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The objective of this research was to study antibacterial activity of luminescent 

mushroom (Neonothopanus nambi) extracts against methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA). The weight of culture filtrate and mycelia extracted with dichloromethane were 128.78 
mg/l and 1,040 mg, respectively. The result showed that culture filtrate extracted with 
dichloromethane possessed antibacterial activity against S. aureus ATCC 29213 and MRSA 
NPRC 001R-020R with MIC/MBC values of 2/2 and 4/4 μg/ml, respectively. In time-kill assay,    
it was found that the dichloromethane extract at concentrations of 8 and 16 μg/ml had bactericidal 
property at 1.5 hours and 1 hour, respectively. The result of cell lysis experiment showed that the 
culture filtrate dichloromethane extract at concentrations of 8-16 μg/ml had significant effect on 
cell lysis. The hemolytic activity of the extract at 256 μg/ml is 17% hemolysis which was more 
128 time larger than MIC. Thus, it can be considered safe to use. In the whole blood killing assay 
study, we test the immune system’s response to the bacteria after incubation with the extract. After 
incubation of the bacteria with the extracts at 0.5-2 μg/ml and test with volunteer blood, the 
growth of bacteria can be reduced. The result showed that the culture filtrate extract can cause 
bacteria to be killed by the immunity system. However, it’s found that the extract tends to cause 
the permanent resistance to the extract, if it’s used more than 21 days continuously. 
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งานวิจัยในคร้ังน้ี มีว ัต ถุประสงค์เพื่ อ ศึกษาฤท ธ์ิต้าน เช้ือ  Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) ของสารสกัดจากเห็ด เรืองแสง  (Neonothopanus nambi) จาก
การศึกษาพบว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเสน้ใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มี
นํ้ าหนกัของสารสกดัเท่ากบั 128.78 mg/l และ 1,040 mg ตามลาํดบั จากการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือ
แบคทีเรียพบว่า สารสกัดจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกัดด้วย Dichloromethane มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ                    
S. aureus ATCC 29213 และเช้ือ MRSA ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วย (NPRC 001R-020R) ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC)/Minimum Bactericidal Concentration (MBC) เท่ า กั บ 
2/2 และ 4/4 μg/ml ตามลาํดับ จากการทดสอบ Time-Kill Assay พบว่า สารสกัดดังกล่าวท่ีความ
เขม้ขน้ 4MIC (8 และ 16 μg/ml) สามารถฆ่าเช้ือ S. aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R 
ท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที และ 1 ชัว่โมง ตามลาํดบั ผลการศึกษาการเหน่ียวนาํให้เกิดการแตกของ
เซลลแ์บคทีเรียพบว่า สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 8-16  μg/ml มีผลเหน่ียวนาํให้เซลลข์องเช้ือ S. aureus 
ATCC 29213 แตกไดเ้ล็กน้อย จากการทดสอบผลของสารสกดัต่อการแตกของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง
ของมนุษยพ์บว่า สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 128MIC (256 μg/ml) มีค่าร้อยละการแตกของเซลล์เม็ด
เลือดแดงเพียง 17% จึงสามารถนาํมาใชไ้ดอ้ยา่งปลอดภยั ในการศึกษาผลของระบบภูมิคุม้กนัในการ
กาํจดัเช้ือหลงัจากบ่มดว้ยสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงพบว่า เช้ือท่ีผา่นการบ่มดว้ยสารสกดั
นํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 0.5-2 μg/ml นั้ น เม่ือนํามาบ่มกับเลือดของอาสาสมัคร
สามารถลดจาํนวนเช้ือลงได ้0.5-1 log CFU/ml แสดงให้เห็นว่าสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง
สามารถทาํให้เช้ือแบคทีเรียถูกฆ่าดว้ยระบบภูมิคุม้กนัของร่ายกายไดดี้ยิง่ข้ึน แต่พบว่า สารสกดัจาก



 

ลายมือช่ือนกัศึกษา …..............................................................   ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษา ..................................................................... 
 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม ............................................................... 

ค 

นํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีแนวโน้มชกันาํให้เช้ือแบคทีเรียเกิดการด้ือต่อสารสกดัแบบถาวรหากใช้
ติดต่อกนัเป็นระยะเวลาเกิน 21 วนั 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 
 

ปัจจุบนัการด้ือยาตา้นเช้ือแบคทีเรียกาํลงัเป็นปัญหาท่ีสําคญัและมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนอย่าง
ต่อเน่ือง โดยปัจจยัสาํคญัท่ีทาํให้เกิดปัญหาเหล่าน้ีคือ การใชย้าตา้นเช้ือแบคทีเรียอยา่งไม่เหมาะสม
ส่งผลใหเ้ช้ือแบคทีเรียพฒันาการด้ือต่อยาดงักล่าว (Crossley, Jefferson, Archer & Fowler, 2009) ซ่ึง
โดยทั่วไป เช้ือท่ีด้ือต่อยาต้านเช้ือแบคทีเรียตัวใดตวัหน่ึงมักจะด้ือยาต้านเช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่ใน
ประเภทเดียวกันหรือยาตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีมีโครงสร้างทางเคมีคลา้ยคลึงกัน ทาํให้จาํเป็นตอ้ง
เปล่ียนไปใชย้าตา้นเช้ือแบคทีเรียประเภทอ่ืนหรือเป็นยาท่ีมีสูตรโครงสร้างแตกต่างกนัออกไปใน
การทาํลายเช้ือท่ีด้ือต่อยาตา้นเช้ือแบคทีเรียชนิดนั้น ๆ เช่น เช้ือ Staphylococcus Aureus สายพนัธ์ุท่ี
ด้ือต่อยา Methicillin (MRSA) และยากลุ่ม Penicillin-Resistant Penicillinase (β-Lactam) ทั้ งหมด    
(กองโรงพยาบาลภูมิภาค , 2540; ประภาวดี  ติษยาธิคม , สมใจ  ไผ่สมบูรณ์ , สุชาดา แซ่ซือ ,             
และวชิราภรณ์ พร้าเพรียง, 2547) ซ่ึงเช้ือ S. Aureus มีความสามารถในการก่อให้เกิดโรคท่ีสาํคญัคือ
การติดเช้ือบริเวณผิวหนงั ทาํให้เกิดการติดเช้ือชนิดเป็นฝีหนอง นอกจากน้ียงัสามารถสร้างสารพิษ
ชนิด Enterotoxin ทาํให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษอีกดว้ย (วชัรินทร์ รังษีภาณุรัตน์, ศราวุธ สุทธิรัตน์, 
และอิสยา จนัทร์วิทยานุชิต, 2547)  
 

เช้ือ MRSA เป็นเช้ือก่อโรคท่ีพบว่า เป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลท่ีมีรายงาน
เพิ่มสูงข้ึน ส่วนใหญ่จะพบในผูป่้วยท่ีมีภูมิคุม้กนัตํ่า เช่น ผูป่้วยท่ีมีแผลผา่ตดั แผลนํ้ าร้อนลวก แผล
ไฟไหม ้นอกจากน้ียงัพบว่าการใส่สายสวนปัสสาวะ การใช้เคร่ืองช่วยหายใจ การให้สารนํ้ าทาง
หลอดเลือดจะทาํให้เกิดการติดเช้ือไดง่้ายข้ึน โดยมีการติดต่อของเช้ือจากผูป่้วยหน่ึงไปยงัผูป่้วยอ่ืน 
ๆ หรือจากบุคลากรทางการแพทย์สู่ผูป่้วยโดยการสัมผสัได้อีกด้วย (อิสยา จันทร์วิทยานุชิต, 
กรรณิการ์     แซ่เจีย, ปวีณา กอ้งสนั่น, และมณัฑนา สงวนทรัพย,์ 2546) โดยพบว่าเม่ือเช้ือ MRSA 
ถูกนาํเขา้มาในโรงพยาบาลจะทาํใหเ้ช้ือดงักล่าวพฒันากลายเป็นเช้ือประจาํถ่ินในโรงพยาบาล ซ่ึงทาํ
ให้ยากต่อการควบคุมและกาํจดัให้หมดไป (Scudeller et al., 2000) อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบนัมียา
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ต้านจุลินทรีย์บางชนิดท่ีสามารถรักษาการติดเช้ือ MRSA ได้ เช่น Vancomycin, Linezolid และ 
Quinupristin-Dalfopristin (Tenover, Weigel, and Appelbaum, 2004) ซ่ึงยาเหล่าน้ีล้วนมีราคาแพง
และยงัมีความเป็นพิษสูง ซ่ึงจะมีผลกระทบต่อไตและมีผลขา้งเคียงต่อผูป่้วย ส่งผลใหเ้กิดภาวะเลือด
จาง เกล็ดเลือดและเม็ดเลือดขาวตํ่า เป็นตน้ (Crossley et al., 2009) ดงันั้นการใชย้าตา้นจุลินทรียใ์น
การรักษาการติดเช้ือ MRSA จึงมีความยากลาํบากในการรักษา ทั้งในเร่ืองงบประมาณในการรักษา
และความเป็นพิษของยาท่ีใชใ้นการรักษา อาจทาํใหผู้ป่้วยมีอนัตรายถึงขั้นเสียชีวติ จึงจาํเป็นตอ้งมีการ
คน้ควา้หายาตา้นจุลินทรียช์นิดใหม่เพื่อใชใ้นการรักษาการติดเช้ือชนิดน้ี ดว้ยเหตุผลดงักล่าวผูว้ิจยัจึง
มีความสนใจในการนาํพืชสมุนไพรมาทดสอบเพ่ือหาฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ MRSA 

 
 เห็ดเรืองแสงสายพันธ์ุ Neonothopanus Nambi มีการค้นพบคร้ังแรกในประเทศไทยใน
บริเวณเขตพ้ืนท่ีของโครงการอนุรักษ์พนัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชดาํริสมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี พื้นท่ีโคกภูตากา อาํเภอเวียงเก่า จงัหวดัขอนแก่น (วีระศกัด์ิ 
ศกัด์ิศิริรัตน์, ศิวิลยั ศิริมงัครารัตน์, วรรณดี บญัญติัรัชต, และสุรียพ์ร บวัอาจ, 2551; Saksirirat et al., 
2003) เห็ดเรืองแสงชนิดน้ีจดัเป็นเห็ดพิษ มีลกัษณะคลา้ยเห็ดนางรม เป็นเห็ดท่ีอาศยัซากผพุงัของพืช
เป็นแหล่งอาหาร หรืออาจเจริญบนดินท่ีมีธาตุอาหารอยู่ขา้งใต ้มีลกัษณะการเจริญเป็นกลุ่ม ๆ ละ     
4-5 ด อ ก  (Bua-art, Saksirirat, Kanokmedhakul, Hiransalee, & Lekphrom, 2010) โ ด ย ใน ต อ น
กลางวนัครีบกา้นและดอกจะมีสีขาว แต่เม่ืออยูใ่นสภาพท่ีแสงนอ้ยหรือในตอนกลางคืนดอกเห็ดจะ
เปล่งแสงได ้ซ่ึงมีลกัษณะเป็นแสงสีเขียวอมเหลือง (วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์, สุรียพ์ร บวัอาจ, สมเดช 
กนกเมธากลุ, รัศมี เลก็พรหม, และวีระวตัร นามานุศาสตร์, 2552) 
 

ในปัจจุบนัมีการศึกษาถึงการใชป้ระโยชน์จากสารออกฤทธ์ิของเห็ดเรืองแสง N. Nambi ทั้ง
ในดา้นการเกษตรและทางการแพทย ์เช่น การศึกษาสารออกฤทธ์ิของเห็ดเรืองแสงต่อไส้เดือนฝอย
รากปม ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคท่ีเกิดในพืช (Bua-art et al., 2010; Bua-art, Saksirirat, Kanokmedhakul, 
Hiransalee, & Lekphrom, 2011) การศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือ Plasmodium falciparum และฤทธ์ิตา้นเช้ือ
แบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุของวณัโรค (Kanokmedhakul et al., 2012) 
แต่อย่างไรก็ตาม ยงัไม่มีรายงานการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงต่อการยบัย ั้งเช้ือ 
MRSA 
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ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากเห็ด
เรืองแสง N. Nambi ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ MRSA เพื่อนําไปใช้เป็นขอ้มูลพ้ืนฐานในการ
พฒันายาตา้นจุลินทรียช์นิดใหม่ และเป็นการเพิ่มมูลค่าของสมุนไพรไทยใหย้ ัง่ยนืต่อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์การวจิยั 
 

1) เพื่อศึกษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือ MRSA ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง N. Nambi 
2) เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง N. Nambi ต่อเช้ือ 

MRSA 
 

1.3 สมมตฐิานการวจิยั 
 

ในปัจจุบนัปัญหาการด้ือยาของเช้ือแบคทีเรียกาํลงัเป็นปัญหาสําคญัทางดา้นสาธารณสุข 
ทางผูว้ิจยัจึงเล็งเห็นว่า การศึกษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงสามารถ
เป็นแนวทางเพ่ือนาํมาพฒันาต่อยอดในการผลิตยาตา้นเช้ือด้ือยา เพื่อใชใ้นอนาคตได ้จึงมีการศึกษา
ฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียในดา้นต่าง ๆ รวมทั้งการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากเห็ด
เรืองแสง ซ่ึงคาดว่าสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือท่ีดี สามารถยบัย ั้งและฆ่าเช้ือได้
ในระยะเวลาท่ีสั้น มีความเป็นพิษตํ่าและไม่ก่อใหเ้กิดการด้ือต่อสารสกดั  

 

1.4 กรอบแนวคดิการวจิยั 
 

การศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือ MRSA ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง (N. Nambi) มีกรอบแนวคิด
การวิจยัดงัแสดงในรูปท่ี 1.1 
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รูปท่ี 1.1 กรอบแนวคิดการวจิยั 
 

1.5 นิยามศัพท์เฉพาะ 
 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) คือ ค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารท่ีสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียในหลอดทดลอง สังเกตจากความเขม้ขน้ตํ่าสุดท่ีไม่มีเช้ือเจริญใน
หลอดทดลอง (อาหารเล้ียงเช้ือไม่ขุ่น) 

 
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) คือ  ค่ าความ เข้มข้นตํ่ าสุดของสารท่ี

สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได ้สังเกตจากความเขม้ขน้ตํ่าสุดท่ีไม่มีเช้ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงอาจ
มีค่าเท่ากบัหรือมากกวา่ค่า MIC  

 
Broth Microdilution Test คือ การทดสอบความไวของเช้ือแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะและ

สารสกัดต่าง ๆ ซ่ึงการทดสอบจะทาํให้ทราบถึงค่า MIC และ MBC ของยาและสารสกัดต่อเช้ือ
แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบ โดยทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว ซ่ึงปริมาตรในการทดสอบ
ไม่เกิน 2 ml 

 
 Time-Kill Assay คือ การศึกษาประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะและสารสกดัต่าง ๆ ในการ

ฆ่าเช้ือแบคทีเรียต่อหน่วยเวลา โดยแสดงผลเป็นกราฟ Semilog ท่ีมีแกน x คือระยะเวลา แกน y คือ 
จาํนวน Viable Cells Count (log CFU/ml) 



 
 

บทที ่2 
 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

2.1 Staphylococcus  Aureus 
 
 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-Positive Bacteria) รูปร่างกลม เซลล์มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.7-1.2 μm มีลกัษณะการจดัเรียงตวัของเซลล์เป็นกลุ่มคลา้ยพวงองุ่น (รูปท่ี 2.1) เป็น
แบคทีเรียท่ีเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Facultative Anaerobe) แต่เจริญ
ไดอ้ยา่งรวดเร็วเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมีออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี 
(Crossley et al., 2009) สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิระหว่าง 7-47°C แต่เจริญได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ      
30-37°C ลกัษณะโคโลนีของเช้ือมีสีขาว-เหลือง ขอบเรียบ นูน มนัวาว ลกัษณะคลา้ยเนย ขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลาง 1-2 mm (Bremer, Fletcher, and Osporne, 2004) 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 ลกัษณะเซลลข์องเช้ือ Staphylococcus Aureus จากการยอ้มสีแกรม ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
ท่ีมา : นิติพงษ ์ศิริวงศ ์และเอกชยั ชูเกียรติโรจน์, 2552 
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 S. Aureus เป็นเช้ือประจาํถ่ินท่ีพบอาศยัอยูบ่ริเวณผิวหนงัและระบบทางเดินหายใจส่วนตน้
โดยเฉพาะเยื่อบุภายในโพรงจมูกของมนุษย ์ในคนปกติเช้ือชนิดน้ีอาจก่อให้เกิดโรคติดเช้ือท่ีไม่
รุนแรง เช่น ฝี หนอง และตุ่มพุพองต่างๆ แต่อย่างไรก็ตามแบคทีเรียชนิดน้ีจดัเป็นเช้ือฉวยโอกาส
และสามารถก่อโรครุนแรงในผูป่้วยท่ีมีปัจจยัเส่ียงต่างๆ เช่น ผูป่้วยท่ีอยูใ่นสภาวะท่ีร่างกายอ่อนแอ
หรืออยู่ในระยะพักฟ้ืน  ดังนั้ น  S. Aureus จึงเป็นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคติดเช้ือท่ีพบได้บ่อยใน
โรงพยาบาล (Tortora, Funke, and Case, 2007) ซ่ึงเช้ือ S. Aureus สามารถสร้างเอนไซม ์Coagulase 
และ Catalase ซ่ึงมีความสามารถในการสร้างเอนไซม ์Coagulase ซ่ึงสามารถทาํให้พลาสม่าเกิดการ
แข็งตวั โดยอาศยั Coagulase Reaching Factor (CRF) ซ่ึงมีอยู่ในพลาสม่าของคนและสัตวบ์างชนิด
เป็นตัวกระตุ้นการสร้างไฟบรินและการแข็งตัวของพลาสม่า โดยมีบทบาทในการก่อโรค คือ 
ไฟบรินจะไปห่อหุ้มรอบแบคทีเรีย ทาํให้เมด็เลือดขาวไม่สามารถทาํลายแบคทีเรียได ้นอกจากน้ียงั
พบการสร้างเอนไซม์ Penicillinase หรือ β-Lactamase ออกฤทธ์ิทําลายยากลุ่ม  Penicillins เช่น 
Ampicillin, Carbenicillin, Methicillin และ Amoxicillin เป็นตน้ โดยเอนไซม์น้ีสามารถทาํลาย β-
Lactam Ring ของยาดงักล่าวได ้(โสภณ คงสาํราญ, 2524; Sneath, Mair, Sharpe, & Holt, 1986) โดย
โรคท่ีเกิดจาก S. Aureus มีดงัน้ี 
 
