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บทคัดยอ 

 การด้ือยาตานจุลินทรียเปนหนึ่งในปญหาสาธารณะสุขท่ีสําคัญของโลก เกิดข้ึนเมื่อจุลินทรียมีกลไกในการ

ด้ือตอยาตานจุลินทรีย ซึ่งสามารถเกิดไดจากหลากหลายสาเหตุ อยางไรก็ตามในชวงระยะเวลา 30 ปหลังท่ีผานมา

นั้น พบวาไมมีการคนพบยาปฏิชีวนะในกลุมใหมเพิ่มเติม ดังนั้นจึงมีงานวิจัยท่ีศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกแอคติโนมัย

สีท (actinomycetes) ซึ่งเปนผูผลิตท่ีสําคัญในการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิจากแหลงใหม เชน มูลสัตว เพื่อ

เพิ่มความเปนไปไดในการคนพบยาปฏิชีวนะชนิดใหม การวิจัยในครั้งนี้สนใจท่ีจะศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของ actinomycetes ท่ีคัดแยกจากปุยมูลไสเดือน ท่ีเล้ียงดวยมูลโคนม จากจังหวัดราชบุรี ประเทศไทย และ

ตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จาก actinomycetes ท้ังหมด 86 

ไอโซเลท สารมารถจัดกลุมไดเปน 27 กลุม ตามสีของ substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมีสีท่ี

ถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร จากเช้ือท้ังหมดไดนํา 45 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิด ไดแก Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans ดวยเทคนิค agar plug จากผลการทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดนําเช้ือจํานวน 12 ไอโซเลท มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

16S rRNA สามารถระบุชนิดไดเพียง 1 ไอโซเลทเทานั้น คือ WC115 สามารถระบุสายพันธุได คือ Streptomyces 

tendae ATCC 19812 โดยมี %identity เทากับ 100.00% และมีความใกลชิดกับ Streptomyces tritolerans 

AS1 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของไสเดือน (Eisenia foetida) ดังนั้นผลการศีกษาวิจัยในครั้งนี้ 

อาจเปนการเพิ่มความรูและความเขาใจความสัมพันธของ actinomycetes กับปุยมูลไสเดือน อีกท้ังอาจนําไปสู

การคนพบ actinomycetes ชนิดใหม หรือการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยา

ตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถนําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไปในอนาคต 
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Abstract 

 Antimicrobial resistance is one of the world's major public health problems. It occurs when 

microorganisms have mechanisms for the resistance of drugs which can cause by a variety of 

reasons. However, during the past 30 years, there is no new antibiotic group discovered. Therefore, 

several academic research isolated actinomycetes, the important producers of many secondary 

metabolites, from new sources such as animal cast to get more possibilities for the discovery of 

new drugs. This experiment studied the morphology of actinomycetes isolated from worm cast 

fed with milk-cows’dung from Ratchaburi province, Thailand and their ability to inhibit the growth 

of microorganisms. Eighty-six isolates were sorted into 27 groups according to their color of 

substrate, aerial mycelium, pigment and spore. Among them, 45 isolates were screened for 

antimicrobial activity against 5 tested microorganisms, Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans, using agar plug 

technique.  Based on their potent antimicrobial activity, 12 isolates were further explored their 

16S rRNA gene analysis. Only one isolates, WC115 was identified as Streptomyces tendae ATCC 

19812 (100.00%) and closely related to Streptomyces tritolerans AS1 that isolated from 

earthworm gut (Eisenia foetida). This study may increase knowledge and understanding of the 

relationship between actinomycetes and worm cast that will lead to the discovery of new useful 

antimicrobial drugs in the future.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 

การด้ือยาตานจุลินทรีย (antimicrobial resistance) 
 การด้ือยาตานจุลินทรียเกิดข้ึนเมื่อจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย รา ไวรัส และปรสิต มีกลไกในการด้ือ

ตอยาตานจุลินทรีย เมื่อมีการใหยาตานจุลินทรีย เชน ยาปฏิชีวนะ ยาตานเช้ือรา และยาตานไวรัส ซึ่งการด้ือยา

ตานจุลินทรียมีสาเหตุมาจาก การใชยาตานจุลินทรียในปริมาณท่ีไมเหมาะสม การไมใชยาตานจุลินทรียตามคําส่ัง

ของแพทย การใชยาตานจุลินทรียในปศุสัตวตางๆ ในปริมาณท่ีมากเกินไป การควบคุมการติดเช้ือท่ีไมมี

ประสิทธิภาพของสถานพยาบาล ความสะอาดและสุขอนามัยท่ีไมดี หรือแมกระท่ังการขาดการพัฒนา และการวิจัย

ยาตานจุลินทรียชนิดใหม ซึ่งการด้ือยาตานจุลินทรียสงผลกระทบกับคนในทุกเพศทุกวัย ยิ่งไปกวานั้นยังสงผล

กระทบใหมีอัตราการติดเช้ือท่ีเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งทําใหการรักษาเปนไปไดยาก และใชเวลานานข้ึน รวมท้ังทําใหมีอัตรา

การเสียชีวิตท่ีเพิ่มสูงข้ึน (World Health Organization, 2018) อีกท้ังปจจุบันมีการคนพบยาปฏิชีวนะในกลุมใหม

นอยลงอยางมาก ซึ่งในชวงระยะเวลา 30 ปหลังท่ีผานมานั้นไมมีการคนพบยาปฏิชีวนะในกลุมใหมเพิ่มเติม (รูปท่ี 

1.1) จึงมีการคาดการณวาในปคริสตศักราช 2050 จะมีผูเสียชีวิตจากเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะมากถึงกวา 10 ลานคนท่ัว

โลก (Public Health England, 2015) ดังนั้นการคนพบสารจากธรรมชาติ ท่ีสามารถนํามาใชเปนยาตานจุลินทรีย

ชนิดใหม อาจเปนอีกหนึ่งทางเลือกหนึ่งท่ีสําคัญในการแกไขการด้ือยาตานจุลินทรีย และผลกระทบตางๆ ท่ีเกิดข้ึน

จากการด้ือยาตานจุลินทรีย 

 
 

รูปท่ี 1.1 ปท่ีมีการคนพบกลุมของยาปฏิชีวนะ และปท่ีมีการคนพบวาจุลินทรียด้ือตอยาปฏิชีวนะกลุมนั้น 

(Public Health England, 2015)   
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ผลิตภัณฑธรรมชาติ (natural product) จากจุลินทรีย 

 ผลิตภัณฑธรรมชาติจากจุลินทรีย อาจเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการแกไขการด้ือยาตานจุลินทรีย และ

ผลกระทบตางๆ ท่ีเกิดข้ึนจากการด้ือยาตานจุลินทรียของจุลินทรียชนิดตางๆ ซึ่งจุลินทรีย คือส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก 

เชน แบคทีเรีย และรา สามารถพบไดจากในส่ิงแวดลอมท่ีหลากหลาย เปนแหลงท่ีมาของสารจากธรรมชาติท่ีสําคัญ 

และไดถูกนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑตางๆ ท้ังดานการแพทย ปศุสัตว และการเกษตร (Katz L. et al., 2016) 

โดยสารจากธรรมชาติ หรือสารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolites) ท่ีไดจากจุลินทรียเปนสารท่ี

จุลินทรียผลิตข้ึนมาในชวงระยะหนึ่งของการเจริญของจุลินทรีย โดยเปนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก และไมจําเปนตอ

การเจริญของจุลินทรีย (Joyce et al., 2011; Ruiz et al., 2010) การผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิในธรรมชาติ

บางชนิดมีจุดประสงคเพื่อความอยูรอดของจุลินทรีย เชน การยับยั้งหรือกําจัดส่ิงมีชีวิตอื่นในสภาวะท่ีไมเหมาะสม 

หรือมีสารอาหารไมเพียงพอ เปนตน (Ades et al., 1999; Ruiz et al., 2010) 
 
สารเมตาบอไลททุติยภูมินั้นสามารถผลิตไดจากท้ังพืช และจุลินทรีย ซึ่งสวนมากไดมีการพัฒนา และนํามา

เปนยารักษาโรค โดยสารเมตาบอไลท ทุติยภูมิสวนมากไดมาจากกลุมจุลินทรีย จําพวกแอคติโนมัยสีท

(actinomycetes) เปนหลัก ซึ่งสวนมากมีฤทธิ์ในการตานจุลินทรียกอโรค จุลินทรียกลุม actinomycetes เปน

แหลงท่ีมาสําคัญของสารชนิดตางๆ ในธรรมชาติ จึงอาจนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม แตในความจริง

นั้นพบวามีจุลินทรียเพียง 1% เทานั้นท่ีสามารถนํามาเพาะเล้ียงโดยวิธีมาตรฐานในหองปฏิบัติการได ดังนั้นยังคงมี

จุลินทรียอีกถึงกวา 99% ท่ียังไมถูกคนพบ (Davies, 1999) การคนพบแหลงท่ีมาใหมของ actinomycetes อาจ

เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีสําคัญ ท่ีจะเพิ่มโอกาสในการคนหาสารจากธรรมชาติ ท่ีสามารถนํามาใชเปนยาตาน

จุลินทรียชนิดใหมไดในอนาคต 

 

แอคติโนมัยสีท  

แบคทีเรียในกลุม actinomycetes เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณของกวานีน และไซโทซีน (%G+C 

content) ในจีโนม (genome) สูง และสามารถพบไดท่ัวไปในส่ิงแวดลอมท้ังในดิน น้ําจืด และน้ําทะเล (Barka et 

al., 2016) โดยความหนาแนนของประชากรแบคทีเรียในกลุมของ actinomycetes ข้ึนอยูกับแหลงท่ีอยูอาศัย 

และสภาวะแวดลอม โดยพบวาในดิน 1 กรัมมี actinomycetes ประมาณ 106-109 เซลล และสวนมากอยูในสกุล

ของ Streptomyces ซึ่งคิดเปนรอยละ 95 ของ actinomycetes ท่ีคัดแยกจากดิน (Goodfellow  et al., 1983) 

อีกท้ัง actinomycetes มีลักษณะการดํารงชีวิตหลากหลายรูปแบบ มีท้ังจําพวกท่ีสามารถกอโรคไดในสัตว หรือ

พืช เชน สกุล Corynebacterium, Mycobacterium และ Nocardia เปนตน หรืออาศัยอยูรวมกับพืช เชน สกุล 

Frankia หรืออาศัยอยูท่ัวไปในดินหรือแหลงน้ํา เชน สกุล Streptomyces, Micromonospora, Rhodococcus 
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และ Salinispora (Barka et al., 2016) ซึ่ง actinomycetes เหลานี้เปนแหลงท่ีมาสําคัญของการคนพบสารจาก

ธรรมชาติ หรือสารเมตาบอไลททุติยภูมิจํานวนมาก (Chandra et al., 2014) โดยรอยละ 80 ของยาตานจุลินทรีย

ท่ีผลิตไดจาก actinomycetes ผลิตมาจาก actinomycetes ในสกุล Streptomyces (Ilic et al., 2007) เเละอีก

หนึ่งลักษณะสําคัญท่ีทําให actinomycetes มีความแตกตางจากแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ คือ actinomycetes มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีความหลากหลาย ท้ังลักษณะของเสนใย (mycelium) (รูปท่ี 1.2) และสปอร (รูปท่ี 

1.3) (Barka et al., 2016)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.2 เสนใยของ actinomycetes (An et al., 2006) 

  
รูปท่ี 1.3 รูปแบบการสรางสายสปอรของ actinomycetes ในสกุลตางๆ (Barka et al., 2016) 
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Streptomyces 

แบคทีเรียในจีนัส Streptomyces มีวงจรชีวิตคลายกับกลุมของราเสนใย (รูปท่ี 1.4) โดยจากสปอรอิสระ

จะเจริญกลายเปน substrate mycelium โดยมีการเจริญท่ีสวนปลายของเสนใย (Flärdh, 2003) และเมื่ออยูใน

สภาวะท่ีไมเหมาะสม เชน สภาวะท่ีสารอาหารลดลงจะสงผลให substrate mycelium จึงมีการเปล่ียนแปลงเสน

ใย ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ และชูเสนใยข้ึนไปในอากาศเรียกวา aerial mycelium ซึ่งจะพัฒนาเปนกาน

ชูสปอร และเกิดการสรางผนังกั้น ทําใหแตละเซลลพัฒนาไปเปนสปอร ซึ่งมักเปนสายยาว และเปนชวงหนึ่งในวงจร

ชีวิตท่ีมีการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์เปนยาตานจุลินทรีย (Bibb, 2005) เนื่องจากสภาวะขาดสารอาหารสงผลกระทบทําให

