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บทที่ 1
บทนํา

แอคติโนมัยซิทีส  (actinomycetes)  จัดเปนจุลินทรียที่อยูในอันดับ แอคติโนมัยเซทาเลส
(Order Actinomycetales)  มีลักษณะก้ํากึ่งระหวางแบคทีเรียและรา  โดยลักษณะที่คลายกับรา
คือมีสายใยแตกแขนงออกเปนเสนเล็กๆ (Alexander, 1977) นอกจากนี้เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวจะมีลักษณะเปนกอน (pellet) คลายกับรา สวนลักษณะที่คลายกับแบคทีเรียคือ เปน
เซลลแบบโพรคาริโอต ไมมีเมมเบรนหอหุมนิวเคลียส ไมมีไมโตคอนเดรีย  มีไรโบโซมเปน 70S และ
มีผนังเซลลเปนเปปทิโดไกลแคน เปนตน นอกจากนี้แอคติโนมัยซิทีสยังมีความไวตอสารปฏิชีวนะ
ชนิดที่ฆาแบคทีเรียแตไมมีความไวตอสารปฏิชีวนะที่ฆารา ลักษณะสายใยของแอคติโนมัยซิทีส มี
2 ชนิด คือ สายใยที่ชูข้ึนไปบนอากาศเรียกวา สายใยอากาศ (aerial mycelium) และสายใยที่
เจริญลึกลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเรียกวา สายใยอาหาร (substrate mycelium) ที่ปลายสายใย
มีการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศที่มีผนังบางเรียกวา โคนิเดีย (conidia) ถา สปอรอยูในอับสปอร
(sporangium)  จะเรียกวาสปอแรงจิโอสปอร (sporangiospores)  ลกัษณะของสปอรจะแตกตาง
กันไปตามกลุมของแอคติโนมัยซิทีส  โคโลนีของแอคติโนมัยซิทีสอาจเกิดขึ้นจาก สปอร หรือ
โคนิเดีย หรือ สายใยก็ได ซึ่งทําใหไมสามารถทราบไดวาโคโลนีที่เกิดขึ้นนั้นเกิดจาก สปอร หรือ
กลุมของสปอร หรือ 1 เซลลของสายใย หรือ ชิ้นสวนของสายใย (หลายเซลล) จึงยากตอการหา
จํานวนแอคติโนมัยซิทีสที่แนนอน (Labeda and Shearer, 1990)

เนื่องจากสปอรหรือโคนิเดียของแอคติโนมัยซิทีสสามารถทนความรอนไดมากกวาสายใย 
ทําใหสปอร หรือ โคนิเดียสามารถอยูในดินที่แหงแลงเปนเวลาหลายป อิทธิพลของสิ่งแวดลอมที่มี
ผลตอการเจริญแอคติโนมัยซิทีสคือ พีเอชหรือคาความเปนกรด-ดางของดิน แอคติโนมัยซิทีสมัก
เจริญไดดีในดินที่มีพีเอชเปนกลาง สวนใหญไมทนตอพีเอชต่ําโดยเฉพาะถาพีเอชนอยกวา 4 จะพบ
ไดนอยมาก แตมีแอคติโนมัยซิทีสบางชนิดที่เจริญไดในพีเอชที่ต่ํากวา 5   ความชื้นของดินที่เหมาะ
สมสําหรับแอคติโนมัยซิทีสคือประมาณ 85% (Labeda and Shearer, 1990) ถาความชื้นมากกวา
นี้จะพบแอคติโนมัยซิทีสนอยเนื่องจากมีปริมาณของออกซิเจนต่ํา อุณหภูมิก็เปนปจจัยหนึ่งที่
กําหนดชนิดของแอคติโนมัยซิทีส  โดยสวนใหญจะเปนพวกมีโซฟายล (mesophile) พบในชวง
อุณหภูมิ 28 – 37 องศาเซลเซียส  แตมีบางชนิดที่สามารถเจริญไดในอุณหภูมิสูงเรียกวา   เทอรโม
แอคติโนมัยซิทีส (thermoactinomycetes) ความลึกของดินเปนอีกปจจัยที่มีผลตอปริมาณของ
แอคติโนมัยซิทีส พบวาความลึกยิ่งมากปริมาณเชื้อยิ่งลดลง (Brock et al.,1984)
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แอคติโนมัยซิทีสพบไดในแหลงดินตางๆทั่วโลกโดยพบมากเปนอันดับ 2 รองจากแบคทีเรีย
ในธรรมชาติสวนใหญจะอยูอิสระ (free living) แตมีบางชนิดที่กอโรค (pathogen) ซึ่งกอใหเกิด
โรคในมนุษย สัตวหรือพืช จุลินทรียกลุมแอคติโนมัยซิทีสมีความสามารถในการยอยสลายสาร
ประกอบอินทรียชนิดตางๆ  นอกจากนี้ยังเปนแหลงของการผลิตสารปฏิชีวนะและเอนไซมที่สําคัญ
อีกดวย

แอคติโนฟาจ (actinophages) เปนฟาจที่สามารถทําลายแอคติโนมัยซิทีส โดยจะเขาไป
เจริญเพิ่มจํานวนในเซลลของแอคติโนมัยซทิีส เปนผลใหเซลลแตก กอใหเกิดบริเวณใสของเซลลที่
ติดเชื้อที่เรียกวา พลาค (plaque) การที่ฟาจจะเขาสูโฮสทหรือเซลลของแอคติโนมัยซิทีสชนิดใด
ชนิดหนึ่งและทําใหโฮสทเกิดการติดเชื้อ ฟาจจะตองมีความจําเพาะตอแอคติโนมัยซิทีสชนิดนั้นๆ
การเกาะติด (adsorption) ของฟาจกับรีเซพเตอร (receptors) บนโฮสทจะเปนตัวจํากัดความ
จําเพาะของฟาจกับสายพันธุแอคติโนมัยซิทีส ฟาจแตละชนิดจะมีความสามารถในการเขาสูโฮสท
เซลลแตกตางกัน ถาฟาจสามารถเขาสูโฮสทชนิดที่ตางสายพันธุกันเรียกวามีโฮสท-เรนจ (host
range) กวาง หรือถาฟาจเขาสูโฮสทเซลลชนิดสายพันธุเดียวกันเรียกวามีโฮสท-เรนจแคบ (Goyal
et al., 1987) วงจรการติดเชื้อฟาจในโฮสทเซลลแบงเปน 2 แบบ แบบแรกเรยีกวา ไลติคไซเคลิ (lytic
cycle)  ซึง่ทาํใหเซลลของแอคตโินมยัซทิีสแตก ฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบนี้เรียกวา ไวรูเลนตฟาจ
(virulent phage) เชน ฟาจ RP2   แบบที่สองเรียกวา ไลโสเจนิคไซเคิล (lysogenic cycle) คือไม
ทําใหเซลลของแอคติโนมัยซิทีสแตก แตดีเอ็นเอของฟาจจะสอดแทรกในโครโมโซมของโฮสทเซลล
เรียกวา โพรฟาจ (prophage) ฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบนี้เรียกวา เทมเพอเรตฟาจ (temperate
phage) เชน ฟาจ φC31 เปนตน

มีรายงานกลาวถึงแอคติโนฟาจที่ทําใหแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุที่ผลิตสารปฏิชีวนะที่   
สําคัญหลายชนิดเกิดการแตกสลายและเปนปญหาสําคัญอยางยิ่งทางอุตสาหกรรม ตัวอยางเชน
ฟาจ RP2 กอใหเกิดการติดเชื้อ Streptomyces rimosus  ซึ่งผลิตออคซีเตตราไซคลีน
(oxytetracycline) (Hranueli et al., 1979)   ฟาจ VP1 และ CWK กอใหเกิดการติดเชื้อ
Streptomyces venezuelae  ซึ่งผลิตทีนามัยซิน (thienamycin) และ Streptomyces cattleya ซ่ึง
ผลิตคลอแรมฟนิคอล (chloramphenicol) ตามลําดับ (Anne et al., 1984) ฟาจ G3, G4 และ G5
กอใหเกิดการติดเชื้อ Streptomyces erythreus ที่ผลิตอิริโทรมัยซิน (erythromycin) (Donadio et
al., 1986) เปนตน ดังนั้นถามีการคนควาหาแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจ เพื่อนํา
มาใชในอุตสาหกรรม ก็นาจะเปนประโยชนอยางยิ่ง
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วัตถุประสงค
เพื่อคัดแยกแอคติโนมัยซิทีสจากแหลงดินในประเทศ และคัดเลือกสายพันธุที่ตานการติด

