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ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงตอ่เชื้อ Staphylococcus spp. ท่ีเก็บจาก
ผิวหนังสุนัขและมือเจ้าของสุนัข 
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บทคัดย่อ: มะเขือพวง (Solanum torvum Sw.) เป็นพืชที่พบทั่วไปตามภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทย มี
สรรพคุณทางยาและใช้ในการรักษาโรคโดยวิธีแพทย์ทางเลือก การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสาร
สกัดหยาบใบมะเขือพวงซึ่งสกัดด้วย 95% เอทานอล ต่อแบคทีเรียที่เก็บจากผิวหนังสุนัขและมือเจ้าของสุนัข 
โดยแบคทีเรียดังกล่าวได้ถูกนํามาจําแนกคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์เบ้ืองต้นที่จําเพาะต่อ
แบคทีเรียในกลุ่ม Staphylococcus spp. แล้วนํามาทดสอบกับสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงด้วยวิธี  broth 
microdilution test ใน microtiter plate 96-well และนําสารละลายจาก microtiter plate 96-well มา
เพาะเช้ือต่อใน LB agar เพ่ือหาค่าความเข้มข้นตํ่าสุดในการการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย (MIC)  และค่า
ความเข้มข้นตํ่าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรียได้ (MBC) ตามลําดับ จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียพบเช้ือ 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sciuri แ ล ะ 
Staphylococcus chromogenes จากตัวอย่างทั้งสองแหล่ง ผลการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดหยาบใบมะเขือ
พวงต่อแบคทีเรีย พบว่าสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงสามารถยับย้ังและฆ่าแบคทีเรียดังกล่าวได้ทั้งหมด โดยมี
ค่า MIC และ MBC อยู่ในช่วง 3.91 - 62.5 mg/ml และมีฤทธ์ิต้านเช้ือ Staphylococcus chromogenes ได้
ดีที่สุด ผลจากการวิจัยในครั้งน้ีอาจนําไปสู่การพัฒนาใช้สารสกัดหยาบใบมะเขือพวงในการรักษาโรคผิวหนังที่
เกิดจากการติดเช้ือได้ต่อไป 
 
คําสําคัญ: ใบมะเขือพวง สารสกัดหยาบ ฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย สุนัข 
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Abstract: Solanum torvum Sw. is an alternative and traditional medicine plant which 
commonly found in Thailand. The aim of this study was to investigate the antibacterial activity 
of 95% ethanol crude extract of S. torvum SW. Leaves against pathogenic bacteria isolated from 
dog skin and owner hands (in vitro). The isolated bacteria were identified based on their 
biochemical characterization and determined their antibacterial activity of the extracts by using 
broth microdilution test in microtiter plate 96-well and subculturing into LB rich agar in order 
to explore the minimal inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentration 
(MBC), respectively. The bacterial characterization used in this experiment was specific to the 
Staphylococcus spp. which revealed Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus sciuri and Staphylococcus chromogenes in both of the sample sources. MIC 
and MBC were ranged between 3.91- 62.5 mg/ml and showed the greatest antibacterialactivity 
against Staphylococcus chromogenes. This study suggested that the extracts was promising for 
development in the treatment against pathogenic bacterial skin diseases in the future. 
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บทนํา 

ประเทศไทยต้ังอยู่ในเขตร้อนช้ืนซึ่งเหมาะต่อ
การเจริญเติบโตของพืชสมุนไพรต่างๆ รวมทั้งมะเขือ
พวงซึ่งพบได้ทั่วไปในทุกภูมิภาคของประเทศ มะเขือ
พ ว ง จั ด อ ยู่ ใ น ว ง ศ์  SOLANACEAE ( Solanum 

torvum Sw.) (โชติอนันต์ และคณะ, 2550) ในทาง
การแพทย์แผนโบราณได้นําส่วนต่างๆ ของมะเขือ
พวงมาใช้ในการรักษาโรค เช่น รากใช้พอกเท้าที่แตก
เป็นแผล ลําต้นช่วยย่อยอาหาร ขับปัสสาวะ (Kala, 
2005) แก้ไอ ขับเสมหะ (Siemonsma and Piluek, 
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1994) แก้ปวด ลดอักเสบ ทําให้เลือดหมุนเวียนได้ดี 
ใบใช้ห้ามเลือด เมล็ดในผลนํามาเผาไฟแล้วสูดดมเอา
ควัน บรรเทาอาการปวดฟัน (Ndebia et al., 2007; 
Agrawal et al., 2010) เป็นต้น ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา
ของสารสกัดจากส่วนประกอบต่างๆ ของมะเขือพวง
ขึ้นอยู่กับชนิดตัวทําละลายและวิธีการที่ใช้ในการสกัด 
พบว่ามีองค์ประกอบของสารเคมีหลายชนิด ได้แก่ 
glycoside, triterpenes, steroids, phytosterol 
( Nithyadevi and Sivakumar, 2015)  tannins, 
saponins, phenolic compounds ( Arif and 
Fareed, 2011)  alkaloids, flavonoids ( Chah et 
al., 2000) phenol (Thenmozhi and Mahadeva. 
2 0 1 2 )   isoflavonoid sulfate, steroidal 
glycoside (Arthan et al., 2002) chlorogenone 
และ neochlorogenone (Mohan and Bhandare, 
2012) เป็นต้น  

