCl เป ็นแบคท ี เร ียท ี ่ ชอบเกล ือปานกลาง 
(moderate halophilic bacteria) และค่าสูงถึง 20 - 30% NaCl จะเป็นพวก extreme halophilic 
bacteria นอกจากเกลือที ่แบ่งระดับของความทนทานแล้วยังขึ ้นอยู ่ก ับอุณหภูมิ ค่า pH และ                  
การพัฒนาของ medium อีกด้วย พวกแบคทีเรียท่ีชอบเกลือมีศักยภาพสูงสามารถนำไปประยุกต์ทาง
เทคโนโลยีชีวภาพได้ เนื ่องจากสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมทางธรรมชาติที ่ร ุนแรง 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในส่วนท่ีเกี่ยวข้องกับการมีส่วนร่วมต่อกระบวนการทางชีวเคมี การก่อตัวและการ
ละลายของคาร์บอเนต และการตรึงฟอสเฟต (Rodriguez-Valera, 1993)  

กลุ ่มเชื ้อแบคทีเร ียในสกุล Halobacillus  จัดเป็น moderate halophilic bacteria ซึ่ง
สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ในระดับความเค็มที่หลากหลาย ทำให้เป็นที่สนใจสำหรับ     
การวิจัย และสามารถพบได้บริเวณดินป่าชายเลน, solar salterns, ดินตะกอนเกลือและด่าง และ
ดอกไม ้ทะเล ค ้นพบคร ั ้ งแรกโดย Spring et al. (1996) ได ้แก ่  H. litoralis และ H. trueperi                 
เป็นกลุ ่มของ Halophilic aerobic bacteria ม ีค ุณลักษณะเป็น Gram-positive, rod-shaped, 
heterotrophic และ endospore-producing ในปัจจุบันมีประมาณ 20 สายพันธุ์ 
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ปัจจุบันมีรายงานข้อมูลวิจัยการค้นคว้ายาชนิดใหม่ท่ีผลิตจากจุลินทรีย์ในธรรมชาติเพื่อยับยั้ง
เช้ือด้ือยาเพิ่มมากขึ้น โดยเฉพาะเช้ือกลุ่ม halophilic bacteria โดยมีรายงานว่าเช้ือ Halobacillus sp. 
ม ีความสามารถในการสร ้ างสาร secondary metabolites ย ับย ั ้ ง เช ื ้อ  S.  aureus, E.  coli,  
P. aeruginosa และ C. albicans จากผลการทดสอบด้วยวิธี Agar well diffusion พบว่าขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางในการยับยั้งต่อเช้ือ P. aeruginosa เท่ากับ 14 มม., E. coli และ C. albicans เท่ากับ 
13 มม. ส่วน S. aureus เท่ากับ 11 มม. เมื ่อทำการทดสอบค่า MIC ของสารสกัดต่อ E. coli,  
P. aeruginosa, และ C. albicans พบว่ามีค่าเท่ากับ 128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อวิเคราะห์สาร
สกัดด้วยเทคนิค gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) พบสารประกอบจำนวน 
17 ชนิด ซึ ่งมี 4 ชนิดที่เป็นสารประกอบหลัก (major compounds) ได้แก่ (i) cyclo(L-prolyl-L-
valine) (probability 95 . 63% ) , (ii) pyrrolo[1 , 2 -a]pyrazine- 1 , 4 -dione,hexahydro-3 - ( 2 -
methylpropl) (probability 94 .45%) , (iii) 2,5-piperazinedione,3,6-bis(2-methylpropyl) 
(probability 7 1 . 9 4 % ) แ ล ะ  (iv) pyrrolo[1 ,2 - a]pyrazine-1 ,4 - dione,hexahydro-3 -
(phenylmethyl) (probability 88.01%) (Saleem et al., 2024) และพบรายงานว่าสารสกัดจาก
เชื้อ H. marinus HMALI004 ที่คัดแยกจากจากฟาร์มกุ้งทะเล ในซานโถว ประเทศจีน เมื ่อแยก
องค ์ประกอบของสารองค ์ประกอบของสารด ้วยว ิธ ี คอล ั มน ์ โครมาโตกราฟ ี  (column 
chromatography) และ เคร ื ่ อ ง โครมาโทกร าฟ ี สมรรถนะส ู ง  ( High performance liquid 
chromatography) จากนั ้นทำการวิเคราะห์ด ้วยวิธ ี mass spectrometry (MS) และ nuclear 
magnetic resonance (NMR) พบสารสำคัญ 2 ชนิด ได้แก่ 1H-pyrrole-2-carboxylic acid และ 
4-chloro-1H-pyrrole-2-carboxylic acid เมื่อทดสอบค่า MIC ของสารทั้ง 2 ชนิดต่อการยับยั้งเช้ือ 
Vibrio parahaemolyticus พบว่ามีค่า MIC เท่ากับ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และเมื่อทดสอบการ
ออกฤทธิ์ของสารในการยับยั้งต่อเชื้อ Vibrio cholerae พบว่าสาร 1H-pyrrole-2-carboxylic acid 
มีค่า MIC เท่ากับ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสาร  4-chloro-1H-pyrrole-2-carboxylic acid มีค่า
เท่ากับ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Ali et al., 2022)  นอกจากนี้ยังพบรายงานว่าเชื้อ H. karajiensis 
ที ่ค ัดแยกจากด ินเค ็มบร ิ เวณ Khewra Salt Mines ประเทศปาก ีสถาน สามารถสก ั ดสาร 

biosurfactants ท่ีม ีความสามารถในการยับยั ้งเช ื ้อ K. pneumoniae ATCC 4617, S. aureus 
ATCC 6538, B. subtilis ATCC 6633, และ Enterococcus faecalis JH22 (Ali et al., 2022) และ
มีการค้นพบสารกลุ่ม cyclopeptides ชนิดใหม่ท่ีสกัดจากเชื้อ H. litoralis YS3106 ที่คัดแยกจาก
ตะกอนดินทะเล จำนวน 3 ชนิด ได้แก่ cyclo (Pro-Val), cyclo (Pro-Leu) และ cyclo (Ile-Val) ซึ่งมี
ความสามารถในการยับยั้งเชื ้อราได้ (Yang et al., 2002)  จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า เชื ้อกลุ่ม 
Halobacillus มีความสามารถในการสร้างสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื ้อก่อโรคได้หลากหลายชนิด  
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แต่อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานการศึกษาฤทธิ์ในการต้านเชื้อก่อโรคของสารสกัดจากเชื้อกลุ่ม 
Halobacillus  ในประเทศไทย  

การวิเคราะห์ Draft genome ของแบคทีเรียเป็นการสำรวจลำดับนิวคลีโอไทด์ท้ังหมดภายใน
จีโนม ซึ่งจีโนมหมายถึงชุดข้อมูลทางพันธุกรรมท้ังหมดของแบคทีเรียท่ีถูกจัดเก็บในรูปแบบของดีเอ็น
เอ ทำหน้าที่เป็นรหัสในการสร้างโปรตีนที่จำเป็นต่อการดำรงชีพ ด้วยความก้าวหน้าของเทคโนโลยี
ทางด้านพันธุศาสตร์ในปัจจุบัน เทคนิค Next Generation Sequencing นำมาใช้ในการวิเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์หรือรหัสสารพันธุกรรมอย่างมีประสิทธิภาพ โดยสามารถดำเนินการวิเคราะห์ข้อมูล
ได้จำนวนมาก (High-throughput) ในการตรวจสอบยีนเป้าหมายและตัวอย่างหลาย ๆ ชุดได้พร้อม
กัน มีความไวสูงในการวิเคราะห์ (High sensitivity) ท่ีสามารถระบุยีนสำคัญต่าง ๆ ของเช้ือจุลินทรีย์ 
เช ่น ย ีนที ่ เก ี ่ยวข้องกับการสร ้างสารทุต ิภ ูม ิ ( secondary metabolite) ซึ ่งม ีค ุณสมบัต ิยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ที ่ก่อให้เกิดโรค หรือยีนที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับความสามารถในการดื้อยาปฏิชีวนะ  ใน
ปัจจุบัน วิธีการตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ในดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ที่ได้รับความนิยม คือ  
อิลลูมินา (Illumina dye sequencing) ซึ่งถูกคิดค้นโดย Bruno Canard และ Simon Sarfati และ
พัฒนาเพิ ่มเติมโดย Shankar Balasubramanian และ David Klenerman ก่อนที ่จะร่วมก่อต้ัง 
Solexa ภายใต้บริษัท Illumina หลักการทำงานของวิธีนี้อิงอยู่กับการตรวจจับสีที ่เกิดขึ้นที่ปลาย 
นิวคลีโอไทด์ (dye-terminators) ช่วยให้สามารถระบุชนิดของนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ ขณะเดียวกันก็
เช่ือมต่อกับสายดีเอ็นเอต้นแบบ 

การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมประกอบด้วย 4 ขั้นตอนหลัก ได้แก่ (1) การเตรียม
ตัวอย่าง โดยการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่างท่ีสนใจ เพื่อให้ได้ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์และความ
เข้มข้นเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ (2) การเตรียม Library คือการจัดการดีเอ็นเอท่ีได้จากตัวอย่าง โดย
การตัดให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ แบบสุ่มด้วยการใช้เอ็นไซม์ทรานโพเอส (Transposases) จากนั้นจะทำการ
เชื่อมต่ออะแดปเตอร์ (adaptors) ที่ปลายทั้งสองข้างของดีเอ็นเอที่ถูกตัดผ่านกระบวนการ Ligation 
(3) การ Sequencing ซึ่งมีลักษณะคล้ายคลึงกับกระบวนการ PCR amplifications มีวัตถุประสงค์
เพื่อสร้างสาย DNA คู่สมของสาย DNA แม่แบบ โดยท่ีนิวคลีโอไทด์แต่ละชนิดจะถูกติดตามด้วยสาร 
Fluorescent ที่มีสีและอัตราการปล่อยแสงที่แตกต่างกัน เครื่อง Sequencer จะอ่านค่าสีในแต่ละ
รอบท่ีมีการเติมนิวคลีโอไทด์ (4) การวิเคราะห์ผลลำดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งนิวคลีโอไทด์จำนวนมากนี้จะ
ถูกจัดกลุ่มและซ้อนทับกัน หากมีลำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง สามารถเปรียบเทียบข้อมูลกับลำดับอ้างอิง
ได้ รวมถึงสามารถวิเคราะห์ส่วนประกอบของจีโนม (Genome component analysis) และระบุ
หน้าที่ของยีน (Gene function annotation) โดยการเปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูลจากศูนย์
ข้อมูลเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ NCBI (The National Center for Biotechnology Information) 
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หรือใช้โปรแกรมเฉพาะท่ีพัฒนาขึ้นเพื่อคาดการณ์หรือทำนายผลผลิตท่ีเกิดจากการทำงานของยีน เช่น 
โปรตีน เอนไซม์ หรือสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ เป็นต้น (Wilantho et al., 2012) 

ปัจจุบันได้มีการศึกษา Draft genome หรือจีโนมทั้งหมดของเชื้อจุลินทรีย์ เพื ่ออธิบายถึง
กลไกในการสร้างสารสำคัญที่ทำหน้าที่ในการต้านหรือยับยั้งเชื้อก่อโรค จากรายงานพบว่าจีโนมเช้ือ
กลุ่ม Bacillus ประกอบด้วยยีนที่เกี่ยวข้องในการยับยั้งเชื้อก่อโรคหลายชนิด เช่น ในด้านการยับยั้ง
เชื้อก่อโรคในพืช จากรายงานการศึกษา Draft genome พบเชื้อ Bacillus sp. มียีนที่สามารถผลิต
เพพไทด์ยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรคในพืช ได้ถึง 24 ชนิด เช่น iturin, bacilysin, bacillomycin, fengycin, 
surfactin, mersacidin, ericin, subtilin, subtilosin, และ  mycosubtilin (Chung et al., 2008 ; 
Mora et al., 2011), การศึกษาเชื้อ B. glycinifermentans พบยีนที่เกี ่ยวข้องกับการแสดงฤทธิ์  
ต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial activity) กลุ่มเชื้อราและแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในพืช (Karim et 
al., 2019), การศึกษาเชื้อ B. velezensis ที่คัดแยกจากดินเค็ม ในประเทศจีน พบยีนที่เกี่ยวข้องใน
การยับยั้งเช้ือราในพืช สามารถนำไปใช้ประยุกต์ใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพ (Biocontrol) (Zhu et 
al., 2019) และการศึกษาเชื ้อ B. cereus CITVM-11.1 พบยีนที ่แสดงออกในการยับยั ้งเชื ้อรา 
Macrophomina phaseolina ที ่ก ่อให้เก ิดโรครากดำ (charcoal root rot) อีกทั ้งย ังพบยีนท่ี
เกี ่ยวข้องกับความต้านทานต่อโลหะหนักที ่เป็นพิษหลายชนิด และยีนที ่สามารถทำให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางชีวภาพของสารพิษจากเชื้อรา (Khudeir et al., 2024) ในด้านการยับยั้งเชื้อก่อโรค
ในสัตว์น้ำ มีรายงานการศึกษาเชื้อโปรไบโอติกส์ B. pumilus 36R ATNSAL และ B. safensis 13L 
LOBSAL ในการยั ้บยั ้งเชื ้อ V. parahaemolyticus ซึ ่งมักก่อให้เกิดโรคตายด่วนในกุ ้ง  (acute 
hepatopancreatic necrosis disease) พบยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารเมแทบอไลด์ในการต้าน
เชื้อก่อโรค (Sánchez-Díaz et al., 2022)  นอกจากนี้ยังมีรายงานข้อมูล Draft genome ของเช้ือ 
Halobacillus sp. Nhm2S1 พบว่าจีโนมมียีน (redP/R) ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ทางชีวภาพ
ของเม็ดสีโพรดิจิโอซินซึ่งมีฤทธิ์ฆ่าสาหร่าย ซึ่งเช่ือว่ามีประโยชน์ในการอธิบายถึงคุณสมบัติหรือกลไก
ในการฆ่าสาหร่ายได้ (Oh & Roh, 2021) จากงานวิจัยข้างต้นจะเห็นได้ว่าการศึกษา Draft genome 
สามารถนำมาใช้ประโยชน์ในการบ่งบอกความสัมพันธ์ของตำแหน่งยีนและการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ
ได้ แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลการศึกษาในระดับยีนหรือจีโนมของเช้ือกลุ่ม Haloacillus sp. ท่ีเกี่ยวข้อง
กับฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ที ่เป็นสาเหตุก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ยังคงมีไม่มากนัก จึงยังไม่ทราบถึง
ตำแหน่งยีนท่ียืนยันกลไกการสร้างสารออกฤทธิ์ดังกล่าว 
 เทคนิค TLC - bioautography เป็นการนำหลักการโครมาโทกราฟ ซึ่งเป็นการจำแนกองค์ประกอบ
ทางเคมีของสารสกัด เพื่อบอกตำแหน่งของสารบริสุทธิ์ท่ีอยู่ในสารละลายผสม ซึ่งเป็นวิธีการท่ีรวดเร็ว
มีขั้นตอนการทดสอบไม่ซับซ้อน มาประยุกต์ใช้ร่วมกับการทดสอบความสามารถในการออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารประกอบ เช่น ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ เป็นต้น และสามารถนำ
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ผลเบ้ืองต้นไปสู่กระบวนการสกัดและพัฒนาเพื่อหาสารบริสุทธิ์ท่ีมีฤทธิ์ในการต้านเช้ือแบคทีเรียต่อไป 
ความสามารถในการแยกสารเกิดจากสมบัติของการมีขั้วของสารแต่ละชนิดท่ีแตกต่างกัน จึงทำให้การ
เคลื ่อนที ่ของสารบนแผ่น TLC มีระยะที ่แตกต่างกัน จากนั ้นนำสารสกัดมาทดสอบการต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สามารถบ่งบอกชนิดของสารประกอบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค เทคนิค TLC- Bioautography เหมาะกับการศึกษาสารประกอบของสารสกัด 
เนื่องจากมีความจำเพาะสูง ทำงานง่าย สะดวก และค่าใช้จ่ายน้อย จึงนิยมนำมาศึกษาสารที่มีฤทธิ์
ต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค หรือสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant compounds) (Horváth et al., 
2011) ในการศึกษาฤทธิ์ของสารในการต้านเชื้อจุลินทรีย์จำเป็นต้องทำการประเมินค่าความเข้มข้น
ของสารออกฤทธิ์ในการยั้บยั้งเชื้อก่อโรคในระดับต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC: 
minimum inhibitory concentration) และค่าความเข้มข้นของสารในระดับต่ำสุดที่สามารถฆ่า
จุลินทรีย์ (MBC: minimum bactericidal concentration) เพื่อให้ทราบถึงความเข้มข้นของสารท่ีมี
ประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค  