เชื้อแอคติโนฟาจ พรอมทั้งศึกษาสมบัติและเอกลักษณของสายพันธุดังกลาว

ขั้นตอนการวิจัย
1. เพื่อคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ไมเกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ
2. ศึกษาสมบัติของแอคติโนมัยซิทีสที่ไมเกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ
3. ตรวจสอบเอกลักษณของแอคติโนมัยซิทีส

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
ผลการศึกษาสมบัติและการตรวจสอบเอกลักษณของแอคติโนมัยซิทีสที่ไมเกิดการติดเชื้อ

แอคติโนฟาจ จะเปนองคความรูพื้นฐานของแอคติโนมัยซิทีสที่สําคัญที่สามารถนําไปใชประโยชน
ตอการพัฒนาทางดานอุตสาหกรรม และสาขาอื่นๆอีกตอไปได



บทที่ 2
วารสารปริทรรศน

2.1   ประวัติการคนพบ

แอคติโนมัยซิทีส เปนจุลินทรียที่มีลักษณะและความสัมพันธใกลเคียงกับแบคทีเรียและรา
โดยในอดีตที่ผานมาแนวทางของการจําแนกเชื้อ การบัญญัติศัพทเฉพาะเพื่อระบุสกุล และชื่อชนิด
ของจุลินทรียนี้มีความสับสนเปนอยางมาก

รายงานการศึกษาเกี่ยวกับแอคติโนมัยซิทีสเริ่มตนในป 1875 โดย Ferdinand Cohn อาง
อิงถึงโดย Waksman (1950) ไดตั้งชื่อจุลินทรียที่สรางสายใยชนิดหนึ่ง ซึ่ง R. Foerster แยกไดจาก
กอนนิ่วที่พบในทอน้ําตาวา Streptothrix foersteri  โดย Cohn เนนวาจุลินทรียนี้มีความคลายคลึง
กับ Leptothrix นอกจากนี้ภาพจุลินทรียที่ถายโดย Cohn แสดงใหเห็นสปอรที่เรียงกันเปนสาย ซึ่ง
เปนลักษณะของจุลินทรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส  ตอมาในป1877 Harz อางอิงถึงโดย Waksman
(1950) ไดตั้งชื่อจุลินทรียกอโรคในวัวที่ถูกคนพบโดย Bollinger วา Actinomyces bovis เหตุที่ตั้ง
ชื่อดังกลาว เนื่องจากกลุมสายใยของเชื้อแผออกเปนรัศมี ซึ่งตรงกับชื่อ actinomyces ที่แปลวา
ray fungus แตการตั้งชื่อสกุลทั้งสองแบบที่กลาวขางตนไมไดรับการยอมรับ เนื่องจากไดมีการนํา
ชื่อ Streptothrix ไปใชในจุลินทรียอ่ืนกอนแลว และชื่อ Actinomyces ก็ไมเปนที่นิยมเชนกัน เนื่อง
จากชื่อดังกลาวไมไดครอบคลุมสัณฐาน และ รูปรางลักษณะของจุลินทรียกลุมนี้ นอกจากนี้ยังไม
สามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ออกมาไดอีกดวย

ภายหลังที่มีการตั้งชื่อสกุลสองช่ือแรกดังกลาวแลว ไดมีการตั้งชื่อสกุลของจุลินทรียนี้อยาง
แพรหลาย โดยอาศัยจากแหลงอาหารตามธรรมชาติของจุลินทรีย หรือจากคุณลักษณะทาง
กายภาพแตละแบบของจุลินทรียนั้นๆ แตก็เปนชื่อที่ไมสามารถสื่อความหมายครอบคลุมทางดาน
สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของจุลินทรียไดครบถวน (Waksman, 1950)

เนื่องจากจุลินทรียนี้สามารถแยกยอยไดหลายพันชนิด อีกทั้งยังเปนสวนรวมในกระบวน
การทางธรรมชาติหลายขั้นตอน จึงมีการจัดกลุมจุลินทรียนี้ออกเปนหมวดหมูโดยใชหลักการ
จําแนกเดียวกันคือ อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของแอคติโนมัยซิทีส  ไดแก
ลักษณะเฉพาะเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อจําเพาะ ลักษณะของรงควัตถุที่สรางขึ้น การสรางกลิ่น
การสรางสารปฏิชีวนะหรือเอนไซม การยอยสลายสารประกอบอินทรีย และองคประกอบของเซลล
แอคติโนมัยซิทีส เปนตน (Williams et al.,1989) และในปจจุบันไดใชลําดับเบสของยีนที่ประมวล
รหัสของ 16S rRNA เปนเกณฑในการจัดกลุมที่สําคัญดวย (Ueda et al., 1999)
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2.2  ลักษณะทั่วไปของแอคติโนมัยซิทีส

แอคติโนมัยซิทีสจัดเปนจุลินทรียที่อยูในอันดับแอคติโนมัยเซทาเลส ติดสีแกรมบวก ยก
เวนบางกลุมที่เปนเทอรโมฟลิค (thermophilic) เมื่อบมที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียสจะติดสี
แกรมลบ แอคติโนมัยซิทีสสวนใหญไมมีสมบัติเปนแอซิด ฟาสต (acid fast) แตมี Nocardia บาง
ชนิด โดยเฉพาะชนิดที่กอโรค (Kalakoutskii and Agre, 1976) มีสมบัติเปน แอซิด ฟาสต

2.2.1 โคโลนีของแอคติโนมัยซิทีส
การเพาะเลี้ยงแอคติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง จะเกิดการสราง

สายใยจํานวนมาก จนเกิดการรวมกันเปนกลุมกอนเรียกวา โคโลนี (colony) ซึ่งความหมายของ
โคโลนีของแอคติโนมัยซิทีสจะตางจากโคโลนีของแบคทีเรีย เนื่องจากโคโลนีของแบคทีเรียจะเกิด
จากเซลลเดี่ยวหรือกลุมของเซลลที่มีลักษณะเหมือนกัน  แตโคโลนีของแอคติโนมัยซิทีสอาจเกิด
จากกลุมของสายใยซึ่งพัฒนาจากสปอร หรือ สายใยอาหาร (substrate mycelium)

รูปที่ 2.1 ลักษณะโคโลนีและสายใยของแอคติโนมัยซิทีส (Brock et al., 1984)
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2.2.2  สายใยของแอคติโนมัยซิทีส
โคโลนีของแอคติโนมัยซิทีสจะมีการสรางสายใย 2 แบบ คือ สายใย

อาหาร และ สายใยอากาศ (aerial mycelium) ดังแสดงในรูปที่ 2.1  โดยสายใยทั้ง 2 แบบจะแสดง
ลักษณะและหนาที่ทางชีววิทยาที่แตกตางกัน โดยทั่วไปแอคติโนมัยซิทีสจะมีการสรางสายใยทั้ง 2
แบบ แตมีบางชนิดที่สรางเฉพาะสายใยอาหาร  ปกติไมพบผนังกั้นเซลลในสายใย แตก็อาจ
พบไดในชวงแรกของกระบวนการแตกเปนชิ้นสวน (fragmentation) ของสายใย   ซึ่งในป 1919
Drechsler  และในป 1923  Orskov  อางอิงถึงโดย Waksman (1950) รายงานวาแอคติโนมัยซิทีส
สกุล Nocardia และ Streptomyces   บางชนิดมีผนังกั้นในสายใย