มะเขือพวงเป็นพืชสมุนไพรที่มีสรรพคุณในการ
รักษาโรคหลายชนิดจึงมีนักวิจัยหลายท่านให้ความ
สนใจในการทดสอบฤทธ์ิของสารพฤกษเคมีที่เป็น
องค์ประกอบในส่วนประกอบต่าง ๆ ของมะเขือพวง 
ได้แก่ ใบ ดอก ผล ลําต้น และราก เป็นต้น จาก
การศึกษาของ Chah et al. (2000) พบว่าสารสกัด
หยาบจากผลมะเขือพวงมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียและ
เ ช้ือราก่อโรคหลายชนิดที่แยกได้จากผู้ ป่วยใน
โรงพยาบาล และเช้ือมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบ ซึ่ง
ไ ด้ แ ก่  เ ช้ื อ  Actinomyces pyogenes, Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella typhimurium, S. aureus, 
Streptococcus pyogenes, Aspergillus niger 
และ Candida albicans และจากการศึกษาของ 
Bari et al. (2010) พบว่าสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ 

ของมะเขือพวงมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียหลายชนิด 
โดยสารสกัดหยาบจากดอกมีฤทธ์ิ ยับย้ังเ ช้ือ  S. 
aureus,  B. cereus, S. typhi แ ล ะ  Shigella 
dysenteriae สารสกัดหยาบจากก้านและลําต้นมี
ฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือ S. aureus, B. cereus และ S. 
typhi สารสกัดหยาบจากรากมีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือ 
S. aureus, B. cereus, S. --haemolyticus และ 
S. typhi และสารสกัดหยาบจากใบมีฤทธ์ิยับย้ังเช้ือ 
S. dysenteriae ได้ นอกจากน้ียังมีการศึกษาที่พบว่า
สารสกัดหยาบจากใบมะเขือพวงด้วยตัวทําละลาย
ชนิดต่างๆ สามารถต้านเช้ือแบคทีเรียและราหลาย
ชนิดไ ด้อ ย่างมีประสิท ธิภาพ  อาทิ  Pyricularia 
oryzae, Bipolaris oryzae, Alternaria alternate, 
Tricoconis padwickii, Drechslera tetramera, 
Curvularia lunata, Fusarium moniliformae, 
และ  Xanthomonas oryzae ซึ่ ง ก่อโรคในเมล็ด
พันธ์ุข้าว (Lalitha et al., 2010) และต่อต้านเช้ือรา
และแบคทีเรียจากคลัง (stock) ในห้องปฏิบัติการ 
อ าทิ  B. cereus, S. aureus, E. coli, Aspergillus 
flavus และ C. albicans เป็น (Ajiaiiyeoba, 1999) 
การศึกษาของ Naimon et al. (2015) พบว่าสาร
สกัดหยาบใบมะเขือพวงสามารถยับย้ังและฆ่าเช้ือ
มาตรฐานท่ีนํามาทดสอบซึ่งได้แก่ เช้ือ S. aureus 
ATCC 25923, S. intermedius DMST 11465, S. 
epidermidis ATCC12228, B. cereus ATCC 
11778 และ P. aeruginosa ATCC 11778 

แม้ว่าการแพทย์แผนโบราณและแผนปัจจุบัน
ยังมีแนวคิดและหลักการในการใช้สมุนไพรรักษาโรค
ที่แตกต่างกัน แต่การประยุกต์หรือเลือกใช้สมุนไพรให้
เหมาะสมตามความจําเป็น หรือใช้ควบคู่กันกับการ
รักษาทางการแพทย์แผนปัจจุบัน อาจเป็นแนวทาง
หน่ึงในการรักษาโรคให้ประสบความสําเร็จ และส่งผล



ณัฐกาญจน์ นายมอญ และคณะ / สัตวแพทย์มหานครสาร. 2561. 13(2): 199-211. 

202 

ต่อการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศได้ดีย่ิงขึ้นจาก
การใช้สมุนไพรซึ่งเป็นพืชที่หาได้ง่ายในแต่ละท้องถิ่น 
(พร้อมจิต และรุ่งระวี, 2553)  ปัจจุบันผู้คนเริ่มให้
ความสําคัญในการดูแลสุขภาพด้วยการใช้ผลิตภัณฑ์
ที่มาจากธรรมชาติมากขึ้น และมีแนวโน้มที่สมุนไพร
อาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการนํามาใช้ในทาง
การแพทย์ เ น่ืองจากมีข้อมูลการศึกษาวิจัยพืช
ส มุ น ไ พ ร ช นิ ด ต่ า ง ๆ  โ ด ย ก า ร ท ด ส อ บ ท า ง
ห้องปฏิบั ติการ  และคิดค้นผลิตภัณฑ์ที่ทํ าจาก
สมุนไพรอย่างแพร่หลายมากขึ้น (Oluyege and 
Adelabu, 2010) อย่างไรก็ตามสิ่งสําคัญของการ
ผลิตยาหรือผลิตภัณฑ์ต่างๆ จากพืชสมุนไพรควรต้อง
คํานึงถึงวิธีการเตรียมสมุนไพรในข้ันตอนการผลิต 
ได้แก่ การเพาะปลูก การเก็บเก่ียว การทําให้แห้ง การ
แยกสิ่งปลอมปน การบรรจุหีบห่อ และการเก็บรักษา 
ซึ่งมีผลกระทบโดยตรงต่อปริมาณและคุณภาพของยา
สมุนไพร เพ่ือรักษาคุณภาพของสารสําคัญซึ่งเป็นสาร
ออกฤทธ์ิ (วันดี, 2534)  