สวนของ substrate mycelium เกิดการยอยสลายดวยกระบวนการ programmed cell death (PCD) ทําใหมี

การสะสมของกรดอะมิโน น้ําตาล นิวคลีโอไทด และไขมันเกิดข้ึนรอบบริเวณท่ีเกิดการยอยสลายของ substrate 

mycelium (Miguélez et al., 1999) ซึ่งเปนสารอาหารของจุลินทรียอื่นๆ จึงทําใหตองมีการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์เปน

ยาตานจุลินทรียเพื่อปองกันสารอาหารนั้นๆ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.4 วงจรชีวิตของ Streptomyces (Barka et al., 2016) 
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ยาตานจุลินทรียจาก actinomycetes  

แบคทีเรียในกลุม actinomycetes มีชวงหนึ่งของวงจรชีวิตท่ีมีการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิท่ีมีฤทธิ์

เปนยาตานจุลินทรีย (Bibb, 2005) ในชวง 5 ทศวรรษท่ีผานมา มีการคนพบวายาตานจุลินทรียมากถึงกวา 12,000 

ชนิด และพบอีกวารอยละ 70 ถูกผลิตมาจาก actinomycetes โดยยาตานจุลินทรียมีฤทธิ์ในการยับยั้งหรือกําจัด

จุลินทรียมีกระบวนการทํางานท่ีหลากหลาย (รูปท่ี 1.5)  เชน การยับยั้งกระบวนการสังเคราะหผนังเซลล การ

ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโปรตีน การยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโฟเลต การยับยั้งกระบวนการสังเคราะห

กรดคลีอิก ยับยั้งการประกอบโครงสรางของเยื่อหุมเซลล การยับยั้งการประกอบโครงสรางของลิโพพอลิแซ็กคาร

ไรด (lipopolysaccharide, LPS) และการยับยั้งการประกอบโครงสรางของ toll-like receptor 4 (TLR4) ซึ่งมี

หลายชนิดท่ีผลิตไดจาก actinomycetes  ในสกุลของ Streptomyces (รูปท่ี 1.6)  เชน tetracycline ท่ีผลิตโดย 

Streptomyces rimosus  มีฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการแปลรหัส (translation) ท่ีบริเวณ 50s ribosomal subunits 

หรือ chloramphenicol ท่ีผลิตโดย Streptomyces venezuelae มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียโดยปองกันไมให  

aminoacyl- tRNA มา จับ ท่ีบริ เ วณ  A ของ  50s ribosomal subunits หรื อ  amphotericin B ท่ี ผ ลิ ต โ ดย 

Streptomyces nodosus และ nystatin ท่ีผลิตโดย Streptomyces noursei ซึ่งจับกับ ergosterol ท่ีบริเวณ

เยื่อหุมเซลลของรา  หรือ kanamycin ท่ีผลิตโดย Streptomyces kanamyceticus ซึ่งปองกันไมให tRNA มาจับ

ท่ีบริเวณ A ของ 30s ribosomal subunits (Katz L. et al., 2016)  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.5 ช่ือของยาตานจุลินทรียและบริเวณท่ีมีการออกฤทธิ์ยาตานจุลินทรียชนิดนั้นๆ (Brown, 2015) 
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รูปท่ี 1.6 โครงสรางของยาตานจุลินทรียท่ีผลิตจาก Streptomyces (Katz L. et al., 2016) 

 

Actinomycetes กับการคนพบสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหม 

การคนหาสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหมจาก actinomycetes เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีจะนําไปสูการ

คนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหมในอนาคตได ซึ่งโดยท่ัวไปในน้ําทะเล และดิน เปนบริเวณท่ีสามารถพบ 

actinomycetes ไดจํานวนมาก อีกท้ังการคนพบสารเมตาบอไลททุติยภูมิ ท่ีมีฤทธิ์เปนยาตานจุลินทรียจาก 

actinomycetes ท่ีอาศัยอยูในน้ําทะเล และดินไดมีการคนหามาเปนระยะเวลานาน (Manivasagan et al., 2014) 

การคนพบ actinomycetes จากแหลงดังกลาวในปจจุบัน จึงพบแตเพียงสายพันธุเดิมท่ีไดมีการคนพบไปแลว และ

มีจุลินทรียเพียง 1% เทานั้น ท่ีสามารถนํามาเพาะเล้ียงโดยวิธีมาตรฐานในหองปฏิบัติการได (Davies, 1999) จึง

ควรศึกษา และคนหาสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหม ท่ีมีฤทธิ์ตานจุลินทรีย และผลิตจาก actinomycetes ใน

ส่ิงแวดลอมอื่น เพื่อเพิ่มโอกาสในการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม  
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ความสัมพันธของ actinomycetes กับสิ่งมีชีวิตอื่น 

Actinomycetes มีความสัมพันธกับส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิดในส่ิงแวดลอม (รูปท่ี 1.7) รวมถึงแมลง เชน 

มดซึ่งอยูอาศัยรวมกับแบคทีเรียในกลุม actinomycetes สกุล Pseudonocardia (รูปท่ี 1.8) ท่ีสามารถผลิตสาร

ปฏิชีวนะ เพื่อชวยยับยั้งเช้ือสกุล Escovopsis ซึ่งกอใหเกิดโรคในราท่ีอาศัยอยูกับมดตัดใบ (leaf-cutting ants) 

(Currie et al., 2003) สามารถผลิตสาร valinomycin ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งราท่ีกอโรคในมด (Behie et al., 2017) หรือ

ดวงเปลือกไม ซึ่งพบ actinomycetes ในตัวออน ดักแด และทางเดินอาหารของตัวเต็มวัย ทําหนาท่ียอยสลาย

เซลลูโลสเปนแหลงของคารบอนใหดวงเปลือกไม (Morales-Jimenez et al., 2013)  

 

 

รูปท่ี 1.7 ความสัมพันธของ Streptomyces กับสิ่งมีชีวิตอื่นในสิ่งแวดลอม (Seipke et al., 2012) 
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รูปท่ี 1.8 ความสัมพันธของ actinomycetes กับมด (Behie et al., 2017) 

Actinomycetes มีความสัมพันธกับสัตวท่ีมีกระดูกสันหลัง โดยพบอยูบริเวณทางเดินอาหารเปนสวนมาก 

สงผลใหเมื่อทําการศึกษา metagenome ของตัวอยางท่ีเปนเยื่อเมือก และอุจจาระ จึงพบ actinomycetes อยู

ดวย (Eckburg et al., 2005) บางชนิดกอโรค เชน สกุล Nocardia ท่ีกอโรคท้ังในคน และสัตว หรือการกอโรคใน

คนของสกุล Rhodococcus spp. ท่ีสวนมากจะกอโรคกับผูปวยท่ีอยูในสภาวะท่ีภูมิคุมกันถูกยับยั้ง หรือภูมิคุมกัน

บกพรอง เชน ผูปวย HIV หรือผูปวยโรค systemic lupus erythematosus (SLE) (McNeil et al., 1994) 

Actinomycetes มีความสัมพันธกับพืช พบอยูในหลากหลายรูปแบบ ท้ังกอโรคในพืช หรืออาศัยอยู

รวมกันในรูปแบบพึ่งพาอาศัยกัน (รูปท่ี 1.9) (Bulgarelli et al., 2013) โดยการอยูในรูปแบบพึ่งพาอาศัยกัน 

actinomycetes อาจมีผลชวยในการเจริญของพืชท้ังทางตรง และทางออม เชน การปองกันอันตรายจากจุลินทรีย

อื่น โดยการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์เปนยาตานจุลินทรีย และสารเมตาบอไลททุติยภูมิอื่นๆ (Fenton et al., 1992)  
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รูปท่ี 1.9 ความสัมพันธของ actinomycetes และแบคทีเรียอืน่ๆ กับพืช (Bulgarelli et al., 2013) 

 Actinomycetes มีความสัมพันธกับมูลสัตว เชน actinomycetes สกุล Streptomyces ท่ีพบในมูลของ

วัว ซึ่งไดถูกนํามาทําเปนปุยคอก และปุยหมัก (Mokni-Tlili et al., 2010) หรือการพบ Streptomyces sp. ในมูล

ของแกะ (Lu et al., 2013) หรือการท่ีคนพบ Actinomyces ruminicola จากตัวอยางท่ีนํามาจากกระเพาะ

อาหารสวนรูเมน (rumen) ของวัว (An et al., 2006) หรือการคนพบ actinomycetes จํานวน 191 ไอโซเลทจาก

มูลของสัตว 4 ชนิด ไดแก แพะ มา กวาง และเมน ซึ่งพบวาอยูในสกุลของ Streptomyces sp. คิดเปนรอยละ 

79.1 ของ actinomycetes ท่ีคัดแยกได ท้ังหมด (Low A.L.M et al., 2015) (รูปท่ี 1.10) และมีการคนพบ 

Streptomyces tritolerans ซึ่งคัดแยกมาจากทางเดินอาหารของไสเดือน (Eisenia foetida) และไดรับการระบุ

วาเปนสายพันธุใหม (Aruna et al., 2008) นอกจากนี้มีงานวิจัยท่ีพบ actinomycetes จํานวน 25 ไอโซเลทท่ีคัด

แยกมาจากปุยมูลไสเดือนทางการคา 5 ชนิด ท่ีมีเครื่องหมายการคาของประเทศไทย พบวาทุกไอโซเลทจัดอยูใน

สกุลของ Streptomyces (Ruanpanun et al., 2016) ซึ่งปุยมูลไสเดือน เกิดจากการนําเอามูลของวัวนมท่ีถูก
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นํามายอยใหมีขนาดเล็กลง ทําความสะอาด และกําจัดแกสมีเทนออก เนื่องจากไสเดือน ไมสามารถอยูไดในสภาวะ

ท่ีมีแกสมีเทน โดยเมื่อนํามาเล้ียงไสเดือน มูลของวัวนมจะเขาสูทางเดินอาหารของไสเดือน และออกมาเปนมูล

ไสเดือน ซึ่งมูลไสเดือนท่ีไดนั้นคิดเปนรอยละ 60 ของน้ําหนักมูลวัวนมท่ีใชเล้ียง (Bankhagarden's Earthworm 

Farming Processes, 2015) โดยปุยมูลไสเดือนนั้นมีประโยนชอยางมาก เนื่องจากสามารถเพิ่มจํานวนของ

จุลินทรียในดินไดเปนจํานวนมากถึง 5 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการไมมีปุยมูลไสเดือนในดิน (Edwards et al., 

1977) เพราะไสเดือนชวยปรับสมดุลของสารอินทรียในดิน และเพิ่มประสิทธิภาพในการนําสารอาหารในดินไปเปน

พลังงาน เพื่อใชในกิจกรรมตางๆ ของจุลินทรีย  (Syers et al., 1984) ดังนั้นการสนใจท่ีจะระบุชนิดของ 

actinomycetes ทําใหเห็นถึงความสัมพันธของ actinomycetes กับพืช และอาจทําใหคนพบ actinomycetes 

สายพันธุใหมท่ีสามารถผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหม 

 

 
รูปท่ี 1.10 จํานวนของ actinomycetes ในแตละสกุลท่ีคัดแยกมาจากมูลสัตว (Low A.L.M et al., 2015) 

การระบุชนิดของ actinomycetes 

 วิธีแยกเพื่อการระบุชนิด (identification) ของ actinomycetes สามารถทําไดโดย เริ่มจากการหาบริเวณ

ท่ีสนใจท่ีคาดวามี actinomycetes อาศัยอยู แลวจึงนําตัวอยางจากบริเวณดังกลาว มาคัดแยกเพื่อหาเช้ือบริสุทธิ์ 

(isolation) แลวจึงสามารถนําเช้ือบริสุทธิ์ท่ีไดไประบุชนิด หรือสายพันธุของจุลินทรีย ซึ่งแบงเปน 2 วิธีหลัก คือ วิธี 

polyphasic taxonomy และวิธี molecular Identification (รูปท่ี 1.11) 
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วิธี polyphasic taxonomy เปนหนึ่งในวิธีการระบุชนิด หรือสายพันธุของจุลินทรีย โดยศึกษาขอมูลใน

หลากหลายดานของจุลินทรีย มีท้ังลักษณะทางดานสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมี เริ่มตนดวยการนํา

จุลินทรียมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือประเภทตางๆ เชน tryptone-yeast extract agar (ISP-1), yeast mold 

differential agar (ISP-2), oatmeal agar (ISP-3), starch inorganic salts agar (ISP-4), glycerol asparagine 

agar ( ISP-5) , peptone yeast extract iron agar ( ISP-6) , tyrosine agar ( ISP-7) , starch-casein agar และ 

nutrient agar media เปนตน (Shirling et al., 1966) และทดสอบดวยกระบวนการทางชีวเคมี และสรีรวิทยา 