ปัจจุบันเราสามารถพบสารเทอร์พีนอยด์ (terpenoids) หรือเทอร์พีน (terpenes) ได้ใน
สิ ่งมีชีว ิตทั้งหมด รวมถึงสาหร่ายสีแดง พืชบก แบคทีเร ีย อาร์เคีย เชื ้อรา โปรติสต์ และสัตว์  
สารเทอร์พีนอยด์พบได้ในส่ิงมีชีวิตท้ังบนบกและในน้ำ และมีหน้าท่ีมากมายท้ังท่ีจำเป็นและเฉพาะทาง 
ได้แก่ การรักษาความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ การบรรเทาความเครียด การปกป้องแสงเพื่อการดึงดูด
หรือขับไล่สิ่งมีชีวิต และการส่งเสริมการเจริญเติบโตและการป้องกันของพืช ความหลากหลายของ
หน้าที่ที่มากมายนี้สะท้อนให้เห็นได้จากโครงสร้างของสารประกอบมีความหลากหลายเพิ่มมากขึ้น  
จุลินทรีย์ได้พัฒนากระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพ 2 แบบท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ methylerythritol 
4-phosphate (MEP) pathways และ  mevalonate (MVA) pathways เพื ่อสร้างองค์ประกอบ
พื้นฐานของ terpenes ซึ่งหลอมรวมกับ oligomers ที่สามารถแปลงต่อไปเป็นโมเลกุลที่แตกตา่งกัน
ได้โดยใช้ terpene synthase (TPS) ตัวเดียว สารเทอร์พีนอยด์มีความเกี่ยวข้องอย่างยิ่งกับมนุษย์
สำหรับการนำไปใช้เป็นผลิตภัณฑ์ยา น้ำหอม สารปรุงแต่งรส สีผสมอาหาร ยาฆ่าแมลง และเช้ือเพลิง
ชีวภาพ เป็นต้น การสังเคราะห์เทอร์พีนอยด์มี 3 ขั ้นตอน ในขั้นตอน (1) terpene monomer  
จะถูกสร้างขึ้นแล้วหลอมรวมเพื่อให้ได้โอลิโกเมอร์ผ่าน patway ซึ่งเป็น primary metabolism (2) 
ปฏิกิริยา cyclisation มีลักษณะเฉพาะคือเร่งปฏิกิริยาโดย TPS เพื่อสร้างโครงสร้างเทอร์พีนที่มี 
หมู่ฟังก์ชันต่ำ โดยขึ้นอยู่กับจำนวนการสร้างวงแหวน และ (3) “เอนไซม์ปรับแต่ง” เช่น ไซโตโครม 
P450 โมโนออกซิเจเนส ดีไฮโดรจีเนส รีดักเตส และ/หรือ ทรานสเฟอเรส จะทำให้เกิดออกซิเดชันและ
การดัดแปลงอื่นๆ ซึ่งบางครั้งเกี่ยวข้องกับการจัดเรียงโครงสร้างใหม่หรือการแตกกลุ่ม ขั้นตอนเหล่านี้
ทำให้เกิดสารที่เรียกว่า terpenoids ซึ่งแยกจาก "terpenes" โดยเด็ดขาด terpenes ไม่มีขั้วและ
ระเหยได้ (โดยระเหยได้น้อยลงตามจำนวนอะตอมคาร์บอน) ในขณะท่ี terpenoids มีความเกี่ยวข้อง
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กับข้ัวที่เพิ่มข้ึน กล่าวคือ ละลายน้ำได้ และด้วยเหตุนี้จึงระเหยได้น้อยกว่า ขั้นตอนการทำงานเหล่านี้
มักเกี่ยวข้องกับกิจกรรมทางชีวภาพท่ีเพิ่มขึ้น (เช่น antimicrobials) เนื่องจากช่วยให้จับกับโครงสร้าง
เป้าหมายทางชีวภาพ เช่น เอนไซม์ หรือไรโบโซมได้อย่างเฉพาะเจาะจง ฤทธิ์ต้านจุลชีพในแบคทเีรีย
ทะเลเป็นปรากฏการณ์ที่รู้จักกันดีและได้รับการพิสูจน์แล้วจากการศึกษามากมาย ตั้งแต่ช่วงปลายปี 
1940  นักจุลชีววิทยาและเภสัชกรได้ให้ความสำคัญกับแบคทีเรียทะเลในฐานะแหล่งที่มีศักยภาพ
สำหรับการค้นพบและพัฒนายาปฏิช ีวนะชนิดใหม ่ (Norhana & Darah, 2005) สมาชิกของ 
Halorubrum และ Haloferax ได้รับการระบุว่าเป็นสกุลที่ผลิต Halocin ได้มากที่สุด โดยพบฤทธิ์
ต้านจุลชีพแบบ cross-domain กับแบคทีเรียในสกุล Halomonas, Rhodovibrio, Salisaeta หรือ 
Pontibacillus ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างที่มีเกลือสูง (Shand & Leyva, 2007) ความสามารถในการ
ผลิตยาปฏิชีวนะหลายชนิดอาจช่วยยับยั้งการแข่งขันของจุลินทรีย์ที่หลากหลายได้ แบคทีเรียที่ชอบ
เกลือไม่ได้รับการสำรวจมากนักเพื่อผลิตสารประกอบออกฤทธิ์ดังกล่าว sulfonolipids สองชนิด (SL1 
และ SL2) ที ่แยกได้จากสารสกัดไขมันของ Salisaeta longa ที ่ชอบเกลือ และ sulfonolipids 
เหล่านี้มี sphingoid base ซึ่งเป็นอนาล็อกของ capnine โดยท่ีสารแคปนินของแบคทีเรียท่ีชอบเกลือ
มากม ีช ื ่ อ เฉพาะว ่ า  Halocapnine ในทำนองเด ียวก ัน  Actinoalloteichus sp. AH97 ผลิต
สารประกอบชีวภาพ 2 ชนิด ได้แก่ สารประกอบ aminoglycosidic (ชอบน้ำ) และสารประกอบ 
dioctylphthalate (ไม่ชอบน้ำ) (Boudjelal et al., 2010) นอกจากนี้ Sawale et al. (2013) ค้นพบ
โครงสร้างบางส่วนของสารชีวภาพที่มีฤทธิ์ของ CH3, O=C, C-H, CH2, กลุ่ม C-N ที่ยืดออกด้วยวง
แหวนเบนซินทดแทนที่แยกได้จากเชื้อ B. pumilus เป็นสายพันธุ์ที่ชอบเกลือ สายพันธุ์แบคทีเรียท่ี
ชอบเกลือแสดงฤทธิ์ต้านจุลชีพที่สูงกว่าในแบคทีเรียแกรมลบมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก ผลลัพธ์
เหล่านี้ไม่สอดคล้องกับการศึกษาครั้งก่อน ซึ่งแบคทีเรียแกรมบวกมีความอ่อนไหวต่อยาปฏิชีวนะ
มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (Peláez et al., 1998) สภาพแวดล้อมที่มีเกลือสูงและแบคทีเรียที่ชอบ
เกลือเป็นทรัพยากรที่มีแนวโน้มดีสำหรับสารต้านจุลินทรีย์ ซึ่งมีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการค้นพบใน
อนาคต ดังนั้น สภาพแวดล้อมที่มีเกลืออาจเป็นช่องทางนิเวศน์ที่ยังไม่ได้รับการสำรวจอย่างเพยีงพอ
สำหรับการค้นพบสารเมแทบอไลต์ท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ และจุลินทรีย์ท่ีชอบเกลือเหล่านี้เป็นแหล่งท่ีมี
ศักยภาพสำหรับสารประกอบบำบัดใหม่ๆ มากมาย 

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. ศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับสารออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคของเช้ือ Bacillus sp. เพื่อใช้เป็น
แนวทางในการพัฒนาปรับปรุงพันธุกรรมของเช้ือ Bacillus sp. 

2. เพื่อศึกษาองค์ประกอบเบื้องต้นของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค   
3. ประเมินฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคของสารสกัดจากเช้ือ Bacillus sp. 
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ขอบเขตของโครงการวิจัย 
1. ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ของเชื้อ Bacillus sp. อย่างน้อย 1 สายพันธุ์ ต่อเช้ือ

ก่อโรค 3 ชนิด ได้แก่ เชื ้อ Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Candida 
albicans ด้วยวิธี disc diffusion 

2. ศึกษาองค์ประกอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์เบื้องต้น ด้วยเทคนิค 
TLC-Bioautography 

3. ประเมินฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคของสารสกัดจากเช้ือ Bacillus sp. โดยประเมินค่า
ความเข้มข้นของสารในระดับต่ำสุดท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC: minimum 
inhibitory concentration) และค่าความเข้มข้นของสารในระดับต่ำสุดที ่สามารถฆ่า
จุลินทรีย์ (MBC: minimum bactericidal concentration) ด้วยวิธี broth microdilution 

4. ศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั ้งจีโนม วิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องในการแสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง
เช ื ้อจ ุล ินทร ีย ์ก ่อโรค โดยเปร ียบเท ียบก ับฐานข ้อม ูล NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 สามารถนำเอาองค์ความรู้และเทคโนโลยีสมัยใหม่ด้านพันธุศาตร์จุลินทรีย์ที่ได้ ไปต่อยอด
พัฒนาสร้างสารออกฤทธิ์จากธรรมชาติที่มีความสามารถในการต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค เพื่อนำไป
แก้ปัญหาการรักษาโรคจากเช้ือจุลินทรีย์ท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะได้ และนำข้อมูลการวิจัยไปใช้ประโยชน์
ในด้านวิชาการโดยการตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 



 
 

บทที่ 2 
วิธีการดำเนินการวิจัย  

1. การเก็บตัวอย่างดินและแหล่งเก็บตัวอย่างดิน 
 เก็บตัวอย่างดินจากป่าชายเลนบริเวณศูนย์การเรียนรู้เชิงอนุรักษ์ป่าชายเลน ตำบลคลองตำหรุ 
อำเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี โดยแบ่งสถานีเก็บเป็น 4 สถานี ได้แก่ บริเวณชายฝั่งป่าชายเลน 1 
สถานี (A) เป็นบริเวณที่มีน้ำท่วมขัง มักพบต้นแสมขาว, บริเวณห่างจากฝั่งป่าชายเลน 500 เมตร  
2 สถานี (B และ C) เป็นสถานีด้านซ้ายและขวาของร่องทางเดินน้ำ มักพบต้นโกงกางเจริญอยู่ และ
บริเวณห่างจากฝ่ังป่าชายเลน 500 เมตร 1 จุด (D) เป็นสถานีท่ีลักษณะดินแห้งมากกว่าสถานีอื่น เก็บ
ดินที่บริเวณผิวดินของแต่ละจุด ประมาณ 10 กรัม ใส่ดินในถุงซิปล็อคที่ปราศจากเชื้อ เก็บใส่กล่องท่ี
แช่น้ำแข็งระหว่างท่ีขนส่ง นำไปแช่ตู้เย็นท่ี 4°C เพื่อรอวิเคราะห์ต่อไป 

 
2. การคัดแยกแบคทีเรียกลุ่มบาซิลลัสจากดินในพื้นที่ป่าชายเลน 

ทำการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสโดยปรับจากวิธีการศึกษาของ Maitong และคณะ
(2021) เริ่มจากชั่งน้ำหนักดิน 5 กรัม ละลายใน 0.85% NaCl ปริมาตร 45 มิลลิลิตร (10-1) เจือจาง
ตัวอย่างโดยการทำแบบอนุกรมให้ได้ความเจือจาง 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 แล้วนำตัวอย่าง แช่ใน
อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 10 นาที เพื ่อเป็นการทำลาย
เชื้อจุลินทรีย์กลุ่มอื่นและคัดเลือกเฉพาะเชื้อกลุ่ม Bacillus ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
แล้วทำการเกล่ีย บนจานอาหาร Marine agar (MA) ความเจือจางละ 2 ซ้ำ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็น
เวลา 24-48 ชั่วโมง แล้วทำการคัดแยกโคโลนีที่แตกต่างกันให้บริสุทธิ์ และย้อมสีแกรม โดยคัดเลือก
เฉพาะเชื้อที่แสดงลักษณะเป็นกลุ่มของเชื้อบาซิลลัสเท่านั้น ได้แก่ เซลล์สามารถย้อมติดสีแกรมบวก 
และมีรูปร่างเป็นท่อน  
 

3. การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเซลล์แบคทีเรีย 
2.      3.1 การเพาะเล้ียงเช้ือกลุ่มบาซิลลัส 

เพาะเล้ียงเช้ือท่ีคัดแยกได้ บนอาหาร Nutrient agar ท่ีเตรียมด้วยน้ำทะเล (NA+sea 
water)  บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นนำโคโลนีเช้ือ 10-15 โคโลนี ลงในอาหาร
เหลว Nutrient broth ท่ีเตรียมด้วยน้ำทะเล ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา  
48 ช่ัวโมง แล้วนำเซลล์ปั่นท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบ (rpm) เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C เพื่อ
เก็บส่วนตะกอนเซลล์ เพื่อทำการสกัดสารภายในเซลล์แบคทีเรีย สำหรับใช้ทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเช้ือ
ต่อไป  
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       3.2 การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเซลล์แบคทีเรีย  
นำเช้ือบาซิลลัสจากการเพาะเล้ียงเช้ือมาเล้ียงในอาหารและบ่มภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 

ทำการปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเอาเฉพาะเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบ เวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C 
จากนั้นทำการสกัดสารภายในเซลล์แบคทีเรียอ้างอิงตามวิธีการของ Sabdaningsih และคณะ (2017) 
โดยนำตะกอนเซลล์ละลายใน methanol แล้วทำให้เซลล์แตกด้วยคล่ืนความถ่ีสูงโดยใช้เครื่อง 
homogenizer ความถ่ี 20 kHz เป็นเวลา 10-15 นาที ต้ังท้ิงไว้ จากนั้นนำไปกรองเก็บส่วนของ
สารละลาย methanol ท่ีกรองได้ นำส่วน solid residue สกัดซ้ำด้วย methanol 2 ครั้ง กรองและ
รวมในส่วนของสารละลายแอลกอฮอล์ จากนั้นนำไประเหยให้เข้มข้นขึ้นด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ
จะได้ “สารสกัดหยาบช้ันเซลล์” ช่ังน้ำหนักสารสกัด เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เพื่อรอวิเคราะห์ต่อไป  

 
4. การทดสอบฤทธิ์ชีวภาพเบื้องต้นของเชื้อบาซิลลัสในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ด้วยวิธี 

Agar well diffusion 
4.1 ทำการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรคของเชื้อบาซิลลัสเบื้องต้นในการยับยั้งเชื้อก่อโรค 3 

ชนิด ได้แก่ เชื้อ Escherichia coli TISTR 527, Staphylococcus aureus TISTR 746 และ Candida 
albicans TISTR 5554 (จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย อำเภอคลอง
หลวง จังหวัดปทุมธานี) ด้วย วิธ ี Agar well diffusion ตามวิธ ีของ Kirby-Bauer (Kirby et al., 
1956) ใช้หลักการแพร่สารออกฤทธิ์เข้าไปในรูพรุนของอาหารเลี้ยงเชื ้อชนิดแข็ง (Agar) ที่มีเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคกระจายตัวอยู่บนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง หากสารสกัดที่ต้องการทดสอบ 
มีฤทธิ์ฆ่าหรือยับยั้งกระบวนการเติบโตของเช้ือก่อโรคได้จะปรากฏบริเวณใส (Clear zone) ขึ้น  