โดยท่ัวไปบริเวณผิวหนังของสุนัขสามารถพบ
เช้ือแบคทีเรียประจําถิ่น (normal flora) ซึ่งในภาวะ
ปกติ ไม่ ก่อ ใ ห้ เ กิด โรค  (Hoffmann et al., 2014) 
เน่ืองจากผิวหนังปกติมีสภาพที่ไม่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของจุลชีพเพราะมีลักษณะแห้งและมี
เหง่ือซึ่งประกอบไปด้วยเกลือที่มีความเข้มข้นสูง 
รวมทั้งการขับกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวที่มีคุณสมบัติทํา
ให้ผิวหนังชุ่มช้ืนและสามารถฆ่าเช้ือโรคได้ แต่เมื่อ
ผิวหนังได้รับบาดเจ็บ เช่น ถูกกัดหรือข่วนจากสัตว์ 
ถูกกระทบกระแทกจนทําให้เกิดบาดแผล หรือแผล
จากการผ่าตัดซึ่งทําให้ผิวหนังอ่อนแอและอาจมีการ
ติดเช้ือตามมาได้  ซึ่งการติดเช้ือที่ผิวหนังมักพบว่ามี
ส า เห ตุ เ กิดจาก เ ช้ื อจุ ล ชีพหลายช นิด  เ ช่น  S. 
intermedius, S. epidermidis, S.  aureus,  S. 

pyogenes, Clostridium tetani, C. albicans, P. 
aeruginosa, Pasteurella muitocida, Proteus 
sp., E. coil และ  Klebsiella sp. เ ป็น ต้น  ( อิสยา 
และพรทิพย์, 2553; Muthezhilan, et al., 2014)   
 การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงต่อ
แบคทีเรียประจําถิ่นในกลุ่ม  Staphylococcus spp. 
จากผิวหนังสุนัขและมือเจ้าของสุนัข ซึ่งปัจจุบันการ
เลี้ยงสุนัขค่อนข้างมีความใกล้ชิดกับมนุษย์มากขึ้น จึง
มีโอกาสที่จะเกิดการถ่ายทอดเช้ือโรคระหว่างกันได้
โดยง่าย ซึ่งอาจเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขตามมาได้ 
ผลการศึกษาดังกล่าวอาจนํามาใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐาน
เพ่ือประยุกต์ใช้สารสกัดหยาบใบมะเขือพวงในการ
รักษาการติดแบคทีเรียที่ผิวหนังสุนัขได้ต่อไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

แหล่งที่มาของใบมะเขือพวง 
ใบมะเขือพวงที่ ใ ช้ในการวิจัยเก็บจากต้น

มะเขือพวงที่ขึ้นอยู่ตามธรรมชาติในเขตพ้ืนที่ ตําบล
และ  อํา เภอทุ่ ง ช้ าง  จั งหวัดน่าน  ในช่วงเ ดือน
พฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2554 และได้รับ
การรับรองเอกลักษณ์ โดยสํานักงานหอพรรณไม้ กรม
อุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธ์ุพืช ประเทศไทย 
(รหัส BKF 186114) 
การเตรียมสารสกัดหยาบใบมะเขือพวง 

นําใบมะเขือพวงมาทําความสะอาด แล้วตาก
ให้แห้งในที่ร่มประมาณ 1 สัปดาห์ นํามาปั่นให้เป็น
ช้ินเล็กๆ โดยเครื่องป่ันเอนกประสงค์ ที่ความเร็ว  
20,000 รอบ/วินาที จากน้ันนําผงใบมะเขือพวงแช่ใน 
95 % เอทานอล ( อัตราส่วน  1:10) เ ป็นเวลา 1 
สัปดาห์ กรองแยกสารสกัดออกจากผงใบมะเขือพวง
ด้วยสําลี และกระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman 
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No.1) ตามลําดับ นําสารสกัดที่ได้เข้าสู่ขั้นตอนการ
ระเหยตัวทําละลายโดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศ 
( rotary evaporator N-1001: EYELA)  จากนั้ น
เก็บสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงที่ระเหยตัวทําละลาย
ไว้ในขวดทึบแสงที่ อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะนํามาใช้งาน  
การเตรียมสารละลายสารสกัดหยาบใบมะเขือพวง 

นําสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงที่ เ ก็บไว้ที่
อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส มาละลายใน 1% 
phosphate buffer saline (PBS) อั ต ร า ส่ ว น  1:1 
แล้ ว นํ า ไป ป่ัน เห ว่ีย ง ด้ วย เค ร่ื อ ง  centrifuge ที่
ความเร็ว 13,000 รอบ/วินาที ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที เพ่ือแยกตะกอนท่ีอาจตกค้าง
อยู่ออกไป แล้วนําส่วนของ supernatant มาใช้ใน
การทดสอบกับแบคทีเรีย (ณัฐกาญจน์, 2557) 
แหล่งที่มาของเชื้อที่ใชใ้นการทดทอง 