 2.1.1 โรคติดเช้ือทีผ่วิหนัง  

 
การเกิดตุ่มหนองท่ีผิวหนัง (Impetigo) มกัเป็นตุ่มหนองต้ืน ๆ อยู่รวมกนัเป็นกลุ่ม พบได้

บ่อยบริเวณใบหนา้ แขน ขา เม่ือตุ่มหนองแตกออก กลายเป็นรอยถลอกต้ืน ๆ และถา้มีการติดเช้ือท่ี
ต่อมไขมนัจะทาํให้เกิดการอกัเสบ มีการสะสมของเม็ดเลือดขาวท่ีตายแลว้ รวมทั้งแบคทีเรียท่ีเม็ด
เลือดขาวกินเขา้ไป ทาํให้เกิดฝี (Furuncle) และฝีฝักบวั (Carbuncles) บางสายพนัธ์ุสามารถสร้าง
สารพิษ Epidermolytic Toxin ท่ีทาํใหเ้กิดโรคผวิหนงัหลุดลอกท่ีเรียกวา่ Staphylococcal Scaled Skin 
Syndrome (Brewer et al., 2008) 
 
 2.1.2 โรคปอดบวม (Staphylococcal Pneumonia)  

 
การติดเช้ือมกัเกิดกบัผูป่้วยท่ีมีร่างกายอ่อนแอ เช่น ผูป่้วยไขห้วดัใหญ่ โรคหัด หรือคนท่ี

ไดรั้บยากดภูมิคุม้กนั ซ่ึงผูป่้วยเหล่าน้ีมีโอกาสเส่ียงในการติดเช้ือสูงกว่าคนปกติ อาการของโรคอาจ
เกิดข้ึนทนัทีหลงัติดเช้ือ จึงจดัว่าเป็นเช้ือฉวยโอกาสในผูป่้วยท่ีทาํให้มีอตัราการตายสูง โดยการติด
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เช้ือจะทาํให้เกิดการตายของเน้ือเยื่อและเกิดฝีจาํนวนมากท่ีบริเวณปอด (นิติพงษ ์ศิริวงศ ์และเอกชยั 
ชูเกียรติโรจน์, 2552) 

 
2.1.3 การติดเช้ือทีก่ระดูก (Osteomyelitis) และข้อ (Pyoarthrosis) 

 
การติดเช้ือท่ีกระดูกมกัมีสาเหตุมาจากการติดเช้ือในกระแสเลือด และเม่ือเช้ือเขา้ไปอยู่ใน

ส่วนของ diaphysis ของกระดูกยาว (Long Bone) จะทาํใหเ้กิดการติดเช้ือรุนแรงและมีการสะสมของ
หนองบริเวณผิวของกระดูก เกิดเป็นหนองใตเ้ยื่อหุ้มกระดูก ขอ้ต่อกระดูกท่ีมีหนองจากการติดเช้ือ
จะทําลายกระดูกอ่อนของข้อต่อและทําให้เกิดความพิการของข้อต่ออย่างถาวร (นงลักษณ์                   
สุวรรณพินิจ, 2544) 
 
 2.1.4 โรคทีเ่กดิจากสารพษิ (Toxin)  

 
สารพิษท่ีสร้างจาก S. Aureus มีหลายชนิด เช่น Hemolysin เป็นโปรตีนท่ีทาํลายเซลล์เม็ด

เลือดแดงและเกลด็เลือด ทาํให้เมด็เลือดแดงแตกได ้นอกจากน้ียงัเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ 
โดยการท่ีเช้ือสร้าง Enterotoxin ท่ีมีคุณสมบติัในการทนความร้อน 100°C ไดน้านถึง 30 นาที และ
สามารถทนต่อกรดในกระเพาะได ้ซ่ึงทาํใหผู้ป่้วยมีอาการอาเจียนและทอ้งร่วงอยา่งรุนแรง บางสาย
พนัธ์ุทาํให้เกิดกลุ่มอาการ Toxic-Shock Syndrome โดยการสร้าง Toxic-Shock Syndrome Toxin-1 
(TSST-1) ทาํให้มีไขสู้ง คล่ืนไส้ อาเจียน มีความดนัโลหิตตํ่า มีผื่นแดงตามตวั การทาํงานของไต
ล้ม เหลวและเกิดอาการช็อคได้ (Brewer et al., 2008; Iwatsuki, Yamasaki, Morizane, & Oono,  
2006) สําหรับปัจจยัท่ีก่อให้เกิดโรค (Virulence Factor) ของเช้ือ S. Aureus ไดแ้สดงไวด้งัตารางท่ี 
2.1 
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ตารางท่ี 2.1  ปัจจยัท่ีก่อใหเ้กิดโรค (Virulence Factor) ของเช้ือ S. Aureus  

ปัจจยั หนา้ท่ี 
Capsule ป้องกันกระบวนการฟาโกไซโทซิสของเม็ดเลือดขาว 

และช่วยในการเกาะติดกับอุปกรณ์ต่าง ๆ ทําให้แพร่
ระบาดไดง่้าย 

Coagulase เปล่ียนไฟบริโนเจนเป็นไฟบริน ทาํให้เช้ือเกาะกลุ่มกนั 
และทําให้ ไฟบ รินม าล้อมรอบ เช้ื อ  เพื่ อ ป้ อ งกัน
กระบวนการฟาโกไซโทซิส 

Exfoliatin toxin (ET) ทาํให้เกิดการย่อยสลายของเซลล์ท่ีเกาะติดของชั้นหนัง
กาํพร้า ทาํให้เกิดโรคผิวหนังหลุดลอก staphylococcal 
scaled skin syndrome 

Hyaluronidase ยอ่ยกรดไฮยาลูโรนิกท่ีเป็นองคป์ระกอบของเน้ือเยื่อ ทาํ
ใหเ้ช้ือแพร่กระจายไปสู่เน้ือเยือ่ต่าง ๆ ไดง่้ายข้ึน 

Hemolysin เป็นโปรตีนท่ียอ่ยสลายเมด็เลือดแดง 
Leucosidin ทําล าย เซลล์ เม็ ด เลื อดขาว  โดยการทําให้ เกิ ด รู ท่ี 

cytoplasmic membrane 
Lipase ย่อยสลายไขมนัท่ีสะสมท่ีผิวหนัง เพื่อการดาํรงชีพและ

การบุกรุกของเช้ือเขา้สู่ผวิหนงั 
Protease ยอ่ยสลายคอลลาเจนและโปรตีนอ่ืน ๆ ในเน้ือเยือ่ 
Protein A จับ กั บ  FC receptor ข อ งแ อ น ติ บ อ ด้ี  แ ล ะ ยับ ย ั้ ง

กระบวนการฟาโกไซโทซิส 
Toxic shock syndrome toxin 
(TSST) 

ทาํให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ มีอาการทอ้งร่วง อาเจียน 
ช็อค 

ท่ีมา : นงลกัษณ์ สุวรรณพนิิจ, 2544; Brown et al., 2005 
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2.2 ยาปฏิชีวนะ 
 
 ยาปฏิชีวนะ (Antibiotic) เป็นสารท่ีเกิดจากกระบวนการ Metabolism ของเช้ือจุลินทรีย ์และ
มีผลในการยบัย ั้งเช้ือในลกัษณะท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงข้ึนอยู่กบัชนิดและปริมาณยาท่ีใชใ้นการรักษาแต่
ไม่เกิดพิษต่อเซลลข์องมนุษย ์ซ่ึงยาปฏิชีวนะท่ีไดม้าจากจุลินทรียส่์วนใหญ่ออกฤทธ์ิแคบและไม่ทน
ต่อสภาวะความเป็นกรดภายในร่างกาย ดงันั้นจึงมีการพฒันาโครงสร้างของยาให้มีประสิทธิภาพใน
การรักษาท่ีดียิ่งข้ึน โดยเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีของยาดว้ยวิธีการก่ึงสังเคราะห์ เน่ืองจากยา
ปฏิชีวนะแต่ละชนิดมีฤทธ์ิในการรักษาท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงข้ึนอยู่กบักลไกการออกฤทธ์ิของยาชนิด    
ต่าง ๆโดยทั่วไปสามารถแบ่งกลุ่มของยาปฏิชีวนะตามกลไกการออกฤทธ์ิได้เป็น 4 กลุ่ม ดังน้ี      
(กิตติศกัด์ิ ศรีนภา และคณะ, 2551) 
 
 2.2.1 ยาปฏิชีวนะออกฤทธ์ิยบัยั้งการสร้างผนังเซลล์ 
 
 ผนังเซลล์ของแบคทีเรียประกอบด้วย Peptidoglycans ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ของโปรตีนและ
นํ้ าตาลกลูโคสท่ีเช่ือมต่อกนัเป็น Cross Link โดยใชเ้อนไซม์ Transpeptidase ดงันั้นการสร้างผนัง
เซลล์ของแบคทีเรียจึงเป็นเป้าหมายหน่ึงในการคิดคน้ยาและปรับปรุงยา เพื่อนํามารักษาอาการ
เจ็บป่วยท่ีมีสาเหตุมาจากการติดเช้ือจุลินทรีย  ์(วีรชัย พุทธวงศ์ และวรยา เส็งประชา, 2550) ยา
ปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างผนังเซลล ์แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือยาปฏิชีวนะกลุ่ม β-Lactams และ
กลุ่มยบัย ั้งชีวสงัเคราะห์ของ Peptidoglycan 
 
  2.2.1.1 ยาปฏิชีวนะ กลุ่ม β-Lactams เป็นยากลุ่มแรกท่ีนํามาใช้รักษาโรคติดเช้ือ      
S. Aureus การออกฤทธ์ิของยามีผลในการยบัย ั้งการสร้างผนังเซลล ์โครงสร้างหลกัท่ีจาํเป็นต่อการ
ออกฤทธ์ิของยาประกอบดว้ยวงแหวน β-Lactam เช่ือมติดกบัวงแหวนคาร์บอนขนาด 5 อะตอมหรือ 
6 อะตอม (Fused Bicyclic Heterocyclic) ยาปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีท่ีมีความสาํคญัต่อการนาํมาใชรั้กษา
โรคติดเช้ือจาก S. Aureus ประกอบด้วยยากลุ่ม Penicillin และ Cephalosporin เช่น Penicillin G, 
Oxacillin และ ClOxacillin เป็นตน้ 
 
  2.2.1.2 ยาปฏิชีวนะกลุ่มท่ียบัย ั้งชีวสังเคราะห์ของ Peptidoglycan ยาปฏิชีวนะใน
กลุ่มน้ีแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรียเช่นเดียวกบัยาปฏิชีวนะกลุ่ม β-Lactam แต่
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ต่างกันตรงบริเวณของการออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเกิด Cross Link ซ่ึงประกอบด้วยยากลุ่ม 
Fosfomycin และ Glycopeptides เช่น Vancomycin และ Teicoplanin เป็นตน้ 
 

2.2.2 ยาปฏิชีวนะออกฤทธ์ิยบัยั้งการสร้างโปรตีน 
 

 แบคทีเรียจดัเป็นเซลลช์นิด Prokaryote มีไรโบโซมชนิด 70s ประกอบดว้ย 2 Subunits คือ 
30s และ 50s ซ่ึงยาปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีจะเขา้ไปจบัท่ี Subunit ชนิด 30s หรือ 50s ซ่ึงทาํใหมี้ผลต่อการ
เจริญเติบโต การสืบพนัธ์ุ และการซ่อมแซมตวัเอง จึงส่งผลให้แบคทีเรียถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโต
หรือทาํใหเ้ช้ือแบคทีเรียตาย (กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ, 2551) ซ่ึงกลุ่มยาดงักล่าวประกอบดว้ย 
 
  2.2.2.1 ยากลุ่ม Aminoglycosides เป็นกลุ่มยาท่ีสามารถละลายนํ้ าไดดี้และมีความ
เป็นขั้วสูง ยากลุ่มน้ีจึงไม่สามารถดูดซึมเขา้สู่ร่างกายโดยการรับประทาน จึงใชโ้ดยวิธีการฉีดยาเขา้สู่
กลา้มเน้ือ ยากลุ่มน้ีออกฤทธ์ิโดยเขา้ไปจบักับไรโบโซมชนิด 30s ท่ีบริเวณ Peptidyl A ของ 16s 
rRNA และยบัย ั้ งขั้นตอนเร่ิมต้นของการสังเคราะห์โปรตีน  และยงัทําให้เกิดการสะสมของ          
คอมเพล็กซ์ท่ีมีลกัษณะผิดปกติ ส่งผลให้เกิดการแปลรหัสท่ีผิดพลาดและสร้างโปรตีนท่ีมีลกัษณะ
ผดิปกติท่ีเรียกวา่ Non-Sense Proteins จึงทาํใหเ้ช้ือไม่สามารถนาํโปรตีนไปใชไ้ด ้และทาํใหย้ากลุ่มน้ี
มีผลในการฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดอ้ยา่งรวดเร็ว ตวัอยา่งยาในกลุ่มน้ี เช่น Tobramycin, Neomycin และ 
Kanamycin เป็นตน้ (Lemke, Williams, Roch, & Zito, 2008)  
 
  2.2.2.2 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Macrolides จดัเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มหน่ึงท่ีมีความสําคญั
ต่อการใชรั้กษาโรคติดเช้ือท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรีย โดยขอบเขตการออกฤทธ์ิของยากลุ่มน้ีมี
ลกัษณะคลา้ยยากลุ่ม Penicillin ดังนั้ นผูป่้วยท่ีแพย้าในกลุ่ม Penicillin จึงสามารถใช้ยาในกลุ่มน้ี
ทดแทนได ้กลไกการออกฤทธ์ิของยาในกลุ่ม Mocrolides มีผลไปรบกวนการะบวนการสังเคราะห์
โปรตีนของแบคทีเรีย โดยตวัยาเขา้ไปจบัส่วนของนิวคลิโอไซด์ใน Domain V ของ 23s rRNA ซ่ึง
เป็นบริเวณท่ีใชจ้บักบันํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและโมเลกุลคู่ของ Macrocyclic Lactone Ring (Lemke et 
al., 2008) นอกจากน้ีตวัยายงัเขา้ไปจบักับเอนไซม์ Peptidyl Transferase ซ่ึงมีความสําคญัต่อการ
สร้างสาย Peptide อีกทั้งยากลุ่ม Macrolides มีความจาํเพาะเจาะจงต่อหน่วยยอ่ย 50s ไรโบโซมของ 
70s ไรโบโซมมีผลไปยบัย ั้งบางส่วนของกระบวนการ Transferase โดยรบกวนการปล่อยของ tRNA 
จากบริเวณ P และอาจยบัย ั้งการครอบครองท่ีบริเวณ P ของ Peptidyl-tRNA จึงมีผลต่อการเกิด 70s ไรโบ
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โซมท่ีไม่สมบูรณ์ ดงันั้นจงัมีผลกระทบต่อกระบวนการสังเคราะห์โปรตีนในเซลล ์Prokaryote ตวัอยา่ง
ยาในกลุ่มน้ี เช่น Erythromycin, Clarithromycin และ Azithromycin เป็นตน้ (มาลิน จุลศิริ, 2532) 
 
  2.2.2.3 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Tetracyclines เป็นยาปฏิชีวนะท่ีใชอ้ยา่งแพร่หลายเพราะ
เป็นกลุ่มยาท่ีออกฤทธ์ิได้กวา้งและครอบคลุมเช้ือแบคทีเรียทั้ งแกรมบวกและแกรมลบทั้ งท่ีใช้
ออกซิ เจนและไม่ใช้ออกซิ เจน  (Oliva & Chopra, 1992) กลไกการออกฤทธ์ิของยาในกลุ่ม 
Tetracyclines แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรีย โดยจบักบั 30s ไรโบโซมและ mRNA 
เพื่อป้องกันไม่ให้  Aminoacyl-tRNA จับกับ  mRNA ดังนั้ น  Ribosome complex จึงมีผลต่อการ
สงัเคราะห์โปรตีนของเช้ือแบคทีเรีย (Speer, Shoemaker, and Salyers, 1992)  
 
  2.2.2.4 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Lincosamide เป็นกลุ่มยาท่ีมีกลไกการออกฤทธ์ิเหมือนกบั
ยาในกลุ่ม Macrolides คือ ยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรียในขั้นตอน Translocation โดย
จบัท่ี 50s ไรโบโซมท่ีบริเวณ P ของ 23S rRNA (กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ, 2551) 
 
