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เช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis เป็นแบคทีเรียประจาํถ่ินบนผิวหนังและ                   

เยือ่เมือกของมนุษย ์โดยเช้ือมีการสร้างไบโอฟิลม์ ซ่ึงเป็นสาเหตุหน่ึงของสิว งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์
เพื่อศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วยตวัทาํละลายอินทรียต่์อการยบัย ั้งการสร้าง                
ไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis จากผลการทดลองพบว่านํ้ าหนกัของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใย
เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มีค่าสูงท่ีสุดเท่ากบั 233.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 903.7 
มิลลิกรัม ตามลาํดบั จากการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียพบวา่สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane มีฤทธ์ิในการยับย ั้ งเช้ือ  S. epidermidis ATCC 12228 และ  S. epidermidis ATCC 
35984 โ ด ย มี ค่ า  Minimum Inhibitory Concentration (MIC)/Minimum Bactericidal Concentration 
(MBC) เท่ากบั 2/2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากการทดสอบ Time-kill Assay พบวา่สารสกดัดงักล่าว
ท่ีความเขม้ขน้ 4MIC (8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ได้
ท่ีเวลา 2 ชัว่โมง  

 
  จากนั้นคดัเลือกเช้ือสายพนัธุ์ท่ีสร้างไบโอฟิลม์ พบว่าเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 

เป็นสายพนัธุ์ท่ีมีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มมากท่ีสุด ดงันั้นจึงเลือกสายพนัธุ์น้ีเพื่อไป
ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อการยบัย ั้งการสร้างและการทาํลายไบโอฟิลม์ โดยใช้
สารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงที่สกดัดว้ย Dichloromethane ความเขม้ขน้ 1/2MIC, 1/4MIC, 
1/8MIC และ 1/16MIC ผลการทดลองพบว่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์เพิ่มข้ึนตาม
ความเขม้ขน้ของสารสกดั โดยมีค่าเท่ากบั 29.79, 23.88, 20.83 และ 16.40 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั แต่
สารสกดัดงักล่าวไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ และการศึกษาลกัษณะไบโอฟิลม์ภายใตก้ลอ้ง
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จุลทรรศน์อิเลก็ตรอนชนิดส่องกราด (SEM) พบวา่สารสกดัความเขม้ขน้ 1/2MIC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
สร้างไบโอฟิลม์ แต่ไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์  

นอกจากน้ีพบว่าสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ความ
เขม้ขน้ 1/2MIC และ 1/4MIC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase ของเช้ือ S. epidermidis 
ATCC 35984 เปอร์เซ็นตก์ารเปล่ียนแปลงการสร้างเอนไซมเ์พิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของสารสกดั 
โดยมีค่าเท่ากบั 22.22 และ 9.26 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรือง
แสงในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์ Protease ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 พบว่าเช้ือ 
S. epidermidis ATCC 35984 ไม่สร้างเอนไซม ์Protease  

 
จากการทดลองสรุปไดว้า่สารสกดัเห็ดนํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane 

เป็นสารสกดัท่ีมีปริมาณมากท่ีสุด ซ่ึงสารสกดัดงักล่าวมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย และมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
สร้างแต่ไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 นอกจากน้ีสารสกดั
ดงักล่าวยงัมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 อีกดว้ย 
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Staphylococcus epidermidis is the normal microbiota on skin and mucous membranes of  

human. S. epidermidis can form biofilms which is one of the causes of acne.  The objective of this 
study was to study antibacterial activity of luminescent mushroom extracted by organic solvents on 
the inhibition of S. epidermidis biofilm formation. The dichloromethane extracts from the cuture 
filtrate and mycelia gave the highest yields which were 233.0 mg/l and 903.7 mg, respectively. The 
result showed that the culture filtrate extracted with dichloromethane possessed antibacterial activity 
against S. epidermidis ATCC 12228 and S. epidermidis ATCC 35984 with MIC/MBC values as 2/2 
μg/ml.  From time-kill assay, the dichloromethane extract with a concentration of 4MIC (8 μg/ml) 
showed bactericidal property against S. epidermidis ATCC 35984 at 2 hours.  

 
From the detection of biofilm-forming strains of S. epidermidis, it was found that the strain  

S. epidermidis ATCC 35984 was capable of forming biofilm.  Thus, the strain was chosen for further 
study on the inhibition and destruction of biofilm formation of the dichloromethane extract against 
S. epidermidis ATCC 35984.  The extracts were tested against S. epidermidis ATCC 35984 at the 
concentrations of 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC and 1/16MIC. The result displayed that the percentage of 
inhibition increased with increasing extract concentration; the percentages of inhibition were  29.79, 
23.88, 20.83 and 16.40, respectively. However, the extracts did not showed the destruction of 
biofilm.  Under SEM microscope, the culture filtrate dichloromethane extract with the concentration 
of 1/2MIC was capable of inhibit the biofilm formation but did not kill mature biofilm. 

 
Furthermore, the culture filtrate dichloromethane extract concentrations of 1/2MIC and  
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1/4MIC for inhibited lipase production of S. epidermidis ATCC 35984 was performed. The result 
showed that the percentages of inhibition were 22.22 and 9.26, respectively. But S. epidermidis ATCC 
35984 not produced protease enzyme.   

 
In conclusions, the culture filtrate dichloromethane extract gave the highest yield, it 

displayed pronounced antibacterial activity against the tested bacterial strains and was capable of 
inhibit the biofilm formation but did not kill mature biofilm of S. epidermidis ATCC 35984.  
Moreover, the extract was capable of inhibit lipase enzyme of S. epidermidis ATCC 35984. 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 
 

เห็ดเรืองแสงเป็นเห็ดท่ีมีการเรืองแสงให้เห็นไดด้ว้ยตาเปล่าในเวลากลางคืนหรือในท่ีมืด  
โดยกระบวนการเรืองแสงท่ีเกิดข้ึนเป็นกระบวนการทางชีวภาพ เรียกว่า Bioluminescence ใน
ปัจจุบนัมีเห็ดเรืองแสงท่ีถูกบนัทึกช่ือไวป้ระมาณ 80 สายพนัธุ์ (Bondar, Shimomura, & Gitelson, 
2012) และพบไดใ้นหลายทวีปทัว่โลก ไดแ้ก่ อเมริกาเหนือ อเมริกาใต ้ยโุรป เอเชีย ออสเตรเลีย หมู่
เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิก และแอฟริกา (Bondar et al., 2012) โดยตวัอยา่งสายพนัธ์ุท่ีมีการคน้พบ
ในทวีปต่าง ๆ เช่น Mycena abieticola พบในประเทศแมก็ซิโก (Desjardin, Perry, Lodge, Stevani, & 
Nagasawa, 2010), Mycene asterina พบในประเทศบราซิล ทวีปอเมริกาใต ้(Desjardin, Capelari, & 
Stevani, 2007), Mycena picta พบในประเทศโปแลนด์ ทวีปยุโรป (Halama & Romanski, 2010), 
Omphalotus nidiformis พบในประเทศอินเดีย ทวีปเอเชีย (Shirmila & Radhamahy, 2012) และ 
Panellus stipticus พบมากในทวีปออสเตรเลีย (Prasher, Chandel, & Ahluwalia, 2012) เป็นตน้  

 
เห็ดเรืองแสงสายพนัธุ์ Neonothopanus nambi พบคร้ังแรกในประเทศไทยในพื้นท่ีของ

โครงการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชในสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ซ่ึงอยูใ่นเขต
โคกภูตากา อาํเภอภูเวียง จงัหวดัขอนแก่น (Bua-art, Saksirirat, Hiransalee, Kanokmedhakul, & 
Lekphrom, 2011) เห็ดเรืองแสงสายพนัธ์ุน้ีมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาคลา้ยคลึงกบัเห็ดนางรม การเจริญ 
จะเจริญเป็นกลุ่ม ๆ ละ 4-5 ดอก ซ่ึงปกติจะเจริญบนขอนไม ้หรือไมท่ี้ตายแลว้ (Bua-art, Saksirirat, 
Hiransalee, Kanokmedhakul, & Lekphrom, 2010) โดยหมวกเห็ดมีสีขาว มีครีบใตห้มวกเห็ด และมี
กา้นสั้น ลกัษณะในเวลากลางคืน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในช่วงคืนมืดหรือในห้องมืด เห็ดจะเรืองแสง
โดยจะเห็นแสงสีเขียวอมเหลืองเปล่งออกมาบริเวณรอบ ๆ ครีบและก้านของเห็ด ซ่ึงสามารถ
มองเห็นไดใ้นระยะไกลประมาณ 10-20 เมตร (Kanokmedhakul et al., 2012) แมว้่าเห็ดเรืองแสง
สายพนัธุ์น้ีจะเป็นเห็ดพิษ  แต่ปัจจุบนันกัวิจยัมีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดสายพนัธุ์น้ีเพ่ิม
มากข้ึน เช่น  การศึกษาฤทธ์ิในการกาํจดัไส้เดือนฝอย ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคพืช (Bua-art et al., 
2010; Bua-art et al., 2011; วีรวตัร นามานุศาสตร์, วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์, อนันต์ หิรัญสาลี และรัศมี 
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เหล็กพรม, 2556) การศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือมาลาเรียท่ีเกิดจากเช้ือ Plasmodium falciparum และการตา้น
เช้ือแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุของวณัโรค (Kanokmedhakul et al., 2012) 
เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามรายงานวิจยัเก่ียวกบัการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของเห็ดเรืองแสงต่อ
การตา้นเช้ือ S. epidermidis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีจดัเป็นปัญหาสุขภาพในปัจจุบนัยงัไม่มีการศึกษา 

 
เช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis เป็นแบคทีเรียใน Family Staphylococcaceae มี

รูปร่างกลม ติดสีแกรมบวก เรียงตวัคลา้ยพวงองุ่น S. epidermidis เป็นแบคทีเรียประจาํถ่ิน (Normal 
Microbiota) บนผวิหนงัและเยือ่เมือกของมนุษย ์(Harris, Foster, & Richards, 2002) ซ่ึงการติดเช้ือหรือ
การเพิ่มจาํนวนของเช้ือ S. epidermidis นั้นเกิดจากเช้ือเกาะติดกบัเซลลโ์ฮสต ์(Venkatesh, Placencia, 
& Weisman, 2006) โดยปกติแลว้ภายในร่างกายจะมีไขมนั โพลีแซกคาไรด ์โปรตีน และ โพลีเมอร์ 
หลายชนิด เช้ือจะหลัง่เอนไซมอ์อกมาเพื่อยอ่ยโพลิเมอร์เหล่าน้ี นอกจากน้ีเช้ือยงัมีการสร้างไบโอฟิลม์
บริเวณ Sebaceous Follicle (Burkhart, Burkhart, & Lehmann, 1999) โดย S. epidermidis จะมีการสร้าง
เอนไซมไ์ลเปส ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีบทบาทในการเจริญเติบโตของเช้ือในผิวหนงับริเวณท่ีมีไขมนั
ปริมาณมาก (Longshaw, Farrell, Wright, & Holland,  2000) และเป็นสาเหตุหน่ึงของสิว ปัญหาสิวเป็น
ปัญหาท่ีมีผลต่อสุขภาพจิต ทาํให้ขาดความมัน่ใจ วิตกกงัวลใจ ก่อให้เกิดภาวะซึมเศร้า และนาํไปสู่
การฆ่าตวัตายของเยาวชนบางกลุ่ม (Hull & D’Arcy, 2005; Jappe, 2003)  

 
ดงันั้นผูว้ิจยัมีความสนใจท่ีจะศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของสารสกดัจากเห็ดเรือง-

แสง N. nambi ต่อเช้ือ S. epidermidis เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาต่อยอดเป็นผลิตภณัฑ์
รักษาสิว และส่งเสริมการใชป้ระโยชน์อยา่งย ัง่ยนืของเห็ดเรืองแสงต่อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์การวจิยั 
 

1.2.1 เพื่อทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. epidermidis ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง 
1.2.2 เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองต้นของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงต่อเช้ือ                  

S. epidermidis 
1.2.3 เพื่อเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการพฒันาผลิตภณัฑรั์กษาสิวท่ีมีส่วนผสมของสารสกดัจาก 

เห็ดเรืองแสง            
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1.3 สมมตฐิานการวจิยั 
 
การศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย S. epidermidis  ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง (N. nambi)  

การทดสอบหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ  Minimum Bactericidal 
Concentration (MBC) การทดสอบฤทฺธ์ิยบัย ั้งการสร้างและทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis 
และการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase และ Protease ของเช้ือ S. epidermidis  สาร
สกดัจากเห็ดเรืองแสง N. nambi น่าจะมีฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. epidermidis และน่าจะมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
สร้างและการทาํลาย ไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis  นอกจากน้ีสารสกดัดงักล่าวน่าจะมีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase และ Protease ของเช้ือ S. epidermidis  
 

1.4 กรอบแนวคดิการวจิยั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.1 กรอบแนวคิดของการทาํวิจยั 

เพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสง N. nambi 
 

ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเห็ดเรืองแสง ส่วนท่ีมี
ฤทธ์ิเบ้ืองตน้ดีท่ีสุดต่อการตา้นเช้ือ S. epidermidis 

อภิปรายผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 
 

สกดัสารสาํคญัจากเห็ดเรืองแสง N. nambi 
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1.5 นิยามศัพท์ 
 

Bioluminescence การผลิตแสงตามธรรมชาติของส่ิงมีชีวิต  
 
Host  คนหรือสตัวท่ี์มีปรสิตอาศยัอยู ่
 
Virulence Factor ปัจจยัท่ีก่อใหค้วามรุนแรงของจุลินทรียใ์นการเจริญและการแพร่ กระจาย

ภายในโฮสต ์โดยการรุกรานการป้องกนัของโฮสต ์
 
0.5 McFarland Standard มาตรฐานท่ีใชเ้พื่อเปรียบเทียบจาํนวนเช้ือแบคทีเรียในของเหลว

แขวนลอย โดยเปรียบเทียบความขุ่นของเช้ือในหลอดกบัมาตรฐาน McFarland Standard ค่า 0.5 
McFarland standard มีจาํนวนเช้ือเท่ากบั 1.5 x 108 CFU/ml 

 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสุด (ใน

หลอดทดลอง) ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ เติบโตของเช้ือแบคทีเรียได ้
 
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) ความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสุด (ใน

หลอดทดลอง) ท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได ้
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บทที ่2 
 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

2.1 สิว 
 

สิวเป็นโรคผวิหนงัท่ีพบบ่อยท่ีสุด พบไดใ้นทุกเพศทุกวยัโดยเฉพาะในวยัรุ่น (Titus & Hodge,  
2012) สิวจะปรากฏอาการในผูห้ญิงช่วงอาย ุ14-17 ปี และในผูช้ายช่วงอาย ุ16-19 ปี ความรุนแรงของ
สิวจะมากข้ึน 3-5 ปี หลงัจากเร่ิมเป็นสิว และมกัหายไปในช่วงอายุ 20-25 ปี ส่วนใหญ่มกัเป็นสิว
ชนิดไม่รุนแรง มีเพียงไม่มากท่ีเป็นสิวอกัเสบรุนแรง (นภดล นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.) ผูท่ี้เป็นสิว
ในกรณีท่ีรุนแรง อาจทาํให้เสียโฉม และอาจมีผลกระทบอย่างมากต่อบุคลิกภาพ การพฒันา
ความสัมพนัธ์ของหนุ่มสาว อาจส่งผลให้ชอบเก็บตวั ทาํให้เกิดภาวะซึมเศร้าและการฆ่าตวัตาย 
(Jappe, 2003)  
 

2.1.1 ประเภทของสิว 
 

ลกัษณะทางคลินิก สิวสามารถเกิดข้ึนไดบ้ริเวณใบหนา้ ลาํคอ หนา้อก และหลงัซ่ึง 
มีต่อมไขมนัปริมาณมาก (Mancini, 2008) ลกัษณะของสิวแบ่งไดเ้ป็น 2 ลกัษณะ ไดแ้ก่ 
 

2.1.1.1 สิวชนิดไม่อกัเสบ เป็นสิวท่ีเกิดจากการอุดตนัของรูขมุขนบนผวิหนงัเรียกวา่  
Comedone (ductal hypercornification) มี 2 ชนิด  คือ Closed Comedone  มีลกัษณะเป็นตุ่มกลม เล็ก 
แขง็ และมีสีขาวจะเห็นชดัข้ึนเม่ือดึงผวิหนงัใหตึ้งหรือเรียกวา่ Whitehead ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 (A) และ 
Open Comedone เป็นตุ่มกลม เล็ก แขง็คลา้ย Closed Comedone แต่ตรงยอดมีรูเปิดและมีสีดาํอยู่ 
หรือเรียกว่า Blackhead ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 (B) (นภดล นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.; Mancini, 2008; 
James, 2005) 
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รูปท่ี 2.1 สิวชนิดไม่อกัเสบ Closed Comedone (A) และ Open Comedon (B)  
ท่ีมา: Mancini, 2008 

 
2.1.1.2 สิวชนิดอกัเสบ (นภดล นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.)  