ตัวอย่างแบคทีเรียเก็บจากผิวหนังสุนัขที่มี
สุขภาพดีที่เข้ารับบริการโปรแกรมการดูแลสุขภาพ
จากโครงการสัตว์เลี้ยงสุขภาพดี คณะเทคนิคการสัตว
แพทย์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน 

วิธีการเก็บเช้ือจากสุนัขโดยใช้สําลีพันปลายไม้
ปราศจากเช้ือป้ายผิวหนังสุนัขบริเวณจมูก ปาก และ
หัว และเก็บตัวอย่างจากมือเจ้าของสุนัขโดยล้างมือให้
สะอาดก่อนที่จะสัมผัสสุนัขบริเวณจมูก ปาก และหัว 
จากนั้นใช้สําลีปราศจากเชื้อพันปลายไม้ป้ายบริเวณ
มือ เจ้ าของสุ นัขทั นทีหลั งจากการสั มผั สสุ นั ข 
(ใบอนุญาตใช้สัตว์ทดลองเลขที่ ACKU 01557)  
การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์แบคทีเรียเบื้องต้น 

นําแบคที เรียที่ ไ ด้จากสุ นัขสุขภาพดีและ
เจ้าของสุนัขจํานวน 18 คู่ โดยเก็บจากผิวหนังสุนัข
บริเวณจมูก 18 ตัวอย่าง บริเวณปาก 18 ตัวอย่าง 
และบริเวณหัว 18 ตัวอย่าง และมือเจ้าของ 18 

ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 72 ตัวอย่าง มาตรวจพิสูจน์
เอกลักษณ์เบ้ืองต้นโดยดัดแปลงจากวิธีการของ 
Davis et al. (2014) ซึ่งมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ จุ่มแช่
สําลีพันปลายไม้ใน stuart transport medium และ
นําไปเพาะเช้ือในห้องปฏิบัติการภายใน 8 ช่ัวโมง แล้ว
จุ่มลงใน buffered peptone water (BPW) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร บ่ม (incubate) ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  นาน 18-24 ช่ัวโมง แล้วดูดเช้ือที่ขึ้นใน 
BPW ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด 
soybean casein digest medium ที่มี 7.5% NaCl 
บ่ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18-24 ช่ัวโมง 
นําเ ช้ือที่ขึ้นมาเพาะลงในอาหารเ ล้ียงเ ช้ือชนิด 
mannitol salt agar หลังจากบ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส   นาน 18-24 ช่ัวโมง แล้วจึงเลือก
โคโลนีที่มีลักษณะคล้าย Staphylococcus spp. มา
ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด nutrient agar เพ่ือนํามา
ย้อมสีแกรม ทดสอบโคแอกูเลส (coagulase test) 
และคาตาเลส (catalase test) โดยเช้ือที่ติดสีแกรม
บวก รูปร่างกลม และให้ผลบวกต่อการทดสอบคา
ตาเลสจะถูกเลือกเพ่ือทําการทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
(วัชรินทร์ และคณะ, 2553) 
ก า ร ท ด ส อ บ คุ ณ ส ม บั ติ ท า ง ชี ว เ ค มี ข อ ง 
Staphylococcus spp.  

เลือกเฉพาะแบคที เรียที่มีลักษณะคล้าย 
Staphylococcus spp. ซึ่งได้ตัวอย่างแบคทีเรียจาก
ผิวหนังสุนัขบริเวณจมูก 12 ตัวอย่าง บริเวณปาก 14 
ตัวอย่าง และบริเวณหัว 13  ตัวอย่าง และมือเจ้าของ 
18 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 57 ตัวอย่าง นํามาจําแนก
ชนิดในระดับสกุลและสปีชีร์ โดยใช้ชุดตรวจแบบ
สํ า เ ร็ จ รู ป  Api 20 staph ( API BioMerieux; 
France) ซึ่งมีทั้งหมด 20 ช่อง ภายในแต่ละช่องบรรจุ
ซับเสตรทที่เป็นตัวบ่งช้ีชนิดของเช้ือซึ่งอยู่ในรูปแบบ
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แห้ง ประกอบด้วย negative control, D-  glucose, 
D-fructose, D-mannose, D-maltose, D-lactose, 
D-trehalose, D-mannitol, xylitol, D-melibiose, 
nitrate de potassium, -naphtyl phosphate, 
sodium pyruvate, D-raffinose,  D-xylose, D-
saccharose, methyl  D- glucopyranoside, N-
acetyl-glucosamine, L-arginine และ urease เพ่ือ
ทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ทางชีวเคมี โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
เขี่ยเช้ือจาก stock มา 1 โคโลนี แล้วนํามา streak 
plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด Luria bertani’s rich 
agar: (LB agar) นํ า ไปบ่ ม  ที่ อุณห ภูมิ  37 องศา
เซลเซียส   นาน 18-24 ช่ัวโมง แล้วนํามาเตรียม
สารละลายเ ช้ือโดยละลายแบคที เรียใน sterile 
liquid paraffin ให้มีความขุ่นเท่ากับ McFarland 
No 0.5 จากน้ันดูดสารละลายเช้ือใส่ลงในช่องต่างๆ 
ของแถบ api แล้วนํามาใส่ถาดที่มีนํ้ากลั่นปิดฝา นําไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง 
แล้วอ่านผล จากนั้นนําตัวเลขที่ อ่านค่าได้จากชุด
ตรวจแบบสําเร็จรูปไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
apiwebTM  
การหาค่าความเข้มข้นตํ่าสดุในการยับย้ังแบคทีเรีย 
(minimum inhibitory concentration: MIC) 
และหาความเข้มข้นตํ่าสุดทีส่ามารถฆ่าแบคทีเรีย 
(minimum bactericidal concentration: 
MBC) ของสารสกัดหยาบใบมะเขือพวง 