4.2 การเพาะเชื้อแบคทีเรียก่อโรค E. coli และ S. aureus เพาะเชื้อในอาหาร Mueller 
Hinton Agar (MHA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เมื่อเช้ือเจริญแล้วเข่ียโคโลนีเช้ือมา
แขวนลอยใน normal saline 0.85% NaCl (NNS) ปลอดเชื ้อ ปรับปริมาณของเชื ้อให้มีจำนวน
ประมาณ 1-2×108 CFU/มิลลิลิตร (Colony Forming Unit per milliliter: CFU/ml) สำหรับการ
เพาะเชื้อ C. albicans เลี้ยงเชื้อในอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วปรับปริมาณของเชื้อให้มีจำนวนประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร ใน NSS 
ใช้ไม้พันสาลี (Cotton swab) ปลอดเชื้อจุ่มลงในหลอดเพาะเชื้อทดสอบแต่ละชนิดเกลี่ยบนผิวหน้า
อาหารแข็งให้ทั ่วผิวหน้าอาหารแล้ววางไว้ให้ผิวหน้าอาหารแห้ง (เชื ้อ E. coli และ S. aureus ใช้
อาหารแข็ง MHA ส่วนเชื้อ C. albicans ใช้อาหาร SDA) จากนั้นเจาะรูบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือ
ชนิดแข็งให้ได้หลุมขนาด 10 มิลลิเมตร ด้วย Pipette tip ปราศจากเช้ือ  

4.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์เบื้องต้น (Pre-screening antimicrobial activity) 
เตรียมสารละลายที่ต้องการทดสอบของสารสกัดหยาบทั้ง 14 ไอโซเลท ละลายสารด้วย DMSO และ
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หยอดลงไปในแต่ละหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใช้สาร DMSO เป็นชุดควบคุม จากนั้นนำจาน
อาหารไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 18 -24 ช่ัวโมง  

4.4 บันทึกผลการทดลอง โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสการยับยั้ง ( Inhibition zone) 
ในหน่วยมิลลิเมตร (mm) โดยรายงานผล positive เป็นสัญลักษณ์ “+, ++, +++” ซึ่งกำหนดเกณฑ์ 
Inhibition zone ขนาด 11-12 มิลลิเมตร ให้สัญลักษณ์ “+”, ขนาด 13-15 มิลลิเมตรให้สญัลักษณ์ 
“++” และขนาด 16-20 มิลลิเมตร ให้สัญลักษณ์ “+++”และ negative เป็นสัญลักษณ์ “-”  

4.5 คัดเลือกเชื้อที่แสดงฤทธิ์ยับยั้ง “+++” ไปทำการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์อีกครั้งหนึ่ง 
โดยทำการเตรียมตัวอย่างสารสกัดให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 5,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  หยอดลงไป
ในแต่ละหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ปริมาณสาร 250 ไมโครกรัม) จากนั้นทำการทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งเชื้อก่อโรค โดย DMSO เป็นชุดควบคุมเชิงลบ และยา Ketoconazole และ Gentamicin ท่ี
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/หลุม เป็นชุดควบคุมเชิงบวก ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ทำการบันทึกผล 
การทดลอง โดยว ัดเส ้นผ ่ านศ ูนย ์กลางของวงใสการย ับย ั ้ ง  ในหน ่วยม ิลล ิ เมตร  โดยใช้  
เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier caliper) และรายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
5. การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ A1-3   

 ทำการเล้ียงเช้ือ A1-3 บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง เพื่อตรวจสอบลักษณะของเช้ือ ได้แก่ สี 
และขนาดของโคโลนี การทดลองได้ทำการขีดเช้ือ (cross streak) บนอาหารแข็ง 5 ชนิด ได้แก่ 
Nutrient agar ท่ีเตรียมด้วยน้ำทะเล (NA+sea water), Marine agar (MA), Marine agar ท่ีเติม 1% 
NaCl (MA+1%NaCl) , Marine agar ท่ีเติม 3% NaCl (MA+3%NaCl) และ Marine agar ท่ีเติม 5% 
NaCl (MA+5%NaCl) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 48-120 ช่ัวโมง บันทึกผลของสีและขนาด
โคโลนี จากนั้นเลือกโคโลนีของเช้ือ A1-3 ท่ีดีท่ีสุดไปถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด ยี่ห้อ LEO รุ่น LEO 1450 VP ณ ห้องปฏิบัติการห้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยบูรพา อำเภอเมือง จังหวัดชลบุรี 

 
6. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อ A1-3 

 6.1 การศึกษาผลของอาหารท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ A1-3 
            การเพาะเล้ียงเช้ือ A1-3 ในอาหารเหลวท่ีแตกต่างกัน 5 ชนิด ได้แก่ อาหาร Nutrient 

broth ท่ีเตรียมด้วยน้ำทะเล (NB+sea water), Marine broth สูตรปกติ (MB), Marine broth ท่ีเติม 
1% NaCl (NB+1%NaCl), Marine broth ท่ีเติม 3% NaCl (MB+3%NaCl) และ Marine broth ท่ี
เติม 5% NaCl (MB+5%NaCl) (รายละเอียดวิธีการเตรียมอาหารแสดงในภาคผนวกข้อท่ี 7) และวัด
ความเค็มของอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดด้วย salinity meter (หน่วยวัด ppt) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30ºC 
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เขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที สังเกตผลการเจริญเติบโตของเช้ือโดยการนับจำนวนโคโลนี 
ด้วยเทคนิค drop plate ตามวิธีการของ Naghili et al. (2013) ทำการบันทึกผลการเจริญเติบโตทุก 
24 ช่ัวโมง จนครบ 120 ช่ัวโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำในแต่ละการทดสอบ  
 6.2 การศึกษาผลของอุณภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ A1-3 

      เลือกอาหารท่ีมีผลการเจริญเติบโตของเช้ือ A1-3 ดีท่ีสุด นำเช้ือ A1-3 เล้ียงในอาหาร ทำ
การทดสอบการเจริญภายใต้สภาวะอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน คือ 30°C และ 40°C บันทึกผลการทดลอง
โดยการวัดค่าการช่ังน้ำหนักตะกอนเซลล์เปียก และน้ำหนักปริมาณสารสกัดท่ีได้ ทำ 3 ซ้ำในแต่ละชุด
การทดสอบ 

 6.3 การเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งเช้ือก่อโรคของสารสกัดเช้ือ A1-3  
           นำเช้ือ A1-3 เล้ียงในอาหาร NB+Sea water และ MB+3%NaCl เก็บส่วนตะกอนเซลล์

และทำการสกัดสารภายในเซลล์ เช่นเดียวกับวิธีการในการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเซลล์
แบคทีเรีย เตรียมสารสกัดหยาบของเช้ือ A1-3 ใหม้ีความเข้มข้น 10,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หยอด
ลงไปในแต่ละหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ปริมาณสาร 500 ไมโครกรัม/หลุม)  ทำการทดสอบกับ
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธี Agar well diffusion โดยใช้ยา Gentamicin ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/
หลุม เป็นชุดควบคุมเชิงบวกสำหรับเชื ้อแบคทีเรียก่อโรค ส่วนยา Ketoconazole ความเข้มข้น 5 
ไมโครกรัม/หลุมเป็นตัวควบคุมเชิงบวกสำหรับเช้ือยีสต์ก่อโรค และสาร DMSO เป็นชุดควบคุมเชิงลบ 
บันทึกผลการยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ โดยวัดเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณวงใส ในหน่วยมิลลิเมตร 

 
7. การศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค  

7.1 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นด้วยวิธีโครมาโตรกราฟีแผ่นบาง (Thin Layer 
Chromatography, TLC) 

 จากการทดลองข้อการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ A1-3 ทำ
การแยกสารประกอบของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย A1-3 ที่สามารถเจริญได้ดีภายใต้ 3 สภาวะ 
ได้แก่ 

หมายเลข 1 = NB+น้ำทะเล  บ่มท่ีอุณหภูม ิ30ºC   
หมายเลข 2 = MB+3%NaCl บ่มท่ีอุณหภูมิ 30ºC   
หมายเลข 3 = NB+น้ำทะเล   บ่มท่ีอุณหภูม ิ40ºC  

    โดยละลายตัวอย่างท้ัง 3 ด้วย Chloroform: Methanol 2:1 หยดสารละลายตัวอย่างบนแผ่น 
TLC (silica gel 60 F254) และจุ่มแผ่น TLC ใน TLC chamber  ท่ีมีวัฏภาคเคล่ือนท่ี Chloroform: 
Methanol อัตราส่วน 83 : 17 มิลลิลิตร เมื่อสารตัวทำละลายเคล่ือนท่ีถึงขอบท่ีกำหนด นำแผ่น TLC 
มาผ่ึงให้แห้งในตู้ดูดควัน จากนั้นนำไปส่องภายใต้เครื่อง UV viewing cabinet เพื่อดูแถบสีของสารท่ี
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ปรากฏท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร ตรวจบันทึกแถบสีท่ีปรากฏ จากนั้นสเปรย์แผ่น 
TLC ด้วย anisaldehyde reagent (TCI, Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan) ใน sulfuric 
acid และนำไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 105ºC (ตรวจหาสารประกอบกลุ่ม terpene) และตรวจสอบ
ผลการทดลองโดยดูสีท่ีปรากฏบนแผ่น TLC และวัดระยะทางการเคล่ือนท่ีของสารในแต่ละแถบสี  
(ค่า Rf) บันทึกผล  

7.2 การทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ด้วยวิธี TLC-bioautography 

            TLC-bioautography เป็นการทดสอบฤทธิ ์การต้านเชื้อแบคทีเรียโดยการนำสารท่ี
ต้องการทดสอบซึ่งอยู่ในรูปสารละลายผสมและอาศัยการแยกสารชนิดต่างๆออกจากกันโดยวิธีการ
โครมาโทกราฟี และเททับด้วยเชื้อที่ผสมอยู่ในอาหารวุ้นหลอมเหลว โดยใช้เทคนิค Agar-overlay 
ปรับวิธีการตามวิธีของ Grzelak et al. (2016) โดยเริ่มจากการหยดสารสกัดจากเชื้อ A1-3 บนแผ่น 
TLC และนำไปแยกองค์ประกอบ จากนั้นนำแผ่น TLC ท่ีแยกสารแล้วมาแบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกใช้
เป็นแผ่นอ้างอิงเพื่อตรวจหาองค์ประกอบของสารด้วยรังสี UV และการสเปรย์สารเคมี อีกส่วนหนึ่ง
นำไปเททับด้วยเชื้อจุลินทรีย์ที่ผสมอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (agar overlay) ซึ่งได้แก่ S. aureus, 
E. coli, และ C. albicans ที่เตรียมความเข้มข้นไว้ จากนั้นนำไปบ่มเพาะเชื ้อและพ่นสาร  MTT 
(Sigma-Aldrich, Germany) เพื่อตรวจหาบริเวณยับยั้งการเจริญเติบโต (inhibition zone) ซึ่งจะปรากฏ
เป็นจุดใสบนแผ่น TLC  

 
8. ประเมินค่าความเข้มข้นของสารสารสกัดออกฤทธิ์ในระดับต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรีย์ (MIC: minimal inhibitory concentration) ด้วยวิธีเจือจางในอาหาร
เหลว (broth dilution method)  

 การเตรียมสารทดสอบและชุดควบคุม สารสกัดจากเชื ้อ A1-3 เริ ่มจากเตรียม stock 
solution ท่ีมีความเข้มข้น 100,000 µg/mL โดยใช้ DMSO เป็นตัวทำละลาย จากนั้นนำไปเจือจางใน 
Mueller Hinton broth (MHB) สำหรับเชื ้อแบคทีเร ีย หรือ Sabouraud dextrose broth (SDB) 
สำหรับเชื้อยีสต์ ให้มีความเข้มข้นในช่วง 50,000 – 97.656 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สำหรับชุดควบคุม
เชิงบวก เตรียม stock solution ยา Gentamicin ท่ี 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพื่อใช้ทดสอบกับเช้ือ
แบคทีเรีย (E. coli และ S. aureus) แล้วเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วง 50 – 0.097 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
และเตร ียมยา Ketoconazole ท ี ่  10 ,000  ไมโครกร ัม/ม ิลล ิล ิตร  เพ ื ่ อ ใช ้ทดสอบก ับเ ช้ือ  
C. albicans แล้วเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วง 5,000 – 9.765 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส่วนชุด
ควบคุมเชิงลบ ใช้ DMSO (ตัวทำละลาย), อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีเช้ือและสารสกัด (sterility control) 
และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือแต่ไม่มีสารสกัดหรือยา (growth control) 
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 การทดสอบเริ่มจากเจือจางสารโดยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุมของ
ถาด microplate ชนิด 96 หลุม จากนั้นเติมสารทดสอบ (สารสกัดหรือยามาตรฐาน) 100 ไมโครลิตร 
ในหลุมแรก แล้วทำการเจือจางแบบ 2 เท่า (2-fold serial dilution) จนครบ 10 ระดับความเข้มข้น 
เติมเชื ้อจุลินทรีย์ 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุมทดสอบ โดยเชื ้อแบคทีเร ียจะมีความเข้มข้น  
106 CFU/mL และเชื้อ C. albicans จะมีความเข้มข้น 105 CFU/มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อแบคทีเรีย 
ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง และบ่มเพาะเช้ือ C. albicans ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง อ่านค่า MIC โดยสังเกตจากความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อในหลุมที่ใสที่สุด ซึ่งเป็นหลุมที่มี
ความเข้มข้นต่ำที่สุดของสารทดสอบที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ ทำการทดลองซ้ำ  
3 ครั้ง  
 

9. ประเมินค่าความเข้มข้นของสารสารสกัดออกฤทธิ์ในระดับต่ำสุดที่สามารถฆ่าจุลินทรีย์ 
(MBC: minimum bactericidal concentration)  

 วิธีการทดลองดัดแปลงตามวิธีของ Hasson และคณะ (2011) เป็นการทดสอบที่ทำต่อจาก
การหาค่า MIC โดยใช้เทคนิค drop plate ดูดอาหารในทุกหลุมท่ีพบลักษณะใสจากการทดลอง
ประเมินค่าความเข้มข้นของสารสารสกัดออกฤทธิ์ในระดับต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ ด้วยวิธีเจือจางในอาหารเหลว หยดลงบน agar plate  ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้วบ่มใน
สภาวะที่เหมาะสมของแต่ละเชื้อที่ทำการทดสอบ จากนั้นจึงอ่านผลค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการ 
ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ (MBC) หรือไม่พบโคโลนีของเช้ือจุลินทรีย์บนผิวหน้าอาหาร (ทำการทดลอง 3 ครั้ง) 

10. การจำแนกสายพันธุ์ของเชื้อ A1-3 

10.1 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA (16S rRNA sequencing)  
        การสกัด Genomic DNA, การเพิ่มปริมาณดัเอ็นเอบริเวณยีน (16S rRNA amplification) 

และการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) ดำเนินการโดยบริษัท Macrogen (Macrogen, 
Seoul, South Korea) โดยส่งตัวอย่างในรูปแบบโคโลนีเชื ้อ A1-3 ที่แยกให้บริสุทธิ์แล้วบนอาหาร 
Nutrient agar ที่เตรียมด้วยน้ำทะเล การสกัด Genomic DNA ทำโดยวิธี The boiling method 
แล้วทำการเพิ่มจำนวน DNA บริเวณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) 
ใช้ forward primer คือ 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, ซึ ่ง M หมายถึงเบส A หรือ C) 
และ Reward primer คือ 1492R (5’-TACCTTGTTACGACTT-3’) เตรียมปริมาณสารตามตารางท่ี 
1 จากนั้นทำการ sequencing โดยใช้ Primer 785F (5’-GGATTAGATACCCTGGTA-3’) และ907R 
(5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’)  ด ้ ว ย เ ค ร ื ่ อ ง  3 7 3 0 XL automated DNA sequencing 
system (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, California,United States) โดยใช้
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ขั้นตอนตามตารางที่ 2 และทำการยืนยันสายพันธุ์ของเชื ้อที่คัดแยกได้โดยวิเคราะห์ข้อมูลลำดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA เปรียบเทียบกับเช้ือในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) โดยใช้โปรแกรม BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  