1) papule ตุ่มสีแดงขนาดเล็ก 

2) pustule ไดแ้ก่ superficial และ deep pustule 
3) nodule กอ้นสีแดงภายในมีหนองปนเลือด บางคร้ังอาจเป็นหลายหวั 

ติดกนั 
4) cyst กอ้นนูนแดง น่ิม ภายในมีหนองปนเลือด เม่ือสิวหายอาจจะ 

เหลือร่องรอยไดห้ลายแบบ ไดแ้ก่ รอยแดง รอยดาํ หลุมแผลเป็น และแผลเป็นนูน ดงัแสดงในรูปท่ี
2.2 
 
 
 

      
 
 
 

 
 
 

    
 

รูปท่ี 2.2 สิวชนิดอกัเสบ papule (A), pustule (B), nodule (C) และ cyst (D) 
ท่ีมา: Mancini, 2008 

A B 

C D 

 

A  B  
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2.1.2 สาเหตุการเกดิสิว 
 

สาเหตุหลกัในการเกิดสิว คือการท่ีร่างกายผลิตไขมนัมากเกินไป เน่ืองจากระดบั 
ฮอร์โมนท่ีสูงข้ึนในวยัแรกรุ่น (Archer, 2006; James, 2005) ไขมนัจะอุดตนัในรูขมุขน ทาํใหรู้ขมุขน 
ขยายและทาํใหเ้กิดการอกัเสบและบวมแดงข้ึนในผวิท่ีมีนํ้ ามนัและส่ิงสกปรกสะสมอยูบ่นผวิ (Archer, 
2006; Titus & Hodge, 2012)  โดยปัจจยัต่าง ๆ ท่ีก่อใหเ้กิดการผลิตไขมนัมากเกินไป ไดแ้ก่  
 

2.1.2.1 ฮอร์โมน เกิดจากการผลิตฮอร์โมนเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว โดยฮอร์โมนท่ีสาํคญั 
คือฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ซ่ึงทาํปฏิกิริยากบัผวิในรูปแบบของ Dihydrotestosterone (DHT) (Jappe, 
2003) จะทาํให้ต่อมไขมนัมีขนาดใหญ่ข้ึน ต่อมไขมนัผลิตนํ้ ามนัมากข้ึน รูขมุขนอุดตนั และนาํไปสู่
การเกิดสิว (Archer, 2006)  
 

2.1.2.2 ฮอร์โมนในเพศหญิง เกิดจากร่างกายผลิตฮอร์โมนเอสโตรเจนมากข้ึนเม่ือมี 
ประจาํเดือน ระดบัความรุนแรงของสิวจะแตกต่างกนัไปในแต่ละรอบเดือน (Archer, 2006) 
 

2.1.2.3 แบคทีเรีย Propionibacterium acnes เป็นแบคท่ีเรียท่ีพบไดท้ัว่ไปบริเวณ 
ผวิหนงั และบริเวณผวิหนงัท่ีเป็นสิวจะพบว่าเช้ือมีปริมาณเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะในวยัรุ่น นอกจากน้ียงั
พบแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ เช่น P. granulosum และ S. epidermidis ไดใ้นผวิหนงัของวยัรุ่นท่ีมีการผลิต
นํ้ามนั หรือไขมนัในปริมาณมาก หรือในคนหนา้มนั (Archer, 2006) พบว่ามีจุลินทรียเ์พียง 3 สายพนัธ์ุ
ท่ีก่อให้เกิดแผลสิว ไดแ้ก่ แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Propionibacteria สายพนัธ์ุ Staphylococci และสายพนัธ์ุ 
Malassezia (Jappe, 2003) นอกจากน้ียงัมีสาเหตุอ่ืน ๆ ท่ีก่อให้เกิดสิว เช่น การใชย้า การตั้งครรภ ์ความ
ผดิปกติของต่อมไร้ท่อ และพนัธุกรรม เป็นตน้ (Archer, 2006) 

 
2.1.3 การรักษาสิว 

 
2.1.3.1 การรักษาเบ้ืองตน้ (นภดล นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.) ในเบ้ืองตน้แพทยค์วร 

อธิบายถึงสาเหตุและปัจจยัท่ีกระตุน้ใหเ้กิดสิว จากนั้นแพทยจึ์งทาํการรักษาสิวจนอาการเร่ิมดีข้ึนใน
เวลาประมาณ 2-3 เดือน และจะดีข้ึนมากในเวลา 4-8 เดือน นอกจากน้ีแพทยค์วรแนะนาํวิธีปฏิบติั
ระหวา่งการรักษา เช่น การทาํความสะอาดใบหนา้ การหลีกเล่ียงการใชเ้คร่ืองสาํอาง เป็นตน้ 
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2.1.3.2 การรักษามาตรฐาน (first line treatment) แบ่งตามความรุนแรงของสิว (นภดล  
นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.; Titus & Hodge, 2012) คือ หากเป็นสิวเลก็นอ้ย (Mild Acne) อาจใชเ้ฉพาะ
ยาทา เช่น Benzoyl Peroxide, Topical Isotretinoids, Clindamycin, Erythromycin, Salicylic Acid,  
Azelaic Acid และ Sulfur Resorcinol  เป็นตน้ โดยไม่ควรใช้ Clindamycin หรือ Erythromycin ทา
อยา่งเดียว เพราะมีความเส่ียงต่อการเกิดเช้ือด้ือยา ควรใชร่้วมกบั Benzoyl Peroxide หากเป็นสิวใน
ระดบัปานกลาง (Moderate Acne) ใช้ยาทาร่วมกับยารับประทาน โดยใช้ยาในกลุ่ม Tetracycline ใน
กรณีท่ีแพย้าในกลุ่ม Tetracycline ให้ใช้ Erythromycin แทน และหากเป็นสิวรุนแรง (Severe Acne) 
ควรปรึกษาแพทยผ์ูเ้ช่ียวชาญโรคผวิหนงั  
 

2.1.3.3 การรักษาโดยแพทยผ์ูเ้ช่ียวชาญโรคผวิหนงั (Second Line Treatment) (นภดล  

นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.; James, 2005) หากรักษาตามการรักษาวิธีมาตรฐานติดต่อกนั 2-3 เดือน
แลว้ไม่ได้ผลควรพิจารณาใช้ Second Line Drugs เช่น  Co-trimoxazole (Sulfamethoxazole 
Trimethoprim), Dapsone, Amoxicillin, Isotretinoin และ Hormone ฯลฯ นอกจากน้ีอาจมีวิธีการรักษา
เสริม ไดแ้ก่ Comedone Extraction, Intralesional Steroid, Laser Therapy, Light Therapy และ 
Cryotherapy 

 
2.1.4 ยารักษาสิว ข้อควรระวัง และผลข้างเคียงจากการรักษา 

 
2.1.4.1 Benzoyl Peroxide มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและยสีตท่ี์พบในรูขมุขน 

ต่อมไขมนั ยาออกฤทธ์ิโดยปล่อยออกซิเจนอิสระออกมาเพ่ือ Oxidise Protein ของเช้ือทาํให้จาํนวน
เช้ือลดลง การใชย้ามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ ทาํใหเ้กิดการระคายเคืองผวิหนงั ทาํใหผ้วิแหง้ลอก 
ทาํให้เกิด Allergic Contact Dermatitis ทาํให้เป็นรอยด่างชัว่คราวไดใ้นบริเวณท่ีทายา ถา้ทาบริเวณ
ลาํตวัควรใส่เส้ือผา้สีขาว เพราะยาจะกดัสีเส้ือผา้ทาํใหด่้างได ้และไม่ควรใชร่้วมกบั Retinoic Acid 
 

2.1.4.2 Topical Isotretinoids มีฤทธ์ิ Comedolytic และลดการอกัเสบ การใชย้ามีขอ้ 
ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ ควรหลีกเล่ียงการใชย้าน้ีในขณะตั้งครรภห์รือใหน้มบุตร 
 

2.1.4.3 Topical Antibiotics (Clindamycin และ Erythromycin) มีฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย ์
โดยเฉพาะ P. acnes รวมทั้งมีฤทธ์ิ Antichemotaxis และ Anticomedogenic การใชย้ามีขอ้ควรระวงั
และผลขา้งเคียง คือ อาการแดง ลอก และแสบ ๆ โดยเฉพาะรอบ ๆ  ตา ไม่ควรใช ้Topical Antibiotics ตวั
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เดียวติดต่อกนัเป็นเวลานานเกิน 3-4 สัปดาห์ เพราะจะทาํให้เกิดการด้ือยาได ้Clindamycin และ 
Erythromycin ให้ผลการรักษาท่ีมีความใกลเ้คียงกนั clindamycin ค่อนขา้งปลอดภยั แต่มีรายงานว่า
ทาํให้เกิดโรคอุจจะระร่วง และลาํไส้ใหญ่อกัเสบแต่อาการจะหายอย่างรวดเร็วหลงัหยุดยา ส่วน 
erythromycin ไม่ทาํใหเ้กิดการระคายเคืองหรือการแพ ้ค่อนขา้งปลอดภยั 
  

2.1.4.4 Azelaic Acid ท่ีความเขม้ขน้สูงจะมีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย โดยเฉพาะ             
P. acnes ช่วยลดการอกัเสบและลดสิว การใชย้ามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ อาจมีอาการระคาย 
เคือง แสบ แดงหรือหนา้ลอก (นภดล นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.) 
 

2.1.4.5 Tetracycline มีฤทธ์ิเป็นยาตา้นจุลินทรีย ์และลด Chemotaxis โดยยบัย ั้งการ 
เจริญของ P. acnes ใน Microcomedones ไม่ไดผ้ลใน Open และ Closed Comedone เพราะไม่ใช่ 
Comedolytics แต่จะไดผ้ลในสิวอกัเสบ โดยเฉพาะตุ่มหนอง การใชย้ามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง 
คือไม่ควรรับประทานยาร่วมกบัอาหารท่ีลดปริมาณการดูดซึมของยา ไดแ้ก่ นม วิตามินท่ีมีธาตุเหล็ก 
ยาเคลือบกระเพาะ และแคลเซียม การใชย้าค่อนขา้งปลอดภยัแมจ้ะใชติ้ดต่อกนัเป็นปี แต่ก็ควรตรวจ
ผูป่้วยทุก ๆ 3 เดือน การพิจารณาหยดุยาให้ดูจากอาการ ถา้ใหย้า 3-6 เดือนแลว้ยงัไม่ไดผ้ล ตอ้งเปล่ียน
วิธีการรักษา และสาํหรับผูป่้วยท่ีแพ ้Tetracycline อาจเปล่ียนไปใช ้Erythromycin แทนได ้
 

2.1.4.6 Erthromycin มีฤทธ์ิเป็นยาตา้นจุลินทรีย ์โดยยบัย ั้งการเจริญของ P. acnes ใน  
Micro-comedones ไม่ไดผ้ลใน Open และ Closed comedone เพราะไม่ใช่ Comedolytics แต่จะไดผ้ล
ในสิวอกัเสบ โดยเฉพาะตุ่มหนอง การใชย้ามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือถา้ใหย้า 3-6 เดือนแลว้ 
ยงัไม่ไดผ้ล อาจตอ้งพิจารณาเปล่ียนวิธีการรักษา 
 

2.1.4.7 Isotretinoin (13-cis-retinoic Acid) มีฤทธ์ิลดขนาดต่อมไขมนัและการผลิต 
ไขมนับริเวณรูขุมขน ปริมาณไขมันท่ีลดลงจะทาํให้ภาวะแวดลอ้มในรูขุมขนเปล่ียนไป ปริมาณ                     
P. acnes จึงลดลงดว้ย การใชย้ามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ ห้ามใชใ้นผูป่้วยท่ีตั้งครรภ ์ห้ามใช้
กบัผูท่ี้แพ ้Paraben เม่ือให้ยาน้ีในผูป่้วยหญิงตอ้งให้คาํแนะนาํแก่ผูป่้วยถึงการคุมกาํเนิดเป็นอย่างดีใน
ขณะท่ีใชย้าและหลงัหยดุยาอยา่งนอ้ย 1 เดือน มกัอาการริมฝีปากอกัเสบโดยเฉพาะผูป่้วยท่ีใชย้าปริมาณ
มาก นอกจากน้ีอาจทาํใหผ้วิแหง้ และทาํใหต้าแหง้ (ระหวา่งใชย้าน้ีควรงดใช ้Contact Lens)  
 

2.1.4.8 Sulfamethoxazole Trimethoprim มีฤทธ์ิเป็นยาตา้นเช้ือจุลินทรีย ์โดยมีฤทธ์ิ 
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ยบัย ั้ง Bacterial Dihydrofolate Reductase ส่วนยา Sulfamethoxazole เป็น Competitive Inhibitor ของ                           
p-Aminobenzoic Acid การใช้ยามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ ไม่ควรใช้เป็นยาตวัแรกในการ
รักษา เลือกใชใ้นรายท่ีเป็นสิวมากจริง ๆ เน่ืองจากมีผลขา้งเคียงค่อนขา้งรุนแรง ผลขา้งเคียงจากยา
ปฏิชีวนะท่ีพบไดบ่้อย คือ ผืน่คนั และตบัอกัเสบ 
 

2.1.4.9 Sulfone (DADPS, DDS, Dapsone) มีฤทธ์ิยบัย ั้งการใช ้p-Aminobenzoic  
Acid ของเช้ือแบคทีเรีย ลดอาการอกัเสบโดยลด Chemotaxis และ Stabilized Lysosome การใชย้ามี
ขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ ก่อนให้ยาควรเจาะตรวจโรคภาวะพร่องเอนไซม ์G-6PD และไม่ควร
ใชเ้ป็นยาตวัแรกในการรักษา เลือกใชใ้นรายท่ีเป็นสิวมากจริง ๆ เน่ืองจากผลขา้งเคียงค่อนขา้งรุนแรง 
 

2.1.4.10  ยาประเภทฮอร์โมน ยาเมด็คุมกาํเนิดชนิดฮอร์โมนรวม มีฤทธ์ิเพ่ิมระดบัของ  
Sex Hormone Binding Globulin (SHBG) ทําให้ ระดับของ Free Testosterone ลดลง  กดการสร้าง 
Androgen จากรังไข่ และโปรเจสโตเจน ท่ีมีฤทธ์ิ Anti-androgen สามารถ Block Androgen Receptor 
การใชย้ามีขอ้ควรระวงัและผลขา้งเคียง คือ อาจมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน นํ้ าหนกัตวัเปล่ียนแปลง เจ็บ
คดัตึงเตา้นม เกิดการเปล่ียนแปลงของสารคดัหลัง่จากช่องคลอด เป็นตน้ อาการดงักล่าวอาจเกิดข้ึนได้
ใน 2-3 เดือนแรกท่ีใชย้า และมกัจะลดลงเม่ือใชย้านานข้ึน สําหรับผูป่้วยท่ีไม่คุน้เคยการรักษาดว้ยยา
เมด็คุมกาํเนิด ควรปรึกษาแพทยเ์ฉพาะทางสูตินรีเวชวิทยา (นภดล นพคุณ และคณะ, ม.ป.ป.) 