  2.2.2.5 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Clindamycin มีกลไกในการออกฤทธ์ิโดยการยบัย ั้ ง 
Aminoacyl Translocation Reaction และยบัย ั้งการสร้าง Initiation Complex โดยยาเขา้จบัท่ีตาํแหน่ง 
50s ไรโบโซม  โดยยาในกลุ่มน้ี มีฤทธ์ิต่อเช้ือ  Streptococci, Staphylococci, Pneumococci และ
แบคทีเรียท่ีไม่ใชอ้อกซิเจนตวัอ่ืน ๆ ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ แต่ฤทธ์ิของยาในกลุ่มน้ีไม่มีผลต่อ
เช้ือ Enterococci และแบคทีเรียแกรมลบกลุ่มท่ีใชอ้อกซิเจนในการเจริญ (Reyes et al., 2007) 
 
  2.2.2.6 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Chloramphenicol มีกลไกการออกฤทธ์ิโดยตวัยาเขา้ไป
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยเขา้จบักบั 50s ไรโบโซมและขั้นตอน Transpeptidation เป็น
ขั้นตอนการเช่ือม Peptide กบั Amino Acid บนบริเวณ A มีผลยบัย ั้งเอนไซม์ Peptidyl Transferase 
ส่งผลให้การสังเคราะห์โปรตีนทาํไดไ้ม่สมบูรณ์ ดงันั้นยาในกลุ่มน้ีมีขอบเขตการออกฤทธ์ิท่ีกวา้ง
และยงัสามารถยบัย ั้งได้ดีทั้ งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบทั้ งชนิดท่ีใช้ออกซิเจนและไม่ใช้
ออกซิเจนในการเจริญ (Izard, 2001) 
 
  2.2.2.7 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Streptogramin เป็นยาปฏิชีวนะท่ีไดจ้ากเช้ือ Streptomyces 
หลายสายพนัธ์ุ สารในกลุ่มดงักล่าวประกอบดว้ยชนิด A (dalfopristin) และชนิด B (Quinupristin) 
ในอตัราส่วน 70:30 ซ่ึงกลไกการออกฤทธ์ิ Streptogramin A เขา้จบัท่ีบริเวณ Complex ของเอนไซม ์



 12

Peptidyl Transferase จึงยบัย ั้งการจบัของ Substrate ส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งขั้นตอนการเพิ่มความยาว
ของสาย Peptide ในขั้นตอนการสังเคราะห์โปรตีน และการเขา้จบัของ Streptogramin A ทาํให้เกิด
การเปล่ียนแปลง Conformation ของ 50s ไรโบโซม ส่วน Streptogramin B เขา้จบัท่ีตาํแหน่ง 50s     
ไรโบโซม ดงันั้นการใชย้าร่วมกนัจึงช่วยเพิ่มฤทธ์ิการฆ่าเช้ือไดดี้ยิง่ข้ึน เพราะ Streptogramin A ช่วย
ให ้Streptogramin B จบัท่ี 50s ไรโบโซมไดแ้น่นข้ึน (Beyer & Pepper, 1998) 
 
  2.2.2.8 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Oxazolidinone จดัเป็นยาปฏิชีวนะท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์
โดยตรงพัฒนาข้ึนเพื่อมุ่งเน้นการออกฤทธ์ิได้ดีต่อแบคทีเรียแกรมบวก  เช่น  Staphylococci, 
Streptococci และ Enterococci รวมทั้งแบคทีเรียท่ีไม่ใช้ออกซิเจนในการเจริญ ยากลุ่มน้ีออกฤทธ์ิ
โดยตวัยาเขา้จบัท่ีตาํแหน่ง P ของ 50s ไรโบโซม จึงมีผลรบกวนการจบัของ f-Met-tRNA Initiator 
ดงันั้นการเร่ิมตน้ในการสงัเคราะห์โปรตีนของเซลลแ์บคทีเรียจึงถูกยบัย ั้ง (Patel et al., 2001) 
 
 2.2.3 ยาปฏิชีวนะออกฤทธ์ิรบกวนการทาํงานของเยือ่หุ้มเซลล์ 
 
 หน้าท่ีของเยื่อหุ้มเซลลโ์ดยทัว่ไปคือ การเป็น Osmotic Barrier ทาํหน้าท่ีป้องกนัไม่ให้สาร
ต่าง ๆ เขา้หรือออกจากเซลลง่์ายเกินไป และคดัเลือกสารท่ีนาํเขา้หรือออกจากเซลล ์กลุ่มยาปฏิชีวนะ
ท่ีออกฤทธ์ิรบกวนการทํางานของเยื่อหุ้มเซลล์ ได้แก่  ยากลุ่ม  Tryrocidins, Gramicidins และ 
Polymyxin เป็นตน้ กลไกการออกฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะดงักล่าวมีผลโดยตวัยาเขา้จบับริเวณส่วน
นอกของเยื่อหุ้มเซลลแ์ละแทรกเขา้ไปในชั้นของเยื่อหุ้มเซลล ์ทาํให้ส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์
ผดิปกติ สารต่าง ๆ จึงสามารถร่ัวออกจากเซลลแ์ละเกิดการดูดซึมของไอออนท่ีผดิปกติ แบคทีเรียจึง
ไม่สามารถมีชีวิตรอดต่อไปได ้(มาลิน จุลศิริ, 2532) 
 
  2.2.3.1 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Tyrocidin และ Gramicidin มีกลไกการออกฤทธ์ิโดยการ
รบกวนกระบวนการ Oxidative Phosphorylation ทําให้พลังงานในตัวเซลล์แบคทีเรียถูกปล่อย
ออกมาน้อยลงและยาทั้ง 2 กลุ่มเขา้ทาํลาย Osmotic Barrier ของเยื่อหุ้มเซลล ์ส่งผลให้เยื่อหุ้มเซลล์
เกิดรูร่ัว ดงันั้นจึงทาํให ้Cation ท่ีจาํเป็นต่อการดาํรงชีพของเซลลแ์บคทีเรียเคล่ือนผา่นออกนอกเซลล ์      
(กิตติศกัด์ิ ศรีนภา และคณะ, 2551) 
 
  2.2.3.2 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Polymyxins ยาในกลุ่มน้ีมี 2 ชนิด คือ  Polymycin B และ 
Colistin A ซ่ึงยาทั้ง 2 ชนิด แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งต่อแบคทีเรียแกรมลบไดดี้ โดยตวัยาใชส่้วนของประจุบวก 
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ในโมเลกุล (L-2,4-Diaminobutyric Acid; L-Dap) จบักบัหมู่ฟอสเฟตของ Phospholipid ท่ีบริเวณเยื่อหุ้ม
เซลลข์องแบคทีเรีย จึงทาํใหก้ารทาํงานของเยือ่หุม้เซลลผ์ดิปกติ (กิตติศกัด์ิ ศรีนภา และคณะ, 2551) 
 
 2.2.4 ยาปฏิชีวนะออกฤทธ์ิยบัยั้งการสังเคราะห์ Nucleic Acid 
 
 กระบวนการสังเคราะห์ Nucleic Acid มีความสาํคญัต่อการสังเคราะห์โปรตีน เอนไซม ์และ
ขั้นตอนการเจริญและแบ่งตวัของเซลล ์ซ่ึง Nucleic Acid ท่ีมีความสําคญัต่อส่ิงมีชีวิตประกอบดว้ย 
Deoxyribonucleic Acid (DNA) และ Ribonucleic Acid (RNA) กลุ่มยาต้านแบคทีเรียส่วนใหญ่ท่ี
ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการทาํงานของกระบวนการ Metabolism ต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์ Nucleic 
Acid ส่วนใหญ่เป็นยาตา้นแบคทีเรียก่ึงสังเคราะห์ เช่น ยากลุ่ม Sulfonamide และ Quinolone เป็นตน้                   
(มาลิน จุลศิริ, 2532) 
 
  2.2.4.1 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Sulfonamides ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์ Nucleotide 
โดยตวัยายบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์DihyDropteroate Synthase เอนไซมด์งักล่าวมีความสาํคญัต่อ
การเจริญเติบโตและการแบ่งเซลลข์องแบคทีเรีย เน่ืองจากเอนไซมด์งักล่าวจาํเป็นต่อการสังเคราะห์
สารในกลุ่ม Folate Coenzyme A ซ่ึงเป็นสารท่ีจาํเป็นต่อการสังเคราะห์ DNA ดงันั้นการยบัย ั้งการ
ทาํงานของเอนไซม์ DihyDropteroate Synthase จึงเป็นการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย      
(กิตติศกัด์ิ ศรีนภา และคณะ, 2551) 
 
  2.2.4.2 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม  Quinolone เป็นกลุ่มยาต้าน จุลินทรีย์ท่ี ได้จากการ
สังเคราะห์ทางเคมี มีกลไกในการออกฤทธ์ิโดยการยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์DNA Gyrase และ 
Topoisomerase-4 ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีความสาํคญัในการสังเคราะห์ DNA ของแบคทีเรีย ดงันั้นเม่ือ
ยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด จึงส่งผลให้สาย DNA ไม่อยูใ่นรูปร่างท่ีเหมาะสมจึงทาํให้
เช้ือแบคทีเรียตายในท่ีสุด (Shen, Kohlbrenner, Weigl, & Baranowski, 1989) 
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2.3 กลไกการดือ้ยาของแบคทเีรีย 
 
 การเพิ่มข้ึนของอุบัติการณ์จากแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะมีปัจจัยมาจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะในผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาตามคลินิก การใชย้าปฏิชีวนะอยา่ง
ไม่เหมาะสมส่งผลให้เช้ือไดพ้ฒันาการด้ือต่อยาปฏิชีวนะอย่างต่อเน่ือง (Crossley et al., 2009) จาก
เช้ือท่ีเคยไวต่อยาปฏิชีวนะเม่ือมีการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมทาํให้มียีนส่วนท่ีกาํหนดการด้ือยา
เกิดข้ึน จึงทาํให้เช้ือด้ือต่อยาปฏิชีวนะ สําหรับในแบคทีเรียยีนด้ือยาอาจปรากฏอยู่บนโครโมโซมหรือ 
พลาสมิด ส่วนใหญ่มกัเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงหรือเหน่ียวนาํการสร้างเอนไซมห์รือโปรตีนบาง
ชนิด กลไกการด้ือต่อยาท่ีพบไดบ่้อยสามารถจาํแนกไดเ้ป็น 4 ประเภท (มาลิน จุลศิริ, 2532)  
  
 2.3.1 การทาํลายฤทธ์ิของยาด้วยเอนไซม์ 
 
 แบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดสามารถสร้างเอนไซม์มายบัย ั้งหรือเปล่ียนแปลง
โครงสร้างของยา มีผลทาํใหย้าไม่สามารถออกฤทธ์ิได ้เน่ืองจากยาไม่สามารถเขา้จบักบับริเวณยบัย ั้ง
เช้ือได้ ซ่ึงพบว่าเป็นกลไกหลกัท่ีสําคญัและพบบ่อยท่ีสุดในกลไกการด้ือยา เน่ืองจากยาท่ีนิยม
นาํมาใชท้างคลินิกเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่ม β-Lactams จึงทาํใหพ้บว่าแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ
หลายชนิดด้ือต่อยากลุ่มน้ี เช่น S. Aureus ท่ีด้ือต่อยา Penicillin หรือ Cephalosporins เน่ืองจากเช้ือ
สามารถสร้างเอนไซม ์β-Lactamase ท่ีสามารถยอ่ยสลายส่วนวงแหวนของ β-Lactam ของยา ทาํให้
ได้ผลิตภัณฑ์  Penicilloic Acid และ  Cephalosporoic Acid ท่ีไม่สามารถต้านเช้ือได้ (พรรณพิศ 
สุวรรณกลุ, ชุษณา สวนกระต่าย, และธีรพงษ ์ตณัฑวิเชียร, 2549) 
 
 2.3.2 การเปลีย่นแปลงเป้าหมายการออกฤทธ์ิของยา 
 
 กลไกการด้ือยาปฏิชีวนะประเภทน้ีเกิดจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะมีการ
เปล่ียนแปลงลาํดบัท่ีสาํคญัของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัตาํแหน่งท่ีใชใ้นการสร้างเป้าหมายในการออกฤทธ์ิ
ของยาจึงทาํให้ยาสามารถจบักับเป้าหมายได้ลดลง เช้ือแบคทีเรียจึงไม่ถูกยบัย ั้งด้วยยาปฏิชีวนะ         
ชนิดนั้ น ๆ (พรรณพิศ สุวรรณกุล และคณะ, 2549) เช่น การด้ือต่อยากลุ่ม β-Lactams โดยการ
เป ล่ียนแปลงโครงส ร้างของ  PBP (Penicillin Binding Proteins) ท่ี ก่อให้ เกิดการด้ือยาก ลุ่ม 
Penicillinase-Resistant Penicillin, Cephalosporins, Monobactams แ ล ะ  Carbapenems ข อ ง เ ช้ื อ            
S. Aureus โดยเรียกสายพนัธ์ุดงักล่าววา่ MRSA ลกัษณะการด้ือยาน้ีเป็นผลมาจากการไดรั้บยนี mecA 
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โดยทาํหน้าท่ีสร้าง PBP ชนิดพิเศษ คือ PBP2a ซ่ึงจบักบัยาในกลุ่ม β-Lactam ไดไ้ม่ดีเช้ือจึงไม่ถูก
ยบัย ั้ง (ภทัรชยั กีรติสิน, 2549) 
 
 2.3.3 การลดการผ่านสารเข้าสู่เซลล์ 
  
 ยาปฏิชีวนะท่ีนาํมาใชใ้นการรักษาผูป่้วยจาํเป็นตอ้งมีระดบัความเขม้ขน้ของยาในบริเวณ
เป้าหมายสูงพอท่ีจะออกฤทธ์ิและมีผลต่อการเจริญของเช้ือได้ ดังนั้ นการขดัขวางไม่ให้ยาจาก
ภายนอกเซลลเ์ขา้มาภายในเซลลย์อ่มทาํให้เช้ือสามารถเจริญได ้จากกลไกการด้ือยาดงักล่าวพบเช้ือ
ด้ือยาหลายชนิดแสดงการลดการผ่านของยาเขา้เซลลโ์ดยอาศยักลไกต่าง ๆ เช่น เช้ือแบคทีเรียท่ีด้ือ
ต่อยา Cycloserine พบว่ามีการสูญเสียของ Alanine Transport System ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการส่งผ่านยา
เขา้สู่เซลล ์เช้ือบางชนิดท่ีด้ือต่อยา Tetracycline พบว่า มีการเปล่ียนแปลงของ Porins ซ่ึงเป็นโปรตีน
บริเวณเยือ่หุม้เซลล ์จึงทาํใหย้าผา่นเขา้มาไดล้ดลง (พรรณพิศ สุวรรณกลุ และคณะ, 2549) 
 
 2.3.4 การเพิม่ปริมาณการผลติสารและเอนไซม์เพือ่แข่งกบัปริมาณยา 
 
 ยาปฏิชีวนะบางชนิดมีสูตรโครงสร้างคลา้ยสารท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมตาบอลิซึม    
ทาํใหเ้กิดการแยง่จบัเอนไซมท่ี์ใชใ้นกระบวนการ หากเช้ือสามารถเพิ่มปริมาณการผลิตสารดงักล่าว
เพื่อแข่งกบัปริมาณยา จะสามารถแย่งจบัเอนไซม์กลบัคืนมาเพื่อดาํเนินการเมตาบอลิซึมต่อไปได ้
เช่น การเพิ่มระดับของ p-Aminobenzoic Acid ส่งผลให้เช้ือสามารถด้ือยาในกลุ่ม Sulfonamides 
ขณะเดียวกนัหากมีการเพิ่มปริมาณของเอนไซมช์นิดท่ีถูกขดัขวางการทาํงานดว้ยยาปฏิชีวนะ เช้ือจึง
ด้ือต่อยาท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าว ถึงแมว้่าเอนไซมบ์างส่วนจะถูดขดัขวางแต่ยงัมีเอนไซมส่์วนท่ีเหลือ
ยงัคงทาํหน้าท่ีต่อไปได ้เช่น การเพิ่มเอนไซม ์DihyDropteroate Synthetase มีผลทาํให้เช้ือด้ือต่อยา 
กลุ่ม Sulfonamides และการเพิ่ม Dihydrofolate Reductase มีผลทาํให้เช้ือด้ือต่อยา Trimethoprim 
(พรรณพิศ สุวรรณกลุ และคณะ, 2549) 
 

จากกลไกการด้ือยาท่ีกล่าวมาขา้งตน้จะเห็นไดว้่า เช้ือแต่ละชนิดมีวิธีการด้ือยาชนิดเดียวกนั
ในกลไกท่ีแตกต่างกนั ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของเช้ือและยนีท่ีบงการการด้ือยาวา่เป็นยนีบนโครโมโซม
หรือพลาสมิด (มาลิน จุลศิริ, 2532)  
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2.4 Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (MRSA) 
 