 
ตารางที่ 1 การเตรียม PCR Mixture สำหรับการเพิ่มจำนวนลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA 

 
ตารางที่ 2 รายละเอียดของขั้นตอนสำหรับการทำปฏิกิริยา PCR 
 

 
10.2 วิเคราะห์ภาพแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic Tree)  

            ทำการสร้างแผนภาพที่แสดงถึงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่สืบเชื้อสายมา
จากบรรพบุรุษ โดยเปรียบเทียบเชื้อ A1-3 (accession no. PV739571) กับเชื ้อจำนวน 15 ชนิด 
ไ ด ้ แ ก ่  Halobacillus dabanensis (accession no. NR 042860.1), Halobacillus karajensis 
(accession no. NR 025545.1), Halobacillus profundi (accession no. NR 041246.1), 
Halobacillus litoralis(accession no. NR 029304.1), Halobacillus trueperi (accession no. 
NR 025459.1), Halobacillus faecis (accession no. NR 114247.1), Halobacillus faecis 
(accession no. NR 041360.1), Halobacillus mangrovi (accession no. NR 044002.1), 
Halobacillus marinus (accession no. NR 178679.1), Halobacillus locisalis (accession no. 
NR 025715.1), Halobacillus salicampi (accession no. NR 146669.1), Halobacillus 

สาร ปริมาตรต่อ 1 หลอด (ไมโครลิตร) 
AxenTM H Tag PCR Master Mix (2X) 10 
Primer F, R (10 pmole/µl) 1 
Template DNA (20 ng/µl) 1-2 
Distill Water (HPLC Grade) 7 
Total reaction volume 20 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จำนวนรอบ 
Initial Denaturation 95 5 1 

Cycling 
Denaturation 95 0.5 

31 Annealing 57 0.5 
Extension 72 1.4 
Final Extension 72 10 1 

Hold 4 ∞  
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yeomjeoni (accession no. NR 043251.1), Halobacillus fulvus (accession no. NR 
179252.1), Halobacillus fulvus (accession no. NR 180873.1), Halobacillus andaensis 
(accession no. NR 135887.1), Halobacillus campisalis (accession no. NR 044247.1), 
Halobacillus alkaliphilus (accession no. NR 042545.1), Halobacillus halophilus 
(accession no. NR 075035.2)  และ Halobacillus halophilus (accession no.NR 114092.1) 
จากนั ้นนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA จาก GenBank ของ NCBI มาทำการ
ว ิ เคราะห ์ โดยใช ้ โปรแกรม  Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) เ วอร ์ ช่ัน 
12 (Kumar et al., 2024) ด้วยวิธี Maximum Likelihood และ ใช้โมเดล Tamura-Nei (1993) ซึ่ง
เป็นโมเดลการแทนที ่ดีเอ ็นเอที ่ เหมาะสมที ่สุดก ับข้อมูล  จากการคัดเลือกด้วยวิธี Bayesian 
Information Criterion (BIC) โดยใช้โปรแกรม MEGA12 วิเคราะห์ความเชื่อมั่นของแผนภูมิต้นไม้
ด้วยวิธี bootstrap จำนวน 1,000 ครั้ง  

10.3 วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ท้ังจีโนม (Draft genome sequence) ของเช้ือ A1-3 
            นำตัวอย่างเช้ือบริสุทธิ์ A1-3 ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง ส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ท้ังจีโนม
กับบริษัท Novogene (Novogene, Beijing, China) โดยใช้วิธี Illumina sequencing ซึ ่งขั ้นตอน
เริ่มจากทำการสกัด Genomic DNA ให้มีความบริสุทธิ์ แล้วทำการย่อยให้เป็น DNA สายสั้นๆ โดย
การ sonication ให้ได ้ช ิ ้นส ่วน  fragments ความยาว 200-500 bp จากนั ้นทำการต ิดส ่วน 
Sequencing adapters เข้ากับ fragments ของ DNA เมื่อเข้าสู่กระบวนการ PCR amplification 
เบสคู่สมที่ติดฉลากด้วยสี fluorescent จะเข้าจับกับ DNA แม่แบบ แล้วส่งสัญญานแสง (emission) 
ออกมา เครื่องจะทำการตรวจจับสัญญาณและแปลงเป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นทำการวิเคราะห์
ข้อมูล Bioinformatics   
 10.3.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบของจีโนม (Genome component analysis) ได้แก่ 
Genome size (bp), G + C content (%), Contig number, Contig N50 (bp), Contig N90 (bp), 
Geneset number (CDS: coding sequences) และ Non-coding RNA (tRNA และ rRNA) 

  10.3.2 Nr Annotation (Non-Redundant Protein Database) เป็นฐานข้อมูลโปรตีนท่ี
ไม่มีข้อมูลซ้ำซ้อน โดยการรวมลำดับโปรตีนท่ีเหมือนกันหรือเกือบเหมือนกันไว้เป็นลำดับเดียวกัน ซึ่ง
เป็นการรวบรวมข้อมูลจาก Swiss-Prot, PIR (Protein Information Resource), PRF (Protein 
Research Foundation), PDB (Protein Data Bank) และข ้ อม ู ล โปรต ีนท ี ่ แปลจาก  CDS ใน
ฐานข้อมูล GenBank และ RefSeq ข ้อมูลจาก Nr Annotation สามารถระบุว ่าโปรตีนนั้ นมี 
homologs ในสิ่งมีชีวิตใดบ้าง แสดงถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการหรือการถ่ายโอนยีนที่สำคัญได้ 
และยังใช้ในการ functional annotation ของยีนใน draft genome เพื่อระบุฟังก์ชันของยีนโดย
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เปรียบเทียบกับโปรตีนที่ร ู ้จ ักใน Nr และใช้ในการวิเคราะห์ phylogenetic relationships หรือ 
homologous species โดยดูจากการกระจายของลำดับท่ีเหมือนกัน (homologs) ในส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ 
  10.3.3 antiSMASH Annotation (Antibiotics and Secondary Metabolites Analysis 
Shell) เป็นการวิเคราะห์จีโนมด้วยโปรแกรม antiSMASH เวอร์ชั ่น 8 (Blin et al., 2025) ซึ ่งเป็น
เครื่องมือที่ทำงานแบบอัตโนมัติสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลจีโนมของแบคทีเรียและเชื้อรา เพื่อระบุ
และทำนายยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมแทบอไลต์ทุต ิยภูม ิ (secondary metabolite 
biosynthetic gene clusters หรือ BGCs) ซึ่งมักมีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านจลุชีพ 
ต้านมะเร็ง กำจัดพยาธิ และอื่น ๆ ดังนั้นจึงเป็นสารตั้งต้นสำคัญสำหรับพัฒนายาหลายชนิด เช่น  
ยาปฏิชีวนะ สารต้านมะเร็ง หรือสารเคมีอื่น ๆ โดยจะบ่งบอกตำแหน่งของยีน (region) ท่ีเกี่ยวข้องกับ
การสร้างสาร secondary metabolites, ชนิดของสาร (Type) และความคล้ายคลึงกับกลุ่มสารใน
ฐานข้อมูล แสดงผลเป็นค่า % similarity 
 

11. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
การทดสอบฤทธิ์ชีวภาพเบื้องต้นของเชื้อบาซิลลัสในการยับยั้งเชื ้อจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี 

Agar well diffusion การวัดการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการนับจำนวนโคโลนีด้วยเทคนิค drop 
plate และการชั่งน้ำหนักเซลล์ ทดสอบจำนวน 3 ซ้ำ ข้อมูลที่ได้จากการวัดถูกวิเคราะห์โดยคำนวณ
ค่าเฉลี่ย (Mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation) เพื่อแสดงถึงความแตกต่างของ
ผลการทดลองระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ การวิเคราะห์ข้อมูลใช้โปรแกรม Microsoft 
Excel รุ่น 2024 

 
  

 



 
 

บทท่ี 3 
ผลการวิจัย  

 
1. การคัดแยกเชื้อกลุ่มบาซิลลัสจากดินป่าชายเลน 

 จากการคัดแยกเชื้อกลุ่มบาซิลลัสจากตัวอย่างดินจากป่าชายเลนบริเวณศูนย์การเรียนรู้ 
เชิงอนุรักษ์ป่าชายเลน ต.คลองตำหรุ อ.เมืองชลบุรี จ.ชลบุรี โดยแบ่งสถานีเก็บเป็น 4 สถานี พบว่า
สามารถคัดแยกเชื้อได้จำนวนทั้งหมด 14 ไอโซเลท ซึ่งทุกไอโซเลทติดสีแกรมบวก และมีรูปร่างแบบ
ท่อน (Rod) โดยสามารถแยกเชื้อกลุ่มบาซิลลัสจากบริเวณห่างจากฝั่งป่าชายเลน 500 เมตร บริเวณ
ร่องทางเดินน้ำ (B) มากท่ีสุด รองลงมาคือบริเวณชายฝ่ังป่าชายเลน (A) เป็นบริเวณท่ีมีน้ำท่วมขัง และ
บริเวณห่างจากฝ่ังป่าชายเลน 500 เมตร ซึ่งมีลักษณะดินแห้ง (D) รายละเอียดของข้อมูล ดังแสดงใน
ตารางท่ี 3  
 
ตารางที่ 3 ลักษณะของเช้ือกลุ่มบาซิลลัสท่ีแยกได้จากดินป่าชายเลน 

 
รหัส 

ไอโซเลท 
ลักษณะโคโลนี ภาพย้อมแกรม ชนิดแกรม รูปร่าง 

A1-3 

  

บวก ท่อน 

A1-4 

  

บวก ท่อน 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

 
รหัส 

ไอโซเลท 
ลักษณะโคโลนี ภาพย้อมแกรม ชนิดแกรม รูปร่าง 

A1-7 

 
 

บวก ท่อน 

A1-11 

  

บวก ท่อน 

B2-1 

  

บวก ท่อน 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

 
รหัส 

ไอโซเลท 
ลักษณะโคโลนี ภาพย้อมแกรม ชนิดแกรม รูปร่าง 

B2-2 

  

บวก ท่อน 

B2-3 

 
 

บวก ท่อน 

B2-5 

  

บวก ท่อน 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

 
รหัส 

ไอโซเลท 
ลักษณะโคโลนี ภาพย้อมแกรม ชนิดแกรม รูปร่าง 

B2-8 

  

บวก ท่อน 

B2-9 

  

บวก ท่อน 

B2-11 

 

 

บวก ท่อน 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

 
รหัส 

ไอโซเลท 
ลักษณะโคโลนี ภาพย้อมแกรม ชนิดแกรม รูปร่าง 

C3-6 

 

 

บวก ท่อน 

D5-3 

 

 

บวก ท่อน 

D5-4 

 

 

บวก ท่อน 

 
2. การทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดเชื้อบาซิลลัสในการยับยั้งเชื้อจุลนิทรีย์ก่อโรค  

          การทดสอบฤทธ ิ ์สารสกัดเบ ื ้องต ้น (Pre-screening antimicrobial activity) ของเช้ือ
บาซิลลัสที่คัดแยกจากดินป่าชายเลนทั้งหมด 14 `ไอโซเลท ต่อการยับยั้งเชื้อก่อโรค 3 ชนิด ได้แก่ 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus แ ละ  Candida albicans ด ้ ว ย ว ิ ธ ี  agar well 
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diffusion ผลพบว่าสารสกัดเชื ้อจำนวน 10 ไอโซเลท แสดงบริเวณยับยั้ง ขนาด 16-20 มิลลิเมตร 
(+++) ได้แก่ A1-3, A1-4, A1-7, A1-11, B2-1, B2-3, B2-8, B2-11, C3-6 และ D5-4 ดังแสดงใน
ตารางที่ 4  จากนั้นนำเชื้อทั้ง 10 ไอโซเลท ทำการทดสอบการยับยั้งเชื้อกับเชื้อก่อโรค S. aureus 
และ C. albicans เนื่องจากสารสกัดแสดงฤทธิ์การยับย้ังได้ดี พบว่า สารสกัดเช้ือ A1-3 สามารถยับยั้ง
เชื้อ C. albicans ได้ดีที่สุด ท่ีความเข้มข้น 250 ไมโครกรัม/หลุม และแสดงขนาด Inhibition zone 
กว้างที่สุด คือ 16.83 มิลลิเมตร ดังแสดงในตารางที่ 5 จึงคัดเลือกเชื้อ A1-3 ไปทำการทดลองต่อไป 
แต่อย่างไรก็ตามเช้ือท้ัง 10 ไอโซเลท ไม่พบการยับย้ังเช้ือ S. aureus  

 
ตารางที่ 4 ขนาด Inhibition zone (มม.) ของสารสกัดจากเชื้อ Bacillus sp. จำนวน 14 ไอโซเลท 

ในการยับยั้งเช้ือก่อโรค 3 ชนิด  

 
Isolate Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans 
A1-3 + +++ +++ 
A1-4 + + +++ 
A1-7 - - +++ 
A1-11 - ++ +++ 
B2-1 - + +++ 
B2-2 - + ++ 
B2-3 - +++ ++ 
B2-5 - ++ ++ 
B2-8 + + +++ 
B2-9 - ++ ++ 
B2-11 - ++ +++ 
C3-6 - ++ +++ 
D5-3 - + + 
D5-4 - ++ +++ 
DMSO - - - 

หมายเหตุ: ขนาดหลุม 10 มม. กำหนดเกณฑ์ Inhibition zone ขนาด 11-12 มม. แทนด้วยสัญลักษณ์     
             “+”, ขนาด 13-15 มม. แทนด้วยสัญลักษณ์ “++”, ขนาด 16-20 มม. แทนด้วยสัญลักษณ์ “+++” 
             ภาพ Inhibition zone แสดงในภาคผนวก 
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ตารางที่ 5 ขนาด Inhibition zone ของสารสกัดจากเช้ือ Bacillus sp. จำนวน 10 Isolates ในการ
ยับย้ังเช้ือ  Candida albicans และ Staphylococcus aureus 

หมายเหตุ: ความเข้มข้นตัวอย่าง 250 ไมโครกรัม/หลุม, ความเข้มข้นยา ketoconazole และ gentamicin  
             5 ไมโครกรัม/หลุม 
 

3. การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ A1-3   
           จากการเล้ียงเช้ือ A1-3 บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง เพื่อศึกษาลักษณะรูปร่าง สี และขนาด
ของโคโลนี ของเชื ้อบนอาหารแข็ง 5 ชนิด ได้แก่  Nutrient agar ที่เตรียมด้วยน้ำทะเล (NA+sea 
water), Marine agar (MA), Marine agar ที ่เติม  1% NaCl (w/v) (MA+1%NaCl), Marine agar 
ท่ีเติม  3% NaCl (w/v) (MA+3%NaCl) และ Marine agar ท่ีเติม 5% NaCl (w/v) (MA+5%NaCl) 
บ่มเชื ้อที่อุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 48-120 ชั ่วโมง พบว่าเชื ้อ A1-3 เจริญได้ดีบนอาหารแข็งชนิด 
NA+sea water เมื ่อทำการบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อนอมส้ม มีขนาด
ประมาณ 3 มิลลิเมตร แต่อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อเจริญได้ช้า เมื่อเพาะเชื้อบนอาหาร MA+1%NaCl 
(w/v) หลังบ่มเป็นเวลา 120 ชั่วโมง พบว่าเชื้อมีขนาดโคโลนีประมาณ 1 มิลลิเมตร ส่วนในอาหาร 
MA+3%NaCl (w/v)  และ MA+5%NaCl (w/v)  มีขนาดโคโลนีประมาณ 2 มิลลิเมตร โคโลนีมี 
สีเหลือง อมส้ม และไม่สามารถเจริญได้บนอาหาร MA สูตรปกติ ดังแสดงในภาพท่ี 1 
 

Isolate Candida albicans (มม.) Staphylococcus aureus (มม.) 
A1-3 16.83±0.76 0 
A1-4 14±1.00 0 
A1-7 14.33±1.5 0 
A1-11 15±0.00 0 
B2-1 13.67±0.58 0 
B2-3 13±0.00 0 
B2-8 13±0.00 0 
B2-11 13±0.00 0 
C3-6 14±0.00 0 
D5-4 14±0.00 0 
DMSO 0  0 