เชน methyl red and Voges-Proskauer test, การผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด (Isik et al., 1999) การยอยสลายแปง

และเจลาติน (Waksman, 1961)  การทดสอบชวงของอุณหภูมิ และสภาวะความเปนกรดหรือดาง ท่ีเหมาะสมกับ

การเจริญ การใชแหลงของคารบอน และไนโตรเจน (Qinyuan Li et al., 2016) การศึกษา diaminopimelic 

acid ท่ีเปนองคประกอบภายในผนังเซลล (Hasegawa et al., 1983) เเละการตรวจสอบความสามารถในการผลิต

สารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็งดวยวิธี cross streak (Lemos et al., 1985) และวิธี 

agar-plug (Jose et al., 2013) ซึ่งกระบวนการดังกลาว จะแสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวางจุลินทรียแตละ

ชนิดไดอยางชัดเจน 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.11 กระบวนการระบุชนิดของ actinomycetes 
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วิธีทาง molecular Identification โดยการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA (รูปท่ี 1.12) 

ดวยกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR)  โดยใช universal primers (Nilsson et al., 2002) 

และนําลําดับนิวคลีโอไทด ท่ีได ไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และสราง phylogenetic tree 

(Managamuri et al., 2017) เพื่อเเสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของจุลินทรียท่ีสนใจกับจุลินทรียใน

ฐานขอมูล และเปรียบเทียบคาทางสถิติตางๆ เพื่อการระบุชนิดของ actinomycetes ท่ีสนใจ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.12 Molecular identification โดยใช 16s rRNA sequencing (Tringe et al., 2005) 

อนาคตของการคนพบสารจากธรรมชาติ 

 การคนพบสารจากธรรมชาติในอนาคตนั้นมีปจจัยสําคัญ ท่ีจะเปนแรงผลักดันใหการคนพบสารจาก

ธรรมชาติจากจุลินทรียกาวตอไปได ไดแก การเรียนรูวาจุลินทรียนั้นมีจีโนมท่ีมีขนาดใหญ ซึ่งเปนกลุมของยีนท่ี

เกี่ยวของกับสารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite gene cluster: SMGCs) สามารถผลิตสาร

ผลิตภัณฑธรรมชาติชนิดใหมได (Katz L. et al., 2016) อีกท้ังปจจุบัน นักวิทยาศาสตรคนพบตัวอยางจากดินเพียง

สวนหนึ่งในส่ิงแวดลอมเทานั้น (Baltz, 2005, 2007)  จึงยังคงมีบริเวณอื่นๆ ในส่ิงแวดลอมอีกจํานวนมาก ท่ียังไม

ถูกคนหา SMGCs จึงทําใหมีโอกาสคนพบ SMGCs ใหม ๆ เพิ่มเติมไดอีก (Katz et al., 2016; Milshteyn et al., 

2014; Owen et al., 2015; Smanski et al., 2016) และปจจัยสุดทาย คือการท่ีปจจุบันมีเทคโนโลยี และ

กระบวนการท่ีทันสมัยในการตรวจสอบ และคนหา อีกท้ังความรู และความเขาใจในดานการแพทยท่ีเพิ่มมากข้ึน 

จึงอาจสงผลใหการคนหาสารผลิตภัณฑธรรมชาติ อาจกลับมาสูยุคทองไดอีกครั้งในอนาคต (Baltz, 2005, 2007)  



13 
 

ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจ ท่ีจะระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน ซึ่งเปนแหลงศึกษาใหมท่ีคาด

วานาจะพบ actinomycetes ท่ีผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม โดยนํา actinomycetes ท่ีคัดแยกจาก

ปุยมูลไสเดือนโดย นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบความสามารถในการ

ผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง และวิเคราะหขอมูลทางชีวสารสนเทศศาสตร 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

 เพื่อระบุชนิดของ actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือน และทดสอบความสามารถในการผลิต

สารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง  
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 เพื่อนําไปสูการคนพบ actinomycetes ชนิดใหม หรืออาจนําไปสูการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิด

ใหม ซึ่งอาจนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถนําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไป

ในอนาคต  
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บทท่ี 2 

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 

2.1 เคร่ืองมือ วัสดุและเคมีภัณฑ 

 2.1.1 เคร่ืองมือ 

1) เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุน InnovaTM 4300 ของบริษัท New 

Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา  

2) เครื่องช่ังละเอียด รุน AG 285 ของบริษัท Metler Toledo ประเทศสวิตเซอรแลนด   

3) เครื่ อ งถ ายภาพเจลพรอมโปรแกรมวิ เคราะห  ( gel documentation system)  รุน 

FireReader V10 ของบริษัท UVITEC ประเทศอังกฤษ 

4) เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือ รุน ss-325 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศญี่ปุน 

5) เครื่องปนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (centrifuge) รุน MIKRO 185 ของบริษัท Hettich zentrifugen 

ประเทศเยอรมัน 

6) เครื่องปนเหวี่ยงสารตกตะกอนขนาดเล็ก (spin down) รุน MYSPIN G ของบริษัท Thermo 

Scienctific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7) เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries Inc. ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

8) เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (thermocycler) รุน T100TM Thermal Cycler ของบริษัท 

Bio-rad ประเทศออสเตรเลีย 

9) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Spectronic ประเทศสหรัฐอเมริกา 

10) เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (digital pH meter) รุน FE20 FiveEasyTM ของบริษัท 

Mettler ToledoTM ประเทศสหรัฐอเมริกา 

11) เครื่องอุนหลอดทดลอง (heating block) รุน MD-MINI ของบริษัท Gibthai ประเทศไทย 

12) ตูชีวนิรภัย (biosafety cabinet) รุน V6-T ของบริษัท แล็บ ไมโคร ประเทศไทย 

13) ตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุน F0535 ของบริษัท Sanyo Electric Co. ประเทศ

ญี่ปุน 

14) ตูบมเช้ือ 37 องศาเซลเซียส (incubator) รุน INE500 ของบริษัท Memmert ประเทศ

เยอรมัน 
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15) ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 

16) ไมโครปเปตต 10 100 และ 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf research plus 

ประเทศเยอรมัน 

17) ไมโครเวฟ ของบริษัทโตชิบา ประเทศไทย 

18) อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน WNB14 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 

2.1.2 วัสดุ 

1) จานเพาะเช้ือพลาสติก (plastic plate) ของบริษัท Greiner bio-one ประเทศไทย 

2) เครื่องแกว ของบริษัท Pyrex ประเทศสหรัฐอเมริกา และบริษัท DURAN ประเทศเยอรมัน  

3) ทิปขนาด 10 100 และ 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท ไซเนอจี ประเทศไทย 

4) หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท แลบคอนเนคช่ัน ประเทศไทย 

5) หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตร ของบริษัท F.L. medical s.r.l. 

ประเทศอิตาลี 

 2.1.2 เคมีภัณฑ  

1) 85% glycerol ของบริษัท Emsure ประเทศเยอรมัน 

2) Yeast extract ของบริษัท Difo Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3) Malt extract ของบริษัท Himedia Laboratories ประเทศอินเดีย 

4) Agar ของบริษัท พัฒนาสินเอนเตอรไพรส ประเทศไทย 

5) Glucose monohydrate ของบริษัท Merck ประเทศไทย 

6) Casamino acid ของบริษัท BD ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7) Magnesium chloride hexahydrate ของบริษัท Emsure ประเทศเยอรมัน 

8) TES ของบริษัท Merck ประเทศไทย 

9) Beef extract ของบริษัท Himedia Laboratories ประเทศอินเดีย 

10) Casein enzyme hydrolysate ของบริษัท Himedia Laboratories ประเทศอินเดีย 

11) Starch ของบริษัท Ajax Finechem Pty Limited ประเทศออสเตรเลีย 

12) Chloramphenicol ของบริษัท Pacific Science ประเทศไทย 

13) SERVA DNA Stain G ของบริษัท SERVA Electrophoresis GmbH ประเทศเยอรมัน 

14) Agarose (molecular biology grades) บริษัท Vivantis Technologies ประเทศมาเลเซีย 

15) Tris ของบริษัท Bio-Rad Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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16) Sodium chloride ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

17) SDS ของบริษัท Bio-Rad Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

18) EDTA disodium salt dihydrate ของบริษัท VWR Life Science ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.3 น้ํา 

1) น้ําสําหรับเตรียมบัฟเฟอรคือ น้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 (purified water type I) 

2) น้ําสําหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือคือ น้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 2 (purified water type II) 

3) น้ําสําหรับงานทางอณูชีววิทยาคือ PCR Grade Water โดยเปนน้ําปราศจากนิวคลีเอส และ

โปรตีเอส ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมัน 

 2.1.4 เอนไซมและรีเอเจนททางอณูวิทยา 

1) 6X loading dye ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมัน 

2) DNA มาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kb DNA Ladder) ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมัน 

3) Proteinase K ของบริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

4) RNAse ของบริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5) Tryptic soy broth (TSB) ของบริษัท BD ประเทศสหรัฐอเมริกา 

6) KOD OneTM PCR Master Mix ของบริษัท TOYOBO ประเทศญี่ปุน 

2.1.5 โอลิโกนิวคลีโอไทด 

   โอลิโกนิวคลีโอไทดหรือไพรเมอรท่ีใชสําหรับเพิ่มจํานวนบริเวณ 16S rRNA (ตารางท่ี 2.1) ผลิต

จากบริษัท Integrated DNA Technologies (IDT)  

 

ตารางท่ี 2.1 ไพรเมอรท่ีใชในการศึกษา 

 

 

 

ช่ือไพรเมอร ลําดับ (5’ ถึง 3’) อุณหภูมิหลอมเหลว (องศาเซลเซียส) การนําไปใชงาน 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 53.2 PCR, sequencing 

518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG 52.0 Sequencing 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 54.6 PCR 
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2.2 วิธีดําเนินการทดลอง 

2.2.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

นํา actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือนโดย นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 ดังแสดงในภาคผนวก ก นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และติดตามการ

เปล่ียนแปลงของลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก สีของ substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมี

สี (pigment) ท่ีถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร   

2.2.2 การเตรียมสารแขวนลอยสปอร 

 นํา actinomycetes ท่ีคัดแยก และเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 ท่ีนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส จนเห็นสปอรเจริญเต็มอาหารเล้ียงเช้ือ จึงนํามาทําสารแขวนลอยสปอรโดยหยดน้ําปราศจากไอออน

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงบนผิวดานบนสปอร นําลูปพลาสติกปราศจากเช้ือถูบริเวณผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง

ใหท่ัว เพื่อใหสปอรหลุดออกจนหมด ปเปตสารแขวนลอยสปอรท้ังหมดแบงเปนสองสวน โดยสวนแรกปเปตสาร

แขวนลอยสปอร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) เพื่อนับจํานวนสปอร และ

คํานวณปริมาณของสปอรท่ีมี และสวนท่ีสองปเปตสารแขวนลอยสปอรมาปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใสในหลอดเก็บ

เซลลแชแข็ง (cryotube) ท่ีมี 85% glycerol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร มีความเขมขนสุดทาย คือ 20 % glycerol 

แลวนําสารแขวนลอยสปอรไปเก็บไวภายใตอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

2.2.3 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง 

 นํา actinomycetes บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด MR5 ดังแสดงในภาคผนวก ก มาทดสอบฤทธิ์การตาน

ต อ จุ ลินทรี ย ทดสอบชนิ ดต า ง ๆ  ไ ด แก  Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans ซึ่งนํามาจากคลังจุลินทรีย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ดวยวิธี agar plug โดยนําสารแขวนลอยสปอรของ actinomycetes ท่ีเก็บ

อยูใน 20% glycerol มาปรับใหมีความหนาแนนของสปอรเทากับ 106 สปอรตอมิลลิลิตร ดวยน้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 

ท่ีผานการฆาเช้ือแลว ใหมีปริมาตรรวมเทากับ 1,200 ไมโครลิตร และดูดสารแขวนลอยสปอรปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตรลงใหท่ัวบริเวณผิวอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด MR5 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน นํา

จุลินทรียทดสอบ ไดแก E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ C. albicans มาเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือเหลวชนิด Mueller Hinton (MH) ดังแสดงในภาคผนวก ก โดยบมแบบเขยาขามคืนภายใต

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และนําเช้ือทดสอบมาปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ี