ในปี ค.ศ. 1961 มีรายงานการพบเช้ือ S. Aureus ท่ีด้ือต่อยา Methicillin (MRSA) (ศศิธร          
ลิขิตนุกู, ชิษณุ พนัธ์ุเจริญ, สถาพร ธิติวิเชียรเลิศ, นลินี อศัวโภคี, และยพุิน ศุพุทธมงคล, 2543) ซ่ึง
เช้ือ MRSA ไม่สามารถรักษาให้หายไดด้ว้ยยาปฏิชีวนะท่ีใชรั้กษาการติดเช้ือ Staphylococcus ทัว่ไป
ได ้(อะเค้ือ อุณหเลขกะ, 2548) โดยทัว่ไปสามารถพบไดท่ี้ผิวหนังและเยื่อบุของร่างกาย เช่น ใน
โพรงจมูกของคนทัว่ไป ซ่ึงจะพบเช้ือในภาวะท่ีไม่ก่อให้เกิดโรค (Colonization)  พบไดป้ระมาณ
ร้อยละ 30-40 ของประชากรทัว่ไป (เพชรไสว ล้ิมตระกลู, 2541) แต่หากเกิดความผดิปกติกบัร่างกาย 
เช่น มีบาดแผลบริเวณผิวหนัง หรือคนท่ีฉีดสารเสพติดเขา้สู่ร่างกายทางหลอดเลือดโดยไม่ไดท้าํ
ความสะอาดผิวหนัง จะทาํให้เช้ือสามารถเขา้สู่ร่างกายและก่อให้เกิดโรคตามมาได้ เช่น ผิวหนัง
อกัเสบ ฝี หนอง ปอดอกัเสบ และเยือ่หุ้มสมองอกัเสบ เป็นตน้ (อะเค้ือ อุณหเลขกะ, 2548) ซ่ึงการติดเช้ือ 
MRSA มกัพบในผูป่้วยท่ีนอนพกัรักษาตวัในโรงพยาบาลเป็นระยะเวลานาน โดยเฉพาะผูป่้วยหนัก 
ผูป่้วยสูงอายุ ผูป่้วยท่ีมีแผลกดทบั ผูป่้วยท่ีตอ้งให้ยาทางหลอดเลือดและการคลุกคลีกบัผูป่้วยท่ีติดเช้ือ 
MRSA แลว้ยงัพบอีกว่านอกจากก่อโรคในโรงพยาบาลแลว้ยงัพบการแพร่กระจายของเช้ือ MRSA จาก
โรงพยาบาลสู่ชุมชมอีกดว้ย (กองโรงพยาบาลภูมิภาค, 2540)  

 
โดยทั่วไป S. Aureus สายพนัธ์ุปกติจะสร้าง PBP 4 ชนิด โดยมีหน้าท่ีหลักในการเช่ือม

พนัธะเพปไทด ์(Cross-link) ของโมเลกุล D-Alanyl-D-Alanine Residue กบั N-Acetylmuramic Acid 
เพื่อสร้าง Peptidoglycan ท่ีเป็นโครงสร้างของผนังเซลล ์ดงันั้นยากลุ่ม β-Lactam ซ่ึงมีกลไกในการ
เขา้ทาํลายโดยจบักบับริเวณ Active Site ของ PBPs และส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์ทาํ
ให้เช้ือมีผนงัเซลลท่ี์ไม่สมบูรณ์ ซ่ึงทาํให้เช้ือไม่สามารถอยูร่อดได ้แต่เช้ือ MRSA มีการพฒันากลไกใน
การสร้าง PBP2a ซ่ึง PBP2a มีคุณสมบติัในการทาํให้ Active Site เปล่ียนไปจึงทาํให้ยากลุ่ม β-Lactam 
เขา้จบัไม่ได ้ดงันั้นการใชย้ากลุ่ม β-Lactam เช่น Penicillin หรือ Penicillin ก่ึงสังเคราะห์ (Semisynthetic  
Penicillin)  เช่น Oxacillin และ Methicillin จึงไม่ไดผ้ลกบัเช้ือกลุ่ม MRSA (Hartman & Tomasz, 1984 ) 
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2.5 การแบ่งประเภทของเช้ือแบคทเีรียตามกลไกการดือ้ยา 
 
 2.5.1 True Methicillin-Resistant S. Aureus (“True” MRSA) 
  
 “True” MRSA เป็น เช้ือ ท่ีพบว่า  ด้ื อ ต่อยาป ฏิ ชีวนะหลายขนานโดยเฉพาะยาก ลุ่ม 
Penicillinase-Resistant Penicillin เ ช่ น  Methicillim, Oxacillin, ClOxacillin, DiclOxacillin แ ล ะ 
Nafcillin รวมทั้งด้ือต่อยากลุ่ม Macrolide และ Chloramphenicol อีกดว้ย ซ่ึงกลไกการด้ือยาของเช้ือ
ชนิดน้ีเกิดจากผนังเซลล์สร้าง PBP ผิดปกติ เรียกว่า PBP2a โดยมียีน mecA เป็นยีนควบคุมในการ
ส ร้าง  ซ่ึ ง  PBP ทําหน้ า ท่ี เก่ี ยวกับป ฏิ กิ ริยา  Transpeptidation และ  Carboxypeptidation โดยมี
ความสําคัญต่อการเกิด Cross Link ของ Peptidoglycan Back Bone ในผนังเซลล์ของแบคทีเรีย 
ดังนั้ น PBP2a จึงทาํหน้าท่ีแทน PBP แต่ PBP2a จบักับ β-Lactam ได้ไม่ดี ยาจึงออกฤทธ์ิได้ไม่มี
ประสิทธิภาพ แบคทีเรียจึงไม่ถูกยบัย ั้ง (ศศิธร   ลิขิตนุกลู และคณะ, 2543) 
 
 2.5.2 Borderline Oxacillin-Resistant S. Aureus (BORSA) 
 
 ปรากฏการณ์การด้ือยาคร้ังแรกของเช้ือ  BORSA มีลักษณะท่ีแสดงออกแบบ  Non-
heterogeneous มีระดบัค่า minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของยา Oxacillin นอ้ยกว่าหรือ
เท่ากับ 2 μg/ml ต่อมาพบว่าเช้ือชนิดน้ีมีการด้ือต่อยา Oxacillin เพิ่มมากข้ึน โดยมีค่า MIC อยู่
ระหว่าง    2-8 μg/ml ซ่ึงสายพนัธ์ุ BORSA ต่างจาก “True” MRSA เน่ืองจากสายพนัธ์ุ BORSA ไม่มี
การด้ือต่อยาปฏิชีวนะขา้มกลุ่ม (Nelson et al., 2006) ซ่ึงกลไกการด้ือยาของเช้ือ BORSA เกิดจากเช้ือ
สังเคราะห์เอนไซม์ β-Lactamase มากเกินไป (hyperproducing β-Lactam) ทาํให้เอนไซม์ดงักล่าว
ย่อยสลายบางส่วนของยากลุ่ม Penicillinase-Resistant Penicillin และ Cephalosporins จึงทาํให้ไม่
สามารถยบัย ั้งเช้ือได ้
 
 2.5.3 Modified-Resistant S. Aureus (MODSA) 
 
 MODSA จัดอยู่ในก ลุ่ม  borderline Resistant เป็น เช้ือสายพัน ธ์ุ ท่ี ยีน  mecA เกิดความ
บกพร่องและมีการเปล่ียนแปลงหรือเพิ่มจาํนวนของ PBP ชนิดอ่ืนท่ีไม่ใช่ PBP2a ทาํใหก้ลไกการด้ือ
ยาต่างจากสายพนัธ์ุ BORSA จากความบกพร่องของยีน mecA ส่งผลให้มีการสร้าง PBP4 เพ่ิมข้ึน 
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ร่วมกบัการมี PBP1 และ PBP2 ลดลง จึงทาํใหก้ารจบัของ β-Lactam ต่อ PBP ลดลง (Crossley et al., 
2009) 
 2.5.4 Methicillin-Aminoglycoside-Resistant S. Aureus (MARSA) 
 
 MARSA จดัเป็นเช้ือ S. Aureus สายพนัธ์ุท่ีสามารถด้ือต่อยา Methicillin และ Aminoglycoside  
เช้ือชนิดน้ีมีการพัฒนาการด้ือยาสูงกว่าเช้ือ MRSA เน่ืองจากสายพันธ์ุ MARSA สามารถผลิต
เอนไซม ์Aminoglycoside-Modifying ชนิด Bifunctional Enzyme ประกอบดว้ยเอนไซม ์2 ชนิด คือ 
Aminoglycoside 6 '-Adenylyl Transferase (AAC(6’)) แ ล ะ  Aminoglycoside 2’-Phosphotransferase 
(APH(2’)) เอนไซมด์งักล่าวมีผลในการเร่งปฏิกิริยา N-Acetylation และ O-Phosphorylation จึงมีผล
ต่อการด้ือยากลุ่ม Aminoglycoside โดยเฉพาะ Gentamicin และ Amikacin (Crossley et al., 2009) 
 
 2.5.6 Vancomycin-Intermediate-Resistant S. Aureus (VISA) 
 
 ในปี พ.ศ. 2539 มีรายงานการด้ือยา Vancomycin ของเช้ือ MRSA ท่ีมีความไวปานกลาง 
(MIC 8-16 μg/ml) โดยมีการตรวจพบเช้ือ VISA เป็นคร้ังแรกในประเทศญ่ีปุ่นในผูป่้วยโรคปอด
บวมท่ีติดเช้ือ MRSA กลไกการด้ือยาของเช้ือ VISA เกิดจากการหนาตวัของผนงัเซลลร่์วมกบัการลด
จาํนวนของ Peptidoglycan Cross-Linking จึงส่งผลใหมี้ D-Alanyl-D-Alamide Side Chains เหลืออยู่
มาก ซ่ึง D-Alanyl-D-Alamide Side Chains จะไปจบักบั Vancomycin ภายนอกเยื่อบุเซลล์ของเช้ือ
แบคทีเรีย จึงสามารถป้องกนั Vancomycin เขา้มาภายในเซลลไ์ด ้(ประภาวดี ติษยาธิคม และคณะ, 
2547)  
 
 2.5.7 Vancomycin-Resistant S. Aureus (VRSA) 
 
 ในปี พ.ศ. 2545 มีการตรวจพบเช้ือ S. Aureus ท่ีสามารถตา้นยา Vancomycin ไดใ้นระดบัสูง 
(MIC ≥ 16 μg/ml) โดยมีการพบเช้ือ  VRSA ในผู ้ป่วยท่ีโรงพยาบาลประเทศสหรัฐอเมริกา 
(Appelbaum, 2007) ซ่ึงกลไกการด้ือยาของเช้ือ VRSA เกิดจากเช้ือชนิดน้ีมียีน Van ซ่ึงได้รับการ
ถ่ายทอดจากเช้ือแบคทีเรียชนิด Enterococcus spp. ซ่ึงสามารถตา้นยาปฏิชีวนะไดห้ลายชนิดรวมทั้ง 
Vancomycin ดว้ย ซ่ึงกลุ่มยีน Van มีทั้งหมด 5 ชนิด คือ VanA, VanB, VanC, VanD และ VanE โดย
ยีน  VanA ท่ีพบในเช้ือ  VRSA เป็นสาเหตุสําคัญต่อการด้ือยา Vancomycin เน่ืองจากยีน  VanA 
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เป ล่ียนแปลง Precursor ของโครงสร้างผนังเซลล์ จาก  D-Alanyl-D-Alamide Residue เป็น  D-
Alanine-D-Lactate ทาํใหย้า Vancomycin ไม่สามารถจบักบัโมเลกลุเป้าหมายได ้(Tenover, 2006)  
 

2.6 เห็ดเรืองแสง (Luminescent Mushroom) 
 
 เห็ดเรืองแสง คือ เห็ดท่ีสามารถเรืองแสงหรือเปล่งแสงไดใ้นท่ีมืด ซ่ึงแสงท่ีเรืองออกมาอาจ
เป็นสีเขียวอมฟ้า หรือสีเขียวอมเหลืองตามแต่ชนิดของเห็ด ซ่ึงสาเหตุท่ีเห็ดเรืองแสงนั้น เพื่อดึงดูด
แมลงท่ีหากินในเวลากลางคืนให้เขา้มากดักินดอกเห็ด เพื่อช่วยในการแพร่กระจายสปอร์ออกไปได้
ไกลมากยิ่งข้ึน (Sivinski, 1981) เห็ดเรืองแสงเป็นเห็ดท่ีข้ึนอยูใ่นพ้ืนท่ีเฉพาะ เช่น พื้นท่ีท่ีมีความช้ืน
สูง มีหมอกและหยาดนํ้ ากลางอากาศ มีอาหารท่ีเหมาะสม อากาศถ่ายเทไดดี้ มีแสงในเวลากลางวนัท่ี
ไม่ร้อนจนเกินไป (สาธิต ไทยทตักุล, 2561) เห็ดเรืองแสงส่วนใหญ่เป็นเห็ดท่ีอาศยัซากผพุงัของพืช
เป็นแหล่งอาหาร อาจเกิดอยู่ตามก่ิงไผ ่ก่ิงหวาย ตน้ปาลม์ ก่ิงหมาก ท่อนไมท่ี้เร่ิมถูกยอ่ยสลาย หรือ
บางคร้ังเกิดข้ึนบนดินท่ีมีธาตุอาหารอยูใ่ตดิ้น ในพื้นท่ีท่ีพบเห็ดมกัจะมีความช้ืนสูง และอุณหภูมิการ
เกิดดอกมักไม่ เกิน  28°C หรือ  82 .4°F (Kirchmair, Poder, and Huber, 1999; Kirchmair, Poder, 
Huber, & Miller, 2002)  

 
การศึกษาเห็ดเรืองแสงในประเทศไทยนั้น มีจุดเร่ิมตน้จากการศึกษาความหลากชนิดในเขต

บริเวณพื้นท่ีของโครงการอนุรักษ์พนัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชดาํริในสมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี พื้นท่ีโคกภูตากา อาํเภอเวียงเก่า จงัหวดัขอนแก่น เม่ือปี พ.ศ. 
2545 โดยมีการคน้พบเห็ดเรืองแสง N. Nambi Speg. ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยเห็ดนางรม แต่จดัเป็นเห็ดพิษ 
มกัพบในท่ีท่ีมีความช้ืนสูง โดยเห็ดเรืองแสงชนิดน้ีจะข้ึนเป็นกลุ่ม ๆ ละ 4-5 ดอก บนรากไมห้รือก่ิง
ไมท่ี้ตายแลว้ โดยในเวลากลางวนักา้นครีบและดอกจะมีสีขาว แต่ในเวลากลางคืนโดยเฉพาะในคืน
เดือนมืดดอกของเห็ดชนิดน้ีจะสามารถเปล่งแสงได ้ซ่ึงมีแสงสีเขียวอมเหลือง (รูปท่ี 2.2) และไดแ้ยก
เช้ือเห็ดบริสุทธ์ิจาํนวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท KKU1 (วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์, จิรยทุย ์คาํขจร, 
และนิวฒั เสนาะเมือง, 2547) และ KKU2 (วีระศักด์ิ ศักด์ิศิริรัตน์ และคณะ, 2552) ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเห็ดเรืองแสง N. Nambi มีดอกสีขาว เส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 3-6 cm ไม่มีวง
แหวนใตห้มวกดอกมีลกัษณะเป็นครีบสีขาว สปอร์มีลกัษณะรูปไข่ เรียบ ไม่มีลาย ขนาด 2.5-3.0 x 
5.0-7.5 μm  
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รูปท่ี 2.2 ลกัษณะของเห็ดเรืองแสง Neonothopanus Nambi  
ในสภาพแสงกลางวนั (ซา้ย) และกลางคืน (ขวา)  
ท่ีมา : วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์ และคณะ, 2552 

 

2.7 การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาของเห็ดเรืองแสง 
 
 รุ้งรวิน หนูกรอบ, สิริกร อินทร์งาม, และสุธีกานต ์ศกัดาพิศิษฏ ์(2560) ไดท้าํการศึกษาฤทธ์ิ
ของ Aurisin A ต่อเช้ือ MRSA ด้วยวิธี Broth Microdilution พบว่า สารสกัด Ethyl Acetate จากนํ้ า
เล้ียงเช้ือ มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียไดดี้กว่าสารสกดัจากเส้นใยท่ีสกดัดว้ย MEthanol โดยมีค่า MIC 
และ MBC อยู่ในช่วง 8-16 μg/ml และ   64-256 μg/ml ตามลาํดับ ส่วนสาร Aurisin A ท่ีเป็นสาร
บริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากเห็ดเรืองแสงนั้นมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียใกลเ้คียงกบัยา Vancomycin 
โดยมีค่า MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 2-4 μg/ml   
 

สุกัญญา ผิวดาํ, ปาอีซะ เจะหลง, และสุนิสา เก้ือชาติ (2558) ได้ทาํการศึกษาพฤกษเคมี
เบ้ืองต้นและฤทธ์ิในการต้านเช้ือ S. Epidermidis ของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงด้วยวิธี TLC 
Autobiography Assay พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ S. Epidermidis โดยเกิด 
Clear Zone ตามการเคล่ือนท่ีของสาร และการศึกษาพฤกษเคมีเบ้ืองตน้พบว่ามีสาร 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
Flavonoid, Saponin และ Tannin 
 

เหมือนฝัน ซ่ือตรง, ฐานิกา กระจ่างฉาย, และรัตนาภรณ์ เทพธวชั (2557) ไดท้าํการศึกษา
ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคท่ีเรีย S. Epidermidis ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง พบว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือ
มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือไดดี้กว่าสารสกดัจากเส้นใย โดยมีค่า MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 4-16 μg/ml 
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และพบว่าสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ งการสร้างเอนไซม์ Lipase ในเช้ือ                
S. Epidermidis  
 

ดลฤทยั ไกรลมสม, อมิตา แมหะ, และนัซรีน ตาเละ (2560) ไดท้าํการศึกษาฤทธ์ิของสาร 
Aurisin A ต่อเช้ือ S. Epidermidis โดยทําการทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือ S. Epidermidis ATCC 35984 
และ S. Epidermidis NPRC 011-019 ดว้ยวิธี Broth Microdilution พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ี
สกดัดว้ย Ethyl Acetate และ Aurisin A มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทั้ง 2 ชนิดไดดี้กวา่สารสกดัจากเสน้ใย 
โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ในช่วง 2-8 μg/ml ส่วนสารสกดัจากเส้นใยท่ีสกดัดว้ย MEthanol มีค่า 
MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 128-512 μg/ml  