Ketoconazole  28±0.00 - 
Gentamicin - 26.67±0.58 
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 NA+sea water              MA                     MA+1%NaCl             MA+3%NaCl            MA+5%NaCl 

 
ภาพที่ 1 ลักษณะโคโลนีเช้ือ A1-3 ท่ีเจริญบนอาหารแข็งต่างชนิดกัน ได้แก่ Nutrient agar ท่ีเตรียม

ด้วยน้ำทะเล (NA+sea water), Marine agar (MA), Marine agar ท่ีเติม 1% NaCl (w/v) 
(MA+1%NaCl), Marine agar ท่ีเติม 3% NaCl (w/v) (MA+3%NaCl) และ Marine agar 
ท่ีเติม 5% NaCl (w/v) (MA+5%NaCl)  

 
 จากการศึกษาลักษณะสัณฐานของเชื้อ A1-3 ที่เลี้ยงบนอาหาร NA+sea water ด้วยกล้อง 
Scanning Electron Microscope พบว่าม ีล ักษณะรูปร ่างท่อนสั ้น ม ีความยาวประมาณ 1 -2 
ไมโครเมตร และมีความกว้างประมาณ 0.5-1.0 ไมโครเมตร ท่ีกำลังขยาย 5,000 เท่า (ภาพท่ี 2)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             

 ภาพที่ 2 แสดงรูปลักษณะสัณฐานเช้ือ A1-3 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
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4. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อ A1-3  
4.1 ผลของอาหารท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ A1-3 

      จากการทดลองหาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ A1-3 โดย
เปรียบเทียบระหว่างอาหาร 5 ชนิด ได้แก่ Nutrient broth ที่เตรียมด้วยน้ำทะเล (NB+sea water), 
อาหาร  Marine broth (MB)  ส ู ต รปก ติ , อาหาร  Marine broth ท ี ่ เ ต ิ ม  NaCl 1%  (w/v) 
(MB+1%NaCl), 3% (w/v) (MB+3%NaCl) และ 5% (w/v) (MB+5%NaCl) ตามลำดับ โดยวัด 
ค่าความเค็มอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิด ด้วย salinity meter หน่วยวัด ppt (Parts Per Thousand)  
ดังแสดงในตารางท่ี 6  

ตารางที ่ 6  ความเค็มของอาหารแต่ละชนิด (ppt) ได้แก่ Nutrient agar ที ่เตรียมด้วยน้ำทะเล 
( NA+sea water), Marine agar (MA), Marine agar ท ี ่ เ ต ิ ม  1 %  NaCl (w/v) 
(MA+1%NaCl), Marine agar ที ่ เต ิม 3% NaCl (w/v) (MA+3%NaCl) และ Marine 
agar ท่ีเติม 5% NaCl (w/v) (MA+5%NaCl)  

ชนิดอาหาร NB+sea water MB MB+1%NaCl MB+3%NaCl MB+5%NaCl 
ความเค็ม 47 35 47 63 80 

หมายเหตุ: น้ำทะเลมีความเค็ม ~34 ppt 

 
หลังจากนำทุกชุดการทดลองไปบ่มที่อุณหภูมิ 30ºC เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 

และวัดการเจริญเติบโตของเชื้อด้วยเทคนิค drop plate โดยวัดการเจริญทุกๆ 24 ชั่วโมง จนครบ 
120 ช่ัวโมง ผลพบว่าเช้ือ A1-3 ท่ีเล้ียงด้วยอาหาร NB+sea water เจริญได้ดีท่ีสุด ในเวลา 24 ช่ัวโมง 
และจำนวนเชื้อลดลงเรื่อย ๆ เมื่อบ่มเป็นระยะเวลานาน รองลงมาคือเชื้อที่เลี้ยงด้วยอาหารอาหาร 
MB+3% NaCl (w/v)  และ MB+5% NaCl (w/v) มีจำนวนเชื้อใกล้เคียงกัน ซึ่งมีจำนวนสูงที ่สุดท่ี
เวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นจำนวนเชื้อลดลงเมื่อบ่มเป็นเวลานาน ส่วนเชื้อที่เลี ้ยงด้วยอาหาร MB  
สูตรปกติ และ MB+1% NaCl (w/v) พบว่าจำนวนเชื้อลดลงในช่วง 24-48 ชั่วโมง จากนั้นจึงค่อยๆ 
เพิ่มจำนวน แต่อย่างไรก็ตามการเจริญเติบโตช้ากว่าอาหารชนิดอื่น (ภาพที่ 1 และตารางที่ 7)  
จากข้อมูลความเค็มในตารางที่ 6 แสดงว่าเชื้อ A1-3 สามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มีความเค็มในชว่ง 
47- 80 % salinity ท่ีระยะเวลา 24-72 ช่ัวโมง 
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 ภาพที่ 3 จำนวนโคโลนีของเช้ือ A1-3 ท่ีเล้ียงในอาหารต่างชนิด ได้แก่ Nutrient agar ท่ีเตรียมด้วย 
น้ำทะเล (NA+sea water), Marine agar (MA), Marine agar ท่ีเติม 1% NaCl (w/v) 
(MA+1%NaCl), Marine agar ท่ีเติม 3% NaCl (w/v) (MA+3%NaCl) และ Marine agar 
ท่ีเติม 5% NaCl (w/v) (MA+5%NaCl)  

 
ตารางที่ 7 จำนวนโคโลนีเช้ือ A1-3 ท่ีเจริญในอาหารเหลว 5 ชนิด ได้แก่ Nutrient broth ท่ีเตรียม

ด้วยน้ำทะเล (NB+sea water), อาหาร Marine broth (MB) สูตรปกติ, อาหาร Marine 
broth ท่ีเติม NaCl เข้มข้น 1% (MB+1%NaCl), 3% (MB+3%NaCl) และ 5% 
(MB+5%NaCl) 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
จำนวนโคโลนี (CFU/mL) 

NB+sea water MB MB+1%NaCl MB+3%NaCl MB+5%NaCl 
0 6.33x105 5.67x105 5.33x105 5.67x105 5.33x105 
24 2.40x108 1.73x104 4.33x104 7.33x106 9.33x106 
48 1.77x108 8.67x104 5.3x106 2.60x107 4.67x107 
72 9.00x107 6.00x105 3.00x107 8.67x107 8.00x107 
96 8.33x107 2.53x106 2.47x106 1.90x107 4.33x107 
120 7.00x106 3.00x104 2.93x106 2.77x106 2.23x107 
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4.2 ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ A1-3 
                 ผลของอุณหภูมิที ่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ A1-3 ที ่เลี ้ยงด้วยอาหาร 
NB+sea water และ MB+3% NaCl (w/v) ซึ ่งเหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อมากที่สุด และบ่มท่ี
อุณหภูมิแตกต่างกัน ได้แก่ 30ºC และ 40ºC เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง พบว่าเชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ดีใน 3 สภาวะ ได้แก่ การเลี้ยงในอาหาร NB+sea water  
ที่อุณหภูมิ 30ºC, MB+3% NaCl (w/v) บ่มที่อุณหภูมิ 30ºC และ NB+sea water บ่มที่อุณหภูมิ 
40ºC แต่ไม่พบการเจริญเติบโตในอาหาร MB+3% NaCl (w/v) ท่ีอุณหภูมิ 40ºC (ตารางท่ี 7) เมื่อทำ
การสกัดสารจากภายในเซลล์แบคทีเรียจาก 3 สภาวะดังกล่าวพบว่าได้ปริมาณสารสกัดท่ีใกล้เคียงกัน 
โดยสารสกัดที ่เลี ้ยงด้วยอาหาร NB+sea water ที ่อุณหภูมิ 30ºC, MB+3% NaCl (w/v) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30ºC และ NB+sea water บ่มที่อุณหภูมิ 40ºC มีน้ำหนัก 0.036, 0.032 และ 0.037 
ตามลำดับ (ตารางที่ 8) จากผลการทดลองจึงเลือกเชื้อ A1-3 ที่เลี ้ยงด้วย 3 สภาวะดังกล่าว คือ 
(1) NB+น ้ำทะเล บ ่มท ี ่อ ุณหภ ูม ิ  30ºC, (2 ) MB+3% NaCl (w/v) บ่มท ี ่อ ุณหภูม ิ  30ºC และ  
(3) NB+น้ำทะเล บ่มที ่อ ุณหภูมิ 40ºC ไปทำการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีเบื ้องต้นด้วยว ิธี  
โครมาโตกราฟีแผ่นบาง  
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ตารางที่ 8 ลักษณะการเจริญของเช้ือ A1-3 ในอาหาร Nutrient broth + sea water และ Marine 
broth+3% NaCl (w/v) บ่มอุณหภูมิ 30°C และ 40°C 

 

ชนิดอาหาร Nutrient broth+sea water Marine broth+3% NaCl 
(w/v) 

ความเค็มรวม (ppt) 47 63 
ลักษณะความขุ่นของเชื้อ 

หลังบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เวลา 72 ชั่วโมง 
  

ลักษณะความขุ่นของเชื้อ 
หลังบ่มที่อุณหภูมิ 40°C เวลา 72 ชั่วโมง 

 
 
 
 

 

ตะกอนเซลล์หลังบ่ม  
ที่อุณหภูมิ 30°C เวลา 72 ชั่วโมง 

 
 
 
 
 

 

ตะกอนเซลล์หลังบ่ม  
ที่อุณหภูมิ 40°C เวลา 72 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 9 น้ำหนักเซลล์และสารสกัดของเช้ือ A1-3 ในอาหาร Nutrient broth ท่ีเตรียมด้วยน้ำทะเล 
และ Marine broth ท่ีเติม NaCl 3% (w/v)  เล้ียงในอุณหภูมิ 30°C และ 40°C 

 
ตัวอย่าง น้ำหนักเซลล์เปียก 

(กรัม) 
น้ำหนักรวมเซลล์เปียก 

(กรัม) 
น้ำหนักสารสกัด 

(กรัม) 
NB+น้ำทะเล, 30ºC 1.324±0.15 2.768 0.036 
MB+3%NaCl, 30ºC 1.382±0.04 3.248 0.032 
NB+น้ำทะเล, 40ºC 1.221±0.08 2.250 0.037 
MB+3%NaCl, 40ºC 0.540±0.04 0.340 0.002 

หมายเหตุ: รวมตะกอนเซลล์จาก 3 ซ้ำ นำไปสกัดสารเน่ืองจากเซลล์มีปริมาณน้อย จึงไม่มีค่า SD 

 
4.2.1 การเปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือก่อโรคของสารสกัดจากเช้ือ A1-3 

                     จากการนำเชื้อ A1-3 เลี ้ยงในอาหาร NB+Sea water และ MB+3%NaCl (w/v) 
ทดสอบกับเชื ้อแบคทีเร ียก่อโรคด้วยวิธ ี Agar well diffusion ท่ีความเข้มข้นสารสกัด 10,000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หยอดลงไปในแต่ละหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ปริมาณ 500 ไมโครกรัม) พบว่า
สารสกัดจากเชื้อ A1-3 ปริมาณสาร 500 ไมโครกรัม สามารถยับยั้งได้เฉพาะเชื้อยีสต์ Candida 
albicans และสารสกัดเชื้อ A1-3 ที่มาจากการเลี้ยงในอาหาร NB+Sea water และ MB+3%NaCl 
(w/v) แสดงฤทธ ิ ์การย ับยั ้ งไม ่แตกต ่างก ันม ีขนาด Inhibition zone เท ่าก ับ 22±0 .00 และ 
20.66±0 .57 ม ิลลิเมตร ตามลำดับ ส่วนการทดสอบเชิงบวกของยา Ketoconazole ม ีขนาด 
31.33±0.57 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4 และตารางท่ี 10) 
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    Staphylococcus aureus              Escherichia coli                       Candida albicans 

ภาพที่ 4 การยับยั้งเชื้อก่อโรคของสารสกัดจากเชื้อ A1-3 ที่เลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่เตรียมด้วย 
    น้ำทะเล (NB) และ Marine broth เติม NaCl 3% (w/v) (MB)  ในการยับยั้งเชื้อก่อโรค        
    Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ Candida albicans (Positive   
    control:GEN=Gentamicin, KET=Ketoconazole, Negative control: DMSO=Dimethyl   
    sulfoxide) 

 

 ตารางที่ 10 ขนาด inhibition zone (มิลลิเมตร) ของสารสกัดจากเช้ือ A1-3 ในการยับยั้งเช้ือ 
ก่อโรค Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ Candida albican 

 

5. การศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดออกฤทธิ์ในการยั้บยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค  
5.1 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีเบ้ืองต้นด้วยวิธีโครมาโตรกราฟีแผ่นบาง (Thin Layer 

Chromatography, TLC)  
                 เช้ือ A1-3 ท่ีเล้ียงด้วยสภาวะท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ หมายเลข 1 = NB+น้ำทะเล ท่ี 30ºC; 
หมายเลข 2 = MB+3% NaCl (w/v) ที่ 30ºC และ หมายเลข 3 = NB+น้ำทะเล ที่ 40ºC เมื่อนำมา

สารทดสอบ 
ขนาด Inhibition zone (มิลลิเมตร) 

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans 
A1-3 เลี้ยงในอาหาร NB 0±0.00 0±0.00 22±0.00 
A1-3 เลี้ยงในอาหาร MB 0±0.00 0±0.00 20.66±0.57 
Gentamicin 27±0.00 27.33±0.57 - 
Ketoconazole - - 31.33±0.57 
DMSO 0±0.00 0±0.00 0±0.00 

NB MB 

DMSO GEN 

NB MB 

DMSO GEN 

NB MB 

DMSO KET 
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ทำการแยกองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้น โดยใช้เทคนิค Thin layer chromatography ท่ีเป็น silica 
gel และใช้ระบบ eluent ด้วย Chloroform : Methanol (87:13) แสดงดังภาพที ่  5 พบว่า
องค์ประกอบของสาร A1-3 ท้ัง 3 สภาวะไม่แตกต่างกัน จากการตรวจสอบแถบสีท่ีปรากฏภายใต้รังสี 
UV ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร (ภาพท่ี 5 (ก)) มีแถบสีดำ (quenching zone) บนพื้นหลังสีเขียว
ของแสง fluorescent มีค่า Rf =  0.65, 0.58 และ 0.44 และเปรียบเทียบกับแผ่น TLC ภายใต้รังสี 
UV ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร (ภาพที่ 5 (ข)) พบว่า จากแถบที่ปรากฏมีค่า Rf = 0.8, 0.78, 
0.69, 0.3 และ 0.2 
       สำหรับการตรวจหา terpenoid โดยใช้ anisaldehyde-sulfuric acid และหลังจาก
การให้ความร้อนที่ 105 °C พบว่าบนแผ่น TLC ปรากฏเป็นแถบสีม่วงและสีเทาเขียว ซึ่งแสดงว่าเป็น
สารกลุ่ม terpenoid ดังภาพท่ี 5 (ค) ซึ่งค่า Rf ของสารสกัด A1-3 ท่ีเป็นสารกลุ่มเทอร์พีนอยด์มีค่า Rf 
=  0.8, 0.78, 0.65, 0.3 และ 0.2 ลักษณะของสีท่ีแตกต่างกันขึ้นกับองค์ประกอบเคมีว่าเป็นประเภท
ใด เช่น สีม่วง (terpenes), สีน้ำเงิน (น้ำตาล), สีแดง (steroids) และสีเทา-เขียว (phenol) เป็นต้น 
(Merck, 1980)  ซึ่งสารท่ีค่า Rf = 0.3 และ 0.2 เมื่อตรวจสอบภายใต้รังสี UV ความยาวคล่ืน 254 นา
โนเมตร และเรืองแสงเมื่อตรวจสอบด้วยรังสี UV ความยาวคล่ืน 365 นาโนเมตร และให้แถบสีม่วงเทา
เมือ่พ่นด้วย anisaldehyde-sulfuric acid คาดว่าเป็นสารกลุ่ม terpenoid  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              (ค) 

 
ภาพที่ 5 แสดง TLC Chromatogram ของสารสกัดจากเช้ือ A1-3 ตรวจสอบภายใต้รังสี UV ความ

ยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร (ก); รังสี UV ความยาวคล่ืน 365 นาโนเมตร (ข); สเปรย์ด้วย 
anisaldehyde-sulfuric acid (ค)  

Rf=0.6
5 

Rf=0.5

1     2     3 

Rf=0.8 
Rf=0.78 

Rf=0.69 

Rf=0.3 
Rf=0.2 

1     2     3 

Rf=0.3 
Rf=0.2 

Rf=0.8 
Rf=0.78 

 
 
Rf=0.65 

1     2     3 
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5.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดของเช้ือ A1-3 เล้ียงท่ีสภาวะท่ีแตกต่างกัน ต่อการยับยั้ง
เชื้อก่อโรค Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ Candida albicans ผ่าน
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TLC bioautography  

            สารประกอบท่ีแยกจากเช้ือ A1-3 ท้ัง 3 สภาวะ หมายเลข 1, 2, 3 (NB+น้ำทะเล ท่ี 30ºC, 
MB+3% NaCl (w/v) ที่ 30ºC และ NB+น้ำทะเล ที่ 40ºC) สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคทั้ง 3 ชนิด ดัง
แสดงในภาพที่ 6, 7 และ 8 จะเห็นว่าสารสกัดจากเชื้อ A1-3 ที่เลี ้ยงด้วย NB+น้ำทะเล ที่ 40ºC 
(หมายเลข 3) จะแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งกับทุกเชื้อ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับเชื้อ S. aureus (ภาพท่ี 6) 
จะมีศักยภาพในการยับยั้งได้ดีท่ีสุด ในขณะท่ีเช้ือท่ีเล้ียงด้วยสภาวะอื่น ยังไม่สามารถยับยั้งเช้ือ E. coli 
และ C. albicans ได้ (ภาพท่ี 7, 8)  

 

 
 
 
 
 

TLC fingerprint in 254 
nm 

TLC fingerprint in 365 
nm 

TLC-bioautography 
Staphylococcus aureus 

   

ภาพที่ 6 แสดง TLC-bioautography ของสารสกัดจากเช้ือ A1-3 กับการต้านเช้ือ  Staphylococcus 
aureus 

Rf=0.8 
Rf=0.78 

Rf=0.69 

Rf=0.3 
Rf=0.2 

Rf=0.6
5 

Rf=0.5

1     2     3 1     2     3 

Rf=0.3 

1     2     3 
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TLC fingerprint in 254 
nm 

TLC fingerprint in 365 
nm 

TLC-bioautography 
Escherichia coli 

   

ภาพที่ 7 แสดง TLC-bioautography ของสารจากสกัดเช้ือ A1-3 กับการต้านเช้ือ  Escherichia coli 

TLC fingerprint in 254 
nm 

TLC fingerprint in 365 
nm 

TLC-bioautography 
Candida albicans 

   

ภาพที่ 8 แสดง TLC-bioautography ของสารสกัดจากเช้ือ A1-3 กับการต้านเช้ือ Candida albicans 

1     2     3 1     2     3 

Rf=0.3 

1     2     3 

1     2     3 1     2     3 

Rf=0.3 

1     2     3 
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จากการทดลองหลังจากการสเปรย์ด้วย MTT สารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือก่อโรคแสดง clear 
zone ในตำแหน่งวงสีแดง ดังภาพท่ี 6, 7, และ 8 พบว่าสารออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือจะเป็นกลุ่มท่ีมีข้ัวสูง 
และสามารถดูดกลืนรังสี UV ความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร เป็นสารท่ีมีค่า Rf = 0.3  
 จากการทดสอบคุณสมบัติของสารประกอบของ A1-3 สารประกอบที่ตำแหน่งค่า Rf=0.3 
เป็นสารกลุ่ม terpenoid (สามารถดูดกลืนรังสี UV 254 นาโนเมตร และเรืองแสงที่ UV 365 นาโน
เมตร และให้สีม่วงเทากับ anisaldehyde-H2SO4) และยังแสดงฤทธิ ์ย ับยั้งเชื ้อก่อโรคทั ้ง 3 ชนิ
โดยเฉพาะกับเช้ือ Staphylococcus aureus มีฤทธิ์การยับย้ังท่ีชัดเจน ดังแสดงในภาพท่ี 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 แสดงตำแหน่งของสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus และคุณสมบัติสาร 

terpene ของสารสกัดจากเช้ือ A1-3  
 

6. ผลการทดสอบ MIC และ MBC ของสารสกัด A1-3  
          สารสกัดหยาบจากเชื้อ A1-3 แสดงค่า MIC และ MBC ต่อเชื้อ Staphylococcus aureus 
และ Escherichia coli มากกว่า 50,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที ่เชื ้อ Candida albicans 
แสดงค่า MIC และ MBC เท่ากับ 50,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สำหรับยา Gentamicin แสดงค่า MIC 
และ MBC ต่อเช้ือ S.aureus เท่ากับ 0.39 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และแสดงค่า MIC และ MBC ต่อเช้ือ 
E.coli เท่ากับ 1.56 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส่วนยา  Ketoconazole แสดงค่า MIC และ MBC เท่ากับ 
625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ต่อเช้ือ C.albicans (ตารางท่ี 11) และยังพบว่าเช้ือก่อโรคทดสอบทุกชนิด
สามารถเจริญได้ในหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB ที่มี DMSO (growth control) ส่วนหลุมอาหารเลี้ยง
เช้ือ MHB ท่ีไม่ได้เติมเช้ือทดสอบพบว่าไม่มีการเจริญของเช้ือทดสอบ (sterility control)  
  

Rf=0.3 
Rf=0.2 

Rf=0.8 
Rf=0.78 

 
 
Rf=0.65 

1     2     3 

Rf=0.3 

1     2     3 
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ตารางที่ 11 ค่า MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบจากเช้ือ A1-3 และยาปฏิชีวนะต่อเช้ือก่อโรค 

สารทดสอบ Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans 
MIC 

(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

MBC 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

MIC 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

MBC 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

MIC 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

MBC 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

  สารสกัด A1-3 >50,000  >50,000 >50,000  >50,000  50,000  50,000 
  Gentamicin 0.39  0.39  1.56  1.56  - - 
Ketoconazole - - - - 625 625  

*ความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดจากเชื้อ A1-3 ที่ใช้ในการทดลองคือ 50,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

 
7. การระบุชนิดของเชื้อ A1-3  

          การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของเชื ้อ A1-3 (accession no.: 
PV739571 เปร ียบเทียบกับฐานข้อมูลลำดับนิวคล ีโอไทด์พบว่า ม ีความคล้ายคลึงก ับเ ช้ือ 
Halobacillus mangrovi accession no.: NR_044002 มีค่าร้อยละความเหมือน % identity = 
99.52%, e-value = 0, % query coverage = 96%  

7.1 วิเคราะห์ภาพแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic Tree) หรือแผนภาพท่ีแสดงถึงความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต ด้วยวิธี Maximum Likelihood โดยใช้โมเดล Tamura-Nei (1993) 
ประเมินความน่าเช่ือถือของแผนภูมิต้นไม้โดยใช้ Bootstrap analysis 1000 รอบ จากแผนภูมิต้นไม้
แสดงให้เห็นว่าเช้ือ A1-3 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ์ Halobacillus mangrovi 
(ภาพท่ี 10 )  
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ภาพที่ 10 แผนภูมิต้นไม้ ที ่สร้างด้วยวิธี Maximum Likelihood โดยใช้โมเดล Tamura-Nei 

(1993) แสดงความส ัมพ ันธ ์ทางว ิว ัฒนาการระหว ่าง เช ื ้ อ A1-3 และในสกุล 
Halobacillus จากฐานข ้อม ูล GenBank accession number PV739571 A1-3 
ตัวเลขบนแผนภูมิแสดงค่าความเช่ือมั่นท่ีมากกว่า 50% จากการวิเคราะห์ bootstrap 
1,000 ครั้ง  

 
8. ข้อมูลจีโนมทั้งหมด (Draft genome) ของเชื้อ A1-3 

8.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบของจีโนม  
     ก า ร ว ิ เ ค ร าะห ์ จ ี โ นมของ เช ื ้ อจ ากฐานข ้ อม ู ล  GenBank accession number 

JBPCEO000000000  เ ช ื ้ อ  Halobacillus mangrovi A1-3 (BioProject: PRJNA1274693 , 
BioSample: SAMN48999307) พบว่ามีขนาด 3,988,660  bp มีค่า G + C content เท่ากับ 
41.16% จำนวน Contig เท่ากับ 11 โดยมีค่า Contig N50 เท่ากับ 1,379,876 bp และค่า Contig 
N90 เท่ากับ 265,714 bp มีจำนวน coding sequences เท่ากับ 3,923 ในส่วน Non-coding RNA 
Prediction พบว่ามีจำนวน tRNA เท่ากับ 9 และ rRNA เท่ากับ 68 (ตารางท่ี 12)  
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ตารางที่ 12 ข้อมูลจีโนมของเช้ือ A1-3 
 

Feature Value 
Genome size (bp) 3,988,660 
G + C content (%) 41.16 
Contig number 11 
Contig N50 (bp) 1,379,876 
Contig N90 (bp) 265,714 
Geneset number 
(CDS: coding sequences) 

3,923 

tRNA 9 
rRNA 68 
BioProject accession number PRJNA1274693 
BioSample accession number SAMN48999307 
Accession number JBPCEO000000000 

 
 8.2 การวิเคราะห์ความเหมือนของสายพันธุ์ (Homologous species) ด้วยโปรแกรม  

  Nr Annotation  
      จากข้อมูล draft genome ของเช้ือ A1-3 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนท่ีเหมือนกัน

หรือ homologs กับเชื้อ Halobacillus mangrovi 86.29 % (ภาพที่ 11) และข้อมูลการกระจาย
ของสายพันธุ์เมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนเหมือนกัน (homologs) พบว่าข้อมูล
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียในสกุลเดียวกัน คือ Halobacillus และอาจบ่งชี้ว่าโปรตีนนี้เป็นชนิดอนรุกัษ์ 
(conserved) ซึ่งจะพบได้เฉพาะในกลุ่มสกุลนี้  

 
 
 
 
 

 
 
   
ภาพที่ 11 การวิเคราะห์การกระจายสายพันธุ์ (Homologous Species Distribution)  
             ด้วยโปรแกรม Nr Annotation สีท่ีแตกต่างกันบ่งบอกถึงความแตกต่างของชนิด 
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 8.3 การวิเคราะห์ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิด้วยโปรแกรม    
     antiSMASH Annotation 
     จากการวิเคราะห์ข้อมูล draft genome ด้วยโปรแกรม antiSMASH Annotation ver.8 

พบว่าเชื้อ A1-3 มี genomic regions ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารกลุ่ม secondary metabolites 
ท้ังหมด 7 region ได้แก่ region 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 2.1, 2.2 และ 3.1 ซึ่ง region 1.4 แสดงลักษณะ
ท่ีบ่งช้ีว่าเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารกลุ่ม Terpene ใกล้เคียงกับเช้ือ Halobacillus halophilus 
DSM 2266 ในฐานข้อมูล MIBiG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene Cluster) 
เลข MIBiG accession number: BGC0000645 (ภาพท่ี 12) และแสดงกลุ่มยีนท่ีมีความใกล้เคียงกับ
ยีนท่ีผลิตสาร carotenoids ในฐานข้อมูล BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) ท่ีมีข้อมูลผลการ
ทดลองเป็นที่รู้จัก (Most similar known cluster) มีค่า % similarity เท่ากับ 100% (ตารางที่ 13) 
บ่งช้ีได้ว่าเช้ือ A1-3 น่าจะมีกลุ่มยีนสำคัญทำหน้าท่ีในการสร้างสารกลุ่ม Terpene  
 

ตารางที่ 13 ตำแหน่งยีนท่ีสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ของเช้ือ A1-3 

 
Region Type Most similar known 

cluster 
Similarity 

Region 1.1 Terpene   
Region 1.2 T3PKS Surfactin  8% 
Region 1.3 Batalactone Fengycin  46% 
Region 1.4 Terpene Carotenoid  100% 
Region 2.1 LAP   
Region 2.2 NI-siderophore Schizokinen  50% 
Region 3.1 Ectoine Ectonine  75% 
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ภาพที่ 12 ข้อมูลกลุ่มยีนท่ีสร้างสารทุติยภูมิของเช้ือ Halobaciilus halophilus DSM 2266  จาก
ฐานข้อมูล MIBiG accession number: BGC0000645



 
 