หลอมเหลว MH ท่ีมีปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนํามา pour plate และเจาะรูเพื่อนํา actinomycetes บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งชนิด MR5 ท่ีบมมาเปนเวลา 7 วันมาใสลงในแตละชองของเช้ือทดสอบท่ีทําการเจาะรูไว โดยมียา
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ปฏิชีวนะ คือ chloramphenicol 30 ไมโครกรัม เปนชุดควบคุม จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ช่ัวโมง สังเกต และวัดขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึน  

 

2.2.4 กระบวนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA, gDNA)  

 นํา actinomycetes ท่ีคัดแยกมาสกัด gDNA ดวยวิธี salting out เริ่มตนจากนํา actinomycetes ท่ีคัด

แยกมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด tryptic soy broth (TSB) ดังแสดงในภาคผนวก ก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

บมแบบเขยาขามคืนภายใตอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนํา actinomycetes ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด 

TSB มาปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 5,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นจึงเติม SET buffer ดังแสดงในภาคผนวก ข ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ

เติม lysozyme ความเขมขน 100 mg/ml ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แลวนําไปบมภายใตอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จึงนํามาเติม proteinase K ความเขมขน 20 mg/ml ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ

เติม 10% SDS ดังแสดงในภาคผนวก ข ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปบมภายใตอุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงนํามาเติม sodium chloride ความเขมขน 5 โมลาร ดังแสดงในภาคผนวก ข 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และเติม chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไป

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนเหนือตะกอน (supernatant) 

ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 12,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 5 นาที และนําสวนเหนือตะกอนใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม แลวเติม isopropanol ปริมาตร 

1 เทาของสวนเหนือตะกอนท่ีมีอยู ผสมใหเขากัน แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที จึงนํามาเติม 70% ethanol ดังแสดงในภาคผนวก ข ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และดูดสวนของ 

70% ethanol ออกจนหมด แลวนําไปทําใหแหงดวยการท้ิงไวขามคืน สุดทายจึงนํามาเติม TE buffer ดังแสดงใน

ภาคผนวก ข ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเก็บรักษาภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Pospiech et al., 1995) 

 

2.2.5 การตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธีเจลอิเลกโตรโฟรีสิส (gel electrophoresis) 

          นํา gDNA ท่ีสกัดมาดวยวิธี salting out มาตรวจสอบดวยวิธีเจลอิเลกโตรโฟรีสิส ดวย 0.8% (w/v) อะกา-

โรสเจล ทําโดยเตรียมจาก agarose ผสมกับบัฟเฟอร 1XTris Acetate EDTA ดังแสดงในภาคผนวก ข และละลาย 

agarose จนหมดโดยใหความรอนดวยไมโครเวฟ ท้ิงไวใหอุณหภูมิลดลงพอใหหลังมือสัมผัสไดและยอมสีเจลดวย 

SERVA DNA Stain G 0.8 ไมโครลิตรตอ 20 มิลลิลิตรเจล จากนั้นเทลงในถาดพิมพเจล เมื่อเจลแข็งตัวนําไปใสลง
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ในเครื่องมือทํา gel electrophoresis แลวเติมบัฟเฟอร 1XTAE จนทวมเจล ตอมานํา DNA ตัวอยาง 1 ไมโครลิตร 

มาผสมกับสียอม 6X DNA gel loading dye บนแผนพาราฟลม แลวนําลงในหลุมของเจลท่ีเตรียมไวปริมาตร 5 

ไมโครลิตร และใช DNA มาตรฐาน 1 kb DNA Ladder สําหรับช้ีวัดขนาดของผลท่ีได จากนั้นเริ่มการทํา gel 

electrophoresis โดยต้ังคาความตางศักยไฟฟาใหคงท่ีไวท่ี 80 โวลต เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบกําหนดเวลานํา

เจลไปตรวจสอบผลการเรืองแสงของ DNA ดวยเครื่องถายภาพเจล  

 

2.2.6 การเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA 

 นํา gDNA มาเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA ดวยกระบวนการ PCR โดยใสสวนประกอบดังแสดงใน

ตารางท่ี 2.2 ปฏิกิริยาจะดําเนินในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมสภาวะอุณหภูมิในข้ันตอนตางๆของปฏิกิริยา

ไดแก ข้ันปฏิกิริยาแยกสาย DNA ตนแบบ (denaturation) ข้ันการจับของไพรเมอรจับกับ DNA ตนแบบ 

(annealing) ข้ันการสังเคราะห DNA สายใหม (extension) และข้ันส้ินสุดการสังเคราะห DNA สายใหม (final- 

extension) ตามท่ีกําหนดดังแสดงในตารางท่ี 2.3 ผลิตภัณฑท่ีไดนําไปตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis 

ดวย 1% (w/v) อะกาโรสเจล และต้ังคาความตางศักยไฟฟาใหคงท่ีไวท่ี 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที เม่ือครบ

กําหนดเวลานําเจลไปตรวจสอบผลการเรืองแสงของ DNA ดวยเครื่องถายภาพเจล  

 

ตารางท่ี 2.2 สวนประกอบของปฏิกิริยาการทํา PCR 

สวนประกอบ ความเขมขนเร่ิมตน ปฏิกิริยาสารใน 50 ไมโครลิตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขนสุดทาย 

น้ํา - 20 - 

KOD OneTM PCR Master Mix 2X 25 1X 

Forward primer 100 ไมโครโมลาร 1.5 0.3 ไมโครโมลาร 

Backward primer 100 ไมโครโมลาร 1.5 0.3 ไมโครโมลาร 

DNA ตนแบบ 4-100 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร 

2.0 50-200 นาโนกรัมตอ ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 2.3 สภาวะของอุณหภูมิและเวลาในการทํา PCR ในแตละข้ันตอนเพือ่เพิ่มจํานวนยีน 

ข้ันตอนของปฏิกิริยา 

สภาวะการทํา PCR 
จํานวนรอบ 

(cycle) 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา 

Denaturation 98  10 วินาที 

45  Annealing 55 5 วินาที 

Extension 68  8 วินาที 

Final extension 
72  4 นาที 

1  
4  ไมมีกําหนด 

 

2.2.7 การวิเคราะหขอมูลทางชีวสารสนเทศศาตร 

 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดโดยบริษัท Bionics ประเทศเกาหลี การตรวจสอบคุณภาพของลําดับ 

DNA โดยใชโปรแกรม SnapGene (https://www.snapgene.com/) การเปรียบเทียบลําดับของ DNA ศึกษาโดย

ใช blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/) และสรางแผนภูมิตนไม (phylogenetic tree) โดย

โปรแกรม MEGA7 (https://www.megasoftware.net/) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.snapgene.com/
https://www.megasoftware.net/
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือน โดย 

นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ จํานวนท้ังหมด 96 ไอโซเลท บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 ซึ่งเปนอาหารเล้ียงเช้ือ

ท่ีนําไวใชสําหรับการสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Streptomyces (Siddique et al., 2014) และทําบม

ภายใตอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบการเจริญ actinomycetes ท้ังหมด 86 ไอโซเลท เนื่องจากมีการปนเปอน

ของรา หรือแบคทีเรียชนิดอื่น และไมมีการเจริญจํานวน 10 ไอโซเลท เมื่ออาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก สี

ของ substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมีสีท่ีถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร จัดกลุมไดเปน 27 

กลุม แสดงดังตารางท่ี 3.1 ซึ่งพบวามีการสราง substrate mycelium ในอาหารเล้ียงเช้ือและ aerial mycelium 

บนอาหารเล้ียงเช้ือ มีการสรางสปอร และผิวโคโลนีคลายกํามะหยี่ มีสีของโคโลนีและสปอรท่ีแตกตางกัน โดยบาง

ไอโซเลทสามารถผลิตสารมีสี (pigment) และสารมีสีท่ีละลายน้ําได (soluble pigment) (รูปท่ี3.1) 

ตารางที่ 3.1 การจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 

กลุมที ่ ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งชนดิ 

ISP-2 

 

Pigment 

 

Soluble 

pigment 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate 

mycelium 

Aerial 

mycelium 

สีของสปอร 

1 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีเทา - - 2 

2 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีขาว - - 15 

3 สีเหลืองออน สีแดง สีขาว - - 6, 58 

4 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง - - 16, 86, 110 

5 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง สีแดง - 34 

6 สีเหลืองออน สีแดง สีเทา - - 81 

7 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว - - 38, 50-51, 72, 80, 83, 85 

8 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว สีแดง - 71 

9 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - 10, 26, 40 

10 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีแดง - 88, 116 

11 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีเหลือง สีเหลือง 45 

12 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - 11, 33, 39, 41 
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กลุมที ่ ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งชนดิ 

ISP-2 

 

Pigment 

 

Soluble 

pigment 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate 

mycelium 

Aerial 

mycelium 
สีของสปอร 

13 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - 19-21, 30, 32, 42, 46-48, 61, 64, 66, 

74-77, 93, 95, 115, 117 

14 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา สีแดง - 22 

15 สีขาว สีขาว สีขาว - - 29, 53, 82, 84, 89, 107 

16 สีขาว สีขาว สีขาว สีแดง - 114 

17 สีขาว สีขาว สีเทา - - 24, 27, 69, 101-102 

18 สีขาว สีขาว สีเทา สีแดง - 119 

19 สีขาว สีขาว สีเทา สีนํ้าตาล - 44 

20 สีขาว สีเทา สีขาว - - 55,118 

21 สีขาว สีเทา สีเทา - - 37, 52, 54, 57, 97, 104-105, 121-122 

22 สีขาว สีเทา สีเทา สีเทาดํา - 109 

23 สีขาว สีแดง สีเทา สีแดง - 36 

24 สีขาว  สีชมพ ู สีขาว - - 92 

25 สีขาว สีเหลือง สีขาว - - 120 

26 สีเทา สีเทา สีเทา - - 78, 87 

27 สีเทา สีขาว สีขาว - - 49 
 

 
รูปท่ี 3.1 ตัวอยางลักษณะของ actinomycetes ท่ีคัดแยกไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 โดย A คือ 

substrate mycelium สีขาว, B คือ substrate mycelium สีเหลือง, C คือ สปอรสีขาว, D คือ สปอรสีเทา, E คือ pigment 

สีแดง, F คือ pigment และ soluble pigment สีเหลือง, G คือ ไมมีการเจริญ และ H คือ การปนเปอนจากรา 
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3.2 ผลการตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง  

จากการเตรียมสารแขวนลอยสปอรของ actinomycetes สามารถเก็บสปอร และเตรียมสารแขวนลอยสปอร

ใน 20% glycerol ได 69 ไอโซเลท ดังตารางท่ี 1 ภาคผนวก ค เนื่องจากระหวางทําการทดลอง มีบางไอโซเลทท่ีมี

การเจริญท่ีชา หรือไมมีเจริญเปนจํานวนท้ังส้ิน 8 ไอโซเลท และมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่นเปนจํานวน

ท้ังส้ิน 9 ไอโซเลท โดยปรับใหมีความเขมขนของสปอรอยูท่ีระหวาง 106-108 สปอรตอมิลลิลิตร และนําสาร

แขวนลอยสปอรของ 69 ไอโซเลท มาตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ทดสอบท้ัง 5 ชนิด คือ E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ C. albicans ในอาหารแข็ง จากนั้น

สังเกต และวัดขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึนโดยวัดจากขนาดของเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึน

ไดผลดังตารางท่ี 2 ภาคผนวก ค พบวา actinomycetes สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ไดจํานวน 6 ไอ

โซเลท สามารถยับย้ังการเจริญของ B. Subtilis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท และสามารถยับยั้งการเจริญของ C. 

albicans ไดจํานวน 29 ไอโซเลท และพบวา actinomycetes ไอโซเลท WC45, WC53 และ WC89 ท่ีสามารถ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดจํานวนมากท่ีสุด คือ 3 ชนิด ซึ่งไดแก B. subtilis, S. aureus, และ C. 

albicans อีกท้ังไดนําผลการตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ

มาจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาและของความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ actinomycetes ท่ีเจริญบน

อาหาร ISP-2 ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็งดวยวิธี cross streak ของนางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ (อุดมศรีพันธุ, 

2558)  พบวามีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตาราง

ท่ี 3.3  เนื่องจากเมื่อสังเกตขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึนมีขนาดท่ีแตกตางกัน ท้ังนี้อาจเกิดจากการท่ีใชอาหาร

เล้ียงเช้ือในการทดสอบท่ีแตกตางกัน ซึ่งมีองคประกอบท่ีแตกตางกัน จึงสงผลตอการเจริญของ actinomycetes 

อีกท้ังอาจมีปจจัยอื่นท่ีมีผลรวมดวย เชน ปริมาณของเช้ือเริ่มตน อุณหภูมิและระยะเวลาในการบม เปนตน  

 
รูปท่ี 3.2 บริเวณยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งดวยวิธี agar plug โดย A คือ 