 

2.2 Staphylococcus epidermidis 

 

2.2.1 ลักษณะทั่วไปของ S. epidermidis 
 

S. epidermidis เป็นแบคทีเรียใน Family Staphylococcaceae และจดัอยู่ใน Genus  
Staphylococcus ซ่ึงมีทั้งหมด 32 species โดยส่วนใหญ่มกัเป็นเช้ือก่อโรค หรือเป็นเช้ือ Commensals 
โดยเช้ือแบคทีเรียใน Genus น้ีมีทั้งชนิด Aerobe และ Facultative Anaerobe เช้ือเป็น Catalase Positive
และ Oxidase Negative และมกัพบเซลล์อยู่กนัเป็นกลุ่ม คู่ หรือ 4 เซลล์ (Parija, 2012) S. epidermidis 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม จดัเรียงตวัคลา้ยพวงองุ่น สาเหตุท่ีเช้ือมีลกัษณะคลา้ยพวงองุ่น
เน่ืองจากการแยกเซลลท่ี์ไม่สมบูรณ์ของเซลลลู์กเม่ือเกิดการแบ่งตวัของเช้ือ โดยส่วนใหญ่จะพบเม่ือ
เช้ือมีการเจริญเติบโตบนอาหารแขง็ แต่เม่ือเช้ือเจริญเติบโตในอาหารเหลว มกัจะพบการเรียงตวัเป็น
สายโซ่สั้น ๆ และเม่ือเสมียร์เช้ืออาจพบการเรียงตวัไดห้ลายลกัษณะ ทั้งท่ีเป็นเซลลเ์ด่ียว เป็นกลุ่ม เป็น
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เซลลคู์่ และเป็นกลุ่ม 3 หรือ 4 เซลล ์(Parija, 2012) เคล่ือนท่ีไม่ได ้ไม่สร้างสปอร์ เป็น Facultative 
Anaerobe ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตไดใ้นสภาวะท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน โดยจะเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ
10-42 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ 37  องศาเซลเซียส เจริญไดท่ี้ pH 
7.4-7.6 โดยเจริญไดดี้ท่ี pH 7 และสร้างโคโลนีสีขาวบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Parija, 2012) เช้ือจะมีทั้ง
กลุ่มท่ีเป็น Coagulase-positive S. epidermidis  และ Coagulase-negative S. epidermidis แต่กลุ่มท่ีมีความ 
สาํคญัในการก่อโรคคือ Coagulase-negative S. epidermidis (Namvar et al., 2014)   
 

S. epidermidis เป็นจุลินทรียป์ระจาํถ่ิน (Normal Microbiota) ท่ีสําคญับริเวณผิวหนัง
และเยือ่เมือกของมนุษย ์(Namvar et al., 2014)  โดยเป็นสายพนัธ์ุหน่ึงท่ีคดัแยกไดม้ากท่ีสุดจากเยือ่บุ
ผวิหนงัมนุษย ์ส่วนใหญ่พบมากบริเวณรักแร้ ศีรษะ เช้ือมีความสามารถในการยึดเกาะกบัเซลลข์อง
มนุษย ์และมีความทนทานต่อสภาวะความเขม้ขน้ของเกลือสูง ซ่ึงเป็นปัจจยัสาํคญัในการดาํรงชีวิต
เป็นจุลินทรียป์ระจาํถ่ินบริเวณผวิหนงัมนุษย ์(Granslo et al., 2010) โดยทัว่ไปจุลินทรียป์ระจาํถ่ินจะ
เจริญเติบโตได้โดยอาศัยนํ้ า กรดอะมิโน เกลือแร่ กรดไขมันจากต่อมเหง่ือและต่อมไขมันจาก
ผวิหนงั ในต่อมไขมนัลึกลงไปมีจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการออกซิเจนและใชไ้ขมนัเป็นอาหาร ซ่ึงปกติจะ
ไม่เป็นอนัตราย แต่ก็พบว่าจะเก่ียวขอ้งกบัการเกิดสิว (ธีระ ปานทิพยอ์าํพร, 2551) โดยสามารถ
คดัแยก S. epidermidis ได ้10-24 สายพนัธุ์ จากผิวหนงัคนทัว่ไป การเจริญของเช้ือ S. epidermidis 
บนผวิหนงัจะข้ึนอยูก่บัสภาพของผิวหนงั หากผวิและเยือ่เมือกมีสุขภาพดีจะทาํให้เช้ือมีการเจริญได้
อย่างดี เน่ืองจากสุขภาพของผิวและความช้ืนของผิวท่ีแตกต่างกนั สารอาหาร ค่าความเป็นกรดด่าง 
และอุณหภูมิ เช้ือตอ้งปรับตวัให้เหมาะสมกบัความหลากหลายของสภาพแวดลอ้ม เพ่ือให้สามารถ
อาศยัอยูเ่ป็นจุลินทรียป์ระจาํถ่ินในผวิและเยือ่เมือกของมนุษยไ์ดแ้ละไม่ก่อโรค (Fey, 2014)  

 
2.2.2 Virulence Factor ของเช้ือ S. epidermidis 
 

Virulence factor ของเช้ือ S. epidermidis มีรูปแบบแตกต่างกนั เช่น ความรุนแรงและ 
ความสามารถของเช้ือโรคท่ีจะลดประสิทธิภาพการทาํลายเช้ือของเซลลโ์ฮสต ์หรือความสามารถ
ของเช้ือในการทาํให้เกิดการติดเช้ือและก่อให้เกิดโรคในโฮสต์ โดยปัจจยัสําคญัท่ีก่อให้เกิดความ
รุนแรงของเช้ือ ไดแ้ก่ การหลีกเล่ียงภูมิคุม้กนั การกระตุน้ภูมิคุม้กนั การยึดเกาะของเช้ือบนโฮสต ์
หรือปัจจยัท่ีก่อใหเ้กิดความเสียหายแก่โฮสต ์โดยทัว่ไป S. epidermidis มี Virulence Factor ไม่ก่ีแบบ
ท่ีทาํให้เกิดความเสียหายโดยตรงต่อเซลลโ์ฮสต ์จึงตอ้งปรับระบบภูมิคุม้กนัของโฮสตเ์พื่อป้องกนั
การติดเช้ืออยา่งถาวร (Granslo et al., 2010)  
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2.2.2.1 ไบโอฟิลม์  

 
ไบโอฟิลม์ คือ เซลลข์องเช้ือท่ีมีการรวมตวักนัเป็นกลุ่มและเพ่ิมจาํนวนมาก 

ข้ึน โดยลกัษณะทางสรีระวิทยาและโครงสร้างพื้นฐานของไบโอฟิลม์จะมีความตา้นทานต่อยา
ปฏิชีวนะและหลบหลีกกลไกการป้องกนัของโฮสต ์นอกจากน้ีเช้ือจะมีการเปลี่ยนแปลงในระดบั
ยนีใหเ้หมาะสาํหรับสร้างไบโอฟิลม์ (Otto, 2009) ความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์เป็นหน่ึงใน 
Virulence Factor ของเช้ือ  S. epidermidis (Saising, Singdam, Ongsakul, & Voravuthikulchai, 2012) 
เช้ือ S. epidermidis จะสร้างไบโอฟิลม์เพื่อให้อยู่รอดในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่าง ๆ เช่น ในสภาวะท่ี
ออกซิเจนหรือไอออน (Fe) มีจาํกดั โดยบริเวณท่ีเช้ือมีการสร้างไบโอฟิลม์ เช่น ในเน้ือเยื่อหรือเลือด 
(Gotz, 2002) ซ่ึงการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis เป็นกลไกท่ีสาํคญัท่ีก่อใหเ้กิดการติดเช้ือ  
 

การสร้างไบโอฟิลม์เร่ิมจาก เช้ือมีการยดึเกาะกบัพื้นผวิ เช่น ผวิหนงั พลาสติก  
และอุปกรณ์ทางการแพทย ์เป็นตน้ เช้ือท่ียดึติดอยูก่บัอุปกรณ์ทางการแพทยแ์ละพ้ืนผวิของวสัดุจะเขา้สู่
ร่างกายหลงัจากท่ีสัมผสัหรือสอดใส่เขา้ไปในร่างกายในระหว่างการรับการรักษา (Fey, 2014; O’Gara 
& Humphreys, 2001)  จากนั้ น Exopolysaccharide, Specific Proteins และ Accessory Macromolecules 
จะทาํให้เกิดการรวมตวักนัระหว่างเซลลเ์ป็นโครงสร้างเซลล ์ดงันั้นการพฒันาของไบโอฟิลม์จะมีการ
แพร่กระจายไปบนพ้ืนผวิ โดยมีการทาํงานร่วมกนัของแต่ละเซลลข์องเช้ือ และมีการสร้าง Extracellular 
Biofilm Matrix ซ่ึงเป็นช่องทางท่ีลาํเลียงสารอาหารไปยงัเซลลไ์บโอฟิลม์ ทาํให้ไบโอฟิลม์เพิ่มจาํนวน
ข้ึน เม่ือเช้ือเจริญเต็มท่ีแลว้ (Maturation) จะเกิดการปลดปล่อยเซลล์ออกมา (Detachment) เป็นเซลล์
เด่ียว (Single Cells) หรือเซลลก์ลุ่ม (Cell Cluster) โดยรูปท่ี 2.3 แสดงกลไกการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ 
ซ่ึงจะนาํไปสู่การแพร่กระจายของเช้ือ (Otto, 2009) 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 2.3 กลไกการสร้างไบโอฟิลมข์อง S. epidermidis   

ท่ีมา: Otto, 2009 
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 ความแตกต่างระหวา่งไบโอฟิลม์แบบบางและแบบหนา คือ ไบโอฟิลม์แบบ
บาง จะมีความหนาแน่นเฉล่ียประมาณ 3.5 log CFU/ตารางเซนติเมตร ส่วนไบโอฟิลม์แบบหนา จะมี
ความหนาแน่นเฉล่ียประมาณ 7.6 log CFU/ตารางเซนติเมตร (Mah & O’Toole, 2001) 

 
การสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ถูกกระตุน้ดว้ยแอลกอฮอล ์จาก 

การทดสอบผลของแอลกอฮอล์ 3 ชนิด ต่อการสร้างไบโอฟิล์ม ไดแ้ก่ 6% ethanol, 4% propanol และ 
6% isopropanol พบว่าเช้ือ S. epidermidis 18 สายพนัธ์ุ จาก 37 สายพนัธ์ุสร้างไบโอฟิลม์เพิ่มข้ึน จากผล
การทดสอบแสดงให้เห็นว่าแอลกอฮอล์มีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์ม (Knobloch, Horstkotte, Rohde, 
Kaulfers, & Mack, 2002) โดยทัว่ไปเช้ือ S. epidermidis จะเป็นแบคทีเรียท่ีมีความไวต่อยาปฏิชีวนะ แต่
เม่ือเช้ือสร้างไบโอฟิลม์พบว่าเช้ือมีอตัราการเจริญเติบโตไดม้ากข้ึน เน่ืองจากการสร้างไบโอฟิลม์ของ
เช้ือสามารถปกป้องเซลลข์องเช้ือจากการถูกทาํลายโดยยาปฏิชีวนะได ้(Mah & O’Toole, 2001) 
 

2.2.2.2 เอนไซม ์Lipase และ Protease 

 
แบคทีเรีย Staphylococcus sp. มีการสร้าง Extracellular Enzyme ไดแ้ก่  

Protease, Lipase, Cellulase, Xylanase, Amylase, Laccase, Urease, DNase และ Pectinase (Costa et al., 
2013; Appak, 2006) เอนไซมเ์หล่าน้ีมีผลในการทาํลายเน้ือเยือ่ของเซลลโ์ฮสต ์มีผลต่อกลไกการด้ือต่อ
ยาปฏิชีวนะ นอกจากน้ีเอนไซม ์Lipase และ Protease ยงัมีประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตและแพร่
กระจ่ายของเช้ือ (Costa et al., 2013) ซ่ึง Lipase และ Protease เป็น Exoproteins ท่ีมีความสาํคญัต่อ
ความรุนแรงของเช้ือ S. epidermidis ในการก่อโรคในเซลลโ์ฮสต ์(Vuong, Gotz, & Otto, 2000) 
  

1) lipase เป็นเอนไซมท่ี์เช้ือ S. epidermidis สร้างข้ึนมากท่ีสุด ดว้ย 
กระบวนการ Lipotic activity ของเช้ือ โดยเอนไซม์ Lipase จะกระตุ้นทั้ งการย่อยสลายและการ
สังเคราะห์สารพวก Esters จากกลีเซอรอลและ Long-chain Fatty Acid นอกจากน้ียงัมีแนวโนม้ว่าเช้ือ
จะมีการหลัง่ไขมนัในขณะท่ีอาศยัอยูบ่นผวิหนงัของเซลลโ์ฮสต ์เม่ือระบบภูมิคุม้กนัของเซลลโ์ฮสต์
อ่อนแอลงเช้ือจะเป็นเช้ือฉวยโอกาสและเกิดภาวะการติดเช้ือ โดยไขมนัท่ีเกิดจากเอนไซม ์Lipase จะ
เป็นแหล่งอาหารเพื่อการเจริญเติบโตและการแพร่กระจายของเช้ือบนผวิหนงัของเซลลโ์ฮสต ์(Appak, 
2006) โดยเช้ือ S. epidermidis มีความสามารถในการสร้างเอนไซม ์Lipase ซ่ึงมีส่วนทาํให้เกิดสิว 
(Males, Rogers, & Parisi, 1975) 
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2) Protease เป็นเอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายโปรตีนใหเ้ป็นกรดอะมิโนโมเลกลุ 

เด่ียวมีผลต่อกระบวนการก่อโรคในเซลล์โฮสต์ โดยมีความสามารถในการยบัย ั้งการทาํงานของ
เอนไซม ์Plasma Protease ของเซลลโ์ฮสต ์ซ่ึงจะทาํใหเ้น้ือเยือ่ของเซลลโ์ฮสตถู์กทาํลาย เอนไซม ์Protease 
แบ่งเป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่ Exopeptidases เป็นเอนไซมท่ี์ตดัพนัธะเปปไทดข์องอะมิโนหรือหมู่คาร์บอก-
ซิล บริเวณใกลก้บัส่วนปลายของสารตั้งตน้ และ Endopeptidases เป็นเอนไซมท่ี์ตดัพนัธะเปปไทด ์
ของอะมิโนหรือหมู่คาร์บอกซิล บริเวณไกลจากส่วนปลายของสารตั้งตน้ เอนไซม ์Protease สามารถ
แบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยไดอี้ก 4 ชนิด ตามกลไกการทาํงาน ไดแ้ก่ Serine Proteases, Aspartic Proteases, 
Cycteine Proteases และ Metalloproteases (Appak, 2006) 
  

2.2.3 การดือ้ยาของ S. epidermidis 

 
2.2.3.1 การด้ือยาของ methicillin-resistant S. epidermidis (MRSE)  

 
เช้ือ MRSE มักจะคัดแยกได้จากผิวหนังมนุษย์ และเกิดจากกลุ่มเช้ือท่ี

ปนเป้ือนอยูบ่นอุปกรณ์การแพทยเ์ขา้สู่เซลลโ์ฮสต ์เช้ือท่ีอยูบ่นอุปกรณ์การแพทย ์53.3 เปอร์เซ็นต ์เป็น 
MRSE ท่ีสามารถสร้างไบโอฟิลม์ได ้และเช้ือ 17 เปอร์เซ็นต ์มีความสามารถในการก่อโรคไดสู้งข้ึนเม่ือ
สร้างไบโอฟิลม์ อยา่งไรก็ตาม การวินิจฉยัการติดเช้ือ MRSE ในปัจจุบนัใชว้ิธีการทดสอบทางชีวเคมี 
เพื่อคดัแยกสายพนัธ์ุของเช้ือซ่ึงตอ้งใชเ้วลานาน และการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ มีความแม่นยาํ
ตํ่า ดงันั้นจึงจาํเป็นตอ้งพฒันาการวินิจฉยัให้มีความถูกตอ้งและปฏิบติัไดง่้ายยิง่ข้ึน ในการคดัแยกเช้ือ                   
S. epidermidis ท่ีด้ือต่อ Methicillin สาํหรับรักษาจะทาํไดย้าก เน่ืองจากจะด้ือต่อยาหลายชนิด และอาจ
ทาํใหมี้อตัราการเสียชีวิตท่ีสูงข้ึน จึงมีการนาํยา Vancomycin มาใชแ้ทนยาในกลุ่ม Beta-lactam เพ่ือการ
ป้องกนัการติดเช้ือ ซ่ึงอาจช่วยลดปัญหาการเกิดเช้ือแบคทีเรียท่ีด้ือยาได ้เม่ือทาํการเปรียบเทียบระหวา่ง
การใชย้ากลุ่ม Glycopeptides (เช่น ยา Vancomycin) กบักลุ่ม Beta-lactams (ส่วนใหญ่เป็นยา Cefazolin) 
ยา Vancomycin มีประสิทธิภาพในการป้องกนัการติดเช้ือท่ีเกิดจากเช้ือ MRSE ไดดี้กวา่ยาใน Cefazolin 
และเหมาะสาํหรับในกรณีท่ีแพย้ากลุ่ม Beta-lactam อยา่งรุนแรงแนะนาํใหใ้ชย้า Vancomycin ในขนาด 
1-1.5 กรัม ทางเสน้เลือดดาํอยา่งชา้ ๆ เช่น 1 ชัว่โมง (ธนะพนัธ์ พิบูลยบ์รรณกิจ, 2552) 
 

2.2.2.3 การด้ือยาของเช้ือ S. epidermidis 
 

ยาปฏิชีวนะ Methicillin เป็นยาปฏิชีวนะชนิดแรกท่ีนิยมเลือกใช้ในการ 
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รักษาโรคติดเช้ือ S. epidermidis  75-90 เปอร์เซ็นต ์ท่ีคดัแยกไดใ้นโรงพยาบาล แต่ในปัจจุบนัมีการ
พฒันาของเช้ือ S. epidermidis ท่ีด้ือต่อยา Methicillin นอกจากน้ี S. epidermidis สายพนัธ์ุท่ีด้ือยา  
Methicillin จะด้ือต่อยาปฏิชีวนะอ่ืน ๆ เช่น Rifamycin, Flouroquinolones, Gentamicin, Tetracycline, 
Chloramphenicol, Erythromycin, Clindamycin และ Sulfonamides และสามารถด้ือต่อ Streptogramins, 
Linezolid และ Tigecycline เล็กน้อย แมจ้ะมีการต่อตา้นการ Methicillin และยาปฏิชีวนะอื่น ๆ 
โดยพบว่า 80 เปอร์เซ็นต ์ของ S. epidermidis ท่ีติดเช้ือรักษาไดด้ว้ยยาปฏิชีวนะ เช่น Vancomycin 
แต่การสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือมีผลทาํใหป้ระสิทธิภาพในการทาํลายเช้ือของยาปฏิชีวนะ Vancomycin 
ลดลง (Otto, 2009) นอกจากน้ีในรายงานน้ีพบเช้ือ S. epidermidis ด้ือต่อยา Clindamycin และ 
Erythromycin ถึงร้อยละ 40 ส่วนเช้ือ S. epidermidis ท่ีเป็นเช้ือประจาํถ่ิน ในบางคนอาจจะเป็นเช้ือ
ก่อโรคร่วมในคนท่ีเป็นโพรงอากาศขา้งจมูกอกัเสบได ้โดยการพบเช้ือท่ีด้ือยาสูงนั้นอาจเกิดจากการ
ใชย้าปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิกวา้งไม่ใชย้าปฏิชีวนะท่ีเจาะจงกบัเช้ือ ทาํให้เช้ือเกิดการด้ือยา (จอมพล 
ตนัตระวรศิลป์, 2550) 