สายใยอาหาร คือ สายใยที่สรางในชวง vegetative ซึ่งการเจริญของสาย
ใยชนิดนี้จะมีขนาด และรูปรางแตกตางกัน โดยชวงแรกสีของสายใยจะเปนสีขาวหรือครีม แตเมื่อ
เจริญเต็มที่จะกลายเปนสีเหลือง  แดง  ชมพู  สม  เขียว หรือ น้ําตาล และเมื่อเพาะเลี้ยงแอคติโน
มัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ จะเกิดการเจริญอยางรวดเร็วภายในเวลา 2-6 ชั่วโมง  โดยจะมีการ
สรางทอเจริญ (germ tube) หนึ่งทอหรือหลายทอ ซึ่งทอเจริญนี้จะเจริญตอไปเปนสายใยสายยาว
แลวพัฒนากลายเปนสายใยที่มีความซับซอนยิ่งขึ้น ขนาดของเสนผานศูนยกลางและความยาว
ของสายใยจะแตกตางกันไปตามกลุมและชนิดของแอคติโนมัยซิทีส เสนผานศูนยกลางของสายใย
ประเภทนี้พบไดตั้งแต 0.2–0.8 ไมโครเมตร บางชนิดจะตรงและยาวถึง 600 ไมโครเมตรหรือกวา
นั้น บางชนิดพบสายใยลักษณะโคงและมีการแตกแขนง มีความยาวประมาณ 50–100 ไมโครเมตร
(Kalakoutskii and Agre, 1976)

โครงสรางของสายใยจะมีความแตกตางกันขึ้นกับสวนประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ  ภาวะที่เชื้อเจริญ โดยเฉพาะอยางยิ่งอุณหภูมิและสารเคมีที่มีผลตอการเจริญ เมื่อ
เชื้อมีอายุมากสายใยชนิดนี้จะมีการแตกออกเปนชิ้นสวนสั้นๆ บางชนิดอาจมีการแตกอยางรวดเรว็
โดยเฉพาะเมื่ออยูในอุณหภูมิสูง หรือเจริญในภาวะที่เปนของเหลว หรือเกิดการติดเชื้อโดยแอคติโน
ฟาจ (Sykes and Skinner, 1973)

สายใยอากาศ คือ สายใยที่สรางขึ้นดานบนของสายใยอาหาร พบมากใน
แอคติโนมัยซิทีสสวนใหญ โดยเฉพาะในสกุลสเตรปโตมัยซิส (Streptomyces) ลักษณะของสายใย
อากาศจะแตกตางกันไปตามกลุมของแอคติโนมัยซิทีส สวนประกอบของอาหาร และภาวะของการ
เลี้ยงเชื้อ สายใยอากาศสวนใหญมีเสนผานศูนยกลางตั้งแต 1–1.4 ไมโครเมตร โดยปกติสายใย
ชนิดนี้จะมีลักษณะสั้น ตรงหรือโคง และมีการแตกแขนงจํานวนมาก บางชนิดสรางสายใยยาวและ
มีการแตกแขนงออกเปนแขนงสั้นๆ มีลักษณะตรง หรือ โคง สายใยอากาศจะเจริญปกคลุมทั้ง
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โคโลนี เมื่อสังเกตดูจะมีลักษณะคลายปมดาย หรือ ฝุนชอลก อยูบนสายใยอาหาร (Kalakoutskii
and Agre, 1976)

ในป 1947 Klieneberger รายงานการสรางสายใยอากาศจากสายใย
อาหาร โดยเกิดจากการรวมตัวเปนกลุมกอนของสายใยกลายเปนเซลลเร่ิมตน (initial cell) ซึ่งสวน
ใหญเร่ิมเจริญจากจุดกึ่งกลางของโคโลนี แลวแผออกไปทุกทิศทาง เมื่อศึกษาภายในเซลลพบวา
กลุมเซลลดังกลาวจะมีกรดนิวคลีอิค (nucleic acid) ที่ติดสีเขมลอมรอบไปดวยของเหลวซึ่งถูกปด
ลอมดวยผนังเซลล (cell wall) การเจริญเปนสายใยอากาศ จะเร่ิมจากกระบวนการแตกหนอ
(sprout) และแบงตัว (subdivision) แลวจึงเจรญิตอไปเปนเซลลซึ่งจะพัฒนาเปนสปอรตอไป

แอคติโนมัยซิทีสบางกลุมสรางสายใยอากาศ ที่มีลักษณะคลายวงแหวน
เมื่อมองจากดานบน โดยลักษณะดังกลาวเกิดจาก ความแตกตางของสายใยที่สรางและไมสราง
สปอร ปรากฏการณนี้เปนผลมาจากการแพรของสารเคมีบางชนิด ความเขมแสง อุณหภูมิ และ
ความชื้น (Waksman, 1950)

2.2.3 สปอรของแอคติโนมัยซิทีส

2.2.3.1 การสรางสปอร
การสรางสปอรของแอคติโนมัยซิทีสจะแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ

กลุมและชนิด โดยพบวาการสรางสปอรของแอคติโนมัยซิทีสเกิดได 2 แบบ คือ สรางภายในสายใย
(endogenous) และสรางภายนอกสายใย (exogenous) (Kalakoutskii and Agre, 1976)

สปอรที่สรางภายในสายใย (endogenous spore) คือสปอรที่ถูกสรางอยู
ในสายใยหรือไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของเซลลคลายสปอรของแบคทีเรียแกรมบวก   พบการ
สรางสปอรแบบนี้ในแอคติโนมัยซิทีส สกุล Thermoactinomyces  สกุล Dactylosporangium
และ สกุล Planomonospora เปนตน การสรางสปอรเร่ิมจาก ผนังสายใยแบงออกเปน 2 ชั้น จาก
นั้นเยื่อหุมโพรโตพลาสซึม (protoplasm) มีความหนาเพิ่มข้ึน เกิดชองวางระหวางผนังสปอรกับ
อับสปอร (sporangium) เกิดสปอรที่เรียกวาสปอแรงจิโอสปอร (sporangiospores) ซึ่งสปอรดัง
กลาวจะหลุดออกมาเมื่อผนังของอับสปอรแตก  ดังแสดงในรูปที่ 2.2
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รูปที่ 2.2   ลักษณะการสรางสปอรแบบสรางภายในสายใย
    (Sykes and Skinner, 1973)

สปอรที่สรางภายนอกสายใย (exogenous spore)  คือสปอรที่ถูกสราง
อยูภายนอกสายใย การสรางสปอรลักษณะนี้พบไดในแอคติโนมัยซิทีสสวนใหญ โดยเฉพาะในสกุล
Streptomyces การสรางสปอรเร่ิมดวยการเพิ่มจํานวนของกรดนิวคลีอิก จากนั้นเยื่อหุมเซลลจะมี
ความหนาเพิ่มข้ึน และมีโซโซม (mesosomes) จะเพิ่มจํานวนและรวมกับผนังกั้นสปอร เกิดเปน
สปอรที่เรียกวา โคนิเดีย (conidia) ลักษณะของสปอรดังกลาวจะเรียงกันเปนสายบนสายใยที่เรียก
วากานชูสปอร (sporophore) ดังแสดงในรูปที่ 2.3

รูปที่ 2.3   ลักษณะการสรางสปอรแบบสรางภายนอกสายใย
    (Sykes and Skinner, 1973)
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2.2.3.2 ลักษณะสปอร
สปอรหรือโคนิเดียของแอคติโนมัยซิทีสจะมีรูปรางหลายแบบ เชน ทรง