WC40, 41, 45, 53, 66 และ 77 บนอาหาร MR5 ทดสอบกับ B. subtilis บนอาหาร MHA, B คือ WC10, 19, 22 และ 24 บน

อาหาร MR5 ทดสอบกับ C. albicans บนอาหาร MHA และ C คือ WC40, 41, 45, 53, 66 และ 77 บนอาหาร MR5 ทดสอบกับ 

S. aureus บนอาหาร MHA 
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ตารางท่ี 3.2 การจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาและความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบของ actinomycetes  
กลุม

ท่ี 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด ISP-2 Pigment Soluble 

pigment 

การยับย้ัง

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate mycelium Aerial mycelium สีของสปอร 

1 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีเทา - - B, C 2 

2 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีขาว - - - 15 

3 สีเหลืองออน สีแดง สีขาว - - - 6, 58 

4 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง - - C 86, 110 

5 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง - - B, C 16 

6 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง สีแดง - C 34 

7 สีเหลืองออน สีแดง สีเทา - - - 81 

8 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว - - - 50-51, 72, 80, 83 

9 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว - - none 38, 85 

10 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว สีแดง - none 71 

11 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - - 26 

12 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - C 10 

13 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - B 40 

14 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีแดง - - 88 

15 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีแดง - C 116 

16 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีเหลือง สีเหลือง B, S, C 45 

17 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - - 11, 39 

18 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - none 33 

19 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - B 41 

20 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - - 20, 32, 42, 46-48, 61, 74, 76, 95 

21 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - none 30, 75 

22 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - C 21, 64, 66, 115, 117 

23 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - B 93 

24 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - B, S 19 

25 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - B, C 77 

26 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา สีแดง - S 22 

27 สีขาว สีขาว สีขาว สีแดง - C 114 

28 สีขาว สีขาว สีขาว - - - 29, 84 

29 สีขาว สีขาว สีขาว - - none 82 

30 สีขาว สีขาว สีขาว - - C 107 

31 สีขาว สีขาว สีขาว - - B, S, C 53, 89 

32 สีขาว สีขาว สีเทา - - - 27 

33 สีขาว สีขาว สีเทา - - C 24, 69, 101 

34 สีขาว สีขาว สีเทา - - B, S, C 102 

35 สีขาว สีขาว สีเทา สีแดง - none 119 

36 สีขาว สีขาว สีเทา สีนํ้าตาล - - 44 
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กลุม

ท่ี 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด ISP-2 Pigment Soluble 

pigment 

การยับย้ัง

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate mycelium Aerial mycelium สีของสปอร 

37 สีขาว สีเทา สีขาว - - - 55 

38 สีขาว สีเทา สีขาว - - C 118 

39 สีขาว สีเทา สีเทา - - - 54, 57, 97, 122 

40 สีขาว สีเทา สีเทา - - C 37, 52, 104-105,121 

41 สีขาว สีเทา สีเทา สีเทาดํา - C 109 

42 สีขาว สีแดง สีเทา สีแดง - B 36 

43 สีขาว  สีชมพ ู สีขาว - - none 92 

44 สีขาว สีเหลือง สีขาว - - - 120 

45 สีเทา สีเทา สีเทา - - none 78 

46 สีเทา สีเทา สีเทา - - C 87 

47 สีเทา สีขาว สีขาว - - - 49 

 

 

 

 

ตารางท่ี 3.3 การผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบในอาหารแข็งดวยวิธี agar plug และ cross streak 

การ

ยับยั้ง 

(ชนิด) 

ชนิดของจุลินทรียทดสอบ ไอโซเลทที่ยบัยั้ง (WC) 

S. 

aureus 

E. 

coli 

P. 

aeruginosa 

B. 

subtilis 

C. 

albicans 

วิธี agar plug วิธี cross streak 

0      30, 33, 38, 71, 75, 78, 82, 85, 

92, 96, 119 

 

21, 22, 24,26, 30, 32-34, 36-41, 

47, 49, 50, 52, 54-55, 57, 61, 64, 

92, 96-97, 118, 122 

1      22 - 

     - 46 

     36, 40, 41, 93 9 

     

 

10, 21, 24, 34, 37, 52, 64, 66, 

69, 86, 87, 101, 104-105, 107, 

109-110, 114-118, 121 

2, 10, 16, 58, 66, 69, 71, 75-76, 

78, 82-83, 85-87, 101, 104, 107, 

109-110, 114-117, 121 

2      19, 102 - 

     2, 16, 77 119, 120 

3      45, 53, 89 19, 77, 93, 102 

     - 53 

     - 65 

4      - 45, 89 

- ไมไดทดสอบ 

none ไมยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 

B: B. subtilis 

S: S. aureus 

C: C. albicans  
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3.3 การตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวา 

actinomycetes บางไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีเหมือนกัน แตมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบท่ีแตกตางกัน อีกท้ัง actinomycetes บางไอโซเลทมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ี

เหมือนกัน แตมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกัน จึงจําเปนตองระบุสายพันธุโดยกระบวนการทางอณูวิทยา 

และตรวจสอบความใกลชิดกันทางวิวัฒนาการของแตละไอโซเลทโดยวิธีการสราง phylogenetic tree ซึ่งอาศัย

ยีน 16S rRNA ในการวิเคราะห 

 โดยการวิเคราะหยีน 16S rRNA ไดนํา actinomycetes จํานวน 45 ไอโซเลท ท่ีผานการตรวจสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ และพบวามีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีดีมาสกัด 

gDNA ไดจํานวน 16 ไอโซเลท โดยคัดเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีมีขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีกวาง หรือยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดหลายชนิด และนํา gDNA ท่ีสกัดไดมาตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis ซึ่ง

พบวามีปริมาณของ RNA ปริมาณมาก จึงเติม RNase A และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

และนํามาตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis อีกรอบหนึ่ง (รูปท่ี 3.3 และ 3.4) แตยังคง

พบวา มีเพียง WC93, 107 และ 109 ท่ีมีแถบของ gDNA ท่ีสกัดได สวนไอโซเลทท่ีเหลืออาจมีปริมาณของ gDNA 

ท่ีนอยมาก จึงไมเห็นแถบของ gDNA ท่ีสกัดได คาดวาอาจมีสาเหตุมาจากความผิดพลาดระหวางการสกัด หรือ 

gDNA อาจละลายใน TE buffer ไดไมหมดกอนนํามาตรวจสอบดวย gel electrophoresis แกไขไดดวยการใช TE 

buffer ท่ีอุน และทําใหละลายจนหมดกอนนําไปตรวจสอบดวย gel electrophoresis 

 

 

รูปท่ี 3.3 ผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 1 (ซาย) ผลการสกัด gDNA กอนเติม RNase A (ขวา) ผลการสกัด gDNA หลังเติม 

RNase A โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8% กําหนดให เลนที่ 1 คือ DNA สําหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ WC10; เลนที่ 3 คือ WC19; เลนที่ 

4 คือ WC36; เลนที่ 5 คือ WC69; เลนที่ 6 คือ WC87; เลนที่ 7 คือ WC89; เลนที่ 8 คือ WC102; เลนที่ 9 คือ WC105; เลนที่ 10 คือ WC107; เลนที่ 11 

คือ WC109; เลนที่ 12 คือ WC115 และ เลนที่ 13 คือ WC121 

 (bp)  (bp) 
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รูปท่ี 3.4 ผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 2 ผลการสกัด gDNA หลังเติม RNase A โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8% 

กําหนดให เลนที่ 1 คือ DNA สําหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ WC53; เลนที่ 3 คือ WC93; เลนที่ 4 คือ WC110 และ เลนที่ 5 คือ WC117 

3.4 การเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA 

 จากการสกัด gDNA ของ actinomycetes ไดนํา 16 ไอโซเลท มาเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA ดวย

การทํา PCR โดยไพรเมอร 27F และ 1492R โดยแตละไอโซเลททํา 2 ปฏิกิริยา แตละปฏิกิริยามีปริมาตร 50 

ไมโครลิตร และนําผลิตภัณฑท่ีไดไปตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis (รูปท่ี 3.5, 3.6 และ 3.7) 

 

รูปท่ี 3.5 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 1 โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 1% กําหนดให 

เลนที่ 1 คือ DNA สําหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ WC10 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 3 คือ WC10 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 4 คือ WC19 หลอด

ทดลองที่ 1; เลนที่ 5 คือ WC19 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 6 คือ WC36 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 7 คือ WC36 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 8 คือ WC69 

หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 9 คือ WC69 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 10 คือ WC87 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 11 คือ WC87 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 12 คือ 

WC89 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 13 คือ WC89 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 14 คือ WC102 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 15 คือ WC102 หลอดทดลองที่ 2; 
เลนที่ 16 คือ WC105 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 17 คือ WC105 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 18 คือ WC107 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 19 คือ WC107 หลอด

ทดลองที่ 2; เลนที่ 20 คือ WC109 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 21 คือ WC109 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 22 คือ WC115 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 23 คือ 

WC115 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 24 คือ WC121 หลอดทดลองที่ 1 และ เลนที่ 25 คือ WC121 หลอดทดลองที่ 2 

 (bp) 
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รูปท่ี 3.6 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 2 โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 1% กําหนดให 

เลนที่ 1 คือ DNA สําหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ WC10 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 3 คือ WC10 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 4 คือ WC19 หลอด

ทดลองที่ 1; เลนที่ 5 คือ WC19 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 6 คือ WC36 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 7 คือ WC36 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 8 คือ WC53 

หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 9 คือ WC53 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 10 คือ WC69 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 11 คือ WC69 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 12 คือ 

WC87 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 13 คือ WC87 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 14 คือ WC89 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 15 คือ WC89 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 

16 คือ WC93 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 17 คือ WC93 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 18 คือ WC102 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 19 คือ WC102 หลอดทดลอง

ที่ 2; เลนที่ 20 คือ WC105 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 21 คือ WC105 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 22 คือ WC107 หลอดทดลองที่ 1 และ เลนที่ 23 คือ 

WC107 หลอดทดลองที่ 2 
 

 

รูปท่ี 3.7 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 3 โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 1% กําหนดให 

เลนที่ 1 คือ DNA สําหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ WC109 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 3 คือ WC109 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 4 คือ WC110 หลอด

ทดลองที่ 1; เลนที่ 5 คือ WC110 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 6 คือ WC115 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 7 คือ WC115 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 8 คือ WC117 

หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 9 คือ WC117 หลอดทดลองที่ 2; เลนที่ 10 คือ WC121 หลอดทดลองที่ 1; เลนที่ 11 คือ WC121 หลอดทดลองที่ 2 

 

 

 (bp) 

 (bp) 
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 จากรูปท่ี 3.5, 3.6 และ 3.7 แสดงใหเห็นวาสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel 

electrophoresis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท จาก 16 ไอโซเลท โดยมี 4 ไอโซเลท ท่ีมีผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR 

ในปริมาณท่ีตํ่าหรือไมมี ไดแก WC36, WC69, WC110 และ WC117 จึงไดนําผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท้ัง 

12 ไอโซเลท ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยบริษัท Bionics โดยใชไพรเมอร 27F และ 518F ซึ่งสามารถ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ 16S rRNA ไดจํานวน 2 ไอโซเลท คือ WC115 และ WC102  เนื่องจากอีก 

10 ไอโซเลท มีคุณภาพของผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท่ีตํ่าหรืออาจมีปริมาณของผลิตภัณฑจากกระบวนการ 

PCR ท่ีนอยเกินไป นอกจากนี้ไดนําขอมูลของ WC45 ซึ่งไดวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดมาจากงานวิจัยกอนหนา 

(Kanchanabanca et al., 2018) มารวมในการวิเคราะหผลดวย นําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของ 

WC45, WC102 และ WC115 มาระบุสายพันธุดวยโปรแกรม Blastn (รูปท่ี 3.8, 3.9 และ 3.10) ไดสายพันธุท่ี

ใกลเคียงจากฐานขอมูลดังแสดงในตารางท่ี 3.4 อยางไรก็ตามเนื่องจากเกิดการปนเปอนในอาหาร TSB ท่ีเล้ียงเช้ือ

กอนการสกัด gDNA พบวา WC102 ใกลเคียงกับสกุล Micrococcus จึงไมนํามาวิเคราะหตอ  

ตารางท่ี 3.4 ขอมูลการระบุสายพันธุท่ีใกลชิดกันดวยโปรแกรม Blastn 

Isolate Closest relative Accession number Identity (%) 