 

2.3 เห็ดเรืองแสง 
 

เห็ดเรืองแสงเป็นเห็ดท่ีมีการเรืองแสงให้เห็นด้วยตาเปล่าในเวลากลางคืน โดยเกิดจาก
กระบวนการทางชีวภาพท่ีเรียกว่า  Bioluminescence (Bondar et al., 2012) ในปัจจุบนัมีการคน้พบเห็ด-
เรืองแสงประมาณ 80 สายพนัธ์ุ และพบไดใ้นหลายทวีปทัว่โลก (Desjardin et al., 2007; Vydryakova, 
Van, Shoukouhi, Psurtseva, & Bissett, 2011) การศึกษาคน้ควา้เก่ียวกบัเห็ดเรืองแสงมีมานานหลายปี 
โดยศึกษาใน 3 ดา้นหลกั ๆ ไดแ้ก่ การพฒันาวิธีการเพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสงภายในห้องปฏิบติัการ 
การศึกษาระบบกลไกการเรืองแสงของเห็ดเรืองแสง และการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการนาํสารเรือง
แสงของเห็ดเรืองแสงมาใชใ้นการศึกษาวิเคราะห์ (Bondar et al., 2012; Shimomura, 2006)   

 
เห็ดบางชนิดสามารถเรืองแสงไดเ้ช่นเดียวกบัพืชและสัตวบ์างชนิด แต่กลไกการเรืองแสง 

ของเห็ดเรืองแสงมีความซบัซอ้นมากกว่าการเรืองแสงของพืชและสัตว ์(Bondar et al., 2012) การศึกษา
กลไกการเรืองแสงของเห็ดเรืองแสงมีมานานนบัร้อยปี  แต่มีขอ้สังเกตวา่กลไกการเรืองแสงของเห็ด
เรืองแสงแตกต่างจากแบคทีเรียและสัตวห์ลายชนิด (Shimomura, 2006) โดยมีผูเ้ช่ียวชาญใหค้วามเห็น
ว่าการเรืองแสงของเห็ดเรืองแสงเป็นกลไกในระดบัโมเลกุลของเซลลใ์นราชั้นสูง มีการสันนิษฐาน
เก่ียวกบัแนวคิดของการเรืองแสงเป็น 2 แนวคิด คือ Luciferase-luciferin System และการเกิดออกซิเดชัน่
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ของ Organic Substrates ซ่ึงคาดวา่เกิดข้ึนโดยไม่ตอ้งอาศยัเอนไซมเ์ฉพาะในการเกิดปฏิกิริยา แต่นกัวิจยั
คน้พบวา่มีเอนไซมเ์ฉพาะ (Luciferase) เกิดข้ึนในแนวคิดท่ี 2 นกัวิจยัต่างใหค้วามสนใจ แนวคิด 
 

Luciferase-luciferin System และการศึกษาทดลองเกี่ยวกบัเอนไซมเ์ฉพาะ Luciferase 
แต่การศึกษาคน้ควา้ก็ไม่ประสบผลสาํเร็จ จนกระทัง่ Airth และ McElroy สามารถสกดัสารสกดั
จากเห็ดเรืองแสงไดส้ําเร็จ และไดบ้นัทึกไวว้่า เน่ืองจากเอนไซม ์Luciferase ในสารสกดัมีความ
เขม้ขน้ตํ่า จึงทาํให้การทดลองที่ผ่านมาไม่ประสบผลสําเร็จ  ต่อมา Airth และ  Foerster ได้
ศึกษาขอ้มูลเพิ่มเติมเก่ียวกบัปฏิกิริยา Luciferin-luciferase โดยเตรียม Luciferin จากเห็ดสายพนัธ์ุ 
Armillaria mellea และ Luciferase  จากเห็ด Collybia velutipes และนาํเสนอรูปแบบการเกิดปฏิกิริยา 
Luciferin-luciferase ในการเรืองแสงของเห็ดโดยปฏิกิริยาดงักล่าวมี 2 ขั้นตอน ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4  
(Bondar et al., 2012; Shimomura, 2006)   

 
                                                    Soluble enzyme 

            Ln + NADH + H+                                        LnH2 + NAD+ 
 

                                Particulate liciferase 

  LnH2 + O2                                        Ln + H2O +     
                        Light 

รูปท่ี 2.4 ปฏิกิริยาการเรืองแสงของเห็ดเรืองแสง  
ท่ีมา: Bondar et al., 2012; Shimomura, 2006 

 
ในแต่ละขั้นตอนของวงจรชีวติของเห็ดเรืองแสง จะมีการเรืองแสงสีเขียวในช่วงความยาวคล่ืน 

520-530 นาโนเมตร โดยเห็ดเรืองแสงท่ีมีอายนุอ้ยจะเรืองแสงไดส้วา่งกวา่เห็ดเรืองแสงท่ีมีอายมุาก และ
การเรืองแสงของดอกเห็ดแต่ละสายพนัธ์ุกจ็ะมีความสวา่งแตกต่างกนั (Bondar et al., 2012) 

 
2.3.1 Neonothopanus nambi 
 

เห็ดเรืองแสงสายพนัธ์ุ  Neonothopanus nambi  ในประเทศไทยมีการรายงานคร้ังแรก 
ว่าพบในเขตโคกภูตากา  อาํเภอภูเวียง  จงัหวดัขอนแก่น ซ่ึงเป็นพื้นท่ีของโครงการอนุรักษพ์นัธุกรรม
พืชในสมเดจ็พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี (Bua-art et al., 2011) เห็ดเรืองแสงสายพนัธ์ุน้ี

 h√ 
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มีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาคลา้ยคลึงกบัเห็ดนางรม การเจริญจะเจริญเป็นกลุ่ม ๆ ละ 4-5 ดอก ซ่ึงปกติ
จะเจริญบนขอนไม ้หรือไมท่ี้ตายแลว้ (สุรียพ์ร บวัอาจ, วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์ และสมเดช กนกเมธา
กุล 2552; Bua-art et al., 2010) ลกัษณะดอกเห็ดในช่วงเวลากลางวนั คือมีครีบและหมวกเห็ดสีขาว มี
กา้นสั้น ส่วนลกัษณะในเวลากลางคืน โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในช่วงคืนมืดหรือในหอ้งมืด เห็ดจะเรืองแสง
โดยจะเห็นแสงสีเขียวอมเหลืองเปล่งออกมาบริเวณรอบ ๆ ครีบเห็ดและกา้นของเห็ด ดงัแสดงในรูปท่ี 
2.5 ซ่ึงสามารถมองเห็นไดใ้นระยะไกลประมาณ 10-20 เมตร (Kanokmedhakul et. al., 2012)  
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.5 ลกัษณะของเห็ดเรืองแสง N. nambi ในท่ีสวา่ง (A) และท่ีมืด (B) 
ท่ีมา: Vydryakova et al., 2011 

 
เห็ดเรืองแสงท่ีพบในเขตโคกภูตากา มีการรายงานเบ้ืองตน้โดยใชข้อ้มูลลาํดบันิวคลี-  

โอไทด์ใน rDNA เทียบกบัฐานขอ้มูลของธนาคารยีน (GenBank) ซ่ึงในขณะนั้นไดร้ายงานว่าเป็น
เห็ดในสกุล Omphalotus sp. ต่อมาไดพ้บเห็ดท่ีมีลกัษณะคลา้ยกนักบัเห็ดท่ีพบในเขตโคกภูตากาใน
บริเวณมหาวิทยาลยัขอนแก่น และไดศึ้กษาเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์rDNA กบัฐานขอ้มูลของ 
GenBank พบวา่เป็นเห็ดในสกลุ Omphalotus sp. เช่นเดียวกนั แต่หลงัจากท่ีไดศึ้กษาลาํดบั นิวคลีโอ-
ไทด์ใน rRNA Gene พบว่ามีความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของเห็ด N. nambi โดยมีค่าความ
เหมือน (similarity) ในระดบั 94 เปอร์เซ็นต ์ประกอบกบัเม่ือเปรียบเทียบลกัษณะรูปร่าง และสีของ
ดอก และขอ้มูลจากผูเ้ช่ียวชาญดา้นเห็ดเรืองแสง จึงสรุปไดว้่าเห็ดเรืองแสงสายพนัธุ์ดงักล่าวมีช่ือ
ทางวิทยาศาสตร์วา่ Neonothopanus nambi  (สุรียพ์ร บวัอาจ และคณะ, 2552) 
 

จากการทดลองของ Bondar et al. (2009) พบวา่การเรืองแสงของเห็ดเรืองแสงแต่ละ 
สายพนัธ์ุจะอยู่ในช่วงความยาวคล่ืนท่ีแตกต่างกนั โดยเห็ดเรืองแสง N. nambi มีการเรืองแสงอยู่
ในช่วงความยาวคล่ืน 480-630 นาโนเมตร (Bondar et al., 2012) 

B A 
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2.3.2 การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดเรืองแสง N. nambi 
 
แมว้า่เห็ดเรืองแสงสายพนัธ์ุน้ีจะเป็นเห็ดพิษ แต่ในปัจจุบนันกัวิจยัมีการศึกษาฤทธ์ิทาง  

ชีวภาพของเห็ดสายพนัธ์ุน้ีเพิ่มมากข้ึน ไดแ้ก่   
 

2.3.2.1 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดเรืองแสง N. nambi 

 
อรรถเวช กองนกัวงษ,์ วชิราภา ประวนันา และศุภวฒัน์ พรหมแสง (2557)  

ไดศึ้กษาองคป์ระกอบทางเคมีของเห็ดเรืองแสง N. nambi โดยการเพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสงในอาหาร 
Potato Dextrose Broth (PDB) จากนั้นสกดัส่วนสกดัหยาบจากนํ้าเล้ียงเช้ือและเส้นใยเห็ดดว้ยตวัทาํ
ละลายอินทรีย ์ไดแ้ก่ Hexane, Dichloromethane และ Ethyl Acetate นาํส่วนสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวั
ทาํละลาย Dichloromethane จากนํ้าเล้ียงเช้ือซ่ึงมีปริมาณมากและเห็นการแยกของสารไดช้ดัเจนใน
การวิเคราะห์ดว้ยรงควตัถุผิวบาง (TLC) มาแยกดว้ยวิธีโครมาโตกราฟีต่าง ๆ จากการวิเคราะห์ 
TLC Chromatogram คาดว่าสามารถแยกสารบริสุทธ์ิได้จาํนวน 4 สาร (F2431, F2432, F2442 และ 
F24511) และกาํลงับนัทึกขอ้มูล 1H NMR สเปกตรัมของสารทั้ง 4 ชนิด เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างทาง
เคมีต่อไป (อรรถเวช กองนกัวงษ ์และคณะ, 2557) ส่วน Kanokmedhakul et al. (2012)ไดค้ดัแยก
สารพิษในกลุ่ม Sesquiterpenes (C15) ของเห็ดเรืองแสง N. nambi โดยการนาํสารบริสุทธ์ิท่ีคดัแยก
จากเห็ดเรืองแสง จาํนวน 2 ไอโซเลท (PW1 และPW2) ไปวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารดว้ย
วิธีการทางเคมี และแปลผลดว้ยเทคนิคสเปกโทรสโกปี โดยใช ้Infrared Spectroscopy (IR), Nuclear 
Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR), Mass Spectroscopy (MS) และ X-ray Crystallography 
ซ่ึงจากการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารออกฤทธ์ิน้ี พบสารทั้งหมด 7 สาร คือสารชนิดใหม่ในกลุ่ม 
Aristolane Sesquiterpenes ไดแ้ก่ Nambinone A, Nambinone B, Nambinone C และ 1-epi-nambinone 
B สารชนิดใหม่ในกลุ่ม Sesquiterpenes ไดแ้ก่ Nambinone D และสารในกลุ่ม Dimeric Sesquiterpenes 
ไดแ้ก่ Aurisin A และ Aurisin K (Kanokmedhakul et al., 2012)  

 
นอกจากน้ีมีการประเมินคุณภาพเห็ดเรืองแสง N. nambi  โดยณิชากร           

ศรีพุ่มบาง และมาณิภา ไพนรินทร์ (2557)ไดศึ้กษาลกัษณะของเส้นใยเห็ดเรืองแสง N. nambi ดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์ พบว่ามีองคป์ระกอบหลกัเป็นเซลลแ์บบไม่มีผนงักั้น การตรวจเอกลกัษณ์ทางเคมี
ของเส้นใย พบว่าปริมาณเถา้รวม ปริมาณสารสกดัดว้ยตวัทาํละลาย 80 เปอร์เซ็นต์ Ethanol และ
ปริมาณสารสกดัด้วยนํ้ าอยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน แต่ความช้ืนไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน จากการทาํ
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การวิเคราะห์ดว้ยรงควตัถุผวิบาง (TLC) และการตรวจสอบเอกลกัษณ์ทางเคมีของสารสกดั Hexane, 
Dichloromethane, Ethyl Acetate และนํ้ าจากเส้นใยและนํ้ าเล้ียงเช้ือ พบสารกลุ่มคาร์ดิแอกไกลโคไซด ์
และแอนทราควิโนนไกลโคไซด์ทั้งในเส้นใยและนํ้ าเล้ียง แต่ไม่พบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ในส่วน
ของเส้นใย และยงัพบสารกลุ่มอลัคาลอยด์ สเตียรอยด์ และเทอร์ปีนในการวิเคราะห์ดว้ยรงควตัถุผิว
บาง (TLC) (ณิชากร ศรีพุม่บาง และมาณิภา ไพนรินทร์, 2557) 
 

2.3.2.2 ฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดเรืองแสง N. nambi ในการตา้นจุลินทรีย ์ 
 

Kanokmedhakul et al. (2012) ศึกษาฤทธ์ิของสารบริสุทธ์ิจาํนวน 7 สารท่ี 
แยกไดจ้ากเห็ดเรืองแสง N. nambi ต่อการตา้นเช้ือ P. falciparum ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุของโรคมาลาเรีย 
และเช้ือ M. tuberculosis ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุของโรควณัโรค โดยทดลองด้วยวิธี Microculture 
Radioisotope Technique พบว่าสาร Aurisin A และ Aurisin K มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ P. falciparum 
และนาํสารท่ีคดัแยกไดไ้ปทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ M. tuberculosis ดว้ยวิธี Micro Plate Alamar 
Blue Assay (MPBA) พบว่าสาร aurisin A และ aurisin K มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ M. tuberculosis 
(Kanokmedhakul et al., 2012) นอกจากน้ีมีการศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. epidermidis ของสารสกดั
เห็ดเรืองแสง N. nambi โดยทาํการสกดัสารออกฤทธ์ิจากเห็ดเรืองแสงและทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือ                       
S. epidermidis ท่ีเป็นสาเหตุของการเกิดสิว นาํสารสกัดท่ีสกัดได้มาทดสอบหาค่า Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) และค่า Minimum Bactericidal Concentration (MBC) พบว่าสาร
สกดันํ้ าเล้ียงเช้ือมีฤทธ์ิตา้น S. epidermidis  ไดดี้กว่าสารสกดัในเส้นใยเห็ดเรืองแสง โดยมีค่า MIC 
และ MBC อยูใ่นช่วง 4-16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และยงัพบว่าสารสกดัทั้งหมด ทั้งในนํ้ าเล้ียงเช้ือ
และเส้นใยเห็ดเรืองแสงไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์ Lipase ของเช้ือ S. epidermidis  
(เหมือนฝัน ซ่ือตรง, ฐานิกา กระจ่างฉาย และรัตนาภรณ์ เทพธวชั, 2557) ส่วนการทดสอบฤทธ์ิตา้น
เช้ือ S. epidermidis   ดว้ยวิธี TLC Autobiography Assay พบว่าสารสกดัในส่วนนํ้ าเล้ียงเช้ือมีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งเช้ือ S. epidermidis โดยเกิด Clear Zone ตามการเคล่ือนท่ีของสาร (สุกญัญา ผวิดาํ, ปาอีซะ เจะหลง 
และสุนิสา เก้ือชาติ, 2558) และยงัพบว่ามีการคดัแยกเช้ือรา Microsporum gypseum MU-SH4 จาก
ผูป่้วย เพื่อศึกษาฤทธ์ิในการตา้นเช้ือของสารสกดัเห็ดเรืองแสง N. nambi โดยการนาํสารสกดัมา
หาค่า MIC และค่า Minimum Fungidal Concentration (MFC) ดว้ยวิธี Broth Microdilution พบว่า
สารสกดัเห็ดเรืองแสงท่ีได้จากการสกัดด้วยตัวทําละลาย Dichloromethane สามารถยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือราก่อโรคไดด้ี โดยมีค่า MIC เท่ากบั 8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และมีค่า MFC 
มากกว่า 1,024 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (วนัเพญ็ นิจศรีวงษ ์และสุภศจี แฟงรัก, 2557) ส่วนการศึกษา 
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ฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa ของสาร
สกดัเห็ดเรืองแสง N. nambi เม่ือทดสอบฤทธ์ิโดยการนาํสารสกดัมาหาค่า MIC และ MBC  พบว่า
สารสกดัมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ P. aeruginosa โดยเช้ือมีการสร้างไบโอฟิลม์
นอ้ยกวา่ 30 เปอร์เซ็นต ์และมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งไบโอฟิลม์ของเช้ือ E. coli โดยเช้ือมีการสร้างไบโอฟิลม์
นอ้ยกว่า 40 เปอร์เซ็นต ์และสารสกดัในส่วนเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย Hexane 
ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ E. coli (คีรยา มูลทองชุน, จินต์ศุจี รักขิตพินิจดุลย  ์
และอิศราภรณ์ วุฒิหิรัญวิทย,์ 2557) ส่วนการศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือ E. coli โดยการหาค่า MIC และค่า 
MBC ดว้ยวิธี Broth Microdilution ของชนนาถ เจริญบุญญาฤทธ์ิ และคณะ พบว่าสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือท่ี
สกดัดว้ยตวัทาํละลาย Hexane ยบัย ั้ง E. coli ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า MIC และ MBC เท่ากบั 256 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร จะเห็นไดว้่าสารสกดัเห็ดเรืองแสงมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ E. coli ไดใ้นระดบัปานกลาง ควรทาํสาร
สกดัใหบ้ริสุทธ์ิ อาจทาํการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง หรือหาตวันาํสารติดกบัสารเขา้สู่เซลล ์E. coli เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ (ชนนาถ เจริญบุญญาฤทธ์ิ, รัฎภรณ์ พรมแกว้ และอมลรดาณี สุวีระ, 2557) 
 