กลม  ทรงรี  หรือ ทรงกระสวย โดยรูปรางและขนาดของสปอรจะแตกตางกันไปตามชนิดของแอคติ
โนมัยซิทีส สปอรของแอคติโนมัยซิทีสจะมีลักษณะคลายสปอรของรา คือมีความทนทานตอสภาวะ
แวดลอมมากกวาสปอรของแบคทีเรีย โดยทั่วไปสปอรของแอคติโนมัยซิทีสจะถูกทําลายที่อุณหภูมิ
ประมาณ 60–65 องศาเซลเซียสภายในเวลา 10–15 นาที เมื่ออยูในภาวะที่อาหารเหมาะสม สปอร
จะเกิดการบวม และสรางทอเจริญงอกออกมาจากปลายขางใดขางหนึ่ง หรือปลายทั้งสองดาน
ของสปอร   การสรางสปอรของเชื้อในกลุม Micromonospora จะแตกตางจากเชื้อสกุลอ่ืน คือ
โคนิเดียลักษณะทรงกลมหรือรี จะถูกสรางขึ้นบนแขนงพิเศษที่มีลักษณะตรง และสั้นประมาณ
5-10 ไมโครเมตร ซึ่งจะพบไดหลายๆแขนง โดยจะรวมกันเปนกลุมคลายกับพวงองุน  ปกติการ
สรางสปอรจะเกิดขึ้นไดมาก เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห (synthetic medium)
(Lechevalier and Lechevalier, 1967)

2.3  ลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอคติโนมัยซิทีส (Alexander, 1977)

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง แอคติโนมัยซิทีสสามารถเจริญไดทั้งบนและใตผิวของ
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง ซึ่งโคโลนีที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะก้ํากึ่งระหวางราและแบคทีเรีย โดยทั่วไปมี
รูปรางกลม ขอบเรียบ หรือปกคลุมไปดวยสายใยขนาดเล็ก เหนียว และเจริญลึกลงไปในเนื้อ
อาหาร  สามารถเห็นลักษณะการแผของสายใยเปนรัศมีไดเมื่อมองภายใตกลองจุลทรรศน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว เมื่อเลี้ยงแอคติโนมัยซิทีสในอาหารเหลวที่มีการเขยา
จะทําใหเกิดการเจริญอยางรวดเร็วและมีปริมาณมากกวาการเลี้ยงบนอาหารแข็ง โดยลักษณะของ
เชื้อจะเปนกอนขนาดเล็ก (pellet) ซึ่งเกิดจากการแตกหักของสายใย และการกระจายของสปอร
แตเมื่อต้ังทิ้งไวจะไมทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อขุน อาจพบการเจริญที่ผิวของภาชนะ หรือเกิดลักษณะ
เปนวงของการเจริญขึ้นบริเวณผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อได

2.4  ความตองการสารอาหารของแอคติโนมัยซิทีส

แอคติโนมัยซิทีสแตละกลุมมีความตองการสารอาหารแตกตางกันอยางมาก บาง
กลุมสามารถเจริญไดบนอาหารที่มีองคประกอบไมซับซอน แตบางกลุมเจริญไดเฉพาะอาหารที่มี
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องคประกอบซับซอน นอกจากนี้แอคติโนมัยซิทีสบางกลุมยังสามารถปรับตัวใหใชสารอาหารได
หลากหลายอีกดวย โดยปริมาณการสรางเซลลของแอคติโนมัยซิทีสจะข้ึนอยูกับปริมาณสารอาหาร
ที่เชื้อไดรับ อาหารเลี้ยงเชื้อของแอคติโนมัยซิทีสมีทั้งแบบสังเคราะหและแบบที่ใชสารอินทรียใน
ธรรมชาติ  โดยสวนใหญอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหจะถูกใชเพื่อการศึกษารูปรางลักษณะของแอคติ
โนมัยซิทีส ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อแบบสารอินทรียมักถูกใชเพื่อจุดประสงคเฉพาะ เชน ใชในการ
เพาะเลี้ยง Streptomyces griseus เพื่อผลิตสเตรปโตมัยซิน (streptomycin) ภายในระยะเวลา
อันสั้น ซึ่งถาใชอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหตองใชเวลาที่ยาวนาน และไดผลผลิตต่ํา

2.4.1 แหลงคารบอน
แอคติโนมัยซิทีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย ทั้งสารอินทรียที่มีโครง

สรางซับซอนและไมซับซอน โดยสารอินทรียเหลานี้ ไดแก กรดอินทรีย น้ําตาล แปง เซลลูโลส
โปรตีน  โพลีเปปไทด และกรดอะมิโน เปนตน แอคติโนมัยซิทีสบางกลุมสามารถใชสารประเภทอื่น
เชน ไขมัน สารประกอบไฮโดรคารบอน สารประกอบที่มีวงเบนซีน  หรือสารที่ยอยสลายไดยาก เชน
ลิกนิน แทนนิน และยางเปนแหลงคารบอนได โดยแอคติโนมัยซิทีสจะเลือกแหลงอาหารที่ใชไดงาย
มาใชในการเจริญกอน โดยแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก กลูโคส มอลโตส เดกซตริน แปง
กลีเซอรอล กรดอินทรีย และโปรตีน รองลงมา ไดแก ซูโครส และน้ําตาลประเภทอื่น
และอการ ก็ยังสามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในแอคติโนมัยซิทีสบางกลุม
เชน Streptomyces coelicolor  ได (Cohn, 1943)

โดยทัว่ไปแอคตโินมยัซทิสีมกัใชโปรตีนเปนแหลงคารบอน มากกวาคารโบไฮเดรต
ซึ่งทดสอบไดดวยการเติมโปรตีน หรืออนุพันธของโปรตีน เชน เปปโตน และเติมกลูโคส หรือ
คารโบไฮเดรตประเภทอื่นลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกัน พบวา แอคติโนมัยซิทีสจะใชโปรตีนเปนทั้ง
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนกอน โดยจะขับของเสียออกมาในรูปของแอมโมเนียจํานวนมาก
(Waksman and Lomanitz, 1925)

คารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากจะถูกใชเปนแหลง
คารบอนแลวยังมีบทบาทเปนสารบัฟเฟอรอีกดวย เนื่องจากถามีเฉพาะโปรตีน หรืออนุพันธของ
โปรตีนทําหนาที่เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว จะทําใหเกิดการสะสมของแอมโมเนียอยาง
รวดเร็วจนอาหารเลี้ยงเชื้อมีภาวะเปนดางสูงเกินกวาที่เชื้อจะเจริญได จากปจจัยดังกลาวทําให
กลูโคสเขามามีบทบาทสําคัญในการเจริญของแอคติโนมัยซิทีส แมวาในอาหารจะมีโปรตีนหรือ
เปปโตนอยูแลวก็ตาม เพราะการยอยสลายกลูโคสจะกอใหเกิดกรด ซึ่งสามารถใชในการปรับ
สมดุลกับแอมโมเนียที่ถูกสรางขึ้นจากการยอยสลายเปปโตนได (Waksman, 1950)
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กรดอินทรียตางๆ เชน กรดฟอรมิค (formic acid) กรดออกซาลิค (oxalic acid)
กรดทารทาริค (tartaric acid) และกรดฮิพพูริค (hippuric acid)  ยกเวนกรดอะซิติค (acetic acid)
กรดซิตริค (citric acid) และกรดมาลิก (malic acid) เปนสารประกอบคารบอนที่ไมคอยดีนักตอ
การเจริญของแอคติโนมัยซิทีส นอกจากนี้เอธิลแอลกอฮอล และเอธิลีนไกลคอล (ethylene glycol)
ก็เปนสารประกอบคารบอนที่ไมเหมาะสมเชนกัน ในขณะที่กลีเซอรอล แมนนิทอล และแปง เปน
แหลงคารบอนที่ดีมากของการเจริญของเชื้อ (Lechevalier and Lechevalier, 1967)

จากการที่แอคติโนมัยซิทีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายประเภท จึงสามารถ
ใชคุณสมบัติดังกลาวเปนเกณฑในการจําแนกแอคติโนมัยซิทีสแตละกลุมได โดยเฉพาะในกลุม
streptomycetes    Pridham และ Gottlieb (1948) รายงานวา Streptomyces เกือบทุกชนิด
สามารถใชกลูโคส แมนโนส แปง เดกซตริน และกลีเซอรอลได แตไมสามารถใชฟนอล และเกลือ
ของกรดฟอรมิค  กรดออกซาลิค  และกรดทารทาริคได