WC45 Streptomyces antibioticus strain CSSP528 NR_043348.1 99.88 

WC102 Micrococcus aloeverae strain AE-6 NR_134088.1 99.77 

WC115 Streptomyces tendae strain ATCC 19812 NR_025871.2 100.00 
 

 จากการวิเคราะหสายพันธุของ actinomycetes ท่ีเพาะเล้ียงไดพบวา actinomycetes ท่ีคัดแยกมามี

ความใกลชิดกับ actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากน้ําทะเลและดิน ซึ่งไมพบวามีรายงานการพบ หรือคัดแยกได

จากปุยมูลไสเดือน โดยพบวาเมื่อเปรียบกับท้ัง 2 ไอโซเลท พบวา ไอโซเลท WC45 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ 

Streptomyces antibioticus CSSP528 โดยมี %identity เทากับ 99.88% ซึ่งคัดแยกไดจากดินตะกอน มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา คือ สีของ substrate mycelium และสีของ aerial mycelium บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งหลายชนิด เชน starch agar, glucose asparagine agar เปนตน ท่ีคลายกับ WC45 คือ มีสีของ substrate 

mycelium สีเหลือง และมีสีของ aerial mycelium สีเทาขาว (Shuna Fu et al., 2016) และพบวามีรายงานถึง

ความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิ เชน actinomycin ท่ีใชเปนยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง 

(Collett et al., 1974) เปนตน  
 
 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043348.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CNSG7W9A015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025871.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CNJFK5VR014
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Streptomyces antibioticus strain CSSP528 16S ribosomal RNA, partial sequence 

Sequence ID: NR_043348.1  Length: 1494  Number of Matches: 1  Range 1: 193 to 759 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1042 bits(564) 0.0 567/568(99%) 1/568(0%) Plus/Plus 

Query  1     CGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG   60 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  193   CGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG   252 

Query  61    ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA   120 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  253   ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA   312 

Query  121   CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGAC   180 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  313   CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGAC   372 

Query  181   GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAA   240 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  373   GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAA   432 

Query  241   GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT   300 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  433   GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT   492 

Query  301   AGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGT   360 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  493   AGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGT   552 

Query  361   CGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTG   420 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  553   CGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTG   612 

Query  421   TGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA   480 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  613   TGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA   672 

Query  481   CCGGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   540 

              | |   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  673   CC--GGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   731 

Query  541   GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  568 

                   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  732   GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  759 

รูปท่ี 3.8 ผลการทํา Blastn บริเวณ 16S rRNA ของ WC45 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043348.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=EEKHP2BA015
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Micrococcus aloeverae strain AE-6 16S ribosomal RNA, partial sequence 

Sequence ID: NR_134088.1  Length: 1411   Number of Matches: 1  Range 1: 276 to 909 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1171 bits(634) 0.0 634/634(100%) 0/634(0%) Plus/Plus 

Query  1     GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT   60 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  276   GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT   335 

Query  61    GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC   120 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  336   GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC   395 

Query  121   CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA   180 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  396   CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA   455 

Query  181   AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGG   240 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  456   AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGG   515 

Query  241   AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGC   300 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  516   AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGC   575 

Query  301   TTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATT   360 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  576   TTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATT   635 

Query  361   CCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCT   420 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  636   CCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCT   695 

Query  421   CTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT   480 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  696   CTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT   755 

Query  481   GGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGC   540 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  756   GGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGC   815 

Query  541   CGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAG   600 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  816   CGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAG   875 

Query  601   GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT  634 

                   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  

Sbjct  876   GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT  909 

รูปท่ี 3.9 ผลการทํา Blastn บริเวณ 16S rRNA ของ WC102 
Streptomyces tendae strain ATCC 19812 16S ribosomal RNA, complete sequence 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_134088.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=EEPF5MHM014
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Sequence ID: NR_025871.2  Length: 1526   Number of Matches: 1   Range 1: 451 to 1021 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1055 bits(571) 0.0 571/571(100%) 0/571(0%) Plus/Plus 

Query  1      AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG   60 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  451    AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG   510 

Query  61    TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG   120 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  511    TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG   570 

Query  121   TCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGT   180 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  571    TCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGT   630 

Query  181   TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC   240 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  631    TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC   690 

Query  241   ACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   300 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  691    ACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   750 

Query  301   GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGC   360 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  751    GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGC   810 

Query  361   AACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGG   420 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  811    AACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGG   870 

Query  421   CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC   480 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  871    CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC   930 

Query  481   TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGA   540 

              | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

Sbjct  931    TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGA   990 

Query  541   GATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG  571 

               | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  

Sbjct  991    GATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG  1021 

รูปท่ี 3.10 ผลการทํา Blastn บริเวณ 16S rRNA ของ WC115 

   

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025871.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=EERDBEEB01R
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 สวน WC115 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ Streptomyces tendae ATCC 19812 โดยมี %identity 

เทากับ 100.00% พบวามีรายงานถึงความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิ เชน nikkomycins (Lohr 

et al., 1989) ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราโดยยับยั้งการทํางานของเอนไซมในการสังเคราะหไคทิน (chitin) ซึ่ง

เปนองคประกอบของผนังเซลลของรา (Zhang et al., 1999) จึงมีความนาสนใจอยางมากท่ีจะทดสอบ

ความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีเปนรา เนื่องจากในการทดลองนี้ไมไดทดสอบความสามารถยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบท่ีเปนรา ดังนั้นอาจทําใหคนพบความสามารถยับยั้งการเจริญของราไดในอนาคต  

 โดยไอโซเลท WC102 และ WC115 มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีความแตกตางกันเล็กนอยกับ 

actinomycetes ท่ีมีความใกลชิดมากท่ีสุด อาจมีสาเหตุมาจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการทดลองท่ีแตกตางกัน ซึ่ง

มีองคประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแตกตางกันสงผลตอการเจริญของ actinomycetes ใหแสดงลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาท่ีมีความแตกตางกัน ยิ่งไปกวานั้นท้ังสองไอโซเลทมีรายงานการผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งรา หรือใช

เปนยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง ซึ่งยังไมไดทําการทดลองในงานวิจัยนี้ จึงนาสนใจท่ีจะทําการทดลอง

เพิ่มเติมเพื่อคนหาความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งรา หรือความสามรถในการรักษาโรคมะเร็ง เพื่อเปน

ประโยชนตอไปในอนาคต 

 เมื่อนํา WC45 และ WC105 ไปศึกษาความใกลชิดกับ Streptomyces ท่ีคัดแยกไดจากไสเดือนและปุย

มูลไสเดือนโดยทํา neighbor joining phylogenetic tree ของ 16S rRNA ดวยโปรแกรม MEGA7 (รูปท่ี 3.11) 

โดยจุลินทรียท่ีนํามาอางอิงประกอบการทํา neighbor joining phylogenetic tree ดังแสดงในตารางท่ี 3.5  

 

 Streptomyces somaliensis DSM 40267 
 Streptomyces sp. VAI-40 
 Streptomyces canescens DSM 40001T 
 Streptomyces sampsonii DSM 40394T 
 Streptomyces coelicolor NBRC 12854 
 Streptomyces sp. EWC7(2) 
 Streptomyces tendae ATCC 19812 
 WC115 

 Streptomyces tritolerans AS1 
 Streptomyces antibioticus CSSP528 
 WC45 

 Streptomyces sp. SAI-29 
 Streptomyces sp. SAI-13 
 Streptomyces sp. VAI-7 

 Escherichia coli 
99 
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99 

77 

100 
78 

99 
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0.020 

รูปท่ี 3.11 Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA เปรียบเทียบความสัมพันธระหวาง WC45 และ WC115 กับสายพันธุของ 

Streptomyces ที่แยกจากปุยมูลสัตว โดยมี Escherichia coli NR_024570.1 เปน out-group และตัวเลขบนก่ิงสาขาบอกถึงรอยละของจํานวน

คร้ังที่ไดผลอยูในก่ิงสาขาเดิมจากการทําซํ้าทั้งหมด 1,000 คร้ัง ดวย bootstrap 
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ตารางท่ี 3.5 จุลินทรียอางอิงในการทํา neighbor joining phylogenetic tree 

Reference strain Source Size 

(bp) 

Accession 

number 

Reference 

Streptomyces somaliensis strain DSM 40267 Earthworm gut 1,480 AJ007400.1 (Aruna et al., 2008) 

Streptomyces sp. strain VAI40 Earthworm cast 1,472 KM220611 (Sreevidya et al., 2016) 

Streptomyces canescens strain DSM 40001T Rhizosphere 1,476 Z76684.1 (Hain et al., 1997) 

Streptomyces sampsonii strain DSM 40394T Rhizosphere 1,476 Z76680.1 (Hain et al., 1997) 

Streptomyces sp. strain EWC7(2) Earthworm cast 1,441 GQ340692.2 (Kumar et al., 2012) 

Streptomyces tendae strain ATCC 19812 Soil 1,526 NR_025871.2 (Takeuchi et al., 1996) 

Streptomyces tritolerans strain AS1 Earthworm gut 1,485 EU623448.1 (Aruna et al., 2008) 

Streptomyces antibioticus strain CSSP528 Soil 1,494 NR_043348.1 (Shuna Fu et al., 2016) 

Streptomyces sp. strain SAI-29 Rhizosphere 1,474 KM220608 (Sreevidya et al., 2016) 

Streptomyces sp. strain SAI-13 Rhizosphere 1,460 KM220609 (Sreevidya et al., 2016) 

Streptomyces sp. strain VAI-7 Earthworm cast 1,475 KM220610 (Sreevidya et al., 2016) 

Streptomyces coelicolor strain NBRC 12854 Soil 1,476 NR_112305.1 (Kutzner et al., 1959) 

Escherichia coli strain U 5/41 - 1,450 NR_024570.1 (Cilia et al., 1996) 

 จากการทํา neighbor joining phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA เปรียบเทียบกับ

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA ของ Streptomyces ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากไสเดือนและปุยมูลไสเดือน พบวา 

ไอโซเลท WC45 ไมมีความใกลชิดกับ Streptomyces รายงานวาคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน แต WC115 มี

ความใกลชิดกับ Streptomyces tritolerans AS1 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของไสเดือน 

(Eisenia foetida) ซึ่งสามารถผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและราท่ีกอโรคในพืชได เชน Alternaria 

alternata, Fusarium oxysporum และ Aspergillus flavus (Aruna et al., 2008)  ซึ่งมีความนาสนใจอยาง

มาก เนื่องจากในการทดลองไมไดทดสอบความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราท่ีกอโรคในพืช จึงมีความ

เปนไปไดท่ี WC115 อาจมีความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราท่ีกอโรคในพืชไดในอนาคต 

 จากการทดลองท่ีไดนําบางไอโซเลทมาระบุชนิดนั้น คาดวาในอนาคตควรนําไอโซเลทอื่นๆ มาระบุชนิด

เพิ่มเติม โดยจากการจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาและของความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวา WC45 

และ WC102 ไมถูกจัดกลุมรวมกับไอโซเลทอื่น แต WC115 ถูกจัดกลุมอยูรวมกับ WC21, WC64, WC66 และ 

WC117 ซึ่งทําใหคาดวา WC21, WC64, WC66 และ WC117 ถานําไประบุชนิดอาจพบวาเปนชนิดเดียวกันกับ 

WC115 ดังนั้นในอนาคตถาตองการนําไอโซเลทอื่นๆ มาระบุชนิดเพิ่มเติม ควรนําไอโซเลทท่ีอยูในกลุมอื่น
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นอกเหนือจากไอโซเลทท่ีจัดกลุมอยูรวมกับ WC45 และ WC102 จึงทําใหเหลืออีกอยางนอย 44 ไอโซเลท ท่ีควร

นํามาระบุชนิดเพิ่มเติมในอนาคต 

 โดยจากการระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน พบวามีความนาสนใจ เนื่องจากมีการ

คนพบจุลินทรียจํานวนมาก และบางสวนสามารถระบุชนิดไดวาอยูในสกุลของ Streptomyces อีกท้ังพบวามี

ความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ซึ่งยาตานจุลินทรียท่ีผลิตไดจาก actinomycetes สวนมากผลิตมาจากสกุล 

Streptomyces ดังนั้นการระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน อาจเปนการเพิ่มความรูและความ

เขาใจความสัมพันธของ actinomycetes กับปุยมูลไสเดือน อีกท้ังอาจนําไปสูการคนพบ actinomycetes ชนิด

ใหม หรือการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถ

นําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไปในอนาคต  
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษา actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือนโดย นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ จํานวน

ท้ังหมด 96 ไอโซเลท สามารถนํามาเจริญใหมไดท้ังหมด 86 ไอโซเลท เนื่องจากมีการปนเปอนของรา หรือ

แบคทีเรียชนิดอื่น และไมพบการเจริญจํานวน 10 ไอโซเลท ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes 

บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ISP-2 สามารถจัดไดเปน 27 กลุม โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก สีของ 

substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมีสีท่ีถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร และนํามาเก็บสปอร 

สามารถเตรียมสารแขวนลอยสปอรใน 20% glycerol ไดจํานวน 69 ไอโซเลท เนื่องจากระหวางทําการทดลอง มี

บางไอโซเลทท่ีมีการเจริญท่ีชา หรือไมมีเจริญเปนจํานวนท้ังส้ิน 8 ไอโซเลท และมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิด

อื่นเปนจํานวนท้ังส้ิน 9 ไอโซเลท จากนั้นนําสารแขวนลอยสปอรของ 69 ไอโซเลท มาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งชนิด MR5 เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท้ัง 5 

ชนิด ไดแก E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ C. albicans ดวยวิธี agar plug ในอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งชนิด MH พบวา actinomycetes สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ไดจํานวน 6 ไอโซเลท สามารถ

ยับยั้งการเจริญของ B. Subtilis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท และสามารถยับยั้งการเจริญของ C. albicans ไดจํานวน 

29 ไอโซเลท อีกท้ังพบวา actinomycetes ไอโซเลท WC45, WC53 และ WC89 ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียทดสอบไดจํานวนมากท่ีสุด คือ 3 ชนิด ซึ่งไดแก B. subtilis, S. aureus, และ C. Albicans โดยการ

วิเคราะหยีน 16S rRNA ไดนํา actinomycetes จํานวน 45 ไอโซเลท มาสกัด gDNA เนื่องจากอีก 24 ไอโซเลท 

ปนเปอนจุลินทรียชนิดอื่นในสารแขวนลอยสปอรท่ีเก็บไว จึงนําเพียง 45 ไอโซเลท ท่ีผานการตรวจสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ มาสกัด gDNA ไดจํานวน 16 ไอโซเลท โดยคัดเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีมี

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีดี โดยสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel 

electrophoresis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท เนื่องจากอีก 4 ไอโซเลท มีผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ในปริมาณ

ตํ่า ไดแก WC36, WC69, WC110 และ WC117 ซึ่งเมื่อนําไปวิเคราะหลําดับเบส โดยใชไพรเมอร 27F และ 518F 

ซึ่งสามารถวิเคราะหไดแค 2 ไอโซเลท คือ WC115 และ WC102 เนื่องจากอีก 10 ไอโซเลท มีคุณภาพของ

ผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท่ีตํ่าหรืออาจมีปริมาณของผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท่ีนอยเกินไป 

นอกจากนี้ไดนําขอมูลของ WC45 ซึ่งไดวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดมาจากงานวิจัยกอนหนา โดยจากการวิเคราะห

สายพันธุของ actinomycetes ดวยโปรแกรม Blastn พบวา WC115 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ Streptomyces 

tendae ATCC 19812 โดยมี %identity เทากับ 100.00% พบวามีรายงานถึงความสามารถในการผลิตสารเมตา-

บอไลททุติยภูมิ เชน nikkomycins ซึ่งออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราได และ WC45 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ 

Streptomyces antibioticus CSSP528 โดยมี %identity เทากับ 99.88% ซึ่งคัดแยกไดจากดินตะกอน มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกันเล็กนอย และพบวามีรายงานถึงความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลท-
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ทุติยภูมิ เชน actinomycin ท่ีใชเปนยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง และเนื่องจากเกิดการปนเปอนในอาหาร 

TSB ท่ีเล้ียงเช้ือกอนการสกัด gDNA พบวา WC102 ใกลเคียงกับสกุล Micrococcus จึงไมนํามาวิเคราะหตอ เมื่อ

ทํา neighbor joining phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด 

16S rRNA ของ Streptomyces ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากไสเดือนและปุยมูลไสเดือน พบวา WC45 ไมมีความ

ใกลชิดกับ Streptomyces sp. strain VAI-7 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน แต WC115 มีความ

ใกลชิดกับ Streptomyces tritolerans AS1 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของไสเดือน (Eisenia 

foetida) และผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและราท่ีกอโรคในพืชได ดังนั้นการระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัด

แยกไดจากปุยมูลไสเดือน อาจเปนการเพิ่มความรูและความเขาใจความสัมพันธของ actinomycetes กับปุยมูล

ไสเดือน อีกท้ังอาจนําไปสูการคนพบ actinomycetes ชนิดใหม หรือการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 

ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถนําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไปใน

อนาคต 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



38 
 

เอกสารอางอิง 

ภารวี อุดมศรีพันธุ. การคัดกรองสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก actinomycetes ท่ีแยกไดจากปุยมูลไสเดือน. 

วิทยานิพนธปริญญาบัณฑิต ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 2558. 

Ades, L. C., et al. (1 9 9 9 ) .  Aortic dissection, patent ductus arteriosus, iris hypoplasia and 

brachytelephalangy in a male adolescent. Clinical Dysmorphology, 8(4), 269-276.  

An, D., et al. (2006) .  Actinomyces ruminicola sp. nov., isolated from cattle rumen. International 

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 56(9), 2043-2048.  

Aruna, et al. (2008). First report of antimicrobial spectra of novel strain of Streptomyces tritolerans 

(strain AS1) isolated from earthworm gut (Eisenia foetida) against plant pathogenic bacteria 

and fungi. Current Research in Bacteriology, 1, 46-55.  

Baltz. (2005). Antibiotic discovery from actinomycetes : will a renaissance follow the decline and 

fall? SIM News, 55, 186-196.  

Baltz. (2007). Antimicrobials from actinomycetes: Back to the future. 2, 125-131.  

Bankhagarden's Earthworm Farming Processes. (2 0 1 5 ) .  Bankhagarden's earthworm farming 

processes.   Retrieved from http://bankhagarden.thaiportal.net 

Barka, E. A., et al. (2016). Taxonomy, physiology, and natural products of actinobacteria (vol 80, 

pg 1, 2016). Microbiology and Molecular Biology Reviews, 80(4).  

Behie, Scott W., et al. (2 0 1 7 ) .  Molecules to Ecosystems: actinomycete natural products in situ. 

Frontiers in Microbiology, 7(2149). 

Bibb, Mervyn J. (2005). Regulation of secondary metabolism in streptomycetes. Current Opinion 

in Microbiology, 8(2), 208-215.  

Brown, David. (2 0 1 5 ) .  Antibiotic resistance breakers: can repurposed drugs fill the antibiotic 

discovery void? Nature Reviews Drug Discovery, 14, 821.  

Bulgarelli, D., et al. (2013). Structure and functions of the bacterial microbiota of plants. Annual 

Review of Plant Biology, 64, 807-838.  



39 
 

Chandra, G., et al. (2014). Developmental biology of Streptomyces from the perspective of 100 

actinobacterial genome sequences. Fems Microbiology Reviews, 38(3), 345-379.  

Cilia, V., et al. (1996). Sequence heterogeneities among 16S ribosomal RNA sequences, and their 

effect on phylogenetic analyses at the species level. Molecular Biology and Evolution, 

13(3), 451-461.  

Collett, M. S., et al. (1 9 7 4 ) .  Morphological changes accompanying actinomycin production in 

Streptomyces antibioticus. Journal of Ultrastructure Research , 46(3), 452-465.  

Currie, Cameron R., et al. (2 0 0 3 ) .  Ancient Tripartite Coevolution in the Attine Ant-Microbe 

Symbiosis. Science, 299(5605), 386.  

Davies, J. (1999). Millennium bugs. Trends in Cell Biology, 9(12), M2-5.  

Eckburg, Paul B., et al. (2005). Diversity of the human intestinal microbial flora. Science (New York, 

N.Y.), 308(5728), 1635-1638.  

Edwards, C. A., et al. (1977). Biology of earthworms (1 ed.): Chapman and Hall  

Fenton, A. M., et al. (1 9 9 2 ) .  Exploitation of gene(s) involved in 2 ,4 - diacetylphloroglucinol 

biosynthesis to confer a new biocontrol capability to a Pseudomonas strain. Applied and 

Environmental Microbiology, 58(12), 3873-3878.  

Flärdh, Klas. (2 0 0 3 ) .  Growth polarity and cell division in Streptomyces. Current Opinion in 

Microbiology, 6(6), 564-571.  

Goodfellow , et al. (1983). Ecology of actinomycetes. Annual Review of Microbiology, 37(1), 189-

216.  

Hain, T., et al. (1997). Discrimination of Streptomyces albidoflavus strains based on the size and 

number of 16S-23S ribosomal DNA intergenic spacers. International Journal of 

Systematic Bacteriology, 47(1), 202-206. 

Hasegawa, Toru, et al. (1 9 8 3 ) .  A rapid analysis for chemical grouping of aerobic actinomycetes. 

The Journal of General and Applied Microbiology, 29(4), 319-322.  



40 
 

Ilic, S. B., et al. (2007). Characterization and antimicrobial activity of the bioactive metabolites in 

streptomycete isolates. Microbiology, 76(4), 421-428.  

Isik, K., et al. (1 9 9 9 ) .  Nocardia salmonicida nom. rev., a fish pathogen. International Journal of 

Systematic Bacteriology, 49(2), 833-837.  

Jose, Polpass, et al. (2013). Diverse Actinomycetes from Indian Coastal Solar Salterns - A Resource 

for Antimicrobial Screening. Journal of Pure and Applied Microbiology, 7, 2569-2575.  

Joyce, S. A., et al. (2011 ) .  The regulation of secondary metabolism and mutualism in the Insect 

pathogenic bacterium photorhabdus luminescens. Advances in Applied Microbiology, 76, 

1-25.  

Kanchanabanca, C., et al. (2 0 1 8 , 2 2 - 2 3  November 2 0 1 8 ) .  Potential antimicrobial producers 

isolated from worm cast. Paper presented at the Proceeding of the 30th Annual Meeting 

of the Thai Society for Biotechnology and International Conference (TSB 2018), Thailand. 

Katz L., et al. (2 0 1 6 ) .  Natural product discovery: past, present, and future. Journal of Industrial 

Microbiology and Biotechnology, 43(2-3), 155-176.  

Katz, M., et al. (2016). Culture-independent discovery of natural products from soil metagenomes. 

Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 43(2-3), 129-141. 

Kumar, Dr Vijay, et al. (2 0 1 2 ) .  Screening of actinomycetes from earthworm castings for their 

antimicrobial activity and industrial enzymes. Brazilian Journal of Microbiology, 205-214.  

Kutzner, H. J., et al. (1 9 5 9 ) .  Streptomyces coelicolor Mueller and Streptomyces violaceoruber 

Waksman and Curtis, two distinctly different organisms. Journal of Bacteriology, 78, 528-

538.  

Lemos, Manuel L., et al. (1 9 8 5 ) .  Antibiotic activity of epiphytic bacteria isolated from intertidal 

seaweeds. Microbial Ecology, 11(2), 149-163.  

Lohr, Dorothee, et al. (1989). Continuous cultivation of Streptomyces tendae in different media. 

Applied Microbiology and Biotechnology, 32(3), 274-279.  



41 
 

Low A.L.M, et al. (2015 ) .  Axonomic Diversity and Antimicrobial Activities of Actinomycetes from 

Manure Composts. Research Journal of Microbiology, 10, 13-522.  

Lu, Y., et al. (2 0 1 3 ) .  Isolation and characterization of fatty acid methyl ester (FAME)-producing 

Streptomyces sp. S1 6 1  from sheep (Ovis aries) faeces. Letters in Applied Microbiology, 

57(3), 200-205.  

Managamuri, U., et al. (2 0 1 7 ) .  Isolation, identification, optimization, and metabolite profiling of 

Streptomyces sparsus VSM-30. 3 Biotech, 7(3), 217.  

Manivasagan, P., et al. (2 0 1 4 ) .  Pharmaceutically active secondary metabolites of marine 

actinobacteria. Microbiological Research, 169(4), 262-278.  

McNeil, M. M., et al. (1994) .  The medically important aerobic actinomycetes: epidemiology and 

microbiology. Clinical Microbiology Reviews, 7(3), 357-417.  

Miguélez, Elisa M., et al. (1 9 9 9 ) .  Hyphal death during colony development in Streptomyces 

antibioticus: morphological evidence for the existence of a process of cell deletion in a 

multicellular prokaryote. The Journal of Cell Biology, 145(3), 515-525.  

Milshteyn, A., et al. (2 0 1 4 ) .  Mining the metabiome: identifying novel natural products from 

microbial communities. Chemistry & Biology, 21(9), 1211-1223.  

Mokni-Tlili, S., et al. (2010 ) .  Exploitation of biological wastes for the production of value-added 

hydrolases by Streptomyces sp. MSWC1  isolated from municipal solid waste compost. 