2.3.2.3 ฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดเรืองแสง N. nambi ในการยบัย ั้งศตัรูพืช 
 

การศึกษาฤทธ์ิในการยบัย ั้งไสเ้ดือนฝอยรากปมในมะเขือเทศของเห็ดเรืองแสง  
N. nambi เน่ืองจากไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita เป็นศตัรูพืชท่ีมีความสาํคญัท่ีสร้าง
ความเสียหายให้แก่พืชเศรษฐกิจทัว่โลก รวมถึงมะเขือเทศ พืชท่ีถูกไส้เดือนฝอยรากปมเขา้ทาํลาย
จะมีอาการรากบวมเป็นปุ่มปม ทาํให้รากพืชไม่สามารถดูดนํ้าและอาหารไปใช้ได้ ส่งผลให้พืช
แคระแกร็น เห่ียวง่าย ใบเหลือง ผลผลิตลดลง และทาํให้ตน้ลม้ หรือตายไดถ้า้ถูกทาํลายในระยะ
ตน้กลา้ (วีรวตัร นามานุศาสตร์ และคณะ, 2556) ทางผูว้ิจยัไดน้าํประโยชน์จากความเป็นพิษของ
เห็ดเรืองแสงมาใชใ้นการควบคุมโรครากปมในมะเขือเทศ โดยเฉพาะใชใ้นการควบคุมไส้เดือน
ฝอยรากปม ซ่ึงเป็นสาเหตุโรคพืช (วีรวตัร นามานุศาสตร์ และวีรศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์, 2554) นอกจาก 
น้ียงัพบการศึกษาฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือราโรคพืชของสาร Aurisin A ท่ีสกดัไดจ้ากเห็ดเรืองแสง                   
N. nambi โดยทดสอบฤทธ์ิของสาร Aurisin A ท่ีสกดัไดจ้ากเห็ดเรืองแสงต่อเช้ือราสาเหตุโรคพืช ไดแ้ก่ 
Phytophthora parasitica, P. palmivora, Pythium aphanidermatum, Rhyzoctonia solani, Fusarium 
oxysporum และ Sclerotium rolfsii พบว่าสาร Aurisin A ท่ีความเขม้ขน้ 10, 50, 100 และ 500 
มิลลิกรัม/ลิตร  มีผลต่อการย ับย ั้ งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคพืช  P. parasitica,                     
P. palmivora และ P. aphanidermatum ท่ีระดับความเขม้ขน้ของสาร Aurisin A 500 มิลลิกรัม/ลิตร 
(Bua-art et al., 2011) แต่การใชส้าร Aurisin A ไปควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมในมะเขือเทศอาจ
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มีผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตนอกเป้าหมายและจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ต่อพืช ไดแ้ก่ ไส้เดือนฝอยศตัรู
แมลง (Steinernema carpocapsae) เชื้อราที่ใชท้ ําปุ๋ยหมกั  (Aspergillus sp.) จุลินทรียป์ฏิปักษ ์
Trichoderma spp., Bacillus subtilis และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (Rhizobium sp.) พบว่าสาร 
aurisin A ไม่มีผลต่อการตายของ S. carpocapsae และจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ Aspergillus sp., 
Trichoderma spp., B. subtilis และ Rhizobium sp. เม่ือครบ 260 ชัว่โมง (สุรียพ์ร บวัอาจ, 2554) ซ่ึง
แสดงใหเ้ห็นถึงแนวทางการนาํสาร Aurisin A ท่ีสกดัจากเห็ดเรืองแสง (N. nambi) ไปใชใ้นการควบคุม
โรคพืชโดยไม่มีผลต่อส่ิงมีชีวิตบางชนิดและจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ต่อพืช (สุรียพ์ร บวัอาจ และคณะ, 
2552) และยงัมีการศึกษาฤทธ์ิในการฆ่าไรไข่ปลา (Luciaphorus perniciosus Rack) ของเห็ดเรืองแสง 
N. nambi ทาํการทดสอบโดยเตรียมส่วนสกดัหยาบจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสง แลว้
นาํสารละลายความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์(นํ้ าหนกั/ปริมาตร) ของส่วนสกดัหยาบไปทดสอบกบัไรไข่
ปลาเพศเมียจาํนวน 100 ตวั ท่ีเพาะเล้ียงบนเส้นใยเห็ดหูหนูดว้ยการพ่น พบว่าส่วนสกดัหยาบจาก
นํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยเห็ดเรืองแสงมีฤทธ์ิในการฆ่าไรไดสู้งถึง 90-100 เปอร์เซ็นต ์(คนัธรส วิชยัดิษฐ, 
ปาริสา แตงบุตร และสุชาวดี กฎีุรัตน์, 2557) 
 

2.3.2.4 การศึกษาเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดเรืองแสง N. nambi ในการตา้น 
มะเร็งและตา้นอนุมูลอิสระ 

          
การศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของเห็ดเรืองแสง N. nambi โดยการนาํสารบริสุทธ์ิ 

จาํนวน 7 สาร ไดแ้ก่ Nambinone A, Nambinone B, Nambinone C, 1-epi-Nambinone B, Nambinone D, 
Aurisin A และ Aurisin K ท่ีคัดแยกได้ไปทดสอบฤทธ์ิในการต้านมะเร็ง โดยวิธี Colorimetric 
Method พบว่าสาร nambinone C, aurisin A และ aurisin K มีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งปอด และนอกจากน้ี
ยงัพบวา่สาร Aurisin A และ Aurisin K มีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี (Kanokmedhakul et al., 2012) 
 

นอกจากน้ียงัพบการศึกษาความเป็นพิษเบ้ืองตน้ต่อเซลลม์ะเร็งเพาะเล้ียง  
MCF-7, HeLa และ Colo205 ของเห็ดเรืองแสง N.  nambi เม่ือทาํการทดสอบโดยนาํสารสกดัหยาบจาก
นํ้าเล้ียงเช้ือและเสน้ใยเห็ดเรืองแสงมาทดสอบความเป็นพิษเบ้ืองตน้โดยวิธี MTT Assay พบวา่สารสกดั
หยาบมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งทั้ง 3 ชนิด สารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย Dichloromethane 
และ Ethyl Acetate ในนํ้ าเล้ียงเช้ือมีความเป็นพิษสูงสุดในเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 
และ Colo205 ส่วนสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย Dichloromethane และ Ethyl Acetate ในเส้นใย
เห็ดเรืองแสง มีความเป็นพิษสูงสุดในเซลลม์ะเร็งเพาะเล้ียงชนิด HeLa แสดงให้เห็นว่าสารสกดัจาก
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เห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษสูง และมีประโยชน์ต่อการศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งต่อไปได ้(ชฏัติกา พวงงาม, 
วรัญญา แกว้มาก และอญัชลี เปิดชั้น, 2558) และไดพ้บการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระของเห็ดเรืองแสง N. nambi ดว้ยวิธีการฉายรังสีแกมมา เม่ือทดสอบโดยนาํสารสกดัเห็ดเรืองแสง
ไปฉายรังสีแกมมาท่ีความแรง 5, 10 และ 20 กิโลเกรย  ์และนาํไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ดว้ยวิธี DPPH Assay เพื ่อเปรียบเทียบแนวโนม้ของสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัก่อนและ
หลงัการฉายรังสีแกมมา พบว่าแนวโน้มไม่มีการเปล่ียนแปลง แต่มีการลดลงของสารตา้นอนุมูล
อิสระในสารสกัดท่ีสกัดด้วยตัวทําละลาย Dichloromethane และ Ethyl Acetate ในนํ้ าเล้ียงเช้ือ                 
(กญัญาวีร์ พุ่มบุตร, แสงนภา บูรณาภา และอสัมา บินซนั, 2557)   
 

2.3.2.5 การพฒันาผลิตภณัฑจ์ากสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดเรืองแสง N. nambi  
          

การพฒันาเจลตา้นสิวจากสารสกดัเห็ดเรืองแสง N. nambi เม่ือทาํการทดสอบ  
ฤทธ์ิของเจลตา้นสิวต่อเช้ือ S. epidermidis โดยการหาค่า MIC และ MBC พบว่าสารสกดัท่ีสกดัดว้ย
ตวัทาํละลาย Ethyl Acetate ในนํ้าเล้ียงเช้ือมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ S. epidermidis ไดดี้กวา่สารสกดัจาก                         
เส้นใยท่ีสกดัดว้ย Methanol โดยมีค่า MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 4-16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในการ
เตรียมตาํรับเจลตา้นสิวจึงเตรียมจากสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 20MIC โดย
ใช้ Carbopol Ultrez-21 เป็นสารก่อเจล เม่ือนําไปทดสอบความคงตวัภายใตส้ภาวะเร่งเป็นเวลา 12 วนั 
และท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 วนั ผลการประเมินทางกายภาพและเคมีของเจลตา้นสิว พบวา่ไม่มีการ
เปล่ียนแปลงของสีเจล และค่า pH ไม่แตกต่างกนั แต่ค่าความหนืดมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p<0.05 ผลการประเมินทางชีวภาพของเจลตา้นสิวโดยวิธี Agar Well 
Diffusion และวิธี Broth Microdilution พบว่าเจลตา้นสิวมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ S. epidermidis  (ฟาตีฮะ 
วาโซ๊ะ, ฟาฎีละห์ บาเหะ และซารีนา บือซาบูละ, 2558) นอกจากน้ียงัมีการพฒันาเจลลา้งมือฆ่าเช้ือจาก
สารสกดัเห็ดเรืองแสง N. nambi เม่ือทาํการทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ S. aureus และ E. coli ของเจล 
ลา้งมือ พบว่าสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือมีฤทธ์ิฆ่าเช้ือไดดี้กว่าเส้นใยเห็ดเรืองแสง จึงใชส้ารสกดันํ้ าเล้ียง
เช้ือความเขม้ขน้ 10MIC ในการเตรียมตาํรับเจล โดยใช้ Carbopol Ultrez-21 เป็นสารก่อเจล เม่ือนาํไป
ทดสอบความคงตวัภายใตส้ภาวะเร่งเป็นเวลา 12 วนั และท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 วนั ผลการ
ประเมินทางกายภาพและเคมีของเจลลา้งมือพบว่า เจลมีการแยกชั้น มีค่า pH และค่าความหนืดลดลง
เล็กน้อย ผลการประเมินทางชีวภาพของเจลล้างมือโดยวิ ธี  Agar Well Diffusion และวิ ธี  Broth 
Microdilution พบวา่เจลลา้งมือมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ S. aureus และ E. coli  (นนัทิยา ชุมไชโย, ฮารีส  
จารู และอธิเดช ดวงตา, 2558)        
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บทที ่3 
 

ระเบียบวธีิวจิยั 
 

3.1 วสัดุอุปกรณ์ 
  

3.1.1 เช้ือจุลินทรีย์ 
 
1) S. epidermidis ATCC 35984 
2) S. epidermidis ATCC 12228  
3) S. epidermidis clinical isolate 10 isolates  
4) N. nambi 

 
3.1.2 สารเคมีและยาปฏิชีวนะ 

 
1) casein  
2) dichloromethane (CH2Cl2)  
3) dimethyl sulfoxide (DMSO)  
4) distilled water (DW)  
5) ethyl acetate (EtOAc)  
6) hexane  
7) normal saline solution (NSS)  
8) resazurin  
9) sodium sulfate (Na2SO4) 

10) tributyrin 
11) vancomycin 
12) methanol (MeOH) 
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3.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 
 
1) Mueller-Hinton broth (MHB)   
2) nutrient agar (NA)  
3) potato dextrose agar (PDA)  
4) potato dextrose broth (PDB)  
5) tryptic soy agar (TSA)  
6) tryptic soy broth (TSB) 

 
3.1.4 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 
1) กรวยแยกสาร  
2) ขวดเก็บสาร  
3) ขวดโซดา  
4) เคร่ืองชัง่ 4 ตาํแหน่ง  
5) จานอาหารเล้ียงเช้ือ  
6) autoclave  
7) beaker  
8) cylinder  
9) fume hood  

10) incubator 
11) loop 
12) microcentrifuge tube 
13) micropipette 
14) microplate reader 
15) microtiter plate 
16) pipette tip 
17) rotary evaporator 
18) test tube 
19) vacuum pump 
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20) vortex mixer 
 

3.2 การเพาะเลีย้งเห็ดเรืองแสง 
 
เพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสง N. nambi ในอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose broth (PDB) ปริมาณ 5  

ลิตร เป็นเวลา 30 วนั โดยนาํอาหาร PDB ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้น inoculate เช้ือเห็ดเรืองแสง N. nambi ลงในอาหาร PDB บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 วนั 
โดยนาํมาโดนแสงเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทุกวนั 

 

3.3 การสกดัสารสําคญัจากเห็ดเรืองแสง N. nambi   
 

กรองแยกนํ้าเล้ียงและเสน้ใยของเห็ดเรืองแสง N. nambi จากนั้นสกดัสารสาํคญัในนํ้าเล้ียง 
และเสน้ใยของเห็ดเรืองแสงดงัรูปท่ี 3.1 และ 3.2 ตามลาํดบั โดยใชต้วัทาํละลายอินทรีย ์ 3  ชนิด ไดแ้ก่  
hexane, dichloromethane (CH2Cl2)  และ ethyl acetate (EtOAc) 
 

3.3.1  การสกัดสารสําคัญจากนํา้เลีย้งเห็ดเรืองแสง  N.  nambi    
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 

รูปท่ี 3.1 ขั้นตอนการสกดัสารสาํคญัจากนํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง N. nambi 

นํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรือง
สกดัดว้ย hexane 200 ml 3 คร้ัง 

สารสกดัชั้น hexane 

- ดูดความช้ืนดว้ย Na2SO4 
- ระเหยตวัทาํละลายออก 
  ดว้ย rotary evaporator 

สารสกดันํ้าเล้ียงท่ี
สกดัดว้ย hexane 

สารสกดัชั้นนํ้า 

สารสกดัชั้น CH2Cl2 

- ดูดความช้ืนดว้ย Na2SO4 
- ระเหยตวัทาํละลายออก   
   ดว้ย rotary evaporator 

สารสกดันํ้าเล้ียงท่ี
สกดัดว้ย CH2Cl2 

สารสกดัชั้นนํ้า 

สารสกดัชั้น EtOAc 

สารสกดันํ้าเล้ียงท่ีสกดัดว้ย EtOAc 

- ดูดความช้ืนดว้ย Na2SO4 
- ระเหยตวัทาํละลายออกดว้ย  
   rotary evaporator 

สารสกดัชั้นนํ้า 

สกดัดว้ย CH2Cl2 200 ml 3 คร้ัง 

สกดัดว้ย EtOAc 200 ml 3 คร้ัง 
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3.3.2 การสกัดสารสําคัญจากเส้นใยเห็ดเรืองแสง N.  nambi    
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 

รูปท่ี 3.2 ขั้นตอนการสกดัสารสาํคญัจากเส้นใยเห็ดเรืองแสง N. nambi 
 

3.4  การทดสอบหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum  
Bactericidal Concentration (MBC) ตามวธีิมาตรฐานของ CLSI (Cockerill et al., 2012) 
 

เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี ไดรั้บความอนุเคราะห์จากศาสตราจารย ์ดร.ศุภยางค ์ 
วรวุฒิคุณชยั สถานวิจยัความเป็นเลิศทางดา้นผลิตภณัฑ์ธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
อาํเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา เช้ือแบคทีเรียดงักล่าวประกอบดว้ย S. epidermidis ATCC 35984 (สาย-
พนัธ์ุมาตรฐานท่ีสร้างไบโอฟิลม์) S. epidermidis ATCC 12228 (สายพนัธ์ุมาตรฐานท่ีไม่สร้างไบโอ-
ฟิลม์) และเช้ือ S. epidermidis ท่ีแยกจากผูป่้วยจาํนวน 10 ไอโซเลท (NPRC011-020)         

สารสกดัจากเสน้ใยท่ีสกดัโดย MeOH 

สารสกดัชั้น hexane 

- ดูดความช้ืนดว้ย Na2SO4 
- ระเหยตวัทาํละลายออก 
  ดว้ย rotary evaporator 

สารสกดัเสน้ใยท่ี
สกดัดว้ย hexane 

ชั้นสารละลาย MeOH 

สารสกดัชั้น CH2Cl2 

- ดูดความช้ืนดว้ย Na2SO4 
- ระเหยตวัทาํละลายออก   
   ดว้ย rotary evaporator 

สารสกดัเสน้ใยท่ี
สกดัดว้ย CH2Cl2 

สารสกดัชั้นนํ้า 

สารสกดัชั้น EtOAc 

สารสกดัเสน้ใยท่ี
สกดัดว้ย EtOAc 

- ดูดความช้ืนดว้ย Na2SO4 
- ระเหยตวัทาํละลายออกดว้ย  
  rotary evaporator 

สารสกดัชั้นนํ้า 

สกดัดว้ย EtOAc 200 ml 3 คร้ัง 

- ละลายใน 100 ml ของ 90% MeOH 
- สกดัดว้ย hexane 200 ml 3 คร้ัง 

- ระเหย MeOH ออกดว้ย  rotary evaporator 
- ละลายสารสกดัดว้ยนํ้ากลัน่ 100 ml 
- สกดัดว้ย CH2Cl2 200 ml 3 คร้ัง 
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นาํแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบมาเพาะเล้ียงบนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) ให้ได ้
โคโลนีเด่ียว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี 
เพาะเล้ียงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง 
ปรับความขุ่นเช้ือให้มีค่าเท่ากบั 0.5 McFarland Standard (มีเช้ือประมาณ 1.5 x 108 CFU/มิลลิลิตร) 
ดว้ย Normal Saline Solution (NSS) จากนั้นเจือจางเช้ือดว้ยอาหาร Mueller-Hinton Broth (MHB) 
ใหมี้เช้ือประมาณ 1 x 106 CFU/มิลลิลิตร 
 

การหาค่า MIC นั้นทาํการทดสอบโดยเจือจางสารสกดัเห็ดเรืองแสงแบบลาํดบัสอง (Serial  
Two-fold Dilution) ดว้ยอาหาร MHB ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยอยู่ในช่วง 128-0.25 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน Microtiter Plate แลว้ดูดเช้ือท่ีเตรียมไวใ้ส่ในแต่ละหลุม 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร เขยา่เลก็นอ้ย บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง หลงัจาก
นั้นเติม 0.1 เปอร์เซ็นต ์Resazurin ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ทุกหลุม แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง อ่านค่า MIC โดยบนัทึกค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารสกดัท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือได ้
หรือไม่มีการเปล่ียนสีของ 0.1 เปอร์เซ็นต ์Resazurin (สีม่วง) โดยใชย้า Vancomycin เป็น Positive Control 
และใช ้1 เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็น Negative Control  
 

ส่วนการหาค่า MBC นั้นทาํการทดสอบโดยดูดสารปริมาตร 10 ไมโครลิตรของแต่ละหลุม 
ท่ีไม่มีการเจริญของเช้ือจากการทดสอบ MIC ใน Microtiter Plate (หลุมท่ีเป็นสีม่วง) มาหยดลงบน
อาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อ่านผล MBC โดยบนัทึกค่าความ
เขม้ขน้ตํ่าสุดของสารสกดัท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได ้(ไม่มีเช้ือเจริญ) เป็นค่า MBC  
 

3.5 การทดสอบฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ S. epidermidis ของสารสกดัเห็ดเรืองแสงโดยวธีิ Time- 
kill Assay 
 

นาํแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบมาเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA ให้ไดโ้คโลนีเด่ียว โดยบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี เพาะเล้ียงในอาหาร TSB 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ปรับเช้ือให้มีความขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland 
Standard ดว้ย NSS จากนั้นเจือจางเช้ือดว้ยอาหาร MHB ใหมี้เช้ือประมาณ 1 x 106 CFU/มิลลิลิตร 

 
เจือจางสารสกดัเห็ดเรืองแสงแบบลาํดบัสองดว้ย Distilled Water ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
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เท่ากบั 4MIC, 2MIC, MIC, 1/2MIC และ 1/4MIC ดูดสารสกดัท่ีเจือจางแลว้ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีอาหาร MHB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  แลว้ดูดเช้ือท่ีเตรียมไวใ้ส่ในแต่ละหลอด 
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทาํการเก็บตวัอยา่งมานบัจาํนวน
เช้ือท่ีเวลา 0, 0.2, 0.4, 1, 2, 3, 4, 6, 8 และ 24 ชัว่โมง โดยนาํมาเจือจางดว้ย NSS แลว้นบัจาํนวนเช้ือ
ดว้ยวิธี Drop Plate บนอาหาร TSA โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบั
จาํนวนเช้ือท่ีรอดชีวิตเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม โดยใช ้1 เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็น Negative Control  
 

3.6 การคัดเลือกเช้ือ S. epidermidis สายพันธ์ุที่สร้างไบโอฟิล์ม (ดัดแปลงจาก จงกล                     
สายสิงห์, 2551)  
 

นาํเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 (สายพนัธ์ุมาตรฐานท่ีสร้างไบโอฟิลม์) S. epidermidis  
ATCC 12228 (สายพนัธ์ุมาตรฐานท่ีไม่สร้างไบโอฟิล์ม) และเช้ือ S. epidermidis ท่ีแยกจาก 
ผูป่้วยจาํนวน 10 ไอโซเลท มาเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA ให้ไดโ้คโลนีเด่ียว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี เพาะเล้ียงในอาหาร TSB บ่มท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ปรับเช้ือให้มีความขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland Standard 
จากนั้นเจือจางเช้ือดว้ยอาหาร TSB ใหมี้เช้ือประมาณ 1 x 106 CFU/มิลลิลิตร ดูดเช้ือลงใน Microtiter 
Plate 100 ไมโครลิตร แลว้เติมอาหาร TSB 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                   
24 ชัว่โมง นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง Optical Dencity (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร ลา้งดว้ย 
NSS 200 ไมโครลิตร 2 คร้ัง เขยา่ Microtiter Plate เพื่อนาํแบคทีเรียท่ีไม่เกาะติดออก ตั้งท้ิงไวใ้หแ้หง้ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง ยอ้มสีไบโอฟิลม์ดว้ย 1 เปอร์เซ็นต ์Crystal Violet 200 ไมโครลิตร ท้ิงไว ้30 นาที 
ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่และท้ิงใหแ้หง้เป็นเวลา 1  ชัว่โมง จากนั้นเติม 100 เปอร์เซ็นต ์DMSO 200 ไมโครลิตร 
เขย่าเบา ๆ จนสี Crystal Violet ละลายหมด นาํไปวดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ทาํซํ้ า           
3 คร้ัง โดยใช ้1 เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็นชุดควบคุม  
                

หาค่าความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ โดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง
ของเช้ือ (OD) กบัค่าการดูดกลืนแสงของ Negative Control (ODc) (Stepanovic, Circovic, Ranin, & 
Vlahovic, 2004) ซ่ึงแบ่งเป็น 4 ระดบั คือ 

 
OD  ≤ ODc     หมายถึง ไม่สร้างไบโอฟิลม์ 
ODc < OD ≤ 2ODc    หมายถึง สร้างไบโอฟิลม์เลก็นอ้ย 
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2ODc < OD ≤ 4ODc     หมายถึง สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
4ODc < OD      หมายถึง สร้างไบโอฟิลม์มาก 
 

3.7 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดเห็ดเรืองแสงต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ 

เช้ือ S. epidermidis (ดัดแปลงจาก Saising et al., 2011; Saising et al., 2012)  
 

นาํเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 (สายพนัธ์ุมาตรฐานท่ีสร้างไบโอฟิลม์) S. epidermidis  
ATCC 12228 (สายพนัธุ์มาตรฐานท่ีไม่สร้างไบโอฟิลม์) และเช้ือ S. epidermidis ท่ีแยกจากผูป่้วย
ท่ีสร้างไบโอฟิลม์มาเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA ใหไ้ดโ้คโลนีเด่ียว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี เพาะเล้ียงในอาหาร TSB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37            
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ปรับเช้ือให้มีความขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland Standard จากนั้น
เจือจางเช้ือดว้ย TSB ใหมี้เช้ือประมาณ 1 x 106 CFU/มิลลิลิตร 
 

เตรียมสารสกดัเห็ดเรืองแสงโดยเจือจางสารสกดัเห็ดเรืองแสงแบบลาํดบัสองดว้ย Distilled  
Water ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ 1/16MIC  
 

ทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ โดยดูดสารสกดัเห็ดเรืองแสงแต่ละความเขม้ขน้ท่ี
เตรียมไวใ้ส่ลงใน Microtiter Plate ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมอาหาร TSB ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
และดูดเช้ือท่ีเตรียมไวล้งไป 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร ลา้งดว้ย NSS 200 ไมโครลิตร 2 คร้ัง 
เขย่า Microtiter Plate เพื่อนาํแบคทีเรียท่ีไม่เกาะติดออก ตั้งทิ้งไวใ้ห้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง 
ยอ้มสีไบโอฟิล์มดว้ย 1 เปอร์เซ็นต์ Crystal Violet 200 ไมโครลิตร ท้ิงไว ้30 นาที ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่
และท้ิงให้แห้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติม 100 เปอร์เซ็นต ์DMSO 200 ไมโครลิตร เขยา่เบา ๆ 
จนสี Crystal Violet ละลายหมด  นําไปวดัค่า OD ที ่ความยาวคลื่น  570 นาโนเมตร โดยใชย้า 
Vancomycin เป็นชุด Positive Control และใช  ้1 เปอร์เซ็นต์ DMSO เป็นชุด Negative Control 
วิเคราะห์ความแตกต่างของการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ เมื่อทดสอบกบัสารสกดัที่ความเขม้ขน้
ต่าง ๆ เทียบกบัชุดควบคุม  
 
          เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ = ค่า OD ชุดควบคุม – ค่า OD ชุดทดลอง x 100 
                                                                                                             ค่า OD ชุดควบคุม 
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3.8 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสงในการทาํลายไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis  
(ดัดแปลงจาก Saising et al., 2011; Saising et al., 2012) 
 

นาํเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 (สายพนัธ์ุมาตรฐานท่ีสร้างไบโอฟิล์ม) S. epidermidis 
ATCC 12228 (สายพนัธุ์มาตรฐานท่ีไม่สร้างไบโอฟิลม์) และเช้ือ S. epidermidis ท่ีแยกจากผูป่้วย
ท่ีสร้างไบโอฟิล์มมาเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA ให้ได้โคโลนีเด่ียว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี เพาะเล้ียงในอาหาร TSB บ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ปรับเช้ือให้มีความขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland Standard 
จากนั้นเจือจางเช้ือดว้ย TSB ใหมี้เช้ือประมาณ 1 x 106 CFU/มิลลิลิตร 

 
ทดสอบฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์โดยดูดเช้ือท่ีเตรียมไว ้ลงใน Microtiter Plate หลุมละ 

200 ไมโครลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อให้เช้ือสร้าง                   
ไบโอฟิลม์ จากนั้นลา้งดว้ย NSS 2 คร้ัง เติมอาหารเล้ียงเช้ือ 180 ไมโครลิตร และเติมสารสกดัความ
เขม้ขน้ 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ 1/16MIC หลุมละ 20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ลา้งดว้ย NSS 200 ไมโครลิตร 2 คร้ัง เขย่า Microtiter Plate เพื่อนาํ
แบคทีเรียท่ีไม่เกาะติดออก ตั้ งทิ้งไวใ้ห้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง ยอ้มสีไบโอฟิล์มด้วย 1 
เปอร์เซ็นต ์Crystal Violet 200 ไมโครลิตร ท้ิงไว ้30 นาที ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่และท้ิงให้แห้งเป็นเวลา 1 
ชัว่โมง จากนั้นเติม 100 เปอร์เซ็นต ์DMSO 200 ไมโครลิตร เขยา่เบา ๆ จนสี Crystal Violet  ละลาย
หมด นาํไปวดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร โดยใชย้า Vancomycin เป็นชุด Positive 
Control และใช ้1 เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็นชุด Negative Control วิเคราะห์ความแตกต่างไบโอฟิลม์
ของเช้ือ หลงัการทดสอบกบัสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เทียบกบัชุดควบคุม  
 

     เปอร์เซ็นตก์ารทาํลายไบโอฟิลม์ = ค่า OD ชุดควบคุม – ค่า OD ชุดทดลอง x 100 
                                                                                                ค่า OD ชุดควบคุม 
 

3.9 การศึกษาลกัษณะไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่อง 
กราด (SEM) (ดัดแปลงจาก Saising et al., 2012) 
 

นาํเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 (สายพนัธ์ุท่ีสร้างไบโอฟิล์ม) มาศึกษาการสร้าง         
ไบโอฟิลม์ โดยบ่มบน Polystyrene Discs เป็นเวลา 5 วนั จากนั้นลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง เติมสารสกดัเห็ด



31 
 

เรืองแสงความเขม้ขน้เท่ากบั 1/2MIC นาํไปบ่มต่อท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ลา้งดว้ย 
PBS อีก 3 คร้ัง ตรึงเช้ือให้ติดกบั Discs ดว้ย 2 เปอร์เซ็นต ์Glutaraldehyde ใน PBS เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
ลา้งดว้ย PBS แลว้ตรึงดว้ย 4 เปอร์เซ็นต ์Osmium Tetroxide ใน PBS อีก 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ และ
ทาํให้แห้งดว้ย Ethanol นาํไปวางบน Aluminium Stubs เม่ือแห้งแลว้เคลือบดว้ยทองคาํ จากนั้นนาํ
ตวัอยา่งไปศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนชนิดส่องกราด โดยใช ้1 เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็น 
Negative Control เปรียบเทียบลกัษณะความหนาแน่น และปริมาณไบโอฟิล์ม เม่ือทดสอบกบัสาร
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กบัชุดควบคุม  

 

3.10 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดเห็ดเรืองแสงในการยับยั้งการสร้างเอนไซม์ Lipase  

และ protease ของเช้ือ S. epidermidis (ดัดแปลงจาก Saising et al., 2012)  
 

นาํแบคทีเรียสายพนัธ์ุมาตรฐานและ Clinical Isolate มาเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA ให้ได้
โคโลนีเด่ียว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี 
เพาะเล้ียงในอาหาร TSB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ปรับเช้ือให้มีความ
ขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland Standard ดว้ย NSS จากนั้นเจือจางเช้ือดว้ยอาหาร MHB ใหมี้เช้ือประมาณ 
1 x 106 CFU/มิลลิลิตร 

 
เตรียมสารสกดัเห็ดเรืองแสงโดยเจือจางสารสกดัเห็ดเรืองแสงแบบลาํดบัสองดว้ย Distilled 

Water ใหมี้ความเขม้ขน้เป็น 10 เท่าของความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีตอ้งการ (1/2MIC และ 1/4MIC) 
 

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสงในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase โดยดูด
สารสกดัท่ีเตรียมไว ้ 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมี Nutrient Agar (NA) หลอมเหลว ปริมาตร 
18 มิลลิลิตร ท่ีเติม 1 เปอร์เซ็นต ์Tributyrin เทอาหารดงักล่าวลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ รอจนอาหาร
แข็งตวั จากนั้นหยดเช้ือท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ตรวจผลโดยวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโซนใสรอบโคโลนี และเส้น
ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี นาํค่าท่ีวดัไดค้าํนวณหาค่าความสามารถในการยอ่ยสลาย โดยใช ้1 เปอร์เซ็นต ์
DMSO เป็นชุดควบคุม อ่านผลโดยวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสรอบโคโลนีและขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี เพื่อคาํนวณหาค่าความสามารถในการยอ่ยสลาย จากนั้นคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase จากสูตร 
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เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์=  เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสชุดควบคุม –  เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสชุดทดลอง x 100 
                                               เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสชุดควบคุม 

 
การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสงในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Protease โดยดูด