2.4.2  แหลงไนโตรเจน
แอคติโนมัยซิทีสไมสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาใชได   ดังนั้น โปรตีน

เปปโตน หรือ กรดอะมิโน จึงเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีสุดของจุลินทรียกลุมนี้ รองลงมาคือ ไนเตรท
และเกลือของแอมโมเนียม โดยไนเตรทถูกจัดใหเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีกวาเกลือของแอมโมเนียม
เนื่องจากไนเตรททําใหเกิดประจุลบ แตเกลือของแอมโมเนียมจะใหประจุบวก ซึ่งไมเอื้ออํานวยตอ
การเจริญของแอคติโนมัยซิทีสนอกจากนี้ ยังพบวาแอมโมเนียมซัลเฟตจะถูกใชไดดีกวาแอมโม
เนียมคลอไรด (Waksman and Lomanitz, 1925)

แอคติโนมัยซิทีสแตละกลุมสามารถยอยสลายโปรตีนไดแตกตางกัน ตัวอยางเชน
บางกลุมสามารถยอยสลายเจลาติน  บางกลุมสามารถสรางเอนไซมโปรติโอไลติค (proteolytic)
ซึ่งจะตกตะกอนโปรตีนในนมได (Sykes and Skinner, 1973)

2.5  แรธาตุ

แอคติโนมัยซิทีสแตละกลุมสามารถใชแรธาตุ เชน ฟอสฟอรัส โปแทสเซียม และ
แมกนีเซียมไดในความเขมขนที่แตกตางกัน ในขณะที่ความตองการซัลเฟอร แคลเซียม และเหล็ก
นั้นยังไมมีการยืนยันที่แนนอน แตพบวาแอคติโนมัยซิทีสบางกลุมสามารถเจริญไดดีเมื่อเติมธาตุ
เหล็กลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีรายงานวาสังกะสีมีบทบาทสําคัญในการเจริญของแอคติโน
มัยซิทีสบางกลุมดวย แรธาตุเหลานี้แมจะถูกตองการในปริมาณนอย แตก็เปนสิ่งที่ขาดไมได
สําหรับการเจริญของเชื้อ (Pridham and Gottlieb,1948)
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2.6  การสรางกลิ่น

การสรางกลิ่นเฉพาะของแอคติโนมัยซิทีสสามารถนํามาใชเปนเกณฑในการจําแนก       
แอคตโินมยัซทิสีไดเชนเดยีวกนั โดยกลิน่ทีส่รางขึน้อาจมกีลิน่คลายกลิน่อบั กลิน่ดนิ หรือกลิน่ผลไม
ในป 1895 Rullmann อางอิงถึงโดย Waksman (1950) ไดศึกษารายละเอียดของกลิ่นที่ถูกสราง
ขึ้นโดยแอคติโนมัยซิทีส พบวาสารที่ทําใหเกิดกลิ่นที่สรางจาก Actinomyces ordorifer  สามารถ
ละลายไดในอีเธอร  ตอมาในป 1947 Thaysen อางอิงถึงโดย Waksman (1950) อธิบายวาสารดัง
กลาวคือ สารจําพวกเอมีน

2.7  การสรางรงควัตถุ

การสรางรงควัตถุก็เปนอีกเกณฑหนึ่งในการจําแนกแอคติโนมัยซิทีส รงควัตถุที่สรางขึ้นจะ
มีความหลากหลายขึ้นกับองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยจําแนกตามลักษณะของโทนสี เชน
สีน้ําเงิน มวง แดง ชมพู เหลือง เขียว น้ําตาล หรือ ดํา ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือเก็บอยูใน
สายใย โดยรงควัตถุจะเกิดจากปฏิกิริยาของไทโรซิเนส (tyrosinase) ซึ่งออกซิไดสสารประกอบ
อินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ แอคติโนมัยซิทีสบางกลุมสามารถสรางรงควัตถุไดมากกวา 1 ชนิด เชน
Actinomyces violaceus-ruber และ Actinomyces tricolor  รงควัตถุโทนสีน้ําตาลจะเปน
รงควัตถุที่พบมากที่สุด โดยเฉพาะเมื่อเชื้อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้ออินทรีย (Tresner and Backus,
1963)

ความหลากหลายของรงควัตถุข้ึนกับปจจัยหลายอยาง ไดแก องคประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้อ อายุของเชื้อ ปริมาณอากาศ และอุณหภูมิ นอกจากนี้กรดและดางก็ยังมีผลตอสีรงควัตถุ
อีกดวย   โดยในป 1908 Muller อางอิงถึงโดย Shirling และ Gottlieb (1966) รายงานวาพีเอชมี
ผลตอการสรางรงควัตถุของ S. coelicolor  คือเมื่ออยูในภาวะเปนกรด รงควัตถุจะเปนสีแดง และ
จะกลายเปนสีน้ําเงินเมื่อมีภาวะเปนดาง
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2.8  การจัดจําแนกแอคติโนมัยซิทีส

นอกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา สวนประกอบของผนังเซลลสายใยของแอคติโนมัย
ซิทีสสามารถใชเพื่อจําแนกแอคติโนมัยซิทีสได โดยองคประกอบผนงัเซลลของแอคตโินมยัซทิสี  แต
ละกลุมจะแตกตางกนัไปตามกรดอะมโินตรงตาํแหนงที ่3 ของสายเตตราเปปไทด (tetrapeptide)  ไกล
ซนีในอนิเตอรเปปไทดบริด (interpeptide bridges) และเปปทโิดไกลแคนซกูาร (peptidoglycan
sugar) (Prescott et al, 1993)  ซึ่งเมื่อพิจารณาสวนประกอบของผนังเซลลดังกลาวพบวาสามารถ
แบงผนังเซลลออกไดเปน 4 กลุมใหญ คือกลุมที่ I - IV โดยอางอิงการจัดจําแนกของ Bergey ‘s
Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989) นอกจากนี้องคประกอบอื่นที่มี
ความสําคัญในการจัดจําแนกแอคติโนมัยซิทีส คือ ลักษณะรูปรางและสีของสายใยและสปอร  การ
สรางรงควัตถุที่แพรเขาในอาหาร (diffusible pigment) การสรางรงควัตถุเมลานีน และลําดับเบส
ของ 16S rRNA ตามรายละเอียดขางตนสามารถใชในการจัดจําแนกแอคติโนมัยซิทีสออกไดเปน 8
กลุมใหญ (Holt et al, 1994) คือ

1. Nocardioform actinomycetes
ประกอบดวย สกุล  Nocardia

สกุล  Rhodococcus
สกุล  Nocaridioides
สกุล  Pseudonocardia
สกุล  Oerskovis
สกุล  Saccharopolyspora
สกุล  Micropolyspora
สกุล  Promicromonospora
สกุล  Intersporangium
สกุล  Actinopolyspora
สกุล  Saccharomonospora
สกุล  Amycolatopsis
สกุล  Amycolata

2. Actinomycetes with multi-locular sporangia
ประกอบดวย สกุล  Geodermatophilus

สกุล  Dermatophilus
สกุล  Frankia
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3. Actinoplanetes
ประกอบดวย สกุล  Actinoplanes

สกุล  Ampullariella
สกุล  Pilimelia
สกุล  Dactylosporangium
สกุล  Micromonospora

4. Streptomycetes and related genera
ประกอบดวย สกุล  Streptomyces

สกุล  Streptoverticillium
สกุล  Kineosporia
สกุล  Sporichthya

5. Maduromycetes
ประกอบดวย สกุล  Actinomadura

สกุล  Microbispora
สกุล  Microtetraspora
สกุล  Planobispora
สกุล  Planomonospora
สกุล  Spirillospora
สกุล  Streptosporangium