บทที่ 4 
อภิปรายและสรปุผลการวิจัย 

 
 เชื้อจุลินทรีย์มักเป็นสาเหตุก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ เชื้อบางสายพันธุ์มีความสามารถในการ
ปรับตัวและพัฒนาตัวเองจนกลายเป็นเชื้อที่ดื้อยาและหายารักษาได้ยากจนเป็นเหตุให้มีการเสียชีวิต
จากการติดเชื้อในที่สุด  เชื้อดื้อยาต้านจุลชีพเกือบทุกชนิดจัดเป็นโรคติดเชื้ออุบัติใหม่ที่เป็นอันตราย
ร้ายแรงต่อสุขภาพของมนุษย์ ทั่วโลกประสบกับปัญหาเชื้อดื้อยาและมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นทุกปี ส่งผล
กระทบทางเศรษฐกิจและสังคม จึงมีความจำเป็นต้องค้นหาสารต้านจุลชีพจากแหล่งที่มีศักยภาพ 
ปัจจุบันพื้นที่ป่าชายเลนได้รับความสนใจในการเป็นแหล่งของสารสำคัญทางชีวภาพจากธรรมชาติ 
เนื่องจากเป็นพื้นที่ที ่มีความอุดมสมบูรณ์ และมีความหลากหลายทางชีวภาพ เชื ้อแบคทีเรียกลุ่ม  
Bacillus ที่คัดแยกจากป่าชายเลนมีรายงานว่าสามารถสร้างสารท่ีแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพที่สำคัญได้ 
เช่น สารต้านเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค สารต้านอนุมูลอิสระ สารต้านมะเร็ง เป็นต้น  (Cahlia et al., 2023; 
Ramasubburayan et al., 2015) เชื้อกลุ่ม Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก สร้างสปอร์ได้ จึงมี
ความทนทานต่อการเปล่ียนแปลงสภาพแวดล้อมของระบบนิเวศป่าชายเลนได้ดี เช่น การเปล่ียนของ
อุณหภูมิ หรือความเค็ม การศึกษานี้ได้ทำคัดแยกเชื้อกลุ่ม Bacillus จากดินป่าชายเลน ได้จำนวน  
14 Isolate จากนั้นทำการสกัดสารจากภายในเซลล์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาทำการทดสอบฤทธิ์
เบ้ืองต้นในการต้านเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค 3 สายพันธุ์ที่มักเกิดการด้ือต่อยาปฏิชีวนะ ได้แก่ Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus และ Candida albicans  โดยใช้เทคนิค Agar well diffusion 
เชื้อที่ถูกคัดเลือกคือเชื้อ A1-3 เนื่องจากสามารถแสดงการยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ทั้ง 3 ชนิด โดยเฉพาะ
เชื้อ C. albicans ที่ทดสอบด้วยสารสกัดจากเชื้อ A1-3 ปริมาณ 250 ไมโครกรัมสามารถยับยั้งเช้ือ  
C. albicans ได้ดีท่ีสุด มีขนาด Inhibition zone 16.83±0.76 มิลลิเมตร จึงคัดเลือกเช้ือ A1-3 ศึกษา
ในระดับยีนต่อไป จากรายงานการศึกษาของ Mohammad et al. (2011) พบว่าสารสกัดจากเช้ือ 
Bacillus sp. ท่ีคัดแยกจากดินมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือ E. coli, S. aureus และ C. albicans 
มีขนาดการยับยั้ง เท่ากับ 19, 25 และ 21 มิลลิเมตร ตามลำดับ (Moshafi et al., 2011) แต่อย่างไร
ก็ตามเทคนิค Agar well diffusion เป็นเพียงการทดสอบเบื้องต้นในการคัดเลือกเชื้อที่แสดงฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อก่อโรคเท่านั้น ยังมีข้อจำกัดด้านความไว (sensitivity) ในการทดสอบ เนื่องจากการวัด
โซนยับยั้งขึ้นอยู่กับการแพร่ (diffusion) ของสารในวุ้นอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งอาจได้รับผลกระทบจาก
หลายปัจจัย เช่น ขนาดโมเลกุล ความสามารถในการละลาย หรือความหนืดของสาร ทำให้สารบาง
ชนิดที่ออกฤทธิ์ดีอาจให้โซนยับยั้งเล็กหรือไม่มีโซน ไม่สามารถระบุความเข้มข้นต่ำสุดที่ยับยั้งเชื้อได้ 
(บอกได้เพียงว่าสารนั้นแสดงฤทธิ์ยับยั้งหรือไม่) และความไวต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อม 
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เช่น ความหนาของวุ้น อุณหภูมิ หรือความเป็นกรดด่าง จึงพบได้ว่าบางการทดสอบเช้ือ A1-3 แสดงผล
ยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ทั้ง 3 ชนิด  แต่บางการทดสอบยับยั้งได้ชัดเจนเพียงเชื้อบางตัว จึงจำเป็นต้องทำ
การทดสอบยืนยันและวัดประสิทธิภาพด้วยวิธีการอื่นเพิ่มเติม ได้แก่ การประเมินค่าความเข้มข้นของ
สารสกัดหยาบจากเช้ือ A1-3 ในระดับต่ำสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC: Minimum 
inhibitory concentration), การประเมินค่าความเข้มข้นของสารในระดับต่ำสุดที ่สามารถฆ่า
จุลินทรีย์ (MBC: Minimum bactericidal concentration) และการทดสอบ TLC-Bioautography  
 การจำแนกสายพันธุ์เชื้อ A1-3 โดยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) บริเวณยีน 
16S rRNA และการวิเคราะห์ภาพแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic Tree) แบบ Maximum likelihood 
โดยการเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างเชื้อ A1-3 และเชื้อชนิดอื่นในสกุล Halobacillus จากฐานข้อมูล 
GenBank พบว่าเชื้อ A1-3 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเชื้อสายพันธุ์ Halobacillus mangrovi โดยมี
ค่า bootstrap support สูง 97% สอดคล้องกับผลการว ิเคราะห์ความเหมือนของสายพันธุ์  
(Homologous species) ด้วยโปรแกรม Nr Annotation จากข้อมูล draft genome ซึ่งพบว่าเช้ือ 
A1-3 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนที่เหมือนกันกับเชื ้อ H. mangrovi ที่ 86.29 % (ภาพที่11)  
จากการวิเคราะห์ข้างต้นบ่งช้ีว่าเชื ้อ A1-3 มีความใกล้เคียงกับเชื ้อสายพันธุ์ H. mangrovi ซึ่งเช้ือ
ดังกล่าวมีรายงานการค้นพบครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 2008 จากใบของต้นโกงกาง Avicennia germinans 
(black mangrove) ในบริเวณป่าชายเลน (Soto-Ramirez et al., 2008) เชื้อชนิดนี้ย้อมติดสีแกรม
บวก มีรูปร่างแบบท่อน ยาว 1–2 มิลลิเมตร และกว้าง 0.5–1 มิลลิเมตร ซึ่งสอดคล้องกับภาพถ่ายของ
เชื้อ A1-3 ภายใต้กล้องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าเช้ือ
ดังกล่าวมีความสามรถในการสร้างสปอร์ และเคลื่อนที่ได้ ลักษณะโคโลนีของเชื้อเมื่อเลี้ยงบนอาหาร 
Sehgal–Gibbons medium มีสีครีม ขอบเรียบ รูปร่างกลม ผิวโค้งนูน และยกตัวขึ้นจากผิวหน้า
อาหาร (Soto-Ramirez et al., 2008) Yaradoddi & Mudgulkar (2020) รายงานการพบเช้ือ  
H. mangrovi ที่คัดแยกจากตัวอย่างดินเพาะปลูกบริเวณชายฝั่งตะวันตกของรัฐกรณาฏกะ ประเทศ
อ ินเด ีย พบลักษณะโคโลน ีม ีส ีคร ีม เม ื ่อเล ี ้ยงบนอาหาร  NA ที ่ เต ิม 10%NaCl (Yaradoddi 
Jayachandra & Mudgulkar Sulochana, 2020) อย่างไรก็ตามเชื้อ A1-3 ที่คัดแยกได้เมื่อทำการ
เพาะเลี ้ยงบนจานอาหาร NA+sea water แล้วบ่มที ่อ ุณหภูมิ 35 °C เวลา 48 ชั ่วโมง สามารถ
เจริญเติบโตได้ดี โคโลนีมีขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร ลักษณะสีเหลืองอ่อนอมส้ม แต่เจริญได้ช้าใน
อาหาร MA+1%NaCl, MA+3%NaCl และ MA+5%NaCl โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองอมส้ม โตช้า 
ต้องใช้เวลาบ่มมากกว่า 72 ชั่วโมง และไม่สามารถเจริญได้ในอาหาร MA สูตรปกติที่ไม่ได้เพิ่ม NaCl 
ในส่วนประกอบ เป็นไปได้ว่าสารอาหาร องค์ประกอบของน้ำทะเล และความเค็มของอาหารแต่ละ
ชนิดอาจมีผลต่อการเจริญของเช้ือ A1-3  
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จากผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเช้ือ H. mangrovi (A1-3) เพื่อสกัดสาร
ออกฤทธิ์ในการทดสอบ โดยเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณสารสกัดจากภายในเซลล์ พบว่า
เชื ้อที่เลี ้ยงด้วยอาหาร NB+sea water เจริญได้ดีที ่สุด และเชื้อสามารถเจริญได้ในช่วงความเค็ม  
47-80 ppt เวลา 24-72 ชั่วโมง ซึ่งลักษณะการเจริญของเชื้อ A1-3 ในอาหารเหลวเป็นไปในทิศทาง
เดียวกันกับการเจริญบนอาหารแข็งสูตรเดียวกัน Soto-Ramires et al. (2008) รายงานว่าเช้ือ  
H. mangrovi สามารถเจริญได้ในอาหาร  Sehgal–Gibbons medium ที่เติม 5-20% NaCl (w/v) 
และสามารถเจริญได้ดีในอาหารท่ีเติม NaCl 10% (w/v) จึงจัดเป็นเช้ือแบคทีเรียกลุ่มท่ีชอบเกลือปาน
กลาง (moderate halophilic bacteria) คืออยู่ในช่วง 5 - 20% NaCl (w/v) แต่อย่างไรก็ตามการ
เปรียบเทียบความเค็มของอาหารแต่ละชนิดในหน่วย % NaCl ทำได้ยาก เนื่องจากองค์ประกอบ
พื้นฐานของอาหารแต่ละชนิดมีความเค็มที่ต่างกัน เช่น อาหาร Maine agar สำเร็จรูป ออกแบบมา
โดยเฉพาะสำหรับแบคทีเรียในทะเล มีองค์ประกอบของเกลือหลากหลายชนิดเช่น NaCl, MgCl2, 
CaCl2, KCl ฯลฯ เพื่อเลียนแบบองค์ประกอบของน้ำทะเล เมื่อวัดความเค็มด้วยเครื่อง salinometer 
มีความเค็มประมาณ 35% ppt หากพิจารณาเพียง NaCl ในสูตรอาหาร MA นี ้มีปริมาณ 19.45  
กรัม/ลิตร 19.45 ppt) ซึ่งสูงกว่าอาหารเล้ียงเช้ือ Sehgal–Gibbons medium (0.5-1 กรัม/ลิตร) มาก 
จึงทำให้ในงานวิจัยของ Soto-Ramires et al (2008)  ได้ทำการทดลองเติม 0-20% NaCl (w/v) 
ลงในอาหาร Sehgal–Gibbons medium แล้วพบว่าเช้ือยังสามารถเจริญได้ อย่างไรก็ตามไม่ได้มีการ
รายงานค่าความเค็มในหน่วย ppt จึงทำให้ไม่สามารถเปรียบเทียบความเค็มของอาหารทั้ง 2 สูตร 
ท่ีแท้จริงได้ 

การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมโดยเปรียบเทียบการบ่มเชื ้อที่อุณหภูมิ 30ºC และ 40ºC 
พบว่าเช้ือสามารถเจริญเติบโตได้ดีใน 3 สภาวะ ได้แก่ การเล้ียงในอาหาร NB+sea ท่ีอุณหภูมิ 30ºC, 
MB+3%NaCl บ่มที ่อ ุณหภูม ิ 30ºC และ NB+sea water บ่มที ่อ ุณหภูม ิ 40ºC แต่ไม ่พบการ
เจริญเติบโตในอาหาร MB+3%NaCl ท่ีอุณหภูมิ 40ºC สอดคล้องกับรายงานท่ีพบว่าเช้ือ H. mangrovi 
เจร ิญได ้ ดีภายใต ้ สภาวะอ ุณหภ ูมิช ่ วง  24-45 °C (Yaradoddi Jayachandra & Mudgulkar 
Sulochana, 2020) เมื ่อทำการสกัดสารจากภายในเซลล์ของเชื ้อ A1-3 ที่เลี ้ยงภายใต้ 3 สภาวะ
ดังกล่าว พบว่าได้ปริมาณสารสกัดที่ใกล้เคียงกัน และเมื่อทำการทดสอบการยับยั้งเชื ้อก่อโรค  
S. aureus,  E. coli และ  C. albicans ด้วยว ิธ ี  agar well diffusion พบว ่าเช ื ้อ  A1-3 ที ่ เล ี ้ยง 
ในอาหาร NB+Sea water และ MB+3%NaCl แสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง C. albicans ไม่แตกต่างกัน 
ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัม/หลุม มีขนาด Inhibition zone เท่ากับ 22±0.00 และ 20.66±0.57 
มิลลิเมตร ตามลำดับ  

การศึกษาองค์ประกอบของสารที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื ้อก่อโรคจากสารสกัดจากเช้ือ  
H. mangrovi (A1-3) ท่ีเล้ียงด้วยสภาวะท่ีต่างกัน (หมายเลข 1, 2 และ 3) มีองค์ประกอบทางเคมีของ
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สารสกัดไม่แตกต่างกัน ดังภาพที่ 6-8 พบว่าเชื ้อสามารถผลิตสารประกอบทุติยภูมิ (secondary 
metabolites) ได้ในสภาวะที่รุนแรง ได้แก่ หมายเลข 3 เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 40°C ซึ่งเป็นคุณสมบัติ
ของเช้ือกลุ่ม halophilic bacteria สามารถปรับตัวตามส่ิงแวดล้อมในธรรมชาติท่ีรุนแรงได้ดี และเมื่อ
ทำการศึกษาสารประกอบเบื้องต้นด้วย TLC พบว่าสารท่ีมีค่า Rf = 0.3 และ 0.2 เมื่อตรวจสอบภายใต้
รังสี UV ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และเรืองแสงสีขาวเมื่อตรวจสอบด้วยรังสี UV ความยาวคล่ืน 
365 nm แสดงว่ามี aromatic ring หรือมีพันธะคู่สลับ (conjugated double bond) ในโครงสร้าง
สารประกอบ และให้แถบสีม่วงเทาเมื ่อพ่นด้วย anisaldehyde-sulfuric acid ซึ ่งเป็นสารกลุ่ม 
terpene เมื ่อนำสารสกัดจากเชื้อ H. mangrovi (A1-3) มาทำการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง
เช้ือจุลินทรีย์ด้วยวิธี TLC-Bioautography (ภาพท่ี 9) ปรากฏบริเวณการยับยั้งเช้ือก่อโรคท้ัง 3 ชนิด
ของสารประกอบที่มีค่า Rf = 0.3 (สารกลุ่ม terpene หรือ terpenoid) โดยที่สารเทอร์พีนอยด์ 
เป็นกลุ่มสารประกอบท่ีเกิดขึ้นตามธรรมชาติท่ีหลากหลายรวมถึงจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรียและเช้ือรา 
ซึ่งได้รับการยอมรับมากขึ้นเรื่อยๆ ว่าเป็นผู้ผลิตเทอร์พีนอยด์ที่มีความหลากหลายทางโครงสร้างและ
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยจุลินทรีย์สามารถสร้างสาร terpenoids ผ่านเส้นทางการสังเคราะห์ทาง
ชีวภาพ และแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพได้ เมื ่อจับกับเอนไซม์หรือไรโบโซมที่มีความเฉพาะ นอกจาก  
เทอร์พีนอยด์ท่ีผลิตขึ้นอย่างต่อเนื่องจากจุลินทรีย์แล้ว ยังสามารถกระตุ้นให้เกิดการผลิตเทอร์พีนอยด์
อันเป็นผลจากปฏิสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์ได้อีกด้วย การผลิตเทอร์พีนอยด์อาจเกิดขึ้นได้จากกลไก
การแข่งขันหรือการป้องกันตัวของจุล ินทรีย์  (Avalos et al., 2022) ซึ ่งม ีรายงานว่าสารกลุ่ม 
terpenes สามารถต ้านเช ื ้ อแบคท ี เร ียท ี ่ ก ่อ ให ้ เก ิด โรคในทาง เด ินอาหาร  (food-borne 
microorganisms) เช่น เชื้อ E. coli, S. aureus และ B. cereus (Gallucci et al., 2009) และสาร
กลุ่ม terpenoids ท่ีสร้างจากเช้ือกลุ่ม Bacillus อาจจะสามารถนำไปพัฒนาในการต้านเช้ือไวรัส และ
โรคมะเร็งได้ในอนาคต (Shukla et al., 2022) อย่างไรก็ตามข้อมูลในการศึกษาสารออกฤทธิ์การต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ของเชื้อ Halobacillus sp. ยังมีจำนวนน้อย และไม่พบข้อมูลการศึกษาสารออกฤทธิ์
ยับยั้งจุลินทรีย์ของเชื ้อ H. mangrovi จากการที่กลุ ่ม halophilic bacteria สามารถปรับตัวตาม
ส่ิงแวดล้อมในธรรมชาติท่ีรุนแรงได้ดี ทำให้สามารถสร้างสารทุติยภูมิท่ีมีศักยภาพท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี
หลากหลาย โดยเฉพาะอย่างยิ ่งฤทธิ์ยับยั ้งจุลินทรีย์  ในปี ค.ศ. 2022 Ali และคณะ พบว่าสาร  
1H-pyrrole-2-carboxylic acid และ 4-chloro- 1H-pyrrole-2-carboxylic acid ที ่แยกจากเช้ือ  
H. marinus HMALI004 สามารถยับยั ้งการเจร ิญเติบโตของเชื ้อ V. parahaemolyticus และ  
V. cholerae ได้ ซึ่งมีค่า MIC เท่ากับ 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ (Ali et al., 2022) 
ดังรายงานของ Saleem และคณะ (2024) พบว่า สารทุติยภูมิ ที่ได้จากเชื้อ Halobacillus sp. มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ได้ปานกลาง โดยแสดงโซนการยับยั้งเชื ้อ S. aureus ท่ี  
11 มิลลิเมตร ขณะที ่ E. coli และ C. albicans ยับยั ้งที ่ 13 มิลลิเมตร เมื ่อทำการวิเคราะห์
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สารประกอบด้วย GC-MS พบสารประกอบหลัก ได ้แก ่  cyclo(L-prolyl-L-valine) , pyrrolo 
[ 1,2- a] pyrazine- 1,4- dione, hexahydro- 3- ( 2- methylprop) , 2,5- piperazinedione,3,6- bis 
(2-methylpropyl) และ pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,hexahydro-3-(phenylmethyl) 
(Saleem et al., 2024) สารประกอบเหล่านี้น่าจะมีส่วนช่วยในการรักษาโครงสร้างและหน้าที่ของ
ชุมชนจุลินทรีย์ในระบบนิเวศท่ีมีเกลือสูง นอกจากนี้ยังพบสารแคโรทีนอยด์ ได้แก่ lycopene, lutein 
และ β-carotene ที่แยกจากเชื้อแบคทีเรียที่มีสี H. yeomjeoni ซึ่งสารสกัดหยาบจากเชื้อนี้แสดง
ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus (Sricharoen et al., 2022) จากการทดสอบหาค่า ความเข้มข้นต่ำสุดท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC) และค่า ความเข้มข้นต่ำสุดท่ีสามารถฆ่าจุลินทรีย์ (MBC) 
ของสารสกัดหยาบจากเชื้อ H. mangrove ด้วยวิธี broth microdilution พบว่าสารสกัดจากเช้ือ 
A1-3 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื ้อ C. albicans ได้ดีกว่าเชื ้อ S. aureus และ E. coli โดยมีค่า 
MIC และ MBC สำหรับ C. albicans เท่ากับ 50,000 µg/mL ขณะท่ีเช้ือแบคทีเรียท้ังสองชนิดแสดง
ค่า MIC และ MBC ท่ีสูงกว่า 50,000 µg/mL 

อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานของ Saleem และคณะ (2024) ท่ีระบุว่าสารสกัด
จากน้ำเลี้ยงเชื้อ Halobacillus sp. จากบ่อเกลือในประเทศอินเดียสามารถยับยั้งเชื้อ E. coli และ  
C. albicans ได้ที ่ค่า MIC 128 µg/mL แต่ไม่สามารถยับยั ้งเชื ้อ S. aureus ได้นั ้น พบว่าผลการ
ทดลองดังกล่าวไม่สามารถนำมาเปรียบเทียบกับงานวิจัยนี้โดยตรง เนื่องจากกระบวนการสกัดสารท่ี
แตกต่างกัน โดยงานวิจัยนี้เป็นการสกัดสารจากภายในเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งอาจส่งผลให้องค์ประกอบ
ทางเคมีและความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ที่ได้แตกต่างกัน และเป็นเหตุผลท่ีทำให้ประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังเช้ือก่อโรคแตกต่างกันไป 

ข้อมูลจีโนมทั ้งหมด (Draft genome sequence)  ที ่ว ิ เคราะห ์ด ้วยเคร ื ่อง Illumina 
sequencing พบว ่าเช ื ้อ  H. mangrovi ม ีขนาด 3,988,660 bp ม ีค ่า G + C content เท ่ากับ 
41.16% มีจำนวน 11 Contig โดยมีค่า Contig N50 เท่ากับ 1,379,876 bp และค่า Contig N90 
เท่าก ับ 265,714 bp มีจำนวน coding sequences เท่าก ับ 3,923 ในส่วน Non-coding RNA 
Prediction พบว่ามีจำนวน tRNA เท่ากับ 9 และ rRNA เท่ากับ 68 แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลจาก
งานวิจัยมีความแตกต่างกับข้อมูล Draft genome ของเชื้อ H. mangrovi KTB 131 ที่คัดแยกจาก
เกลือในประเทศเกาหลี (Woo et al., 2017) ซึ่งวิเคราะห์จีโนมโดยใช้เครื ่อง  PacBio RS II  พบว่า
จีโนมมีขนาด  4,151,649 bp, G +C content 41.6% จำนวน 1 Contig จำนวน tRNA เท่ากับ 42 
และ rRNA เท่ากับ 11 เนื ่องจากการวิเคราะห์ draft genome ด้วยเครื่อง  PacBio RS II ให้ long 
reads (ความยาวเฉล่ีย ~10-20 kb) ซึ่งช่วยแก้ปัญหาการประกอบจีโนมในบริเวณลำดับนิวคลีโอไทด์
ท่ีซ้ำได้ดีกว่า ทำให้ได้จีโนมที่ยาวและสมบูรณ์กว่า อย่างไรก็ตามความแม่นยำต่อ read อาจต่ำกว่า
เครื ่อง Illumina ซึ ่งการใช้เครื ่อง Illumina ให้ short reads (ความยาว ~100-300 bp) ที่มีความ
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แม่นยำสูง แต่การประกอบจีโนม (assembly) จาก short reads อาจมีปัญหาในบริเวณที่มีลำดับซ้ำ 
(repetitive regions) ทำให้เกิดช่องว่าง (gaps) หรือการประกอบท่ีไม่สมบูรณ์ ส่งผลให้จีโนมท่ีได้อาจ
สั้นกว่าหรือขาดบางส่วน ความยาวจีโนมที่ต่างกันเกิดจากความสามารถในการจัดการลำดับซ้ำและ
ความสมบูรณ์ของการประกอบจีโนมเครื่อง PacBio ได้เปรียบในแง่ long reads ที่ให้ contigs ยาว
และครอบคลุมกว่า ส่วนเครื่อง Illumina ให้ข้อมูลแม่นยำแต่มีข้อจำกัดในบริเวณซับซ้อน แม้ว่าการใช้
เครื่องมือในการวิเคราะห์จีโนมที่ต่างกันส่งผลให้ได้ข้อมูลที่ให้ผลลัพธ์ต่างกัน (เช่น ความยาวจีโนม, 
ความสมบูรณ์ของ contigs, หรือจำนวนช่องว่าง) แต่ก็ยังสามารถทำนาย (annotation) หรือระบุ 
หน้าที่ของยีน รวมถึงการวิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร secondary metabolites ด้วย
โปรแกรม antiSMASH ได้ 

โปรแกรม antiSMASH (antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell) เป็น
เครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์จีโนมเพื่อระบุและจำแนก BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) โดย
จะตรวจจับลำดับยีนท่ีมีลักษณะเฉพาะของการผลิตสาร secondary metabolites โดยเปรียบเทียบ
ในฐานข ้อม ูล MIBiG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene Cluster) ซ ึ ่ ง เป็น
ฐานข้อมูลและมาตรฐานสำหรับการจัดเก็บและแบ่งปันข้อมูลเกี ่ยวกับ BGCs ที ่สำคัญ เช่น  
ยาปฏิชีวนะหรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ MIBiG ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อรวบรวมข้อมูลท่ีครบถ้วนและ
เป็นระบบเกี่ยวกับ BGCs ที่ได้รับการพิสูจน์แล้วในการทดลอง จากการวิเคราะห์ข้อมูลจีโนมของเช้ือ 
H. mangrovi (A1-3) พบว่า มีกลุ ่มยีนที ่สามารถสังเคราะห์สารกลุ ่ม Terpene มีลำดับยีนและ
โครงสร ้ า งท ี ่ เหม ื อนก ับ  BGCs ท ี ่ ร ู ้ จ ั ก  (Most similar known cluster) ซ ึ ่ ง สามารถผ ลิต  
สาร carotenoids ได้ ซ ึ ่งพบในเชื ้อ Halobacillus halophilus DSM 2266  (MIBiG accession 
number: BGC0000645) ซึ่งข้อมูลดังกล่าวได้รับการยืนยันจากงานทดลองแล้ว กลุ่มยีน BCG จาก
เช้ือ H. mangrovi (A1-3) Region 1.4 มีค่า % similarity เท่ากับ 100% บ่งช้ีว่า BGC นี้มีลักษณะท่ี 
conserved มากใน  เช ื ้ อ  H. halophilus DSM 2266 (Köcher et al., 2009) นอกจากน ี ้พบว่า 
เมื ่อนำข้อมูล Draft genome ของเชื้อ H. mangrovi KTB 131 ที่รายงานโดย Mingyeong et al 
(2014) ซึ่งวิเคราะห์จีโนมโดยใช้เครื่อง PacBio RS II  (GenBack accession number:CP020772.1) 
ไปทำการวิเคราะห์ด้วย โปรแกรม antiSMASH ได้ผลเช่นเดียวกันกับการวิจัยในครั้งนี้โดยพบ BGCs 
ซึ่งสังเคราะห์สารกลุ่ม Terpene เดียวกัน แสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์จีโนมด้วยเครื่อง Illumina 
และ PacBio ให้ผลการวิเคราะห์กลุ ่มยีนที ่สร้าง สาร secondary metabolites ด้วยโปรแกรม 
antiSMASH ไม่แตกต่างกัน ซึ่งการพบตำแหน่งกลุ่มยีนที่สร้างสารกลุ่ม Terpene ดังกล่าวเป็นการ
สนับสนุนผลการทดลอง TLC Chromatogram ที ่ทำการว ิเคราะห์องค์ประกอบของสารกลุ่ม 
terpene หร ื อ  terpenoid จ ากสารสก ั ดจาก เช ื ้ อ  H. mangrovi โ ดยถ ู กตร วจสอบด ้ วย 
anisaldehyde-sulfuric acid (ภาพท่ี 9) อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานการวิเคราะห์ BGCs ของเช้ือ 
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H. mangrovi ด้วย antiSMASH ในด้านการศึกษาสาร secondary metabolites ท่ีเกี่ยวข้องกับฤทธิ์
ต้านเช้ือก่อโรคในมนุษย์ 
 ผลการศึกษานี้พบว่าเช้ือแบคทีเรีย Halobacillus mangrovi มีฤทธิ์ในการยับย้ัง
เช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค 3 ชนิดได้แก่ C. albicans, E. coli และ S. aureus เมื่อทำการวิเคราะห์ในระดับ
จีโนมพบข้อมูลสอดคล้องกับการทดลององค์ประกอบสารเคมีของสารสกัด ซึ่งเป็นไปได้ว่าสารท่ีแสดง
ฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือก่อโรคนั้นอาจจะเป็นกลุ่ม Terpenes ซึ่งสามารถนำไปเป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อใช้
ในการพัฒนาสารต้านจุลชีพท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งเช้ือดื้อยาได้ในอนาคต  

ขณะนี้ผลงานวิจัยอยู่ในขั้นตอนการเตรียมบทความช่ือเรื่อง Halobacillus mangrovi A1-3 
Extracts Isolated from Thai Mangrove Ecosystems: Anti-Human Pathogen Activity and 
Genomic Insights เพื่อเสนอแก่วารสาร International Journal of Agricultural Technology 
(IJAT)  

 
ข้อเสนอแนะ การทำวิจัยในขั้นตอนต่อไป ตลอดจนประโยชน์ในการประยุกต์ผลงานวิจัยที่ได้  
       งานวิจัยท่ีล่าช้ากว่ากำหนดมีสาเหตุหลักสองประการ ดังนี้ ประการแรก การเตรียมสารสกัดจาก
เช้ือแบคทีเรียจำเป็นต้องเพาะเล้ียงในปริมาณมากและใช้ระยะเวลานาน เพื่อให้ได้สารเพียงพอสำหรับ
การวิเคราะห์และทดสอบ ประการที่สอง การวิเคราะห์จีโนมทั้งหมด มีปริมาณข้อมูลจำนวนมาก  
จึงต้องใช้เวลาในการวิเคราะหข์้อมูล  

งานวิจัยนี้ได้ค้นพบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสำหรับ H. mangrovi ซึ่งสามารถนำไป
ต่อยอดเพื่อผลิตเช้ือในปริมาณมากด้วยระบบไบโอรีแอคเตอร์ และนำสารท่ีสกัดได้ไปใช้ในการทดสอบ
ต่างๆ ต่อไป นอกจากนี้ ข้อมูลจากการวิเคราะห์จีโนมยังช่วยให้ระบุยีนท่ีเกี่ยวข้องกับสารออกฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคได้ ดังนั้น ผลการวิจัยนี้จึงมีคุณค่าอย่างยิ่งในการพัฒนาสารต้านจุลชีพ
เพื่อรับมือกับปัญหาเช้ือดื้อยาท่ีเพิ่มขึ้น โดยให้ข้อมูลเชิงลึกในระดับจีโนม ซึ่งสามารถนำไปประยุกต์ใช้
ในงานด้านพันธุวิศวกรรมเพื่อสร้างสารออกฤทธิ์ที่มีความเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพสูงในการ
ต่อสู้กับเช้ือก่อโรคได้อย่างแม่นยำยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
ภาพการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเช้ือ Bacillus spp.ในการยับยั้งเช้ือก่อโรค 

 



 
 
การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากเช้ือ Bacillus spp.ในการยับยั้งเช้ือก่อโรค 3 ชนิด ได้แก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Candida 
albicans ด้วยวิธี agar well diffusion 
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วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 
  



 
 

วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 

1.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar (Difco) แบบแข็ง ประกอบด้วย 
Beef Extract     3.0 กรัม 
Peptone       5.0 กรัม 
Agar       15 กรัม 
เติมน้ำทะเล 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 

2.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Broth (Difco) แบบเหลว ประกอบด้วย 
Beef Extract     3.0 กรัม 
Peptone       5.0 กรัม 
เติมน้ำทะเล 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 

3.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton Agar (Difco) แบบแข็งประกอบด้วย 
          Beef Extract powder    2.0 กรัม 
          Acid Digest of Casein                17.5 กรัม 
          Starch                                      1.5 กรัม 
          Agar                                            17.0 กรัม 

เติมน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 

4.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton Broth (Himedia) แบบเหลว ประกอบด้วย 
HM infusion B     2.0 กรัม 
Acicase     17.5 กรัม 
Starch      1.5 กรัม 
เติมน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 

5.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Sabouraud Dextrose Agar (Himedia) แบบแข็ง ประกอบด้วย 
Mycological peptone    10 กรัม 
Dextrose (Glucose)    40  กรัม 
Agar       15       กรัม 
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เติมน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 
 

6.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Marine Broth 2216 (HIMEDIA) แบบแข็งประกอบด้วย 
Peptone     5.00  กรัม 
Yeast extract     1.000  กรัม 
Ferric citrate     0.100  กรัม 
Sodium chloride    19.450  กรัม 
Magnesium chloride    8.800  กรัม 
Sodium sulphate    3.240  กรัม 
Calcium chloride anhydrous   1.800  กรัม 
Potassium chloride    0.550  กรัม 
Sodium bicarbonate    0.160  กรัม 
Potassium bromide    0.080  กรัม 
Strontium chloride    0.034  กรัม 
Boric acid     0.022  กรัม 
Sodium silicate    0.004  กรัม 
Sodium fluorate   0.0024  กรัม 
Ammonium nitrate    0.0016  กรัม 
Disodium hydrogen phosphate 0.008  กรัม 
Agar (HIMEDIA)    17.0  กรัม 
เติมน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 

7.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Marine Broth 2216 (Difco) แบบเหลว ประกอบด้วย 
 Peptone    5.0   กรัม 

Yeast Extract     1.0   กรัม 
Ferric Citrate    0.1   กรัม 
Sodium Chloride   19.45   กรัม 
Magnesium Chloride   5.9   กรัม 
Magnesium Sulfate   3.24   กรัม 
Calcium Chloride   1.8  กรัม  
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Potassium Chloride   0.55   กรัม 
Sodium Bicarbonate   0.16  กรัม 
Potassium Bromide   0.08   กรัม 
Strontium Chloride   0.034   กรัม 
Boric Acid    0.022   กรัม 
Sodium Silicate    0.004   กรัม 
Sodium Fluoride   0.0024   กรัม 
Ammonium Nitrate   0.0016   กรัม 
Disodium Phosphate   0.008   กรัม 
เติมน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 
*กรณีท่ีปรับสูตรความเค็มด้วยการเติม NaCl 1%, 3% และ 5% ให้คำนวนปริมาณ w/v 

เช่น NaCl 1 % w/v ช่ัง NaCl 10 g ในอาหาร 1,000 มิลลิลิตร  
8.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Marine Broth 2216 (HIMEDIA) แบบแข็งประกอบด้วย 

Peptone     5.000   กรัม 
Yeast extract     1.000  กรัม 
Ferric citrate     0.100   กรัม 
Sodium chloride    19.450   กรัม 
Magnesium chloride    8.800   กรัม 
Sodium sulphate    3.240   กรัม 
Calcium chloride anhydrous   1.800   กรัม 
Potassium chloride    0.550   กรัม 
Sodium bicarbonate    0.160   กรัม 
Potassium bromide    0.080   กรัม 
Strontium chloride    0.034   กรัม 
Boric acid    0.022   กรัม 
Sodium silicate    0.004   กรัม 
Sodium fluorate   0.0024   กรัม 
Ammonium nitrate    0.0016   กรัม 
Disodium hydrogen phosphate 0.008   กรัม 
Agar       17.0   กรัม 
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เติมน้ำกล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือด้วยการ autoclave อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ นาน 15 นาที 

9.Anisaldehyde 50 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 
          Anisaldehyde     0.25   มิลลิลิตร 

Acetic acid     5     มิลลิลิตร 
Methanol     42.5   มิลลิลิตร 
H2SO4      2.5     มิลลิลิตร
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