นําแบคทีเรียที่ผ่านการทดสอบคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของ Staphylococcus spp. มาหาค่า MIC 
ตามวิธีของ Hutru and Bulet (1997) โดยแบคทีเรีย
ที่นํามาทดสอบต้องอยู่ในระยะที่เซลล์สามารถเจริญ
หรือแบ่งเซลล์ได้ โดยท่ัวไปจะใช้เช้ือที่มีอายุไม่เกิน 
24 ช่ัวโมง โดยเขี่ยจาก stock มา 1 โคโลนี ใส่ลงใน
อาหารเลี้ ยงเ ช้ือชนิดเหลว  Luria bertani’s rich 

medium: (LB broth)  นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง จากน้ันนําเช้ือที่ได้ใส่ลง
ใน 1% PBS ป่ันเหว่ียงด้วยเครื่อง centrifuge ที่
ความเร็ว 4,000 รอบต่อวินาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที ทําซ้ํา 4 ครั้ง โดยดัดแปลง
จากวิธีของ Bradford  et al. (2008)  จากน้ันนําไป
วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  ( OD) ด้ ว ย เ ค ร่ื อ ง 
spectrophotometer ค่าความขุ่นที่ OD600 nm = 
0.1 – 0.2 แล้วปรับความเข้มข้น (100 เท่า) และเจือ
จาง ด้วย  Poor broth medium: (PB broth) แล้ ว
นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ OD600 nm  ให้อยู่
ในช่วง 0.001 – 0.002 โดยความเข้มข้นของเช้ือที่ใช้ 
คือ 1x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร การหาค่าความเข้มข้น
ตํ่าสุดในการยับย้ังแบคทีเรียใน microtiter plate 
96-well มีขั้นตอนดังต่อไปน้ี 

(1) เติม PB broth 200 ไมโครลิตร ลงในแถว
ที่ 12 หลุม A-H เพ่ือใช้เป็น negative control 

(2) เติม 1%PBS 100 ไมโครลิตร ลงในแถวที่ 
1 หลุม A-H เพ่ือใช้เป็น solvent control  

(3) เติม PB broth 100 ไมโครลิตร ลงในแถว
ที่ 2-11 หลุม A เพ่ือใช้เป็น positive control 

(4) เติม PB broth 100 ไมโครลิตร ลงในแถว
ที่ 2-11 ในหลุม H แล้วเติมสารสกัดหยาบใบมะเขือ
พวง 100 ไมโครลิตร ลงในแถวท่ี 2 แล้วทํา 2-fold 
serial dilution จนถึงแถวที่ 11 ให้ดูดสารละลายท้ิง
ไป และเติม PB broth 100 ไมโครลิตร ลงในแถวที่ 
2-11 ในหลุม H อีกครั้ง เพ่ือใช้เป็น background 
สารสกัดจากหยาบใบมะเขือพวง ซึ่งมีทั้งหมด 10 
ระดับความเข้มข้น ได้แก่ 250 mg/ml, 125 mg/ml, 
62.5 mg/ml, 31.25 mg/ml, 15.63 mg/ml, 7.81 
mg/ml, 3.91 mg/ml, 1.95 mg/ml, 0.98 mg/ml, 
0.49 mg/ml ตามลําดับ 
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(5) เติม PB broth 100 ไมโครลิตร ลงในแถว
ที่ 2-11 หลุม B-G จากน้ันเติมสารสกัดหยาบใบ
มะเขือพวง 100 ไมโครลิตร ในแถวที่ 2 ของหลุม B-
G แล้วทํา 2-fold serial dilution จนถึงแถวที่ 11 ให้
ดูดสารละลายทิ้งไป ซึ่งมี 10 ระดับความเข้มข้น
เท่ากับแถว background (แถวที่ 2-11 หลุม H) เพ่ือ
ใช้เป็นกลุ่มทดสอบ 

 (6) เติมสารละลายแบคทีเรีย 100 ไมโครลิตร 
ในแถวที่ 1-11 ของหลุม A-G โดยสารละลายในแต่ละ
หลุมมีปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตร  

จากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เ ป็น เวลา  18-24 ช่ั ว โมง  แล้ ว เ ติม  p-Iodonitro 
tetrazolium chloride: INT (Sigma-Aldrich, USA) 
ซึ่งเป็นตัวบ่งช้ีการเจริญของแบคทีเรีย ลงไปทุกหลุมๆ 
ละ 40 ไมโครลิตร (0.2 mg/ml) (Elof, 1998) นําไป
บ่มอีกครั้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30-60 
นาที  แล้ว อ่านผล  โดยสัง เกตการเปลี่ ยนสีของ
สารละลายในแต่ละหลุมของกลุ่มทดสอบและกลุ่ม
ควบคุม หากพบว่าสารละลายในหลุมใดเปลี่ยนเป็นสี
ชมพูหรือม่วง แสดงว่ายังคงมีแบคทีเรียเจริญเติบโต
อยู่ดังน้ันสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงที่ความเข้มข้น
ในหลุมดังกล่าวไม่สามารถยับย้ังแบคทีเรียได้ ส่วน
หลุมที่ไม่พบการเปลี่ยนสีของสารละลาย แสดงผลว่า
สารสกัดหยาบใบมะเขือพวงสามารถยับย้ังแบคทีเรีย
ได้ ดังน้ันสารละลายในหลุมใดของกลุ่มทดลองที่ไม่
พบการเปลี่ยนสีดังกล่าวเป็นหลุมแรกจึงอ่านผลเป็น
ค่า MIC แล้วบันทึกผลการทดลอง  

จากน้ันหาค่า MBC โดยเลือกสารละลายจาก 
microtiter plate 96-well มา 3 ความเข้มข้น ได้แก่ 
สารละลายที่ให้ค่า MIC สารละลายที่ให้ค่า MIC ตํ่า 
(MIC-1) และสูง (MIC+1) (MIC+2) เพ่ือนํามา streak 
plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด LB agar และนําไป

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง 
จากน้ันอ่านผลการทดลอง โดยค่าความเข้มข้นของ
สารละลายจากหลุม ใดที่ ไม่พบการ เจ ริญของ
แบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือคือค่า MBC 

 
ผลการทดลองและวิจารณ ์

ผลการสกัดสารสกัดหยาบใบมะเขือพวง โดยใช้ 
95% เอทานอล เป็นตัวทําละลาย แล้วทําให้แห้งด้วย
เครื่องระเหยสุญญากาศ ได้ปริมาณสารสกัดหยาบ 
โดยคิดเป็นร้อยละ 9 (% yield) ของนํ้าหนักสารสกัด
หยาบเทียบกับนํ้าหนักผงแห้งของใบมะเขือพวง  

จากผลการทดสอบแบคทีเรียที่เก็บจากผิวหนัง
สุ นัขบริ เ วณจมูก  12 ตั วอ ย่าง  บริ เ วณปาก  14 
ตัวอย่าง และบริเวณหัว 13  ตัวอย่าง และมือเจ้าของ 
18 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 57 ตัวอย่าง นํามาเพาะเช้ือ
เพ่ือแยกชนิดโดยเลือกเฉพาะเช้ือที่มีลักษณะโคโลนี
คล้ าย  Staphylococcus spp. และนํามาพิ สู จ น์
เอกลักษณ์เบ้ืองต้นเพ่ือจําแนกชนิดของเช้ือในระดับ
สกุลและสปีชีร์ แล้วอ่านผลและนําไปวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม  apiwebTM stand alone V 1.2.1 เ พ่ือ
แ ยกช นิ ดขอ ง เ ช้ื อ กลุ่ ม  Staphylococcus spp. 
(Marples and Richardson, 1982) พบว่าเป็นเช้ือที่
อยู่ในกลุ่ม Staphylococcus spp. ทั้งหมดจํานวน 
15 ตัวอย่าง โดยแยกเป็นเช้ือที่เก็บจากผิวหนังสุนัข
บริเวณจมูก 3 ตัวอย่าง บริเวณปาก 4 ตัวอย่าง และ
บริเวณหัว 3  ตัวอย่าง และมือเจ้าของ 3 ตัวอย่าง 
และสามารถจําแนกเช้ือกลุ่ม Staphylococcus spp. 
ไ ด้ ทั้ ง ห ม ด  4 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  เ ช้ื อ  S.aureus, S. 
epidermidis, S. sciuri แ ล ะ  S. chromogenes 
(ตารางที่ 1) อ่านค่าโดยตัวเลขที่ได้จากชุดตรวจทาง
ชีวเคมีแบบสําเร็จรูป  แล้วนําไปวิ เคราะห์ ด้วย
โปรแกรม apiwebTM stand alone V 1.2.1 สามารถ
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ใช้ง่าย และมีความจําเพาะในการตรวจสูง โดยการ
อ่านค่าจาก % identification เพ่ือแยกชนิดของเช้ือ
ก ลุ่ ม  Staphylococcus spp. ซึ่ ง เ ป็ น ค่ า เ ฉพ า ะ 
เน่ืองจากโปรแกรมนี้ได้ทําการทดสอบและรวบรวม
สายพันธ์ุและสายพันธ์ุของต้นกําเนิดต่างๆ ที่ถูก
รวมอยู่ในฐานข้อมูล ซึ่งมีความแม่นยําในการระบุ
ชนิดของเช้ือในกลุ่ม Staphylococcus spp. ได้ถึง 
85-90% (Kloos and Wolfshohl, 1980) ซึ่งเป็นค่า
ทางชีวเคมีเบ้ืองต้น ถ้าให้ค่าสูงก็จะมีแนวโน้มเป็นเช้ือ
ชนิดน้ัน ๆ แต่ทั้งน้ีการเก็บจากบริเวณอวัยวะส่วนต่าง 
ๆ ของสุนัขและมือเจ้าของ เมื่อนํามาทดสอบเช้ือบาง
ตัวอาจจะทําปฏิกิริยาโคแอกูเลสและคาตาเลส ที่
ต่างกันจึงส่งผลทําให้ค่า % identification แตกต่าง
กันได้ จากนั้นนําเช้ือที่ได้มาใช้ในการทดสอบเพ่ือหา
ค่า MIC และ MBC กับสารสกัดหยาบใบมะเขือพวง 
โดยทําการทดสอบ 6 ซ้ํา ในแต่ละความเข้มข้นของ
สารสกัดหยาบใบมะเขือพวง  และพบว่าสารสกัด
หยาบใบมะเขือพวงสามารถยับย้ังการเจริญเติบโต
และฆ่าแบคทีเรียได้ทั้ง 4 ชนิดได้ โดยมีค่า MIC อยู่
ระหว่าง 3.91-31.25, 7.18, 31.25 และ 3.91 mg/ml 
ตามลําดับ และมีค่า MBC อยู่ระหว่าง 7.18-31.25, 
15.63-31.25, 62.5 และ  3.91 mg/ml ตามลํ า ดั บ 
โดยสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงสามารถยับย้ังการ
เจริญเติบโตและฆ่าเช้ือ S. chromogenes ได้ดีที่สุด 
โดยมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 3.91 mg/ml  ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Naimon et al. (2015) 
ซึ่งได้ทดสอบสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงที่สกัดด้วย 
95% เอทานอลกับเช้ือมาตรฐานซึ่งพบว่าสารสกัด
หยาบใบมะเ ขือพวงสามารถยับย้ังและฆ่า เ ช้ือ
แบคทีเรียในกลุ่ม Staphylococcus spp.  ได้แก่ S. 
aureus แล ะ  S. epidermidis ไ ด้ เ ช่ น เ ดี ย ว กั น 
อย่างไรก็ตามระดับความเข้มของสารสกัดหยาบใบ