6. Thermomonospora and related genera
ประกอบดวย สกุล  Thermomonospora

สกุล  Actinosynnema
สกุล  Nocardiopsis
สกุล  Streptoalloterichus

7. Thermoactinomycetes
ประกอบดวย สกุล  Thermoactinomyces

8. Other genera
ประกอบดวย สกุล  Glycomyces

สกุล  Kibdelosporangium
สกุล  Kitasatosporia
สกุล  Saccharothrix
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2.9 ประโยชนของแอคติโนมัยซิทีส

แอคติโนมัยซิทีสมีความสําคัญมากในทางอุตสาหกรรม เนื่องจากแอคติโนมัยซิทีสเปน
แหลงของสารทุติยภูมิที่ดี (secondary metabolite)   ในป 1994 Berdy อางอิงถึงโดย Kieser
และคณะ (2000) ไดรายงานวาสารทุติยภูมิทั้งหมดที่คนพบนั้นประมาณ 61 เปอรเซ็นตเปนสาร
ทุติยภูมิที่ไดจากแอคติโนมัยซิทีส รองลงมาคือ รา และแบคทีเรีย ดังแสดงในตารางที่ 2.1   และ
แอคติโนมัยซิทีสยังมีบทบาทเปนแหลงของสารปฏิชีวนะที่สําคัญในอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน
Streptomyces fradiae ใชผลิตนีโอมัยซิน (neomycin)   S. rimosus ใชผลิตออคซีเตตราไซคลีน
Nocardia  lurida ใชผลิตริสโตซีติน (ristocetin) และ Micromonospora olivoasterospora ใช
ผลิตฟอรติมิซิน (fortimicin) เปนตน (Kieser et al., 2000) นอกจากนี้แอคติโนมัยซิทีสยังเปน
แหลงของเอนไซมหลายชนิด เชน เอนไซมโปรติโอไลติคจาก Streptomyces reticuli  (Moormann
et al.,1993) และ S. griseus (Caccavo, 1999)  เอนไซมไลโพไลติคจาก Streptomyces
cinnamomeus (Sommer et al., 1997)     ไคติเนสจาก Streptomyces thermoviolaceus
(Tsujibo et. al., 1993) และ S. coelicolor  (Saito et. al., 2001) เปนตน

ตารางท่ี 2.1 ปริมาณโดยประมาณของสารทุติยภูมิที่ถูกผลิตขึ้นโดยจุลินทรียหลาย
กลุมอางอิงในป 1994 (Kieser et al., 2000)

สารเมตาบอไลต
แหลงที่ได

สารปฏิชีวนะ สารอื่นๆ ปริมาณรวม
แบคทีเรีย 1400 (12%) 240 (9%) 1640 (11%)

แอคติโนมัยซิทีส 7900* (66%) 1220* (40%) 9120* (61%)
เชื้อรา 2600 (22%) 1540 (51%) 4140 (28%)

จุลชีพทุกชนิด 11900 (100%) 3000 (100%) 14900 (100%)
* หมายถึง สามารถพบไดจาก Streptomyces ประมาณ 80 เปอรเซ็นต และ
   พบไดจากแอคติโนมัยซิทีสกลุมอื่น ประมาณ 20 เปอรเซ็นต
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2.10 แอคติโนฟาจ

แอคติโนฟาจ (actinophages) เปนฟาจ (ดังแสดงในรูปที่ 2.4) ที่สามารถทําลายแอคติโน
มัยซิทีสได โดยจะเขาไปเจริญและเพิ่มจํานวนในเซลลของแอคติโนมัยซิทีส เปนผลใหเซลลแตก
และเกิดเปนบริเวณใสของเซลลที่ติดเชื้อที่เรียกวา พลาค (plaque) ขึ้น การที่ฟาจจะเขาสูโฮสท
หรือเซลลของแอคติโนมัยซิทีสชนิดใดชนิดหนึ่งและทําใหโฮสทเกิดการติดเชื้อไดนั้น ฟาจจะตองมี
ความจําเพาะตอแอคติโนมัยซิทีสชนิดนั้นๆ และการเกาะติด (adsorption) ของฟาจกับรีเซพเตอร
(receptors) บนโฮสทจะเปนตัวจํากัดความจําเพาะระหวางฟาจกับสายพันธุของแอคติโนมัยซิทีส
ฟาจแตละชนิดจะมีความสามารถในการเขาสูโฮสทเซลลไดแตกตางกัน ถาฟาจสามารถเขาสูโฮสท
ชนิดที่ตางสายพันธุกันได จะเรียกวามีโฮสท-เรนจ (host range) กวาง แตถาฟาจสามารถเขาสู
โฮสทเซลลชนิดสายพันธุเดียวกันได จะเรียกวามีโฮสท-เรนจแคบ (Goyal et al., 1987) วงจรการ
ติดเชื้อฟาจในโฮสทเซลลแบงเปน 2 แบบ โดยแบบแรกเรียกวา ไลติคไซเคิล (lytic cycle)  (ดัง
แสดงในรูปที่ 2.5)  ซึ่งจะทําใหเซลลของแอคติโนมัยซิทีสแตกออก ฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบนี้เรียกวา
ไวรูเลนตฟาจ (virulent phage) เชน ฟาจ RP2 สวนการติดเชื้อแบบที่สองจะเรียกวา ไลโสเจนิค
ไซเคิล (lysogenic cycle) คือฟาจจะไมทําใหเซลลของแอคติโนมัยซิทีสแตก แตดีเอ็นเอของฟาจ
จะสอดแทรกเขาไปอยูในโครโมโซมของโฮสทเซลล เรียกวา โพรฟาจ (prophage) ฟาจที่มีวงจร
ชีวิตแบบนี้จะถูกเรียกวา เทมเพอเรตฟาจ (temperate phage) เชน ฟาจ φC31 เปนตน

รูปที่ 2.4   สวนประกอบตางๆของอนุภาคฟาจ (Pelczar et al., 1993)
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รูปที่ 2.5   ไลติคไซเคลิของแอคตโินฟาจ (Brock et al., 1984)

2.11  ความสัมพันธระหวางแอคติโนฟาจกับแอคติโนมัยซิทีส

ในป 1936 Wiebols และ Wieringa อางอิงถึงโดย Dowding (1973) ไดรายงานเกี่ยวกับ
แอคติโนมัยซิทีสที่เกิดการยอยสลายตัวเองซึ่งแยกไดจากมันฝร่ังที่เปนโรค พบวาการเติมสวนน้ําที่
กรองไดจาก Streptomyces roseus ลงในเชื้อแอคติโนมัยซิทีส จะไดพลาคจํานวนมากบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง และพบวาน้ํากรองดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของแอคติโนมัยซิทีสไดเมื่ออยูใน
อาหารเหลว นอกจากนี้ยังสามารถแยกแอคติโนฟาจไดจาก Actinomyces bovis และ Nocardia
farcinica  อีกดวย

รายงานที่เกี่ยวของกับการที่แอคติโนฟาจทําใหแอคติโนมัยซิทีสซึ่งใชในอุตสาหกรรม     
สําคัญหลายชนิดเกิดการแตกสลายและสูญเสียผลผลิตอันเปนปญหาสําคัญ สามารถรวบรวมได
ดังตอไปนี้

ในป 1946 Woodruff และ Foster อางอิงถึงโดย Waksman (1950) รายงานวาแอคติโน
ฟาจที่กอใหเกิดการติดเชื้อใน  S. griseus ซึ่งผลิตสเตรปโตมัยซินนั้นมีความจําเพาะมาก ซึ่ง
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แอคติโนฟาจ   ดังกลาวจะไมทําใหแอคติโนมัยซิทีสกลุมอ่ืน หรือแมแตใน S. griseus สายพันธุอ่ืน
ติดเชื้อ และเมื่อตรวจสอบรูปรางของแอคติโนฟาจดังกลาวดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบ
สองผาน พบวา แอคติโนฟาจของ  S. griseus มีรูปรางเหมือนกับแบคเทอริโอฟาจ