 
ชนนาถ เจริญบุญญาฤทธ์ิ, รัฎพร พรมแกว้, และอมลรดาณี สุวีระ (2557) ไดศึ้กษาฤทธ์ิของ

สารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli ดว้ยวิธี Broth Microdilution 
พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Hexane มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ E. coli ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า 
MIC เท่ากับ  256 μg/ml และมีค่า Minimal Bactericidal Concentration (MBC) เท่ากับ  512 μg/ml 
สาํหรับสารสกดัจากเส้นใยท่ีสกดัดว้ย Hexane, Dichloromethane และ Ethyl Acetate มีค่า MIC และ 
MBC มากกวา่ 1,024 μg/ml 

 
วนัเพ็ญ นิจศรีวงษ์ และสุภศจี แฟงรัก (2557) ศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือราของสารสกดัจากเห็ด

เรืองแสงต่อการยบัย ั้ง Microsporum Gypseum MU-SH4 ด้วยวิธี Broth Microdilution พบว่าสาร
สกัดจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกัดด้วย Dichloromethane สามารถยบัย ั้ งการเจริญเติบโตของเช้ือ  M. 
Gypseum ไดดี้ท่ีสุด รองลงมาคือ Hexane และ Ethyl Acetate ตามลาํดบั โดยมีค่า MIC เท่ากบั 8, 16 
และ 64 μg/ml ตามลาํดับ และมีค่า Minimal Fungicidal Concentration (MFC) ≥ 1,024 μg/ml ซ่ึง
จากการทดสอบแสดงใหเ้ห็นว่าสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงสามารถยบัย ั้งการเติบโตของเช้ือราก่อโรค
ได ้

 
 สุกลัญา หลีแจ,้ ธีรทศัน์ สุดสาย, นนัทพงศ ์ขาํทอง, และอมัพรรัตน์ ประไพวงศ ์(2558) ได้
ทาํการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัและฤทธ์ิของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง โดยทาํการสกดันํ้ าเล้ียง
เช้ือดว้ย Ethyl Acetate แลว้สกดัเส้นใยดว้ย Ethanol แลว้นาํไปทดสอบความเป็นพิษในหนูขาวสาย
พนัธ์ุ Swiss Albino โดยใหส้ารสกดัแบบคร้ังเดียวในปริมาณ 0.5-2.0 g/kg ของนํ้ าหนกัตวั พบว่าสาร
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สกดัจากเห็ดเรืองแสงไม่มีความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัในสัตวท์ดลอง และสามารถแยกสารบริสุทธ์ิ
ไดจ้ากนํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองจาํนวน 2 ชนิด คือ Aurisin A และ Axinysone B  
 

อาริยา ช่วยอินทร์ และพีรวฒัน์ ชยัวนัดี (2559) พบว่าสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย 
Ethyl Acetate จากนํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงสามารถฆ่าไรไข่ปลาไดดี้ท่ีสุดท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
โดยมีค่า 50% Lethal Concentration (LC50) เท่ากบั 0.45% (w/v) สารสกดัหยาบ Hexane จากเส้นใย
ของเห็ดเรืองแสงสามารถฆ่าไรไข่ปลาไดดี้ท่ีสุดท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง โดยมีค่า LC50 เท่ากบั 0.88% 
(w/v) และนํ้ าเล้ียงเช้ือจากเห็ดเรืองแสงท่ีไม่ผ่านการสกดั สามารถฆ่าเช้ือไรไข่ปลาได ้33.08% เม่ือ
ทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
 ชฏัติกา พวงงาม, วรัญญา แกว้มาก, และอญัชลี เปิดชั้น (2558) ศึกษาความเป็นพิษเบ้ืองตน้
ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อเซลลม์ะเร็งชนิด MCF-7, HeLa และ Colo25 ดว้ยวิธี MTT Assay 
พบวา่สารสกดัหยาบมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งทั้ง 3 ชนิด โดยสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane และ Ethyl Acetate มีความเป็นพิษสูงสุดในเซลลม์ะเร็งชนิด MCF-7 และ Colo25 
ซ่ึงมีค่า 50% Inhibitory Concentration (IC50) เท่ากบั 1.30 และ 0.02 μg/ml ตามลาํดบั ส่วนสกดัจาก
เส้นใยท่ีสกัดด้วย Dichloromethane มีความเป็นพิษสูงสุดในเซลล์มะเร็งชนิด HeLa ซ่ึงมีค่า IC50 
เท่ากับ 0.72 μg/ml จากการศึกษาทาํให้ทราบว่าสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษสูงต่อ
เซลลม์ะเร็ง  
 
 Kanokmedhakul et al. (2012)  ไดท้าํการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัจากเห็ด
เรืองแสง โดยไดท้าํการแยกสารบริสุทธ์ิได ้7 ชนิด (รูปท่ี 2.3) ไดแ้ก่ Nambinone A, Nambinone B, 
Nambinone C, 1-epi-Nambinone B,  Nambinone D, aurisin A และ aurisin K และไดน้าํสารบริสุทธ์ิ
ท่ีแยกไดไ้ปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่าสามารถตา้นเช้ือมาลาเรียไดดี้และสามารถตา้นเช้ือวณั
โรคไดดี้ปานกลาง และพบว่าสารบริสุทธ์ิจากเห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งท่อนํ้ าดีอีก
ดว้ย  
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รูปท่ี 2.3 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากเห็ดเรืองแสง N. Nambi 
ท่ีมา : Kanokmedhakul et al., 2012 
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บทที ่3 
 

ระเบียบวธีิการวจิยั  
 
 การศึกษาวิจยั เร่ือง ฤทธ์ิตา้นเช้ือ Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (MRSA) 
ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง (Neonothopanus Nambi) มีวิธีดาํเนินการทดลองตามขั้นตอนต่าง ๆ 
ดงัน้ี  
 

3.1 สารเคมแีละอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจิยั  
  
 3.1.1 สารเคมีทีใ่ช้ในการวจัิย 
   
  3.1.1.1 Dichloromethane 
  3.1.1.2 DimEthyl Sulfoxide (DMSO) 
  3.1.1.3 Distilled Water 
  3.1.1.4 Ethanol    
  3.1.1.5 Ethyl Acetate  
  3.1.1.6 Hexane   
  3.1.1.7 MEthanol 
  3.1.1.8 Oxacillin 
  3.1.1.9 Penicillin G  
  3.1.1.10 Resazurin 
  3.1.1.11 Sodium Chloride 
  3.1.1.12 Vancomycin  
  3.1.1.13 0.5 McFarland Standard 
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 3.1.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจัิย 
   
  3.1.2.1 Analytical Balance 
  3.1.2.2 Autoclave 
  3.1.2.3 Beaker 
  3.1.2.4 Centrifuge 
  3.1.2.5 Cylinder 
  3.1.2.6 EDTA Tube 
  3.1.2.7 Erlenmeyer Flask 
  3.1.2.8 Filter Paper 
  3.1.2.9 Hot Air Oven  
  3.1.2.10 Hot Plate 
  3.1.2.11 Incubator 
  3.1.2.12 Inoculating Loop and Needle  
  3.1.2.13 Microcentrifuge Tube 
  3.1.2.14 Micropipette 
  3.1.2.15 MicroPlate Reader  
  3.1.2.16 Microtiter Plate  
  3.1.2.17 Multi Channel Pipette 
  3.1.2.18 Petri Dish 
  3.1.2.19 Rotary Evaporator 
  3.1.2.20 Round Bottom Flask 
  3.1.2.21 Spectrophotometer 
  3.1.2.22 Suction Pump 
  3.1.2.23 Test Tube 
  3.1.2.24 Ultrasonic Bath 
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 3.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 
  
 3.1.3.1 Mueller-Hinton Broth (MHB) 
 3.1.3.2 Potato Dextrose Agar (PDA) 
 3.1.3.3 Potato Dextrose Broth (PDB) 
 3.1.3.4 Tryptic Soy Broth (TSB) 

 

3.2 การเพาะเลีย้งเห็ดเรืองแสง 
 
 แบ่งเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีเจริญบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ให้มีขนาดเท่า ๆ 
กนัจาํนวน 3 ช้ิน นําเส้นใยท่ีไดเ้ข่ียลงในขวดท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Broth (PDB) ท่ี
ผ่านการทาํให้ปราศจากเช้ือแล้ว จากนั้ นนําขวดอาหารท่ีบรรจุเช้ือแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลา 30 วนั โดยนาํออกมาโดนแสงวนัละ 2 ชัว่โมง ทุก ๆ วนั  
 

3.3  การสกดัสารออกฤทธ์ิจากนํา้เลีย้งเช้ือของเห็ดเรืองแสง (Culture Filtrate) 
 
 นําขวดอาหารเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมากรองแยกเส้นใย (Mycelium) และนํ้ าเล้ียงเช้ือ 
(Culture Filtrate) ด้วยกระดาษกรอง Whatman no.1 หลังจากนั้ นนํานํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีได้มาสกัดด้วย 
Hexane ในอตัราส่วน นํ้ าเล้ียงเช้ือ : Hexane (1:1.5) โดยเก็บสารสกัดท่ีอยู่ในชั้นของ Hexane ไป
ระเหยเอาตวัทาํละลายออกดว้ยเคร่ือง Rotary Evaporator แลว้บนัทึกนํ้าหนกัของสารสกดัหยาบท่ีได ้
(Hexane Extract) จ าก นั้ น นํ าชั้ น  Aqueous ท่ี ผ่ าน ก ารส กั ด ด้ ว ย  Hexane ม าส กั ด ต่ อ ด้ ว ย 
Dichloromethane ในอัตราส่วน Aqueous : Dichloromethane (1:1.5) โดยเก็บสารสกัดท่ีอยู่ในชั้น
ของ Dichloromethane ไประเหยเอาตัวทําละลายออกด้วยเคร่ือง Rotary Evaporator แล้วบันทึก
นํ้ าหนักของสารสกดัหยาบท่ีได ้(Dichloromethane Extract) แลว้จึงนําชั้น Aqeous ท่ีผ่านการสกดั
ดว้ย Dichloromethane มาสกดัต่อดว้ย Ethyl Acetate ในอตัราส่วน Aqueous : Ethyl Acetate (1:1.5) 
โดยเก็บสารสกัดท่ีอยู่ในชั้นของ Ethyl Acetate ไประเหยเอาตวัทาํละลายออกด้วยเคร่ือง Rotary 
Evaporator แลว้บนัทึกนํ้าหนกัของสารสกดัหยาบท่ีได ้(Ethyl Acetate Extract) เกบ็สารสกดัดงักล่าว
ท่ีอุณหภูมิ 4°C เพื่อใชใ้นการศึกษาวิจยัต่อไป 
 
 



 27

3.4 การสกดัสารออกฤทธ์ิจากเส้นใยของเห็ดเรืองแสง (Mycelium) 
  
 ชัง่นํ้ าหนกัของเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีผา่นการกรองแยกนํ้ าเล้ียงเช้ือ จากนั้นจึงตดัเส้นใยเป็น
ช้ินเลก็ ๆ แลว้สกดัดว้ย MEthanol ดว้ยวิธีการหมกั (Maceration) จาํนวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 วนั จากนั้น
นํามากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman no.1 แล้วนําไประเหยเอาตัวทาํละลายออกด้วยเคร่ือง 
Rotary Evaporator บนัทึกนํ้ าหนักของสารสกดัท่ีได ้(MEthanol Extract) จากนั้นนาํสารท่ีสกดัดว้ย 
MEthanol มาละลายด้วย 90% MEthanol ปริมาตร 100 ml ทาํการสกัดด้วย Hexane ในอตัราส่วน 
สารสกดั : Hexane (1:1.5) โดยเก็บสารสกดัท่ีอยู่ในชั้นของ Hexane ไประเหยเอาตวัทาํละลายออก
ดว้ยเคร่ือง Rotary Evaporator แลว้บนัทึกนํ้ าหนักของสารสกดัหยาบท่ีได ้(Hexane Extract) นาํชั้น 
Aqueous MEthanol ไประเหยเอา MEthanol ออกดว้ยเคร่ือง Rotary Evaporator จากนั้นนาํมาละลาย
ดว้ยนํ้ ากลัน่ปริมาตร 100 ml แลว้จึงนํามาสกดัต่อดว้ย Dichloromethane ในอตัราส่วน สารสกดั : 
Dichloromethane (1:1.5) โดยเก็บสารสกัดท่ีอยู่ในชั้ นของ Dichloromethane ไประเหยเอาตัวทํา
ละลายออกด้วย เค ร่ือง  Rotary Evaporator แล้วบัน ทึ กนํ้ าหนั กของสารสกัดห ยาบ ท่ี ได ้
(Dichloromethane Extract) แลว้จึงนาํชั้น Aqueous ท่ีผา่นการสกดัดว้ย Dichloromethane มาสกดัต่อ
ดว้ย Ethyl Acetate ในอตัราส่วน สารสกดั : Ethyl Acetate (1:1.5) โดยเก็บสารสกดัท่ีอยู่ในชั้นของ 
Ethyl Acetate ไประเหยเอาตวัทาํละลายออกดว้ยเคร่ือง Rotary Evaporator แลว้บนัทึกนํ้ าหนักของ
สารสกดัหยาบท่ีได ้(Ethyl Acetate Extract) จากนั้นนาํสารสกดัหยาบจากเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ี
ไดไ้ปทดสอบทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียต่อไป  
 

3.5 การทดสอบฤทธ์ิต้าน เช้ือแบคที เรียของสารสกัดจากเห็ด เรืองแสงด้วยวิ ธี             
Broth Microdilution Method 
 
 3.5.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรียทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 

เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบคือ S. Aureus ATCC 29213 และเช้ือ MRSA NPRC 001R-
020R จาํนวน 20 Isolate โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ Tryptic Soy Agar (TSA) 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง คดัเลือกเช้ือโคโลนีเด่ียว (Single Colony) ประมาณ         
3-5 Colony เพื่อนํามาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Mueller-Hinton Broth (MHB) เป็นเวลา        
3-5 ชัว่โมง จากนั้นปรับความขุ่นของเช้ือดว้ย Normal Saline Solution (NSS) ให้ไดค้วามขุ่นเท่ากบั 
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0.5 McFarland Standard (มีเช้ือประมาณ 1.5x108 CFU/ml) ปรับเช้ือ 0.5 McFarland Standard โดย
ใช ้MHB ใหมี้จาํนวนเช้ือเท่ากบั 1x106 CFU/ml 
 
 3.5.2 การเจือจางสารสกดัและยาทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เจือจางสารสกดัดว้ย 1% DimEthyl Sulphoxide (DMSO) และเจือจางยา Vancomycin ดว้ย
นํ้ ากลั่น  (Distilled Water; DW) แบบลําดับสอง (Serial Two-Fold Dilution) ให้ได้ความเข้มข้น
สุดทา้ยอยูใ่นช่วง 10-1,280 μg/ml และ 1.25-160 μg/ml ตามลาํดบั ซ่ึงมีความเขม้ขน้เป็น 10 เท่าของ
ความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
 
 3.5.3 การทดสอบ 
  
 เติมเช้ือ (1x106 CFU/ml) ปริมาตร 100 μl ใน Well ท่ีมีสารสกัด 20 μl และ MHB 80 μl      
นํา Plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้ นใส่ 1% Resazurin ปริมาตร 10 μl          
ลงใน 96-Well Plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง อ่านค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารท่ี
ยบัย ั้ งเช้ือแบคทีเรียได้ (MIC) โดยอ่านค่าความเข้มข้นตํ่ าสุดใน  Well ท่ี สี  Resazurin ไม่มีการ
เปล่ียนแปลง (ไม่มีเช้ือเจริญ) ปิเปตตวัอย่างจาก Well ท่ีไม่มีเช้ือเจริญ มาเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA 
นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง อ่านค่าความเข้มข้นตํ่าสุดของสารท่ีฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียได ้(MBC) โดยอ่านค่าความเขม้ขน้ตํ่าท่ีสุดท่ีไม่มีเช้ือเจริญบนอาหาร TSA  
 

3.6 การศึกษาผลของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย
ต่อหน่วยเวลา (Time-Kill Assay) 
 
 3.6.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรียทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบคือ S. Aureus ATCC 29213 และเช้ือ MRSA NPRC 001R 
โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียดงัแสดงในการทดลอง 3.5.1  
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3.6.2 การเจือจางสารสกดัทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 

 เจือจางสารสกดัดว้ย 1% DMSO แบบ Serial Two-Fold Dilution ให้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 
1/4MIC-4MIC และใช ้1% DMSO เป็น Negative Control 

 
3.6.3 การทดสอบ 

 
 นาํเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบปริมาตร 1,000 μl อาหารเล้ียงเช้ือ MHB ปริมาตร 800 μl และสาร

สกัดปริมาตร 200 μl ใส่ลงหลอดทดลอง โดยในชุดควบคุมจะใช้ 1% DMSO ปริมาตร 200 μl      
แทนสารสกดั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C ทาํการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8 และ 24 ชัว่โมง 
นาํมาเจือจางแบบลาํดบัสิบ (Serial Two-Fold Dilution) ดว้ย NSS แลว้นับจาํนวนเช้ือโดยวิธี Drop 
Plate โดยหยดเช้ือท่ีเจือจางแลว้ 10 μl บนอาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
นับจาํนวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึน เพื่อนาํมาสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างเวลาและจาํนวนเช้ือท่ีรอด
ชีวิต 
 

3.7 การศึกษาผลของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงในการเหน่ียวนําให้เกิดการแตกของเซลล์
แบคทเีรีย (Bacteriolysis Assay) 
 
 3.7.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรียทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบคือ S. Aureus ATCC 29213 และเช้ือ MRSA NPRC 001R 
โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียใหมี้จาํนวนเท่ากบั 1.5x108 CFU/ml ดงัแสดงในการทดลอง 3.5.1 
 

3.7.2 การเจือจางสารสกดัทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 

 เจือจางสารสกดัดว้ย 1% DMSO แบบ Serial Two-Fold Dilution ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบั MIC-8MIC 
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 3.7.3 การทดสอบ 
 
 นาํเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบปริมาตร 10.8 ml และสารสกดัปริมาตร 1.2 ml ใส่ลงหลอดทดลอง 
โดยใช ้1% DMSO เป็น Negative Control บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C ทาํการเก็บตวัอย่างท่ีเวลา 0, 0.5, 1, 
1.5, 2, 4, 6, 8 และ 24 ชัว่โมง เพ่ือวดัความขุ่นของเช้ือท่ี OD620 nm เพื่อคาํนวณค่าสัดส่วนการแตก
ของเซลลแ์บคทีเรีย 
 

 
 
3.8 การศึกษาผลของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงต่อการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดง        
ของมนุษย์ (Erythrocyte Haemolysis Assay) 
 
 3.8.1 การเตรียมตัวอย่างเลอืดทีใ่ช้ในการทดสอบ  
 
 เก็บตัวอย่างเลือดจากอาสาสมัครท่ีมีสุขภาพแข็งแรง นํามาป่ันด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นนาํส่วนเม็ดเลือดแดงมาลา้งดว้ย NSS จาํนวน 3 คร้ัง 
แลว้เจือจางจนมีปริมาณเซลลเ์มด็เลือดแดงเท่ากบั 2.5 x 108 cell/ml ดว้ย NSS   
 
 3.8.2 การเจือจางสารสกดัทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เจือจางสารสกดัดว้ย 1% DMSO แบบ Serial Two-Fold Dilution ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบั MIC-128MIC  
 
 3.8.3 การทดสอบ 
 
 นาํเมด็เลือดแดงและสารสกดัใส่ในหลอดทดลอง โดยใช ้DW และ NSS เป็น Positive และ 
Negative Control ตามลาํดบั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนาํตวัอย่างแช่ในนํ้ าแขง็
เป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํไปป่ันดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที นาํส่วน
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ใสมาเจือจางแบบ Serial Ten-Fold Dilution ดว้ย NSS แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD550 nm เพ่ือ
คาํนวนร้อยละการแตกของเซลลเ์มด็เลือดแดง 
 

 
 

3.9 การศึกษาประสิทธิภาพของภูมิคุ้มกันในการกําจัดเช้ือแบคทีเรียหลังจากบ่มด้วยสาร
สกดัเห็ดเรืองแสง (Whole Blood Killing Assay)  
 
 3.9.1 การเตรียมตัวอย่างเลอืดทีใ่ช้ในการทดสอบ  
 
 เก็บตวัอย่างเลือดจากอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรงและควรทาํการทดลองหลงัจากเก็บ
ตวัอยา่งเลือดไม่เกิน 4 ชัว่โมง 
 
 3.9.2 การเจือจางสารสกดัและยาทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เจือจางสารสกดัดว้ย 1% DMSO แบบ Serial Two-Fold Dilution ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบั ¼ MIC-MIC  
 
 3.9.3 การทดสอบ 
 
 นาํเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบปริมาตร 1,000 μl อาหารเล้ียงเช้ือ MHB ปริมาตร 800 μl และสาร
สกัดปริมาตร 200 μl ใส่ลงหลอดทดลองตามความเข้มข้นของสารสกัดท่ีต้องการทดสอบ             
โดย Negative Control ใช ้1% DMSO แทนสารสกดั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C ทาํการเก็บตวัอย่างท่ีเวลา            
4 ชัว่โมง จากนั้นป่ันแยกตวัอยา่งเช้ือแบคทีเรียในหลอดทดลอง ปรับความขุ่นของเช้ือดว้ย NSS ให้
ไดค้วามขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland standard นาํตวัอยา่งเลือดปริมาตร 190 μl และเช้ือปริมาตร 10 μl 
ใส่ในหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง นํามาเจือจางแบบ Serial Ten-Fold 
Dilution ดว้ย NSS แลว้นบัจาํนวนเช้ือโดยวิธี Drop Plate โดยหยดเช้ือท่ีเจือจางแลว้ 10 μl บนอาหาร 
TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง นับจาํนวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึน เพื่อนาํมาสร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาและจาํนวนเช้ือท่ีรอดชีวิต  



 32

3.10 การศึกษาการดื้อ ต่อยาและสารสกัดจากเห็ด เรืองแสงของเช้ือแบคที เรีย         
(Stepwise Selection)  
 
 3.10.1 การเตรียมเช้ือแบคทเีรียทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบคือ S. Aureus ATCC 29213 และเช้ือ MRSA NPRC 001R 
โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียดงัแสดงในการทดลอง 3.5.1 
 
 3.10.2 การเจือจางสารสกดัและยาทีใ่ช้ในการทดสอบ 
 
 เจือจางสารสกัดด้วย 1% DMSO และเจือจางยา Vancomycin, Oxacillin และ Penicillin G 
ดว้ย DW แบบ Serial Two-Fold Dilution ใหมี้ความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 1/4MIC-16MIC 
 
 3.10.3 การทดสอบ 
 
 นาํเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบปริมาตร 1,000 μl อาหารเล้ียงเช้ือ MHB ปริมาตร 800 μl และสาร
สกดัปริมาตร 200 μl ใส่ลงหลอดทดลอง โดย Positive Control ของเช้ือ MRSA NPRC 001R ใชย้า 
Vancomycin แท น ส ารส กั ด  แ ล ะ  Positive Control ข อ ง เช้ื อ  S. Aureus ATCC 29213 ใช้ ย า 
Vancomycin, Oxacillin และ Penicillin G แทนสารสกดั และ Negative Control ของเช้ือทั้งสองชนิด
ใช้ 1% DMSO แทนสารสกดั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ทาํการทดสอบท่ีความ
เขม้ขน้เดิมซํ้า 3 คร้ัง หลงัจากนั้นถ่ายเช้ือจากรอบสุดทา้ยท่ีทดสอบปริมาตร 1,000 μl ใส่ลงในหลอด
ใหม่เพิ่มความเขม้ขน้ของยาและสารสกดัสองเท่าของความเขม้ขน้เร่ิมตน้ โดยในแต่ละความเขม้ขน้
ทดสอบซํ้ า 3 คร้ัง จนถึงความเขม้ขน้ท่ีเช้ือไม่สามารถเจริญได ้จากนั้นป่ันแยกเช้ือแบคทีเรียแลว้
นาํมาทดสอบซํ้ า 3 คร้ัง ในอาหาร MHB ท่ีปราศจากยา เช้ือ และสารสกดั ป่ันแยกตวัเช้ือแลว้นาํมา
ทดสอบค่า MIC และ MBC ดว้ยวิธี Broth Microdilution เพื่อประเมินผลการด้ือของเช้ือแบคทีเรียต่อ
ยาและสารสกดั 
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3.11 การวเิคราะห์ข้อมูล 

 
 การวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิตินั้น ขอ้มูลทั้งหมดจะถูกระบุในรูปแบบของค่าเฉล่ีย (Mean) 
และค่าความคลาดเคล่ือนของค่าเฉล่ีย (Standard Error of Mean, S.E.M.) 



 
 

บทที ่4 
 

ผลการวจิยัและอภปิรายผลการวจิยั 
 

4.1 ผลการสกดัสารออกฤทธ์ิจากนํา้เลีย้งเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสง  
 
 จากการสกัดสารจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงด้วยวิธี  Liquid-Liquid 
Extraction โดยใชต้วัทาํละลาย Hexane, Dichloromethane และ Ethyl Acetate ซ่ึงเป็นการสกดัแยก
องคป์ระกอบทางเคมีดว้ยตวัทาํละลายอินทรียโ์ดยเรียงลาํดบัความมีขั้วจากตวัทาํละลายไม่มีขั้วจนถึง
ตวัทาํละลายท่ีมีขั้วสูงข้ึน ซ่ึงทาํให้ไดส่้วนสกดัท่ีมีขั้วตามขั้วของตวัทาํละลายซ่ึงมีผลต่อการยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรีย (อุไรวรรณ ดิลกคุณานันท์, อุดมลกัษณ์ สุขอตัตะ, สุภนิดา บวับาน, ประภสัสร รัก
ถาวร, และณิชากรม เจริญกุล, 2549) พบว่าสารสกัดจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย 
Dichloromethane มีนํ้ าหนกัของสารสกดัเท่ากบั 128.78 mg/l ซ่ึง Dichloromethane เป็นตวัทาํละลาย
ท่ีมีขั้วปานกลางมีคุณสมบติัในการทาํละลายไดท้ั้งสารท่ีมีขั้วและไม่มีขั้ว นอกจากน้ียงัพบว่าส่วนท่ี
สกดัดว้ยตวัทาํละลายท่ีมีขั้วปานกลางจะมีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคไดดี้กวา่เม่ือ
เทียบกบัส่วนท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายท่ีมีขั้วสูง (Panomket, Wanrum, and Srivoramas, 2011)  ส่วน
สารสกดั Ethyl Acetate มีนํ้ าหนักของสารสกดัเท่ากบั 94.24 mg/l และสารสกดั Hexane มีนํ้ าหนัก
ของสารสกดันอ้ยท่ีสุดซ่ึงมีนํ้ าหนกัของสารสกดัเท่ากบั 14.46 mg/l ส่วนสารสกดัจากเส้นใยของเห็ด
เรืองแสงพบว่า สารสกดั Dichloromethane มีนํ้ าหนักของสารสกดัมากท่ีสุด โดยมีนํ้ าหนักของสาร
สกดัเท่ากบั    1,040 mg สารสกดั Hexane มีนํ้ าหนกัของสารสกดัเท่ากบั 340 mg และสารสกดั Ethyl 
Acetate มีนํ้ าหนกัของสารสกดันอ้ยท่ีสุด ซ่ึงมีนํ้ าหนกัของสารสกดัเท่ากบั 130 mg ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 4.1  
 
 จากรายงานการวิจยัของเหมือนฝัน ซ่ือตรง และคณะ (2557) ซ่ึงทาํการสกดัสารจากนํ้ าเล้ียง
เช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงดว้ยตวัทาํละลาย Hexane, Dichloromethane, Ethyl Acetate ซ่ึงเป็น
ตวัทาํละลายท่ีมีขั้วต่างกนัพบว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane ซ่ึงเป็นตวัทาํละลายท่ีมีขั้วปานกลางมีนํ้ าหนกัและ %Yeild ของสารสกดัมากท่ีสุด 
และรายงานการวิจยัของ ชนนาถ เจริญบุญญาฤทธ์ิ และคณะ (2557) ซ่ึงทาํการสกดัสารจากนํ้ าเล้ียง
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เช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงดว้ยตวัทาํละลายชนิดเดียวกนันั้นใหผ้ลการทดสอบท่ีสอดคลอ้งกนั
คือ สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มีนํ้ าหนกัและ 
%yeild ของสารสกดัมากท่ีสุด ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัในคร้ังน้ี 
 
ตารางท่ี 4.1 นํ้าหนกัของสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือและเสน้ใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย

ชนิดต่าง ๆ 

สารสกดั 
นํา้หนักสารสกดั  

Hexane Dichloromethane Ethyl Acetate 
สารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือ 14.46 mg/l 128.78 mg/l 94.24 mg/l 
สารสกดัจากเสน้ใย 340 mg 1,040 mg 130 mg 

 
4.2 ฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทเีรียของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง 
 
 การศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียของสารสกดัจากเส้นใยและนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ี
สกัดด้ว ย  Hexane, Dichloromethane และ  Ethyl Acetate ต่ อ เช้ื อ  S. Aureus ATCC 29213 และ      
MRSA NPRC 001R-020R โด ยวิ ธี  Broth Microdilution โด ยใช้ ย า  Vancomycin เป็ น  Positive 
Control พบวา่สารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Hexane และ Dichloromethane มี
ฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า MIC และ MBC เท่ากบั 2 μg/ml และมี
ฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ MRSA NPRC 001R ไดดี้ โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ในช่วง 4-8 μg/ml ส่วนสาร
สกัด Ethyl Acetate พบว่ามีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทั้ งสองสายพันธ์ุ โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่
ในช่วง 8-32 μg/ml ในขณะท่ีสารสกดัจากเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทั้ง 2 สายพนัธ์ุไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ในช่วง 4-8 μg/ml สาร
สกัด Ethyl Acetate มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทั้ ง 2 สายพันธ์ุได้ปานกลางมีค่า MIC และ MBC อยู่
ในช่วง 32-64 μg/ml และสารสกัด Hexane ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทั้ ง 2 สายพันธ์ุ (MIC และ 
MBC > 128 μg/ml) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2  
  
 นอกจากน้ีสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเช้ือ MRSA NPRC 002R-020R ได้ดี โดยมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 4 μg/ml ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.3 ส่วนยา Vancomycin ซ่ึงเป็นชุดควบคุมในการทดสอบพบว่ามีค่า MIC และ MBC ต่อ
เช้ือทั้ง 20 สายพนัธ์ุเท่ากบั 1 μg/ml  ซ่ึงอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานของ CLSI ซ่ึงผลจากการทดสอบฤทธ์ิ
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ตา้นเช้ือแบคท่ีเรียแสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane สามารถออกฤทธ์ิในการยับย ั้ งต่อเช้ือทั้ งสองสายพันธ์ุได้ดี ท่ี สุด  เน่ืองจาก 
Dichloromethane เป็นตวัทาํละลายท่ีมีขั้วปานกลาง จึงทาํให้สารสกดัจากตวัทาํละลายท่ีมีขั้วปาน
กลางมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือไดดี้กวา่สารสกดัจากตวัทาํละลายท่ีมีขั้วสูง (Panomket et al., 2011)   
 
 จากรายงานการวิจยัของ รุ้งรวิน หนูกรอบ และคณะ (2560) ไดท้าํการศึกษาฤทธ์ิของสาร 
aurisin A ต่อเช้ือ MRSA ดว้ยวิธี Broth Microdilution พบว่าสารสกดั Ethyl Acetate จากนํ้ าเล้ียงเช้ือ
มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียไดดี้กว่าสารสกดัจากเส้นใยท่ีสกดัดว้ย MEthanol โดยมีค่า MIC และ MBC 
อยูใ่นช่วง 8-16 μg/ml และ 64-256 μg/ml ตามลาํดบั ส่วนสาร Aurisin A ท่ีเป็นสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้
จากเห็ดเรืองแสงนั้นมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียใกลเ้คียงกบัยา Vancomycin โดยมีค่า MIC และ 
MBC อยูใ่นช่วง 2-4 μg/ml ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาวิจยัในคร้ังน้ี 
 
 เม่ือเปรียบเทียบกับรายงานการวิจัยของ Hong et al. (2016) ท่ีทาํการศึกษาฤทธ์ิต้านเช้ือ 
MRSA ของสารสกัดจากเห็ด Phellinus Baumii ท่ีสกัดด้วย Ethyl Acetate พบว่ามีค่า MIC ต่อเช้ือ 
MRSA และ S. Aureus ATCC 29213 เท่ากบั 512 μg/ml และมีค่า MBC มากกว่า 2,048 μg/ml และ
เม่ือใชส้ารสกดัดงักล่าวร่วมกบัยากลุ่ม β-Lactam พบว่า ค่า MIC และ MBC ของสารสกดัมีค่าลดลง 
128 เท่า  (0.5-4 μg/ml) แต่มีค่า MIC ลดลงเล็กน้อยเม่ือใช้ร่วมกับยา Antibiotic ในกลุ่มอ่ืน  ๆ         
(32-256 μg/ml) และจากรายงานการวิจัยของ  Alves, Ferreira, Martins, and Pintado (2012) ได้
ทาํการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเห็ดป่าจาํนวน 13 สายพันธ์ุ (สกัดด้วย MEthanol และนํ้ า ท่ี
อตัราส่วน 80:20) ต่อเช้ือ S. Aureus และ MRSA ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยในโรงพยาบาล พบว่าสารสกดัท่ี
มีผลในการยบัย ั้งเช้ือได้ดีท่ีสุดคือ สารสกัดจากเห็ด Fistulina Hepatica, Russula Delica (MIC =       
10 mg/ml) และสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิรองลงมาคือสารสกดัจากเห็ด Mycena rosea, Sarcodon imbricatus 
และ Tricoloma Portentosum (MIC = 20 mg/ml) ซ่ึงจากการทดลองดงักล่าวพบว่าค่า MIC ของสาร
สกดัจากเห็ดมีค่าสูงกว่าค่า MIC ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ท่ีมีค่า 
MIC ต่อเช้ือ S. Aureus และ MRSA อยู่ในช่วง 2-4 μg/ml ซ่ึงความแตกต่างของค่า MIC นั้นอาจเกิด
จากสายพนัธ์ุของเห็ดท่ีนาํมาศึกษาและตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดัท่ีมีขั้วแตกต่างกนั ซ่ึงอาจทาํให้
ไดป้ริมาณและประเภทของสารออกฤทธ์ิท่ีแตกต่างกนัอีกดว้ย 
 