มะเขือพวงมีผลยับย้ังและฆ่าแบคทีเรียดังกล่าวมี
ความแตกต่างกัน โดยความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ
ใบมะเขือพวงที่สามารถยับย้ังและฆ่าแบคทีเรียทั้ง 2 
ชนิดในงานวิจัยน้ีเท่ากับ 3.91-31.25 mg/ml และ 
7.18-31.25 mg/ml ตามลําดับ (ตารางที่ 1) ซึ่งมีค่า
ในการยับย้ังและฆ่าเช้ือแบคทีเรียที่ตํ่ากว่าและสูงกว่า
ค่าที่ศึกษาโดย Naimon et al. (2015) ซึ่งมีค่าเข้มข้น
ที่ยับย้ังและฆ่าเช้ือแบคทีเรียเท่ากับ 15.63 mg/ml  
อย่างไรก็ตาม เช้ือ S. aureus ที่เก็บจากมือเจ้าของ
สุนัขมีค่าความเข้มข้นในการยับย้ังการเจริญของเช้ือที่
สูงกว่า (31.25 mg/ml) ซึ่งปัจจัยที่ส่งผลต่อระดับ
ความเข้มข้นของสารกัดหยาบใบมะเขือพวงในการ
ยับย้ังและฆ่าแบคทีเรียที่แตกต่างกันอาจเน่ืองมาจาก
แหล่งที่มาของแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบมาจาก
แหล่งที่แตกต่างกัน รวมถึงปริมาณและคุณภาพ
ของพฤกษเคมีในสารสกัดหยาบที่ใช้ในแต่ละครั้งมี
ความแตกต่างกันด้วยสารต่างๆ อาทิ phenolic 
compounds, terpenoids,  saponins, alkaloids 
และ flavonoids ซึ่งเป็นส่วนประกอบในสารสกัด
หยาบใบมะเขือพวงมีผลยับย้ังและฆ่าแบคทีเรียได้ 
(Arumugam et al., 2016; Naimon et al., 2015; 
Thenmozhi and Mahadeva (2012) สารพฤกษ
เคมีดังกล่าวยังพบเป็นส่วนประกอบในพืชต่างๆ 
หล า ย ชนิ ด  ดั ง ตั ว อ ย่ า ง จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง 
Arunkumar and Mulhuselvam (2009) พบว่าสาร
สกัดใบว่านหางจระเข้ซึ่งมีส่วนประกอบของสารใน
ก ลุ่ ม  tannin, saponin, flavonoids แ ล ะ 
terpenoid มี ฤ ท ธ์ิ ต่ อ ต้ า น เ ช้ื อ  S. aureus, S. 
pyogenes, P. aeruginosa และ E. coli ที่ ก่อโรค
ทางคลินิกได้ และการศึกษาโดย Uma (2011) พบว่า
ส า รส กั ดหย าบ ใบ เนี ย มหู เ สื อ  (Plectranthus 
amboinicus ( Lour.)  Spreng. พ บ ส า ร ก ลุ่ ม  
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ตารางที่ 1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงต่อเช้ือแบคทีเรีย 

หมายเหตุ: อ่านผลและนําไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม apiwebTM stand alone V 1.2.1 เพ่ือแยกชนิดของเช้ือ  
 
phenolic compounds แ ล ะ  terpenoids เ ป็ น
องค์ประกอบซึ่งมีฤทธ์ิยับย้ังและฆ่าเช้ือจุลชีพได้  
(Gupta et al., 2011; Daglia, 2012) 