ในป 1947 Saudek และ Colingsworth รายงานเกี่ยวกับ S. griseus ที่เกิดการติดเชื้อได
ดวยแอคติโนฟาจ พบวาเกิดการสลายตัวของเซลล และเกิดลูกหลานแอคติโนฟาจเปนจํานวนมาก
และการผลิตสเตรปโตมัยซินจะถูกยับยั้งไดดวยแอคติโนฟาจ ซึ่งสามารถตรวจสอบแอคติโนฟาจได
โดยใชวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (double agar layer method) ดังแสดงในรูปที่ 2.6

รูปที่ 2.6   การเพาะเลี้ยงฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (Maloy et al., 1994)

ในป 1979 Hranueli และคณะ รายงานเกี่ยวกับ S. rimosus ซึ่งผลิตออคซีเตตราไซคลีน
วาเกิดการติดเชื้อของฟาจและถูกทําลายไดดวยแอคติโนฟาจ RP2

ในป 1984 Anne และคณะ รายงานเกี่ยวกับแอคติโนฟาจ VP1 และ CWK ที่กอใหเกิด
การติดเชื้อและทําลาย S. venezuelae ซึ่งผลิตทีนามัยซิน และ S. cattleya ซึ่งผลิตคลอแรม
ฟนิคอลตามลําดบั

ในป 1986 Donadio และคณะ รายงานวาฟาจ G3, G4 และ G5 กอใหเกิดการติดเชื้อ
และทําลายเซลล S. erythreus ซึ่งผลิตอิริโทรมัยซิน  

จากรายงานขางตน งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายที่จะคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติด
เชื้อแอคติโนฟาจเพื่อนํามาใชในอุตสาหกรรม โดยคาดวาแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกไดจะนําไปใช
ประโยชนในการแกปญหาที่เกิดจากแอคติโนฟาจได



บทที่ 3
วิธีดําเนินการวิจัย

3.1     อุปกรณ

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน D-0601 model 500 บริษัท Memmert, U.S.A.
- ตูถายเชื้อ (laminar flow) บริษัท International Scientific supply  Co. Ltd.,

Thailand.
- เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิได (controlled environment incubator shaker)        

รุน R-88 บริษัท New Brunswick Scientific Co. Ltd., U.S.A.
- เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน HERTZ               

บริษัท Kubota Corporation, Japan.
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Aquatherm G-86 บริษัท New Brunswick

Scientific Co. Ltd., U.S.A.
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน vortex-2 genie model G-560E                  

บริษัท Eutech Cyberscan, Singapore.
- เครื่องชั่งน้ําหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany.
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21             

บริษัท Bausch, U.S.A.
- กระดาษกรอง (cellulose acetate membrane filter) Pore size 0.45 µm.       

บริษัท Sartorius, Germany.
- ฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด bright line deep 1/10 มิลลิลิตร        

บริษัท Boeco, West Germany.
- กลองจุลทรรศนสเตอริโอไมโครสโคป (sterio microscope) รุน SZH-10              

บริษัท Olympus Optical Co. Ltd., Japan.
- กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CHS บริษัท Olympus Optical Co. Ltd., Japan.
- กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope)

รุน JEM-200CX บริษัท Jeol, Japan.
- กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope)        

รุน JSM-T220A บริษัท Jeol, Japan.
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3.2   สารเคมี

- ฮิวมิค แอซิด (humic acid) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ไคติน (chitin) บริษัท Fluka Biochemika, Switzerland.
- ไบโอติน (biotin) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ไทอามีน-ไฮโดรคลอไรด (thiamine-HCl) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ไรโบเฟลวิน (riboflavin) บริษัท Merck, Germany.
- ไนอะซิน (niacin) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ไพริดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด (pyridoxin-HCl) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- พารา-อะมิโนเบนโซอิค แอซิด (p-aminobenzoic acid) บริษัท Sigma

chemical, U.S.A.
- ไตรบูทิริน (tributyrin) บริษัท Fluka Biochemika, Switzerland.
- เฮกซะเดซิลไตรเมทิลแอมโมเนียม โบรไมด (hexadecyltrimethylammonium

bromide) บริษัท Fluka Biochemika, Switzerland.
- โพลีเอทธีลีนไกลคอล (polyethyleneglycol) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- อะราบิโนส (L-arabinose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- เซลโลไบโอส (cellobiose) บริษัท Fluka Biochemika, Switzerland.
- เดกซแทรน (dextran) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ฟรุคโตส (D-fructose) บริษัท Merck, Germany.
- กาแลคโตส (D-galactose) บริษัท Merck, Germany.
- มีโซ-อินโนสิทอล (meso –inositol) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- แลคโตส (D-lactose) บริษัท Merck, Germany.
- แมนนิทอล (D-mannitol) บริษัท Difco Laboratories.
- แมนโนส (D-mannose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ราฟฟโนส (raffinose) บริษัท Merck, Germany.
- แรมโนส (L-rhamnose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ซาลิซิน (salicin) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ซูโครส (sucrose) บริษัท Merck, Germany.
- ตรีฮาโลส (trehalose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ไซลิทอล (xylitol) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ไซโลส (xylose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.



21

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) บริษัท Merck, Germany.
- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate) บริษัท Merck, Germany.
- โซเดียมมาโลเนท (sodium malonate) บริษัท Merck, Germany.
- โซเดียมโพรพิโอเนท (sodium propionate) บริษัท Merck, Germany.
- โซเดียมไพรูเวท (sodium pyruvate) บริษัท Merck, Germany.
- แอสปาราจีน (L-asparagine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- โปรลีน (L-proline) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- อาจินีน (L-arginine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ซีสทีอีน (L-cysteine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ฮีสทิดีน (L-histidine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- เมทไธโอนีน (L-methionine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate) บริษัท Merck, Germany.
- ฟนิลอะลานีน (L-phenylalanine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ซีรีน (L-serine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- ทรีโอนีน (L-threonine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- วาลีน (L-valine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A.
- สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค (2,6-diaminopimelic acid) บริษัท Sigma

chemical, U.S.A.
- แลมปดาดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมจําเพาะ HindIII (λDNA/HindIII) บริษัท

Takara., Japan.
- สารละลายพีซีอารบัฟเฟอร (PCR buffer) บริษัท Promega, U.S.A.
- เอนไซมดีเอนเอพอลีเมอเรส (DNA polymerase) บริษัท Promega, U.S.A.
- ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร ดีเอ็นเอ แลดเดอร + 1.5 กิโลเบสแพร (100 bp DNA

ladder + 1.5 kb) บริษัท Pacific Sciences Ltd., Thailand.
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3.3   จุลินทรีย

3.3.1 สเตรปโตมัยซิทีส
1. Streptomyces alboniger ATCC 12461**
2. Streptomyces albovinaceus ATCC 15823**
3. Streptomyces albus KCC S-0357***
4. Streptomyces aminophilus ATCC 14961**
5. Streptomyces aureus KCC S-0009***
6. Streptomyces azureus PK 100C***
7. Streptomyces badius JCM 4350***
8. Streptomyces bikiniensis JCM 4011***
9. Streptomyces coelicolor KCC S-0357***
10. Streptomyces coelicolor  M 145***
11. Streptomyces coralus JCM 4313*
12. Streptomyces echinatus KCC S-0144***
13. Streptomyces endus KCC S-0213***
14. Streptomyces griseus  KA 1198*
15. Streptomyces humifer KCC S-0770***
16. Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772*
17. Streptomyces  hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1*
18. Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae KCC S0055***
19. Streptomyces lincolnensis JCM 4297***
20. Streptomyces lividans TK24***
21. Streptomyces luteofluorescens KCC S-0203***
22. Streptomyces luteogriseus ISP 5483*
23. Streptomyces melanosporofaciens JCM 4495*
24. Streptomyces nivous KCC S-0251***
25. Streptomyces nodosus JCM 4297***
26. Streptomyces perciperlis V6C-6*
27. Streptomyces pervullus F4B-31*
28. Streptomyces puniceus KCC S-0406***
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29. Streptomyces sparsogenes KCC S-0517***
30. Streptomyces tauricus JCM 4837*
31. Streptomyces thermovulgaris JCM 4520***
32. Streptomyces sp. PO***
33. Microbispora rosea subsp. rosea TISTR 1360**