 นอกจากน้ีสารสกดัจากสมุนไพรไทยหลายชนิดไดมี้การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ MRSA จาก
รายงานวิจยัของ พรเทพ เตม็รังษี (2554) พบวา่สารสกดัจากแก่นฝาง เปลือกมงัคุด และเหงา้ขม้ินชนั 
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ท่ีสกัดด้วยตัวทําละลาย Ethanol มีค่า MIC ต่อเช้ือ MRSA อยู่ในช่วง 0.625-5 mg/ml และเม่ือ
เปรียบเทียบกบัรายงานการวิจยัของ ภาวิณี อุ่นกอง (2554) ท่ีทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. Aureus ดว้ย
สารสกดัจากกระทือป่า ขิงแม่โขง และว่านริดสีดวง ท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย Ethyl Acetate พบว่ามี
ค่า MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 500-2,000 μg/ml ซ่ึงเป็นค่า MIC และ MBC ท่ีสูงกว่าสารสกดัจากนํ้ า
เล้ียงของเห็ดเรืองแสง ซ่ึงสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ MRSA ไดดี้กวา่ 
 
 จากรายงานวิจยัของ Pankey and Sabath (2004) พบว่าการพิจารณว่าสารตา้นแบคทีเรียชนิด
ใดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง (Bacteriostatic) หรือฆ่า (Bactericidal) นั้น สามารถพิจารณาจากความแตกต่าง
ระหวา่งค่า MIC และ MBC ของสารชนิดนั้น หากมีความแตกต่างมากกว่า 4 เท่า สารชนิดนั้นจะออก
ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง แต่หากมีความแตกต่างน้อยกว่า 4 เท่า สารชนิดนั้นจะออกฤทธ์ิในการฆ่าและ
ทาํลายเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงเม่ือพิจารณาค่า MIC และ MBC ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane มีความแตกต่างของค่า MIC และ MBC นอ้ยกว่า 4 เท่า จึงอาจกล่าวไดว้่าสารสกดั
จากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงมีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 
001R-020R 
 
ตารางท่ี 4.2 ค่า MIC และ MBC ของสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ยตวั

ทาํละลายชนิดต่าง ๆ ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC29213 และ MRSA NPRC 001R 

สารสกดั 

MIC/MBC (μg/ml) 

S. Aureus  
ATCC 29213 

MRSA  
NPRC 001R 

สารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือ   
Hexane  2/2 8/8 
Dichloromethane 2/2 4/4 
Ethyl Acetate 8/8 16/32 

สารสกดัจากเสน้ใย   
Hexane >128/>128 >128/>128 
Dichloromethane 4/8 8/8 
Ethyl Acetate 32/32 32/64 

ยา Vancomycin 1/1 1/1 
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ตารางท่ี 4.3 ค่า MIC และ MBC ของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane 
ต่อเช้ือ MRSA NPRC 002R-020R 

เช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 
MIC/MBC (μg/ml) 

สารสกดัจากนํา้เลีย้งเช้ือ Vancomycin 
S. Aureus ATCC 29213 2/2 1/1 

MRSA NPRC 002R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 003R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 004R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 005R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 006R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 007R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 008R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 009R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 010R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 011R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 012R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 013R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 014R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 015R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 016R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 017R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 018R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 019R 4/4 1/1 
MRSA NPRC 020R 4/4 1/1 
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4.3 ผลของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียต่อหน่วย
เวลา (Time-Kill Assay)  
 

จากการทดสอบ Time-Kill Assay ของสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 พบว่าสารสกัดท่ีความเข้มขน้ 4MIC (8 μg/ml) 
สามารถลดจาํนวนเช้ือลงมากกวา่ 1 log CFU/ml เม่ือทดสอบกบัสารสกดัเป็นเวลาเพียง 30 นาที และ
สามารถฆ่าเช้ือไดท่ี้เวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที และไม่พบการเจริญเติบโตของเช้ือในช่วงเวลาถดัไป 
ส่วนสารสกัดท่ีความเขม้ขน้ 2MIC (4 μg/ml) สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือได้ท่ีเวลา 2 
ชัว่โมง และพบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 8 ชัว่โมง เช้ือมีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึน และท่ีความเขม้ขน้ MIC (2 
μg/ml), 1/2MIC (1 μg/ml) และ 1/4MIC (0.5 μg/ml) พบการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือในทุก
ช่วงเวลาเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (รูปท่ี 4.1) เม่ือทดสอบสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อเช้ือ 
MRSA NPRC 001R พบว่าสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 4MIC (16 μg/ml) สามารถลด
จาํนวนเช้ือลงมากกวา่ 2 log CFU/ml เม่ือทดสอบกบัสารสกดัเป็นเวลาเพียง 30 นาที และสามารถฆ่า
เช้ือไดท่ี้เวลา 1 ชัว่โมง และไม่พบการเจริญเติบโตของเช้ือในช่วงเวลาถดัไป ส่วนสารสกดัท่ีความ
เขม้ขน้ 2MIC (8 μg/ml) สามารถลดจาํนวนเช้ือลงได ้2 log CFU/ml เม่ือทดสอบกบัสารสกดัเป็น
เวลาเพียง 30 นาที  แต่เม่ือเวลาผ่านไปเช้ือมีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึน  โดยท่ีความเข้มข้น  MIC             
(4 μg/ml), 1/2MIC (2 μg/ml) และ 1/4MIC (1 μg/ml) พบการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือในทุก
ช่วงเวลาเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (รูปท่ี 4.2)  

 
จากรายงานการวิจัยของ Hong et al. (2016) พบว่าสารสกัดจากเห็ด Phellinus Baumii ท่ี

สกดัดว้ย Ethyl Acetate ท่ีความเขม้ขน้ 1/2MIC (256 μg/ml) สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ MRSA 
ได้ท่ีเวลา 4 ชั่วโมง แต่หลงัจาก 8 ชั่วโมง เช้ือกลบัเพิ่มจาํนวนข้ึน และเม่ือนําสารสกัดทดสอบ
ร่วมกบัยา Oxacillin และ Cefazolin พบว่า สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือไดท่ี้เวลา 4 ชัว่โมง 
และไม่พบการกลบัมาเพิ่มจาํนวนของเช้ืออีกเม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง และสามารถลดจาํนวนเช้ือ
ไดต้ ํ่ากว่าการใชส้ารสกดัเพียงชนิดเดียว 2 log CFU/ml และจากรายงานการวิจยัของ Matijašević et 
al. (2016) พบว่าสารสกดัจากเห็ด Coriolus Versilocor ท่ีสกดัดว้ย MEthanol ท่ีความเขม้ขน้ 2MIC 
(5 mg/ml) สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. Aureus ไดท่ี้เวลา 3 ชั่วโมง และสามารถฆ่าเช้ือไดท่ี้
เวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงจากรายงานการวิจยัดงักล่าว พบว่า สารสกดัจากเห็ด Phellinus Baumii มีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งแต่ไม่สามารถฆ่าเช้ือ MRSA ได ้แมจ้ะใชค้วามเขม้ขน้ท่ีสูงก็ตาม ส่วนสารสกดัจากเห็ด 
Coriolus Versilocor สามารถฆ่าเช้ือไดท่ี้เวลา 24 ชัว่โมง แต่ยงัคงใชค้วามเขม้ขน้ในการทดสอบท่ีสูง 
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เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง ท่ีมีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือท่ีความเขม้ขน้ตํ่าและ
สามารถฆ่าเช้ือไดใ้นเวลา 1-2 ชัว่โมง โดยไม่ทาํใหเ้ช้ือกลบัมาเจริญอีก  

 
จากการทดสอบพบว่ า  สารสกัดจากนํ้ า เล้ี ยง เช้ื อของเห็ ด เรืองแสงท่ีสกัดด้วย 

Dichloromethane สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุ โดยสามารถลดจาํนวนเซลลข์องเช้ือจน
เหลือนอ้ยกว่า 3 log CFU/ml ซ่ึงเป็นค่ามาตรฐานในการทาํลายเช้ือได ้99.9% (Dever, Jorgensen, and 
Barbour, 1992) ซ่ึงการศึกษา Time-Kill curve มีประโยชน์ในการกาํหนดความเขม้ขน้ของสารสกดั
ในผลิตภณัฑ ์กาํหนดขนาดยา (dose) และระยะห่างในการใหย้า (dose interval) นอกจากน้ีการศึกษา
ช่วงเวลาท่ีสามารถลดจาํนวนเช้ือแบคทีเรียไดข้องสารสกดั เป็นแนวทางหน่ึงในการศึกษาการเสริม
ฤทธ์ิของยาหรือสารสกดั (ปวีณา สนธิสมบติั, 2550) เพื่อใหมี้ฤทธ์ิกวา้งพอในการยบัย ั้งเช้ือบางชนิด
ท่ีพบอตัราการด้ือยาสูง  
 

 
รูปท่ี 4.1 ผล Time-Kill Assay ของสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 

Dichloromethaneต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 
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รูปท่ี 4.2 ผล Time-Kill Assay ของสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 

Dichloromethane   ต่อเช้ือ MRSA NPRC 001R 
 

4.4 ผลของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อการเหน่ียวนําให้เกดิการแตกของเซลล์แบคทีเรีย 
(Bacteriolysis Assay) 
 
 จากการทดสอบการเหน่ียวนาํให้เกิดการแตกของเซลลแ์บคทีเรียดว้ยสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือ
เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 พบว่า ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง
ความขุ่นของเช้ือท่ีบ่มดว้ยสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 8MIC (16 μg/ml) และ 
4MIC (8 μg/ml) สามารถเหน่ียวนาํใหเ้กิดการแตกของเซลลแ์บคทีเรียไดเ้ลก็นอ้ย (ค่าความขุ่นลดลง 
0.2 เท่า) และท่ีความเขม้ขน้ 2MIC (4 μg/ml) และ MIC (2 μg/ml) ไม่สามารถเหน่ียวนําให้เซลล์
แบคทีเรียแตกได ้(ค่าความขุ่นไม่ลดลง) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 และเม่ือทดสอบกบัเช้ือ MRSA NPRC 
001R พบว่า ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ค่าความขุ่นของเช้ือท่ีบ่มดว้ยสารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความ
เขม้ขน้ MIC-8MIC (4-32 μg/ml) มีค่าไม่แตกต่างจากช่วงเวลาเร่ิมตน้ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสารสกดั
ดงักล่าวไม่มีผลเหน่ียวนาํใหเ้ซลลแ์บคทีเรียแตก (รูปท่ี 4.4)  
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 จากการทดสอบพบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 8-16 μg/ml อาจ
มีฤทธ์ิในการเหน่ียวนาํให้เซลลข์องแบคทีเรียแตกไดเ้ล็กน้อย อย่างไรก็ตามหากตอ้งการยืนยนัผล
การทดสอบควรมีการทดสอบดว้ยการส่องกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น (TEM) เพื่อใช้
ในการยนืยนัผลการทดสอบใหถู้กตอ้งและสมบูรณ์มากยิง่ข้ึน   
 
 จากรายงานวิจัยของ Chusri and Voravuthikunchai (2011) พบว่าสารสกัดจากเบญกานี 
(Quercus infectoria G. Olivier) ท่ีสกดัดว้ย Ethanol และ Ethyl Acetate ท่ีความเขม้ขน้ MIC-4MIC 
(0.1-2 mg/ml) ไม่มีฤทธ์ิในการทาํให้เซลล์ของเช้ือ MRSA แตก ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าแมส้ารสกัดท่ี
ความเขม้ขน้สูงจะมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรีย แต่อาจไม่ทาํให้เซลลข์องเช้ือแบคทีเรีย
แตก และจากงานวิจยัของ Leejae, Taylor, and Voravuthikunchai (2013) พบว่าสาร Rhodomyrtone 
ท่ีสกดัไดจ้ากใบโทะ (Rhodomyrtus Tomentosa) ท่ีความเขม้ขน้ MIC-4MIC (0.5-2 μg/ml) ไม่มีฤทธ์ิ
ในการทาํให้เซลลข์องเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 แตก ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าแมส้ารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดดี้ในความเขม้ขน้ตํ่า ก็อาจไม่มีฤทธ์ิในการทาํให้เซลลข์องเช้ือ
แบคทีเรียแตก ซ่ึงอาจเกิดจากกลไกการฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนัออกไป  
  

 
รูปท่ี 4.3 สดัส่วนของค่าความขุ่นของเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 ท่ีบ่มดว้ยสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือ

เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane  
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รูปท่ี 4.4 สดัส่วนของค่าความขุ่นของเช้ือ MRSA NPRC 001R ท่ีบ่มดว้ยสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือ 

เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane  
 

4.5 ผลของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงต่อการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงของมนุษย์ 
(Erythrocyte Haemolysis Assay) 
 
 การทดสอบผลของสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อ
การแตกของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของมนุษย ์เป็นการทดสอบความเป็นพิษเบ้ืองตน้ของสารสกดัต่อ
เซลล์เม็ดเลือดแดงของมนุษย ์เพื่อหาค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการนาํมาใช้โดยไม่ก่อให้เกิด
อนัตราย ผลการทดลองพบว่าค่าร้อยละการแตกของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้
ของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง กล่าวคือสารสกดัท่ีความเขม้ขน้สูงมีผลทาํให้เซลลเ์ม็ดเลือด
แดงแตกไดสู้ง โดยความเขม้ขน้สูงสุดท่ีทดสอบคือ 128MIC (256  μg/ml) พบวา่มีค่าร้อยละการแตก
ของเมด็เลือดแดงเท่ากบั 17% ส่วนความเขม้ขน้ 64MIC-MIC มีค่าร้อยละการแตกของเมด็เลือดแดง
นอ้ยกวา่ 15% ส่วน DW และ NSS ท่ีใชเ้ป็น Positive และ Negative Control นั้น มีค่าร้อยละการแตก
ของเซลลเ์มด็เลือดแดงเท่ากบั 100% และ 1.06% ตามลาํดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5  
 
 จากการทดสอบพบว่าสารสกัดนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย Dichloromethane ท่ี
ความเขม้ขน้ 256 μg/ml มีค่าร้อยละการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงเท่ากบั 17% ซ่ึงมีความเขม้ขน้
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มากกว่าค่า MIC ถึง 128 เท่า และจากรายงานของ Ishnava and Shah (2014) พบว่าสารสกดัท่ีมีค่า
ร้อยละการแตกของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ี 50% (HC50) มากกว่าค่า MIC ของสารสกดัเกิน 5 เท่านั้น
สามารถนาํมาใชใ้นมนุษยไ์ดอ้ยา่งปลอดภยั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาในคร้ังน้ี 
 
 จากรายงานวิจยัของ Zohra and Fawzia (2014) ท่ีทาํการศึกษาผลของสารสกดัสมุนไพรต่อ
การแตกของเซลเม็ดเลือดแดงของมนุษย์โดยใช้สารสกัดจากพืชสมุนไพร 9 ชนิด  (Moretta 
canescens, Tamarix Aphylla, Calotropis Procera, Paronychia Chlorothyrsa, Paromychia 
Argentea, Thymelaea Hitsuta, Haloxylon Scoparium, Arthrophytum Schmittianum แ ล ะ                  
Daphne gnidium) ซ่ึงสกัดด้วย MEthanol พบว่า สารสกัดท่ีความเข้มข้น 50, 100, 250 และ 500 
μg/ml มีค่าร้อยละการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงอยู่ในระดับท่ีตํ่า (0-7%) ยกเวน้สารสกัดจาก 
Moretta canescens ท่ีความเขม้ขน้ 500 μg/ml มีค่าร้อยละการแตกของเซลลเม็ดเลือดแดงเท่ากับ 
14.80% แต่ท่ีความเขม้ขน้ 50-250 μg/ml นั้น มีค่าร้อยละการแตกของเซลลเมด็เลือดแดงนอ้ยกวา่ 7% 
ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าหากนาํไปใชใ้นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะสามารถลดความเป็นพิษต่อเซลลเ์ม็ด
เลือดแดงได ้และจากรายงานวิจยัของ Kumar, Karthik, and Bhaskara (2011) ซ่ึงศึกษาผลของสาร
สกดัจากใบของพืชสมุนไพรในประเทศอินเดีย 3 ชนิด (Aerva lanata Linn., Calotropis Gigantean 
Linn. และ Elaeocarpus Ganitrus Roxb) ซ่ึงสกัดด้วยนํ้ า ต่อการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงของ
มนุษย ์พบว่า สารสกดัจากพืชทั้งสามชนิดท่ีความเขม้ขน้ 125-1,000 μg/ml มีค่าร้อยละการแตกของ
เซลลเ์มด็เลือดแดงในระดบัท่ีตํ่า (0.1-5%) และเม่ือนาํสารสกดัทั้งสามชนิดมาทดสอบร่วมกนัพบวา่มี
ค่าร้อยละการแตกของเซลลเ์มด็เลือดแดงตํ่ากวา่การใชส้ารสกดัเพียงชนิดเดียว  
  
 จากรายงานความเป็นพิษของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงพบว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ด
เรืองแสงท่ีสกัดด้วย Ethyl Acetate และ MEthanol เม่ือนําไปทดสอบกับหนูขาวสายพนัธ์ุ Swiss 
Albino นั้น โดยให้สารสกดัปริมาณ 0.5-2.0 g/kg ของนํ้ าหนักตวั ไม่พบความเป็นพิษเฉียบพลนัใน
สัตวท์ดลอง (สุกลัญา หลีแจ ้และคณะ, 2558) และยงัพบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ี
สกดัดว้ย Ethyl Acetate และสารสกดัจากเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย MEthanol ไม่มีความเป็น
พิษต่อไรทะเล เน่ืองจากมีค่า LC50 เท่ากบั 1,748 μg/ml ซ่ึงมีค่าสอดคลอ้งกบัค่ามาตรฐาน (สุกลัญา        
หลีแจ ้และคณะ, 2559) และจากรายงานการวิจยัของ สุรียพ์ร บวัอาจและคณะ (2560) ซ่ึงทดสอบ
ความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร aurisin A ต่อหนูแรทสายพนัธ์ุ Wistar พบว่า สารสกดัท่ีขนาด 5-
2,000 mg/kg ไม่ทาํให้หนูตาย และไม่แสดงอาการเป็นพิษหลงัจากไดรั้บสาร 24 ชั่วโมง และเม่ือ
สงัเกตอาการต่อเน่ือง 14 วนั ไม่พบหนูทดลองตาย ซ่ึงจากรายงานการวิจยัขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นวา่สาร