ปัจจุบันพบว่ามีการใช้พืชสมุนไพรเป็นตัวเลือก
สําหรับการรักษาโรคติดเช้ือ หรือนํามาใช้ประโยชน์
ในการฆ่าแบคทีเรียร่วมกับยาแผนปัจจุบัน (Tanaka 
et al., 2002; Chen et al., 2005) เน่ืองจากปัญหา
การ ด้ือยาปฏิ ชีวนะเ ร่ิมพบมากขึ้น  นอกจากน้ี
พฤติกรรมการเลี้ยงสุ นัขในยุคปัจจุบันที่ เจ้าของ
ค่อนข้างมีความใกล้ชิดกับสุนัขมากขึ้น  หากสุนัขหรือ
คนเกิดบาดแผลบริเวณผิวหนังโอกาสที่เช้ือประจําถิ่น
ที่มีอยู่บริเวณผิวหนังปกติอาจก่อความรุนแรงได้ง่าย
ขึ้น และอาจถ่ายทอดเช้ือไปมาระหว่างสุนัขและ

เจ้าของได้หากการรักษาสุขอนามัยไม่ดีพอ ซึ่งผิวหนัง
ของสุนัขบริเวณจมูก ปากและหัวมักเป็นบริเวณท่ี
ได้รับการสัมผัสจากมือของเจ้าของ และผลการ
ทดสอบโดยการเก็บตัวอย่างเช้ือแล้วนํามาพิสูจน์
เอกลักษณ์น้ัน พบว่าเช้ือที่เก็บจากผิวหนังของสุนัข
บริ เวณจมูก ปากและหัว และมือเจ้าของสุนัขมี
ความสัมพันธ์กัน เน่ืองจากผิวหนังบริเวณดังกล่าว
เป็นตําแหน่งที่สุนัขและคนมีโอกาสสัมผัสกันค่อนข้าง
บ่อยน่ันเองฤทธิ์ของสารสกัดหยาบใบมะเขือพวงที่
สกัดด้วย 95% เอธานอล ที่สามารถยับย้ังและฆ่า
แบคทีเรียดังผลการทดลองที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น
อาจนํามาต่อยอดพัฒนาสารสกัดหยาบใบมะเขือพวง
ให้อยู่ในรูปแบบผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพรเพ่ือใช้สําหรับ

Sample 
No. 

Name of 
bacteria 

Identification 
(%) 

Source of 
bacterial isolation 

MIC 
(mg/mL) 

MBC 
(mg/mL)

Human/Dog Area 
1 S. aureus 88.4 Dog Mouth 3.91 15.63 
2 S. aureus 97.7 Dog Head 7.18 15.63 
3 S. aureus 96.0 Dog Nasal 7.18 7.18 
4 S. aureus 88.4 Human Hand 31.25 31.25 
5 S. epidermidis  97.1 Dog Head 7.18 15.63 
6 S. epidermidis 95.7 Dog Nasal 7.18  31.25 
7 S. epidermidis 92.8 Human Hand 7.18 15.63 
8 S. sciuri 90.6 Dog Head 31.25 62.5 
9 S. chromogenes 89.7 Dog Mouth 3.91 3.91 
10 S. chromogenes 89.7 Dog Mouth 3.91 3.91 
11 S. chromogenes 89.7 Dog Mouth 3.91 3.91 
12 S. chromogenes 89.7 Dog Nasal 3.91 3.91 
13 S. chromogenes 89.7 Human Hand 3.91 3.91 
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ทาบริเวณผิวหนังหรือการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรีย
ในบาดแผลของคนและสัตว์ในอนาคตได้ 

 
สรุป 

จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบใบมะเขือ
พวงพบว่ามีศักยภาพในการยับย้ังและฆ่าแบคทีเรียใน
กลุ่ม Staphylococcus spp.  ที่แยกจากผิวหนังสุนัข
ที่มีสุขภาพดีและมือเจ้าของสุนัขได้ โดยมีฤทธ์ิในการ
ยับ ย้ั งและฆ่ า เ ช้ื อ  S.  chromogenes ไ ด้ ดีที่ สุ ด 
อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของสารพฤกษเคมีในสาร
สกัดหยาบที่มีคุณสมบัติดังกล่าวยังต้องคํานึงถึงปัจจัย
ต่างๆ ที่อาจส่งผลต่อปริมาณและคุณภาพของพฤกษ
เคมีในสารสกัดหยาบ ได้แก่ ฤดูกาล พ้ืนที่การ
เพาะปลูก ช่วงเวลาในการเก็บเก่ียว ระยะเวลาและ
การเก็บรักษาหลังจากการเก็บเกี่ยว และการเลือกตัว
ทําละลาย ซึ่งต้องคํานึงคุณสมบัติด้านความคงตัวที่ดี 
ไม่มีพิษตกค้าง สามารถละเหยออกได้ และวิธีที่
เลือกใช้ในการสกัดด้วย 
 

กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีได้รับทุนสนับสนุนจาก โครงการวิจัย
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ขอขอบคุณโครงการสัตว์เลี้ยงสุขภาพดี คณะเทคนิค
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