สารสกดัท่ีเตรียมไว ้2 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมี NA หลอมเหลว ปริมาตร 18 มิลลิลิตร ท่ี
เติม 2 เปอร์เซ็นต ์Casein เทอาหารดงักล่าวลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ รอจนอาหารแขง็ตวั จากนั้น
หยดเช้ือท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                    
24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางโซนขุ่นรอบโคโลนี และเส้นผ่านศูนยก์ลาง
โคโลนี นาํค่าท่ีวดัไดค้าํนวณหาค่าความสามารถในการยอ่ยสลาย โดยใช ้1 เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็น
ชุดควบคุมอ่านผลโดยวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงขุ่นรอบโคโลนีและขนาดเส้นผ่าน-
ศูนยก์ลางโคโลนี เพื่อคาํนวณหาความสามารถในการย่อยสลาย จากนั้นคาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Protease จากสูตร 

 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์=  เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนขุ่นชุดควบคุม – เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนขุ่นชุดทดลอง x 100 

                                               เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนขุ่นชุดควบคุม 
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บทที ่4 
 

ผลการวจิยั 
 

4.1 การสกดัสารสําคญัจากเห็ดเรืองแสง 
               

เม่ือทาํการสกดัสารสาํคญัจากเห็ดเรืองแสง ดว้ยวิธี Liquid-liquid Extraction โดยใชต้วั       
ทาํละลายอินทรีย ์3 ชนิด คือ Hexane, Dichloromethane และ Ethyl Acetate สามารถแยกสารสกดันํ้ า
เล้ียงเช้ือ 3 ส่วนสกดั ไดแ้ก่ สารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Hexane, Dichloromethane และ Ethyl 
Acetate โดยมีค่านํ้ าหนักสารสกดัเท่ากบั 23.7, 233.0 และ 105.6 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลาํดบั และ
สามารถแยกสารสกัดเส้นใยได้เป็น 3 ส่วนสกัด ได้แก่ สารสกัดเส้นใยท่ีสกัดด้วย hexane, 
Dichloromethane และ Ethyl Acetate โดยมีนํ้ าหนกัสารสกดัเท่ากบั 313.6, 903.7 และ 205.9 มิลลิกรัม 
ตามลาํดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1  
 

การสกดัสารสาํคญัจากเห็ดเรืองแสงดว้ยวิธี Liquid-liquid Extraction โดยใชต้วัทาํละลาย
อินทรีย ์3 ชนิด คือ Hexane, Dichloromethane และ Ethyl Acetate นั้น เป็นการสกดัแยกองคป์ระกอบ
ทางเคมีดว้ยตวัทาํละลายอินทรีย ์โดยเรียงลาํดบัความมีขั้วจากตวัทาํละลายไม่มีขั้ว ไปจนถึงตวัทาํ
ละลายมีขั้ว ซ่ึงวิธีน้ีจะทาํใหไ้ดส้ารสกดัท่ีมีขั้วตามขั้วของตวัทาํละลายซ่ึงมีผลต่อการยบัย ั้งแบคทีเรีย 
(อุไรวรรณ ดิลกคุณานนัท,์ ดมลกัษณ์ สุขอตัตะ, สุภนิดา บวับาน, ประภสัสร รักถาวร และณิชา กรม- 
เจริญกุล, 2549) โดยผลจากการสกดัสารสาํคญัพบว่า นํ้ าหนกัของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane มีค่าสูงที่สุดเท่ากบั 233.0 มิลลิกรัม/ลิตร และ 903.7 มิลลิกรัม ตามลาํดบั แสดง
ว่าสารสําคัญในเห็ดเรืองแสงสามารถละลายในตัวทําละลาย Dichloromethane ได้มากท่ีสุด ซ่ึง 
Dichloromethane เป็นตวัทาํละลายท่ีมีขั้วปานกลาง มีคุณสมบติัในการทาํละลายไดท้ั้งสารท่ีมีขั้วและ
ไม่มีขั้ว (ภาวนา พนมเขต, สุรศกัด์ิ แวน่รัมย ์และธนัยาการย ์ศรีวรมาศ, 2554)      
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ตารางท่ี 4.1 ผลการสกดัสารสาํคญัจากนํ้าเล้ียงเช้ือและเสน้ใยเห็ดเรืองแสงดว้ยตวัทาํละลาย Hexane,   
                   Dichloromethane และ Ethyl acetate 

สารสกดัเห็ดเรืองแสง 
 

นํ้าหนกั 
สารสกดั (mg) 

นํ้าหนกั 
สารสกดั (mg/l) 

สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย hexane 118.5 23.7 

สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย dichloromethane 1,165.0 233.0 

สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย ethyl acetate 528.0 105.6 

สารสกดัเสน้ใยท่ีสกดัดว้ย hexane 313.6 - 

สารสกดัเสน้ใยท่ีสกดัดว้ย dichloromethane 903.7 - 

สารสกดัเสน้ใยท่ีสกดัดว้ย ethyl acetate 205.9 - 

 

4.2 ผลการทดสอบหาค่า MIC และ MBC ตามวธีิมาตรฐานของ CLSI (Cockerill et al., 
2012) 
  

4.2.1 ผลการหาค่า MIC และ MBC ของสารสกดัเห็ดเรืองแสงทีส่กดัด้วยตัวทาํละลายต่าง  ๆ 

ต่อเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228 และ S. epidermidis ATCC 35984 
 

เม่ือทาํการทดสอบหาค่า MIC และ MBC ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
ตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ ต่อเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228 และ S. epidermidis ATCC 35984 พบว่า 
สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Hexane, Dichloromethane และ Ethyl acetate มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ                         
S. epidermidis ATCC 12228 และ S. epidermidis ATCC ไดดี้มาก โดยมีค่า MIC/MBC 2-4 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร โดยยามาตรฐาน Vancomycin มีค่า MIC/MBC ต่อเช้ือทั้งสองสายพนัธุ์เท่ากับ 1/1 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกดัจากเส้นใยท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane  มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. epidermidis 
ATCC 12228 และ S. epidermidis ATCC 35984 ไดดี้ โดยมีค่า MIC/ MBC เท่ากบั 8/8 และ 4/4 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั ส่วนสารสกดัจากเส้นใยของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Hexane และ 
Ethyl Acetate  มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228 และ S. epidermidis ATCC 35984 ได้
นอ้ยกวา่ โดยมีค่า MIC และ MBC มากกวา่ 128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2  
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จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228 และ S. epidermidis ATCC 35984 
ได้ดีท่ีสุดเม่ือเทียบกับยามาตรฐาน Vancomycin โดยมีค่า MIC/MBC เท่ากับ 2/2 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร นอกจากน้ียงัพบว่าส่วนท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายท่ีมีขั้วปานกลางจะมีประสิทธิภาพในการ
ตา้นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคไดดี้กว่าเม่ือเทียบกบัส่วนสกดัดว้ยตวัทาํละลายท่ีมีขั้วสูง (ภาวนา พนมเขต 
และคณะ, 2011) จึงนาํสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ไปทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ 
S. epidermidis ท่ีแยกไดจ้ากรอยสิวในการทดลองต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.2 ค่า MIC และ MBC สารสกัดจากนํ้าเล้ียงเช้ือและเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ยตวั                           
                     ทาํละลายชนิดต่าง ๆ ต่อเช้ือ S. epidermidis สายพนัธ์ุมาตรฐาน 

สารสกดัเห็ดเรืองแสง S. epidermidis ATCC 12228 S. epidermidis ATCC 35984 

 MIC  
(μg/ml) 

MBC 
(μg/ml) 

MIC  
(μg/ml) 

MBC  
(μg/ml) 

นํ้าเล้ียงเช้ือสกดัดว้ย hexane 2 2 4 4 
นํ้าเล้ียงเช้ือสกดัดว้ย dichloromethane 2 2 2 2 
นํ้าเล้ียงเช้ือสกดัดว้ย ethyl acetate 4 4 4 4 
เสน้ใยสกดัดว้ย hexane >128 >128 >128 >128 
เสน้ใยสกดัดว้ย dichloromethane 8 8 4 4 
เสน้ใยสกดัดว้ย ethyl acetate 128 >128 >128 >128 
vancomycin 1 1 1 1 

    
4.2.2 ผลการหาค่า MIC และ MBC ของสารสกัดนํ้าเลี้ยงเช้ือเห็ดเรืองแสงที่สกัดด้วย 

dichloromethane ต่อเช้ือ S. epidermidis สายพนัธ์ุทีแ่ยกได้จากรอยสิว  
  

ผลการทดลองพบวา่ สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane มี 
ฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 (สายพนัธ์ุมาตรฐานท่ีสร้างไบโอฟิลม์) S. epidermidis  
ATCC 12228 (สายพนัธุ์มาตรฐานท่ีไม่สร้างไบโอฟิลม์) และเช้ือ S. epidermidis ท่ีแยกจากรอยสิว
จาํนวน 10 ไอโซเลท (S. epidermidis NPRC 011-020) โดยมีค่า MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 1-2 ไมโคร- 
กรัม/มิลลิลิตร ดงัตารางท่ี 4.3  
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จากการศึกษาฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือ S. epidermidis ของสารสกดัเห็ดสายพนัธุ์ต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ เห็ดสายพนัธุ์ Cantharellus cibarius, Fistulina hepatica, Lepista nuda, Russula delica 
และ Tricholoma portentosum มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. epidermidis โดยมีค่า 
MIC เท่ากบั 10-20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Alves, Ferreira, Martins, & Pintado, 2012) เห็ดสายพนัธ์ุ 
Agaricus bisporus, Hygrophorus agathosmus, Lentinus edodes, Pleurotus sajor-caju, Suillus 
collitinus โดยค่า MIC เท่ากบั 7.81-62.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Alves, et al., 2012) 

 
นอกจากน้ีผลการวิจยัของ Kamonwannasit et al. (2013) พบว่าสารสกดัใบกฤษณา

มีฤทธ์ิย ับย ั้ งการเจริญเติบโตของเ ช้ือ  S. epidermidis  โดยมีค่า  MIC/MBC เท่ากับ  6/12 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และยงัพบว่าสารฟลาโวนอยด์ท่ีได้จากการสกัดพืชสายพนัธ์ุ Elaeagnus 
glabra และตน้คีเปล (Stelechocarpus burahol) สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. epidermidis 
ได ้โดย Elaeagnus glabra มีค่า MIC เท่ากบั 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และตน้คีเปลมีค่า MIC/MBC 
เท่ากบั 60/500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Nishino et al., 1987; Indariani, Hidayat, Darusman, & Batubara, 
2017) จากการวิจัยดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า สารสกัดจากนํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย 
Dichloromethane มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. epidermidis ไดดี้ เน่ืองจากมีค่า MIC/ MBC 
นอ้ยกว่าสารสกดัชนิดอ่ืน ๆ  
 
ตารางท่ี 4.3 ค่า MIC และ MBC ของสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อเช้ือ                      
                     S. epidermidis ท่ีแยกไดจ้ากรอยสิว 

เช้ือ S. epidermidis สารสกดั vancomycin 
MIC (μg/ml) MBC (μg/ml) MIC (μg/ml) MBC (μg/ml) 

S. epidermidis ATCC 35984 2 2 1 1 
S. epidermidis ATCC 12228 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 011 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 012 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 013 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 014 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 015 1 1 0.5 0.5 
S. epidermidis NPRC 016 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 017 2 2 1 1 
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ตารางท่ี 4.3 ค่า MIC และ MBC ของสารสกดัจากนํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อเช้ือ                      
                    S. epidermidis ท่ีแยกไดจ้ากรอยสิว (ต่อ) 

เช้ือ S. epidermidis สารสกดั vancomycin 
MIC (μg/ml) MBC (μg/ml) MIC (μg/ml) MBC (μg/ml) 

S. epidermidis NPRC 018 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 019 2 2 1 1 
S. epidermidis NPRC 020 1 1 0.5 0.5 

 

4.3 ฤทธ์ิฆ่าเช้ือ S. epidermidis ของสารสกัดเห็ดเรืองแสง 
 

จากการทดสอบ Time-kill Assay ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงต่อเช้ือ S. epidermidis 
ATCC 35984 พบว่าสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 4MIC (8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ 
2MIC (4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือ โดยเช้ือลดลง ≥ 1log CFU/ml ท่ีเวลา 1 ชั่วโมง 
และไม่พบการเจริญของเช้ือท่ีเวลา  2 ชั่วโมงและ  6 ชั่วโมง  โดยท่ีความเข้มข้น  4MIC (8  
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ไม่พบการเจริญของเช้ือในช่วงเวลาหลงัจาก 2 ชัว่โมง ส่วนสารสกดัท่ีความ
เขม้ขน้ MIC (2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม 
เน่ืองจากเช้ือมีการเจริญตํ่ากว่าชุดควบคุมในทุกช่วงเวลา และสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 1/2MIC (1 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ 1/4MIC (0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ไม่พบการยบัย ั้งการเจริญ เติบโตของ
เช้ือในทุกช่วงเวลาเมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ดงัแสดงรูปท่ี 4.1 ซ่ึงการวิจยัของ Saising et al. 
(2011) ไดท้าํการทดสอบการยบัย ั้งเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ดว้ยสารสกดัใบกระทุ พบว่า
สามารถฆ่าเช้ือไดท่ี้เวลา 16 ชัว่โมง และพบว่าสารสกดั Tea-Tree Oil ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์มีฤทธ์ิ
ในการการยบัย ั้งเช้ือ S. epidermidis โดยการเจริญของเช้ือลดลงท่ีเวลา 1 ชัว่โมง (Brady, Loughlin, 
Gilpin, Kearney & Tunney, 2006) นอกจากน้ี  Chovanova, Mikulasova and Vaverkova (2013) 
พบว่าสารสกดัตน้เสจ (Salvia officinalis) ความเขม้ขน้ 1/2MIC สามารถยบัย ั้งเช้ือ โดยเช้ือลดลง 
≥1log CFU/ml ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง จากการวิจยัแสดงใหเ้ห็นวา่ สารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสง มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งการเจริญและฆ่าเช้ือไดดี้  
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รูปท่ี 4.1 ผล Time-kill Assay  ของสารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane  

ต่อเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 
 

4.4 ผลการคัดเลือกเช้ือ S. epidermidis สายพนัธ์ุที่สร้างไบโอฟิล์ม 
  

การคดัเลือกเช้ือ S. epidermidis สายพนัธ์ุท่ีสร้างไบโอฟิลม์จากความสามารถในการสร้าง                 
ไบโอฟิลม์ของเช้ือ โดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร โดย
เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือกบัของ Negative Control พบว่าเช้ือ S. epidermidis ATCC 
35984 มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์มาก ส่วนเช้ือ S. epidermidis  NPRC012, NPRC014, 
NPRC016, NPRC017, NPRC018 และ NPRC019 พบว่าเช้ือมีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์
ปานกลาง และสําหรับเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis  NPRC011, NPRC013, 
NPRC015, และ NPRC020 มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์เล็กนอ้ย ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 ซ่ึง
เช้ือ S. epidermidis สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างไบโอฟิลม์ เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความผดิปกติของยนี ica (Ziebuhr 
et al., 1999) และเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228 เป็นเช้ือสายพนัธุ์ท่ีไม่มีการสร้างไบโอฟิล์ม 
(Zhang et al., 2003) 
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จากการศึกษาของ Williams and Bloebaum (2010) ทดสอบความสามารถในการสร้าง                   
ไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ Environmental Scanning 
Electron Microscope (ESEM) พบว่าท่ีเวลา 48 ชัว่โมงเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 มีการสร้าง                   
ไบโอฟิลม์ จากผลการทดลองจึงนาํเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ซ่ึงพบว่ามีความสามารถในการ
สร้างไบโอฟิลม์ไปใชใ้นการทดสอบการยบัย ั้งและการทาํลายไบโอฟิลม์ของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง
ต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.4 ความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis สายพนัธ์ุมาตรฐานและ 
                    สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากรอยสิว 

เช้ือ S. epidermidis ความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ 
S. epidermidis ATCC 35984 สร้างไบโอฟิลม์มาก 
S. epidermidis ATCC 12228 สร้างไบโอฟิลม์เลก็นอ้ย 
S. epidermidis NPRC 011 สร้างไบโอฟิลม์เลก็นอ้ย 
S. epidermidis NPRC 012 สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
S. epidermidis NPRC 013 สร้างไบโอฟิลม์เลก็นอ้ย 
S. epidermidis NPRC 014 สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
S. epidermidis NPRC 015 สร้างไบโอฟิลม์เลก็นอ้ย 
S. epidermidis NPRC 016 สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
S. epidermidis NPRC 017 สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
S. epidermidis NPRC 018 สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
S. epidermidis NPRC 019 สร้างไบโอฟิลม์ปานกลาง 
S. epidermidis NPRC 020 สร้างไบโอฟิลม์เลก็นอ้ย 

 

4.5 ฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสงต่อการยบัยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis 
 

จากการทดลองการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ของ
สารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ความเขม้ขน้ 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC 
และ 1/16MIC ซ่ึงความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์เป็นหน่ึงใน Virulence Factor ของเช้ือ S. epidermidis 
(Saising et al., 2012) พบว่าสารสกดัเห็ดเรืองแสงดงักล่าวมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ โดย
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์เพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของสารสกดัเห็ดเรืองแสง กล่าวคือ
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มีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์ม เท่ากับ 29.79, 23.88, 20.83 และ 16.40 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลาํดบั แต่สารสกดัเห็ดเรืองแสงสกดัดว้ย Dichloromethane มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์
ไดน้อ้ยกว่ายามาตรฐาน (Vancomycin) โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์เท่ากบั 54.64, 
50.91, 36.25 และ 24.74 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 

 
จากการวิจยัของ Giraldo et al. (2003) พบวา่สาร Allicin จากกระเทียม (Allium sativum) ท่ี

ความเขม้ขน้ MIC สามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ได ้และยงัมีการศึกษาพบว่า 
สารสกดัจากตน้ชุมเห็ดเทศ (Cassia alata) มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis 
ATCC 35984 โดยปริมาตรสาร 0.1-1.0 มิลลิกรัม มีเปอร์เซ็นตก์ารสร้างไบโอฟิลม์ลดลงเม่ือเทียบกบั
ชุดควบคุม (Saito et al., 2012) นอกจากน้ี  Kuzma, Rozalski, Walencka, Rozalska, and Wysokkinska 
(2007) พบวา่สาร Salvipisone จาก Salvia sclarea สามารถใชเ้ป็นสารตา้นไบโอฟิลม์ของ Staphylococci 
ท่ีด้ือยาได ้จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่า สารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย 
Dichloromethane มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์เช่นเดียวกบัสารสกดัชนิดอ่ืน ๆ 

 
รูปท่ี 4.2 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ของสารสกดั

จากนํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane และ Vancomycin 
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4.6 ฤทธ์ิของสารสกัดเห็ดเรืองแสงต่อการทาํลายไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis 
 

จากการทดลองการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ของสารสกดั
จากนํ้ าเล้ียงเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ความเขม้ขน้ 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ 
1/16MIC พบว่าสารสกดัเห็ดเรืองแสงไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิล์มเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม                           
โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารทาํลายไบโอฟิลม์ เท่ากบั 2.21, 0.80, 0.29 และ 0.07 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั ส่วน 
Vancomycin ท่ีใชเ้ป็น Positive Control ในการทดสอบนั้นพบว่าท่ีความเขม้ขน้ 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC 
และ 1/16MIC มีเปอร์เซ็นต์การทาํลายไบโอฟิล์ม เท่ากบั 2.16, 1.83, 0.40 และ 0.19 ตามลาํดบั                  
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเขม้ขน้ของสารสกดัและยามาตรฐาน 
Vancomycin ไม่เหมาะสมต่อการทดลอง เน่ืองจากสารท่ีมีความเขม้ขน้ ≥MIC น่าจะมีฤทธ์ิในการ
ทาํลายไบโอฟิลม์  

 
จากงานวิจยัของจากผลงานวิจยัของ El-Azizi, Rao, Kanchanapoom and Khardori (2005) 

ทดสอบฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis โดยใชย้าปฏิชีวนะ 3 ชนิด คือ Vancomycin, 
Quinupristin/Dalfopristin และ Linezolid ความเขม้ขน้ ≥MIC การทดสอบพบว่ายาปฏิชีวนะมีฤทธ์ิในการ
ทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis และ Sakimura et al. (2015) ไดท้าํการศึกษาฤทธ์ิในการ
ทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ของยาปฏิชีวนะ Vancomycin ท่ีความเขม้ขน้ MIC-32MIC 
ซ่ึงพบว่ายา Vancomycin ความเขม้ขน้ 16MIC และ 32MIC ยามีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ 
S. epidermidis โดยมีปริมาณเช้ือลดลงจากประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร เหลือเพียง 0-103 CFU/มิลลิลิตร 
นอกจากน้ียงัพบว่ายาปฏิชีวนะ Vancomycin ความเขม้ขน้ MIC-8MIC ยาดังกล่าวมีฤทธ์ิใน
การทาํลายไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis โดยค่ามวลของไบโอฟิล์มที่ได้จากการวดัค่า 
OD570 ลดลงจากประมาณ 1.5-1.6 เหลือเพียง 0-1.2 (Laplante & Mermel, 2009) 

 
ดงันั้นสารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ในความเขม้ขน้ ≥ MIC 

อาจมีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ซ่ึงจาํเป็นตอ้งศึกษาต่อไป  
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รูปท่ี 4.3 เปอร์เซ็นตก์ารทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ของสารสกดัจาก 

นํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane และ Vancomycin 
 

4.7 ลักษณะไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC 35984 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ  
ส่องกราด (SEM)  
 

จากการศึกษาการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ SEM พบว่าสารสกัดนํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย Dichloromethane ความ
เขม้ขน้ 1/2MIC มีความสามารถในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ แต่สามารถยบัย ั้งการสร้าง               
ไบโอฟิล์มของเช้ือได้น้อยกว่ายา Vancomycin เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 4.4 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ คือ จากรูปท่ี 4.4 ลกัษณะไบโอฟิลม์ของชุด
ทดลองมีความหนาแน่นของไบโอฟิลม์นอ้ยกว่าในชุดควบคุม (1 เปอร์เซ็นต ์DMSO) แต่ยงัหนาแน่น
มากกวา่ชุด Vancomycin  
 

จากการศึกษาลกัษณะการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ SEM พบว่าสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ความ
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เขม้ขน้ 1/2MIC ไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม ดงัรูปท่ี 4.5 ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการทดลองการทาํลายไบโอฟิลม์ คือ สารสกดัและยา Vancomycin มีเปอร์เซ็นตก์าร
ทาํลายไบโอฟิล์มตํ่าเม่ือเทียบกับชุดควบคุม จากการวิจัยของ Saising et al. (2011) ท่ีศึกษา
ลกัษณะไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ท่ีสร้างข้ึนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 5 วนั 
จากนั้นทดสอบการทาํลายไบโอฟิล์มดว้ยสารสกดัใบกระทุ พบว่าสารสกดัใบกระทุความเขม้ขน้ 
16MIC มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ Kamonwannasit et al. (2013) ยงัพบว่าสารสกดัจากใบ
กฤษณา ความเขม้ขน้ MIC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis ได้ 
โดยลกัษณะเซลลข์องเช้ือการบวมและบิดเบ้ียวหลงัการบ่มเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดงันั้นสารสกดั
เห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ในความเขม้ขน้ ≥MIC อาจมีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์  
ซ่ึงจาํเป็นตอ้งศึกษาต่อไป และ Wang, Qiu, Yao, Tang, Dai, and Zhu (2009) ศึกษาลกัษณะของ                 
ไบโอฟิล์มของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 และ S. epidermidis ATCC 12228 ที่ทดสอบ
ดว้ยสารสกดั  Berberine  ≥30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าเช้ือ S. epidermidis 
ATCC 35984 สร้างไบโอฟิลม์มากเม่ือศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ SEM และ S. epidermidis ATCC 
12228 ไม่มีการสร้างไบโอฟิลม์เม่ือศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ SEM 
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รูปที่ 4.4 ลกัษณะการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเชื้อ S. epidermidis ATCC 35984 โดยสารสกดันํ้ าเลี้ยงเชื้อที่สกดัดว้ย Dichloromethane  

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ แบบส่องกราด (SEM) 1 เปอร์เซ็นต ์DMSO (A) สารสกดันํ้าเลี้ยงเชื้อเห็ดเรืองแสงสกดัดว้ย  
Dichloromethane ความเขม้ขน้ 1/2MIC  (B) และยา Vancomycin ความเขม้ขน้ 1/2MIC (C) 

 
 
 
 

A B C 
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รูปที่ 4.5 ลกัษณะการทาํลายไบโอฟิลม์ของเชื้อ S. epidermidis ATCC 35984 โดยสารสกดันํ้าเลี้ยงเชื้อที่สกดัดว้ย Dichloromethane 

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM) 1 เปอร์เซ็นต ์DMSO (A) สารสกดันํ้าเลี้ยงเชื้อเห็ดเรืองแสงสกดัดว้ย 
Dichloromethane ความเขม้ขน้ 1/2MIC  (B) และยา Vancomycin ความเขม้ขน้ 1/2MIC (C) 

A B C 
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4.8 ฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสงในการยบัยั้งการสร้างเอนไซม์ Lipase และ Protease  

ของเช้ือ S. epidermidis  
 

จากการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์ Lipase ของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรือง
แสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 พบว่าเช้ือมีการสร้างโซนใสรอบ  ๆ
โคโลนี ดังรูปท่ี 4.6 โดยโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของเช้ือท่ีทดสอบด้วยสารสกัดความเข้มข้น 
1/2MIC, 1/4MIC และชุดควบคุม (1 เปอร์เซ็นต ์DMSO) มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางเท่ากบั 1.2, 1.4 
และ 1.8 เซนติเมตร ตามลาํดบั ซ่ึงคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารเปล่ียนแปลงการสร้างเอนไซม ์Lipase ของ
สารสกัดเห็ดเรืองแสงความเข้มข้น  1/2 MIC และ  1/4MIC มีค่าเท่ากับ  22.22 และ  9.26 
เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั ดงัตารางท่ี 4.5 ดงันั้นสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 1/2MIC และ 1/4MIC มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase  

 
จากการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Protease ของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ด

เรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 พบว่าเช้ือไม่สร้างเอนไซม ์
Protease รูปท่ี 4.7  

 
การวิจยัของ Scazzocchioa, D’Auriaa, Alessandrinia and Pantanellab (2006) พบว่าสาร

สกดัจาก Propolis ท่ีความเขม้ขน้ 1/2MIC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซม ์Coagulase และ Lipase โดย
การสร้างเอนไซม์ lipase ของ S. aureus, S. epidermidis, S. homonis และ S. warnerii ลดลง  17-50 
เปอร์เซ็นต  ์เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม นอกจากน้ีมีสารฟลาโวนอยดที์่สกดัจาก Elaeagnus 
glaba สามารถยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์ Lipase ของเช้ือ S. epidermidis โดยการยบัย ั้งการสร้าง
เอนไซมจ์ะเพิ่มมากข้ึนตามความเขม้ขน้ของสารสกดั (Nishino et al., 1987) จากงานวิจยัของ จงกล 
สายสิงห์ (2551) พบว่าเช้ือ Coagulase-positive S. epidermidis ทั้งหมด 64 สายพนัธุ์ที่ทดสอบ 
สามารถสร้างเอนไซม ์Protease ไดเ้พียง 17 สายพนัธ์ุ ส่วนเช้ือ Coagulase-negative S. epidermidis 
ทั้งหมด 64 สายพนัธ์ุท่ีทดสอบ สามารถสร้างเอนไซม ์Protease ได ้56 สายพนัธ์ุ นอกจากน้ี Saising 
et. al. (2012) คดัแยกสายพนัธ์ุของเช้ือ Staphylococci ท่ีแยกไดจ้ากรอยสิว ยงัพบว่าเช้ือท่ีแยกไดจ้าก
รอยสิวส่วนใหญ่สามารถสร้างเอนไซม ์Lipase ไดม้ากกว่าเอนไซม ์Protease  
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รูปท่ี 4.6 ผลการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Lipase ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 
ของสารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ความเขม้ขน้  

1/2MIC (A), 1/4MIC (B) และ 1 เปอร์เซ็นต ์DMSO (C) 
 
ตารางท่ี 4.5 ค่าความสามารถในการยอ่ยสลาย และเปอร์เซ็นตก์ารเปล่ียนแปลงการสร้างเอนไซม ์Lipase  
                    ของสารสกดันํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อเช้ือ S. epidermidis  
                  ATCC 35984 

 ผลการทดสอบ ความเขม้ขน้ของสารสกดั 
1/2MIC 1/4MIC 

ความสามารถในการยอ่ยสลายของชุดควบคุม 2.57 2.57 
ความสามารถในการยอ่ยสลายของชุดทดลอง 2.00 2.33 
เปอร์เซ็นตก์ารเปล่ียนแปลงการสร้างเอนไซม ์lipase 22.22 9.26 

 

 
รูปท่ี 4.7 ผลการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์Protease ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 ของ 

สารสกดั นํ้าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ความเขม้ขน้ 
1/2MIC (A), 1/4MIC (B), และ 1 เปอร์เซ็นต ์DMSO (C) 

 

A B C 

A B A 
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บทที ่5 
 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลงานวจิยั 
 

การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย S. epidermidis ของสารสกดัจาก
เห็ดเรืองแสง N. nambi  ซ่ึงผลการศึกษาสามารถสรุปได้ดังน้ี สารสกัดนํ้ าเล้ียงเช้ือท่ีสกัดด้วย 
Dichloromethane มีนํ้ าหนกัมากท่ีสุดคือ 1.1650 กรัม คิดเป็นนํ้าหนกัสารสกดั 233.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
โดยสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงมีฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. epidermidis ไดดี้ท่ีสุดโดยมีค่า MIC/MBC 
เท่ากบั 2/2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือทดสอบ Time-kill Assay พบว่าสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีความ
เข้มข้น 4MIC (8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สามารถฆ่าเช้ือได้ท่ีเวลา 2 ชั่วโมง และไม่พบการ
เจริญเติบโตของเช้ือในช่วงเวลาถดัไป จากการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากนํ้าเล้ียงท่ีสกัดด้วย 
Dichloromethane ในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 พบวา่สารสกดั
สามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์ม โดยเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มเพิ่มข้ึนตาม
ความเขม้ขน้ของสารสกัด และสารสกัดดังกล่าวความเขม้ขน้ 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ 
1/16MIC ไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิล์ม  การทดสอบลักษณะไบโอฟิล์มภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ SEM พบวา่สารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ท่ีความเขม้ขน้ 
1/2MIC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ แต่ไม่มีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ ผลการทดสอบ
ฤทธ์ิของสารสกดันํ้ าเล้ียงเช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกดัดว้ย Dichloromethane ต่อการยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์
Lipase ของเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 พบว่าเปอร์เซ็นตก์ารเปล่ียนแปลงการสร้างเอนไซม ์Lipase 
เพ่ิมข้ึนตามความเขม้ขน้ของสารสกดัเห็ดเรืองแสง นอกจากน้ีพบว่าเช้ือ S. epidermidis ATCC 35984 
ไม่สร้างเอนไซม ์Protease  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

จากการศึกษาพบว่า สารสกัดจากเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ <MIC ไม่มีฤทธ์ิในการ
ทาํลายไบโอฟิล์ม ดังนั้นจึงควรศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ ≥MIC 
ในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ในโอกาสต่อไป รวมทั้งศึกษาลกัษณะไบโอฟิลม์ของ
เช้ือภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ SEM โดยการใชส้ารสกดัจากเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ ≥MIC ซ่ึง
น่าจะมีฤทธ์ิในการทาํลายไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. epidermidis ไดดี้ และหากตอ้งการพฒันาต่อยอดเป็น
ผลิตภณัฑรั์กษาสิวควรศึกษาฤทธ์ิดา้นอ่ืน ๆ ของสารสกดัเพิ่มเติม ดงัน้ี 

 
5.2.1 ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย Propionibacterium acnes เน่ืองจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุดงักล่าวเป็น

สาเหตุในการเกิดสิว 
 

5.2.2 ฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย ์เน่ืองจากจุลินทรยบ์างชนิด เช่น ยีสต ์รา และไวรัสบางชนิด 
นั้นสามารถก่อใหเ้กิดการติดเช้ือและเป็นสาเหตุของปัญหาสิวได ้ 

 
5.2.3 ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ เพื่อลดการอกัเสบซ่ึงอาจเกิดข้ึนจากสิวอกัเสบ 

 
5.2.4 ฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างไขมนั เพื่อลดการสร้างไขมนั หรือตา้นไขมนัท่ีผิวหนังของ

โฮสตส์ร้างข้ึน เพื่อลดการอุดตนัของไขมนัซ่ึงเป็นปัญหาสิว 
 
5.2.5 ฤทธ์ิในการลดระดับฮอร์โมน สารสกัดอาจมีฤทธ์ิในการการลดระดับการสร้าง

ฮอร์โมนเทสโทสเทอร์โรนในเพศชาย ซ่ึงเป็นสาเหตุทาํให้ต่อมไขมนับนผิวหนงัผลิตไขมนัมากข้ึน
รวมทั้งฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีร่างกายจะมีการผลิตมากข้ึนในช่วงท่ีเพศหญิงมีประจาํเดือน 

 
5.2.6 ฤทธ์ิในการรักษารอยแผลในผูป่้วยสิว ในสิวอกัเสบบางประเภทหลงัจากหายแลว้

อาจท้ิงร่องรอยแผลไว ้ 
 
5.2.7 ทดสอบความปลอดภยัของสารสกดั ควรทดสอบว่าสารสกดัมีความเป็นพิษ หรือ

เป็นอนัตรายต่อการนาํไปใชก้บัโฮสตห์รือไม่ อยา่งไร 
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