Waste Management & Research, 28(9), 828-837.  

Morales-Jimenez, J., et al. (2013). Nitrogen-fixing and uricolytic bacteria associated with the gut of 

Dendroctonus rhizophagus and Dendroctonus valens (Curculionidae: Scolytinae). 

Microbial Ecology, 66(1), 200-210.  

Nilsson, W. B., et al. (2002 ) .  Detection and identification of bacterial pathogens of fish in kidney 

tissue using terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) analysis of 1 6S 

rRNA genes. Diseases of Aquatic Organisms, 48(3), 175-185.  



42 
 

Owen, J. G., et al. (2 0 1 5 ) .  Multiplexed metagenome mining using short DNA sequence tags 

facilitates targeted discovery of epoxyketone proteasome inhibitors. Proceedings of the 

National Academy of Sciences of The United States of America, 112(14), 4221-4226. 

Pospiech, Andreas, et al. (1 9 9 5 ) .  A versatile quick-prep of genomic DNA from Gram-positive 

bacteria. Trends in Genetics, 11(6), 217-218.  

Public Health England. (2015). Health matters: antimicrobial resistance. London, England: PHE.   

Qinyuan Li, et al. (2016). Cultural, Physiological, and Biochemical Identification of Actinobacteria. 

Basics and Biotechnological Applications.  

Ruanpanun, Pornthip, et al. (2016). Potential of actinomycetes isolated from earthworm castings 

in controlling root-knot nematode Meloidogyne incognita. Journal of General Plant 

Pathology, 82(1), 43-50.  

Ruiz, B., et al. (2010) .  Production of microbial secondary metabolites: Regulation by the carbon 

source. Critical Reviews in Microbiology, 36(2), 146-167.  

Seipke, R. F., et al. (2012). Streptomyces as symbionts: an emerging and widespread theme? FEMS 

Microbiology Reviews, 36(4), 862-876.  

Shirling, E. B., et al. (1966). Methods for characterization of Streptomyces species1. International 

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 16(3), 313-340.  

Shuna Fu, et al. (2016). Screening and identification of a Streptomyces sp . with antifungal activity. 

International Journal of Science, 3.  

Siddique, Samia, et al. (2014) .  Isolation, characterization and celection of avermectin-producing 

Streptomyces avermitilis strains from soil samples. Jundishapur Journal of Microbiology, 

7(6). 

Smanski, Michael J., et al. (2016). Leveraging ecological theory to guide natural product discovery. 

Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 43(2), 115-128.  



43 
 

Sreevidya, M., et al. (2016). Exploring plant growth-promotion actinomycetes from vermicompost 

and rhizosphere soil for yield enhancement in chickpea. Brazilian journal of microbiology, 

47(1), 85-95.  

Syers, J. K., et al. (1984). Earthworms and soil fertility. Plant and Soil, 76(1), 93-104.  

Takeuchi, T., et al. (1996). Phylogenetic analysis of Streptomyces spp. causing potato scab based 

on 16S rRNA sequences. International journal of systematic bacteriology, 46(2), 476-479.  

Tringe, S. G., et al. (2 0 0 5 ) .  Metagenomics: DNA sequencing of environmental samples. Nature 

Reviews Genetics, 6(11), 805-814.  

Waksman. (1961). The actinomycetes, classification, identification and descriptions of genera and 

species (Vol. 2). Baltimore: Williams and Wilkins. 

World Health Organization. (2018). Antimicrobial resistance. Geneva, Switzerland: WHO.   

Zhang, D., et al. (1999) .  Polyoxins and nikkomycins: progress in synthetic and biological studies. 

Current Pharmaceutical Design, 5(2), 73-99.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



44 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



45 
 

ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. ISP2 / Yeast Malt Agar (YM Agar) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 Peptone     5.0  กรัม 

 Yeast extract     3.0  กรัม 

 Malt extract     3.0  กรัม 

 Dextrose     10.0  กรัม 

 Agar      20.0  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

6.2±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

2. MR5 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 Glucose      10.0  กรัม 

 Yeast extract      5.0  กรัม 

 Casamino acid      0.1  กรัม 

 Potassium sulfate (K2SO4)    0.25   กรัม 

 Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 • 6H2O) 10.12   กรัม 

 TES       5.73  กรัม 

 Trace element solution    2.0  มิลลิลิตร 

 Agar       20.0  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH)  ใหมีคาเทากับ 7.6 

แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที 
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3. Mueller Hinton Broth (MHB) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 Beef extract     2.0  กรัม 

 Casein enzyme hydrolysate   17.5  กรัม 

 Starch      1.5  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

7.3±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

4. Mueller Hinton agar (MHA) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 Beef extract     2.0  กรัม 

 Casein enzyme hydrolysate   17.5  กรัม 

 Agar      17.0  กรัม 

 Strach      1.5  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

7.3±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

5. Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 Tryptone     17.0  กรัม 

 Soytone     3.0  กรัม 

 Glucose     2.5  กรัม 

 Sodium chloride    5.0  กรัม 

 Dipotassium phosphate   2.5   กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

7.3±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สูตรและวิธีการเตรียมบัฟเฟอรและสารละลาย 

1. 50X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 ทริสอะซิเตต       242.28   กรัม 

 กรดอะซิติก      57.88   มิลลิลิตร 

 0.5 โมลาร กรดเอทิลีนไดอามีนเตตระอะซิติก  100   มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและปรับใหคาความเปนกรด-เบสเทากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

2. 1X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลติร 

 50X TAE buffer      20  มิลลิลิตร 

 น้ํา       980  มิลลิลิตร 

3. Trace element solution ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 ซิงค (II) คลอไรด      10.0   มิลลิกรัม 

 ไอรอน (III) คลอไรด เฮกซะไฮเดรต    5.0   มิลลิกรัม 

 คอปเปอร (II) คลอไรด เฮกซะไฮเดรต   0.1   มิลลิกรัม 

 แมงกานีส (II) คลอไรด เฮกซะไฮเดรต   0.25   มิลลิกรัม 

 โซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต    10.12  มิลลิกรัม 

 แอมโมเนียมเฮปตะโมลิบเดต    5.73   มิลลิกรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

4. 5M NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 โซเดียมคลอไรด      292.2  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

5. 0.5M NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 โซเดียมคลอไรด      29.22  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
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6. 75mM NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 0.5M NaCl      150  มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

7. 25mM EDTA pH8 1000 มิลลิลิตร 

 0.5M EDTA      50   มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

8. 0.5M Tris-HCl pH 7.5 1000 มิลลิลิตร 

 Tris       6.06  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

9. 20mM Tris-HCl pH7.5 1000 มิลลิลิตร 

 0.5M Tris-HCl pH 7.5     40  มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

10. 10% SDS  1000 มิลลิลิตร 

 SDS       100  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

11. SET buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

  5M NaCl       15   มิลลิลิตร  

  0.5M EDTA pH 8.0      50   มิลลิลิตร  

  1M Tris-HCl pH 7.5      20   มิลลิลิตร  

 นําสารละลายมาผสมกัน จากนั้นเติมน้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 ปริมาตร 915 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไป

นึ่งดวย เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

12. TE buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร   

  0.5M Tris-HCl pH 8.0      20   มิลลิลิตร  

  0.5M sodium EDTA pH 8.0     2   มิลลิลิตร  

 นําสารละลายมาผสมกัน จากนั้นเติมน้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 ปริมาตร 978 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไป

นึ่งดวย เครื่องนึ่งอบฆเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

ตารางท่ี 1 ผลความเขมขนสปอรของ actinomycetes ในการเตรียมสารแขวนลอยสปอร 

ไอโซเลท ความเขมขนของสปอร  

(สปอรตอมิลลิลิตร) 

ไอโซเลท ความเขมขนของสปอร  

(สปอรตอมิลลิลิตร) 

ไอโซเลท ความเขมขนของสปอร  

(สปอรตอมิลลิลิตร) 

WC2 7.70 × 107, 8.47 × 107 WC50 4.08 × 107 WC92 3.38 × 107 

WC5 7.22 x 106 WC52 1.70 × 108 WC93 3.90 × 107 

WC10 5.54 × 107 WC53 6.32 × 107 WC94 1.25 x 107 

WC16 6.93 × 107 WC54 7.95 × 107 WC96 9.23 × 107 

WC19 5.25 × 107 WC55 1.23 × 108 WC97 1.04 × 108 

WC21 1.68 × 108 WC57 5.39 × 108 WC101 1.13 × 108 

WC22 1.69 × 108 WC58 4.25 × 108 WC102 6.14 × 107 

WC24 8.55 × 107 WC61 1.09 × 108 WC104 1.44 × 108 

WC26 6.61 × 107 WC64 5.76 × 107 WC105 2.60 × 108 

WC29 1.70 x 107 WC66 1.85 × 108 WC107 1.31 × 108 

WC30 4.36 × 107 WC69 6.51 × 107 WC109 1.83 × 108 

WC32 1.60 × 108 WC71 1.66 × 108 WC110 1.71 × 108 

WC33 1.28 × 108 WC75 6.40 × 107 WC114 6.98 × 107 

WC34 1.55 × 108 WC76 7.58 × 107 WC115 6.10 × 107 

WC36 1.12 × 108 WC74 1.15 x 107 WC116 9.23 × 107 

WC37 1.41 × 108 WC77 1.43 × 108 WC117 1.01 × 108 

WC38 1.57 × 108 WC78 1.07 × 108 WC118 1.70 × 108 

WC39 1.77 × 108 WC81 8.33 x106 WC119 1.91 × 108 

WC40 3.14 × 108 WC82 1.19 × 108 WC120 1.32 × 108 

WC41 4.50 × 107 WC83 7.31 × 106 WC121 2.05 × 108 

WC45 1.02 × 108 WC85 1.26 × 108 WC122 1.28 × 108 

WC46 2.93 × 107 WC86 6.14 × 107 

WC47 7.72 × 107 WC87 1.60 × 108 

WC49 2.02 × 108 WC89 6.75 × 107 
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ตารางท่ี 2 ขนาดของบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบชนิดตางๆ ดวยวิธี agar plug ของแตละไอโซเลท 

 

ไอโซเลท คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของขนาดบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

S. aureus E. coli P. aeruginosa B. subtilis C. albicans 

WC2 - - - 8±0.00 12±0.47 

WC10 - - - - 16±1.62 

WC16 - - - 10±0.00 16±2.62 

WC19 11±0.47 - - 15±0.47 - 

WC21 - - - - 12±0.50 

WC22 7±0.47 - - - - 

WC24 - - - - 14±0.00 

WC26      

WC30 - - - - - 

WC32      

WC33 - - - - - 

WC34 - - - - 15±1.50 

WC36 - - - 8±0.47 - 

WC37 - - - - 8±1.25 

WC38 - - - - - 

WC39      

WC40 - - - 14±0.00 - 

WC41 - - - 7±5.25 - 

WC45 23±2.05 - - 23±1.25 25±0.47 

WC46      

WC47      

WC49      

WC50      

WC52 - - - - 10±0.94 

WC53 15±0.82 - - 15±2.87 21±1.89 

WC54      
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ไอโซเลท คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของขนาดบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

S. aureus E. coli P. aeruginosa B. subtilis C. albicans 

WC55      

WC57      

WC58      

WC61      

WC64 - - - - 17±0.82 

WC66 - - - - 18±1.00 

WC69 - - - - 10±0.00 

WC71 - - - - - 

WC75 - - - - - 

WC76      

WC77 - - - 10±1.00 14±0.94 

WC78 - - - - - 

WC82 - - - - - 

WC83      

WC85 - - - - - 

WC86 - - - - 16±0.94 

WC87 - - - - 10±3.30 

WC89 7±0.47 - - 9±0.47 7±0.47 

WC92 - - - - - 

WC93 - - - 7±0.00 - 

WC96 - - - - - 

WC97      

WC101 - - - - 14±0.50 

WC102 8±0.47 - - 10±0.47 - 

WC104 - - - - 20±3.74 

WC105 - - - - 7±0.47 

WC107 - - - - 10±0.47 

WC109 - - - - 10±0.47 
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ไอโซเลท คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของขนาดบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

S. aureus E. coli P. aeruginosa B. subtilis C. albicans 

WC110 - - - - 13±0.82 

WC114 - - - - 12±2.87 

WC115 - - - - 7±0.00 

WC116 - - - - 16±2.16 

WC117 - - - - 15±0.00 

WC118 - - - - 14±4.78 

WC119 - - - - - 

WC120      

WC121 - - - - 11±0.94 

WC122      

- หมายถึง ไมยับย้ังจุลินทรียทดสอบ 
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