 45 

สกดัจากเห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษต่อเซลลเ์มด็เลือดแดงของมนุษยแ์ละสัตวท์ดลองอยูใ่นระดบัตํ่า
มาก จึงสามารถนาํมาใชไ้ดอ้ยา่งปลอดภยั  
 

 
รูปท่ี 4.5 ค่าร้อยละการแตกของเซลลเ์มด็เลือดแดงของมนุษยเ์ม่ือบ่มกบัสารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือ 

เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane 
 

4.6 ผลของระบบภูมิคุ้มกันในการกําจัดเช้ือแบคทีเรียหลังจากบ่มด้วยสารสกัดเห็ดเรือง
แสง (Whole Blood Killing Assay)  
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของภูมิคุม้กนัในการกาํจดัเช้ือแบคทีเรียหลงัจากบ่มดว้ยสาร
สกัดเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย Dichloromethane โดยนําเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 ท่ีบ่มกับสาร
สกัดนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ MIC (2 μg/ml), 1/2MIC (1 μg/ml) และ 1/4MIC (0.5 
μg/ml) เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นนํามาป่ันแยกเช้ือ แลว้จึงนาํมาบ่มกบัเลือดของอาสาสมคัรเป็น
เวลา 1 ชั่วโมง พบว่าจาํนวนเช้ือท่ีบ่มด้วยสารสกัดตามความเขม้ขน้ MIC (2 μg/ml), 1/2MIC (1 
μg/ml) และ 1/4MIC (0.5μg/ml) มีจาํนวนลดลง 0.5-1 log CFU/ml เม่ือเทียบกบัจาํนวนเช้ือเร่ิมตน้ 
(รูปท่ี 4.6) และสารสกัดท่ีความเขม้ขน้ 1/4MIC (1 μg/ml) สามารถลดจาํนวนเช้ือ MRSA NPRC 
001R ลงได้  0.8 log CFU/ml โดย  Negative Control (1% DMSO) มี จําน วน เช้ื อลดลง  0.1 log 
CFU/ml ในขณะท่ีความเขม้ขน้ MIC (4 μg/ml)และ 1/2MIC (2 μg/ml) ไม่มีเช้ือเจริญในช่วงเวลา
เร่ิมตน้ (รูปท่ี 4.7)  
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 การทดสอบน้ีเป็นการทดสอบคุณสมบติัในการเพ่ิมประสิทธิภาพการฆ่าเช้ือแบคทีเรียของ
ระบบภูมิคุม้กนัในร่างกาย ซ่ึงพบว่าเช้ือท่ีผ่านการบ่มดว้ยสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงนั้น เม่ือ
นาํมาทดสอบกบัเลือดของอาสาสมคัรสามารถลดจาํนวนเช้ือลงไดม้ากกว่าเช้ือท่ีไม่ผ่านการบ่มกบั
สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงสามารถทาํใหเ้ช้ือ
แบคทีเรียถูกฆ่าดว้ยระบบภูมิคุม้กนัของร่ายกายไดดี้ยิง่ข้ึน  
 
 จากรายงานการวิจยัของ Yaseen et al. (2017) ท่ีทาํการศึกษาฤทธ์ิการเพ่ิมประสิทธิภาพของ
ภูมิคุม้กันของร่างกายของสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 23 ชนิด ในประเทศคอสตาริก้า ต่อเช้ือ          
S. Aureus Newman พบว่าสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 3 ชนิด ได้แก่ สารสกัดจากเปลือกของ 
Byrsonima Crassifolia สารสกัดจากเถาของ Mandevilla Veraguasensis และสารสกัดจากเปลือก
ของ Verbesina Oerstediana ท่ีความเขม้ขน้ 10 μg/ml มีผลทาํให้เช้ือแบคทีเรียถูกยบัย ั้งดว้ยระบบ
ภูมิคุ ้มกันของร่ายกายได้ดียิ่งข้ึนในช่วงเวลาท่ี 90 และ 120 นาที และจากรายงานการวิจัยของ 
Sakoulas et al. (2014) ท่ีทาํการศึกษาฤทธ์ิในการเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของ
ภูมิคุม้กนัของร่างกายของยา Nafcillin ต่อเช้ือ MRSA D592, D712 และ Sanger 252 พบว่า เม่ือบ่ม
เช้ือแบคทีเรียร่วมกบัเลือดของอาสาสมคัรและยา Nafcillin ท่ีความเขม้ขน้ 20 μg/ml มีผลทาํให้เช้ือ
แบคทีเรียถูกยบัย ั้งดว้ยระบบภูมิคุม้กนัของร่ายกายไดดี้ยิ่งข้ึน ซ่ึงมีความสอดคลอ้งกบัผลของการ
ศึกษาวิจยัในคร้ังน้ี 
 

 
รูปท่ี 4.6 ผลของระบบภูมิคุม้กนัในการกาํจดัเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 หลงัจากบ่มดว้ยสารสกดั

จากเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane  
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รูปท่ี 4.7 ผลของระบบภูมิคุม้กนัในการกาํจดัเช้ือ MRSA NPRC 001R หลงัจากบ่มดว้ยสารสกดัจาก

เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane  
 

4.7 การดื้อต่อยาปฏิชีวนะและสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงของเช้ือแบคทีเรีย (Stepwise 
Selection) 
 
 จากการศึกษาการด้ือต่อยาปฏิชีวนะและสารสกัดนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย 
Dichloromethane ของเช้ือ  S. Aureus ATCC 29213 และ  MRSA NPRC 001R ด้วยวิ ธี  Stepwise 
Selection โดยค่า MIC/MBC เร่ิมตน้ของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 
29213 และ MRSA NPRC 001R เท่ากบั 2/2 μg/ml และ 4/4 μg/ml ตามลาํดบั และเม่ือเพาะเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1/4MIC ซํ้ า 3 คร้ัง และเพ่ิมความเขม้ขน้ 2 เท่า 
จนมีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 16MIC เม่ือนาํมาทดสอบค่า MIC/MBC พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือ
เห็ดเรืองแสงมีค่า MIC ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R เพิ่มข้ึน 2 เท่าจาก
ค่าเร่ิมตน้คือ 4 μg/ml และ 8 μg/ml ตามลาํดบั และมีค่า MBC เพิ่มข้ึน 4 เท่าจากค่าเร่ิมตน้คือ 8 μg/ml 
และ 16 μg/ml ตามลาํดบั จากนั้นป่ันแยกเช้ือแบคทีเรียแลว้นาํมาเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสารสกดั
ซํ้ า 3 คร้ัง แลว้จึงนํามาทดสอบค่า MIC/MBC พบว่า สารสกัดจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีค่า 
MIC/MBC ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R เพิ่มข้ึน 2 เท่า คือ 8/16 μg/ml 
และ 16/16 μg/ml ตามลาํดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีแนวโนม้ชกั
นาํใหเ้กิดการด้ือต่อสารสกดัแบบถาวร หากนาํไปใชติ้ดต่อกนัเกิน 21 วนั  
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 จากการทดสอบกับยามาตรฐาน ท่ีใช้ เป็น  Positive Control ในการทดสอบ  ได้แ ก่                   
ยา Vancomycin, Oxacillin และ Penicillin G พบว่า เม่ือทดสอบยา Oxacillin และ Penicillin G ต่อ
เช้ือ S. Aureus ATCC 29213 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุมาตรฐาน มีค่า MIC/MBC เร่ิมตน้เท่ากบั 0.12/1 μg/ml 
และ 0.015/0.015 μg/ml ตามลาํดบั ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานของ CLSI และเม่ือเพาะเล้ียงเช้ือใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1/4MIC ซํ้ า 3 คร้ัง และเพ่ิมความเขม้ขน้ 2 เท่า 
จนมีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 16MIC พบว่า ค่า MIC/MBC ของยาทั้งสองชนิดมีค่าเพ่ิมข้ึนเท่ากบั 4/>4 
μg/ml และ 0.06/0.12 μg/ml ตามลาํดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงการด้ือต่อยาทั้ง 2 ชนิดของเช้ือ S. Aureus 
ATCC 29213 และเม่ือทดสอบยา Vancomycin ต่อเช่ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 
001R พบว่า มีค่า MIC/MBC เร่ิมตน้เท่ากบั 1/1 μg/ml ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานของ CLSI และเม่ือ
เพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1/4MIC ซํ้า 3 คร้ัง และเพ่ิมความ
เขม้ขน้ 2 เท่าจนมีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 16MIC พบว่าค่า MIC/MBC ของยา Vancomycin ต่อเช้ือ              
S.Aureus ATCC 29213 ไม่มีค่าเพ่ิมข้ึน ในขณะท่ีค่า MIC/MBC ต่อเช้ือ MRSA NPRC 001R เพิ่มข้ึน 
2 เท่า คือ 2/2 μg/ml จากนั้นป่ันแยกเช้ือแบคทีเรียแลว้นาํมาเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากยาซํ้ า 3 คร้ัง 
แล้วจึงนํามาทดสอบค่า MIC/MBC พบว่าค่า MIC/MBC ของยา Vancomycin ต่อเช้ือ S. Aureus 
ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R ไม่เพ่ิมข้ึน ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเช้ือทั้ ง 2 ชนิดนั้น ไวต่อยา 
Vancomycin และไม่มีแนวโนม้ในการด้ือต่อยา 
 
 Leejae et al. (2013) การศึกษาการด้ือต่อยาและสาร  Rhodomyrtone ต่อเช้ือ  S. Aureus 
ATCC 29213 และเช้ือ EMRSA-16 พบว่า สาร Rhodomyrtone มีค่า MIC/MBC เร่ิมต้นต่อเช้ือ S. 
Aureus ATCC 29213 และ EMRSA-16 เท่ากับ 1/1 μg/ml และ 0.5/0.5 μg/ml ตามลาํดับ และเม่ือ
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัด 2 เท่า จาํนวน  45 คร้ัง พบว่าค่า 
MIC/MBC ของสาร Rhodomyrtone ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ EMRSA-16 มีค่าเพิ่มข้ึน    
2-4 เท่า จากค่าเร่ิมตน้ และเม่ือนํ้ าเช้ือมาป่ันแยกและเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากสารสกดัซํ้า 3 
คร้ังแลว้นาํมาทดสอบค่า MIC/MBC พบว่าค่า MIC/MBC ของสาร Rhodomyrtone ต่อเช้ือทั้ง 2 สาย
พนัธ์ุมีค่าลดลงเหลือ 1-2 μg/ml ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงความไวต่อสารสกดัของเช้ือทั้ง 2 สายพนัธ์ุและ
ไม่แสดงแนวโนม้การด้ือต่อสารสกดัของเช้ือทั้ง 2 สายพนัธ์ุ  
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ตารางท่ี 4.4 แสดงค่า MIC และ MBC สารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง, Vancomycin, Oxacillin 
และ Penicillin G ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R  

ตัวอย่างที่
ทดสอบ 

MIC/MBC (μg/ml) 
ก่อนการทดสอบ 

MIC/MBC (μg/ml) 
หลงัการทดสอบ 

MIC/MBC (μg/ml) 
หลงัการทดสอบ 3 วนั 

S. Aureus 
ATCC 
29213 

MRSA 
NPRC 
001R 

S. Aureus 
ATCC 
29213 

MRSA 
NPRC 
001R 

S. Aureus 
ATCC 
29213 

MRSA 
NPRC 
001R 

สารสกดั 2/2 4/4 4/8 8/16 8/16 16/16 
Vancomycin 1/1 1/1 1/1 2/2 1/1 2/2 
Oxacillin 0.125/1 - 4/>4 - 4/>4 - 
Penicillin G 0.015/0.015 - 0.062/0.125 - 0.062/0.125 - 
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บทที ่5 
 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการวจิยั 
 
 การสกดัสารออกฤทธ์ิจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงดว้ยตวัทาํละลายท่ีมีขั้ว
แตกต่างกนั 3 ชนิด ไดแ้ก่ Hexane, Dichlomethane และ EthylAcetate พบว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียง
เช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มีนํ้ าหนกัของสารสกดัมากท่ีสุด โดยมี
นํ้าหนกัของสารสกดัเท่ากบั 128.78 mg/l และ 1,040 mg ตามลาํดบั  
 
 การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R ดว้ย
วิธี Broth Microdilution พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มี
ฤท ธ์ิย ับ ย ั้ ง เช้ื อ  S. Aureus ATCC 29213 และ  MRSA NPRC 001R-020R ได้ ดี ท่ี สุ ด  โดยมี ค่ า 
MIC/MBC เท่ากบั 2/2 μg/ml และ 4/4 μg/ml ตามลาํดบั ซ่ึงมีความแตกต่างของค่า MIC/MBC นอ้ย
กว่า 4 เท่า จึงแสดงให้เห็นว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงมีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือทุกสาย
พนัธ์ุท่ีทดสอบ 
 
 การศึกษาผลของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียต่อหน่วย
เวล าด้วยวิ ธี  Time-Kill Assay พบว่ าส ารสกัด จากนํ้ า เล้ี ย ง เช้ื อ เห็ ด เรือ งแส ง ท่ี สกัดด้ว ย 
Dichloromethane ท่ีความเข้มข้น  8 μg/ml สามารถฆ่าเช้ือ  S. Aureus ATCC 29213 ได้ท่ี เวลา 1 
ชั่วโมง 30 นาที และท่ีความเข้มข้น  16 μg/ml สามารถฆ่าเช้ือ MRSA NPRC 001R ได้ท่ี เวลา 1 
ชัว่โมง  
 
 การศึกษาผลของสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงในการเหน่ียวนาํให้เกิดการแตกของ
เซลล์แบคทีเรีย พบว่า สารสกัดจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความเข้มข้น 8-16 μg/ml มีผล
เหน่ียวนาํใหเ้ซลลข์องเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 แตกไดเ้ลก็นอ้ย  
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 การศึกษาผลของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงของมนุษย์
พบว่าสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 128MIC-MIC (256-2 μg/ml) มีค่าร้อยละการแตกของเซลลเ์ม็ดเลือด
แดงนอ้ยกว่า 17% ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีค่าร้อยละการแตกของ
เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ี 50% (HC50) มากกว่าค่า MIC ของสารสกดัเกิน 5 เท่า จึงสามารถนํามาใช้ได้
อยา่งปลอดภยั  
  
 การศึกษาประสิทธิภาพของภูมิคุม้กนัในการกาํจดัเช้ือแบคทีเรียหลงัจากบ่มดว้ยสารสกดั
เห็ดเรืองแสง พบว่าเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 ท่ีผา่นการบ่มดว้ยสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรือง
แสงท่ีความเข้มข้น 0.5-2 μg/ml เม่ือนํามาบ่มกับเลือดของอาสาสมัครนั้ น มีจาํนวนเช้ือลดลง         
0.5-1 log CFU/ml เม่ือเทียบกบัจาํนวนเช้ือเร่ิมตน้ และเช้ือ MRSA NPRC 001R ท่ีผ่านการบ่มดว้ย
สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 1 μg/ml เม่ือนาํมาบ่มกบัเลือดของอาสาสมคัร
นั้น มีจาํนวนเช้ือลดลง 0.8 log CFU/ml เม่ือเทียบกบัจาํนวนเช้ือเร่ิมตน้ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสารสกดั
จากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงสามารถทาํให้เช้ือแบคทีเรียถูกฆ่าดว้ยระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายไดดี้
ยิง่ข้ึน 
  
 การศึกษาการด้ือต่อยาและสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงของเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ 
MRSA NPRC 001R พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีค่า MIC ต่อเช้ือ S. Aureus ATCC 
29213 และ MRSA NPRC 001R ท่ีผา่นการเหน่ียวนาํให้เกิดการด้ือยาเพิ่มข้ึน 2 เท่าจากค่าเร่ิมตน้คือ 
4 μg/ml และ 8 μg/ml ตามลําดับ  และมีค่า MBC เพิ่มข้ึน  4 เท่าจากค่าเร่ิมต้น  คือ 8 μg/ml และ          
16 μg/ml ตามลาํดบั และหลงัจากป่ันแยกเช้ือแบคทีเรียแลว้นาํมาเพาะเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสาร
สกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง พบว่า สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีค่า MIC/MBC ต่อ
เช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R เพิ่มข้ึน 2 เท่า คือ 8/16 μg/ml และ 16/16 
μg/ml ตามลาํดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีแนวโน้มชกันาํให้เกิด
การด้ือต่อสารสกดัแบบถาวร หากนาํไปใชติ้ดต่อกนัเกิน 21 วนั 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 
 5.2.1 สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งเช้ือ S. Aureus ATCC 29213 และ MRSA NPRC 001R อยูใ่นเกณฑท่ี์ดี จึงควรทดสอบเพิ่มเติม
เพื่อแยกสารบริสุทธ์ิท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวไดมี้ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน  
 
 5.2.2 ควรมีการส่งเสริมและต่อยอดงานวิจยัโดยการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเห็ดเรือง
แสงและสารบริสุทธ์ิในดา้นต่าง ๆ เพ่ือพฒันาเป็นยาท่ีใชใ้นการรักษาอาการติดเช้ือจากแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพท่ีดีและมีผลขา้งเคียงตํ่าเพื่อเป็นทางเลือกใหแ้ก่ผูท่ี้สนใจต่อไป 
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