*    ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ
**   ซื้อจากศูนยจุลินทรีย  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
*** ไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. Dr. Seiya Ogata   Kyushu Unversity

3.3.2 จุลินทรียสําหรับทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ (tested organisms)
Aspergillus niger ATCC 6275
Bacillus subtilis ATCC 6633
Candida albicans ATCC 70014
Escherichia coli  ATCC 25922
Micrococcus luteus ATCC 9341
Pseudomonas fluorescens   K. Komagata
Saccharomyces cerevisiae  TISTR 5169
Staphylococcus aureus ATCC 25923

3.3.3 แอคติโนฟาจ
แอคติโนฟาจ Ap1 ถึง Ap30
Ap1  ถึง   Ap10 ไดรับความอนุเคราะหจาก เจนจิรา เดชรักษา (2543)
Ap11 ถึง   Ap20 ไดรับความอนุเคราะหจาก ธีรพัฒน เวชชประสิทธ (2544)
Ap12 ถึง   Ap30 ไดรับความอนุเคราะหจาก Pringsulaka

(personal communication)
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3.4   เก็บจุลินทรีย
   

3.4.1 การเตรียมและเก็บรักษาสปอรของแอคติโนมัยซิทีส
ขีด (streak) สปอรหรือสายใยของเชื้อลงบนอาหารวุนเอียงแมนนิทอล

มังบีน อการ (mannitol mungbean agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 8) นําไปบมที่อุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส ประมาณ 7-14 วัน แลวเติมสารละลาย 20 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล (glycerol)
(ปริมาตร/ปริมาตร) 10 มิลลิลิตร ใชลูป (loop) ขูดใหสปอรหลุดแลวกรองสปอรแขวนลอยที่ไดใน
สารละลายกลีเซอรอลดวยสําลีปลอดเชื้อ เก็บรักษาไวในตูแชแข็ง อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

3.4.2 การเก็บรักษาแอคติโนฟาจ
เก็บรักษาแอคติโนฟาจในรูปฟาจแขวนลอยในนิวเตรียนท บรอท

(nutrient broth ; ภาคผนวก ก. หมายเลข 12) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

3.4.3 การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ
ขีดเชื้อ A. niger ลงบนอาหารวุนเอียงโปเตโต เดกซโตรส อการ (potato

dextrose agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 15) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 3-4 วัน
ขีดเชื้อ B. subtilis, E. coli, M. luteus, P. fluorescens, S. aureus ลง

บนอาหารวุนเอียงนิวเตรียนท อการ (nutrient agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 11) และขีดเชื้อ      
C. albicans, S. cerevisiae  ลงบนอาหารวุนเอียงยีสตเอกซแทรก มอลตเอกซแทรก อการ (yeast
extract malt extract agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 25) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง

เมื่อเชื้อทั้งหมดเจริญดีแลว เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการ
ถายเชื้อลงบนอาหารที่ใหม เพื่อเก็บรักษาอีกทุกๆ 1 เดือน โดยวิธีเดียวกัน

3.5   ตัวอยางดิน

การเก็บตัวอยางดิน
เก็บตัวอยางดินจากจังหวัดตางๆของประเทศไทย ตัวอยางละประมาณ

30-100 กรัม โดยเก็บลึกจากผิวดินประมาณ 7-10 เซนติเมตร บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะและสี
ของดิน วัดพีเอช (ภาคผนวก ค ขอ 3) แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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3.6   การแยกแอคติโนมัยซิทีสจากตัวอยางดิน

นําตัวอยางดิน 1 กรัม มาเจือจางในน้ํากลั่น 9 มิลลิลิตร เจือจางสารแขวนลอยดิน
ใหมีคาลดลงระดับละสิบเทา (serial ten fold dilution) ประมาณหาระดับ (10-1-10-5) และนําสาร
แขวนลอยดินแตละระดับการเจือจางไปแชในอางน้ําที่ปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา
10 นาที

นําสารแขวนลอยดิน 0.1 มิลลิลิตร สเปรด (spread) บนอาหารฮิวมิค แอซิด
วิตามิน อการ (humic acid vitamin agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 6) (Hayakawa and
Nonomura, 1987) บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน เมื่อเชื้อเจริญดีแลว โคโลนีจะมี
ลักษณะเปนเสนใยขนาดเล็กบนผิวหนาอาหารวุน ทําการถายเชื้อโดยขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แมนนิทอล มังบีน  อการ บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7- 14 วัน เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ตอไป

3.7  การเตรียมสปอรแขวนลอย

ขีดแอคติโนมัยซิทีสจากขอ 3.6  ลงบนอาหารวุนเอียงโอต มีล อการ (oat meal
agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 13) บมเปนเวลา 7-14 วัน เมื่อเชื้อเจริญจนมีสปอรมากพอ เติมสาร
ละลาย 20 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใชลูป (loop) ขูดใหสปอรหลุดเปนสปอร
แขวนลอยนําไปกรองดวยสําลีปลอดเชื้อ ปรับจํานวนสปอรใหไดประมาณ 108 สปอรตอมิลลิลิตร
โดยการนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร  เก็บรักษาสปอรแขวนลอยที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

3.8 การศึกษาความสัมพันธระหวางแอคติโนฟาจกับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิง

นําสปอรแขวนลอยของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิงที่ทราบชนิด แตละสาย
พันธุ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาใสในซอฟท อการ (soft agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 17) ผสม
ใหเขากันเทลงบนนิวเตรียนท อการ จากนั้นนําแอคติโนฟาจแขวนลอยแตละชนิดมาทดสอบการทํา
ใหเกิดการติดเชื้อในโฮสทเซลล  ดวยการหยดแอคติโนฟาจแขวนลอยปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไป
เปนจุดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตรวจสอบการติดเชื้อ
เบื้องตนจากการเกิดบริเวณใสตรงบริเวณทําการจุดแอคติโนฟาจแขวนลอยบนจานเพาะเชื้อ 
(Anne et al., 1984)
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3.9 การตรวจสอบการติดเชื้อแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น
(double agar layer method)

นาํแอคตโินฟาจปรมิาตร 200 ไมโครลติร และสปอรแขวนลอยของแอคตโินมยัซทิีส
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมลงในซอฟท อการ ผสมใหเขากัน เทลงบนนิวเตรียนท อการ ที่เตรียม
ไว บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตรวจสอบการติดเชื้อของแอคติโนฟาจกับแอคติโน
มัยซิทีสจากการเกิดพลาค  ทําการตรวจสอบซ้ํา 2 คร้ัง (Dowding, 1973 ; Lanning and
Williams, 1982 ; Anne et al., 1984)

3.10 การคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจ

คัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ไมใหพลาค เมื่อตรวจสอบการติดเชื้อแอคติโนฟาจดวย
วิธีการทําอาหารวุนสองชั้น ดังวิธีการทดลองในขอ 3.9

3.11 การศึกษาการยั้บยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ

นําสปอรแขวนลอยของเชื้อแอคติโนมัยซิทีสจากขอ 3.7 มาทําการจุด (spot) ลง
บนผิวหนาของอาหารนิวเตรียนท อการ บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนํา
จุลินทรียทดสอบที่ทําการเพาะเลี้ยงตามวิธีในขอ 3.4.3 มาเติมสารละลายนอรมอล ซาลีน (0.85
เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด) ไดเปนเซลลแขวนลอย นําเซลลแขวนลอยที่ไดไปวัดคาดูดกลืนแสง
(absorbance) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจางจนวัดคาการดูดกลืนแสงไดเทากับ 0.1

นําเซลลแขวนลอยของจุลินทรียทดสอบแตละตัว ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมลง
ใน ซอฟท อการ ผสมใหเขากันนําไปเททับลงบนเชื้อแอคติโนมัยซิทีสที่เจริญเปนจุดบนนิวเตรียนท
อการ บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดูการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบจาก
การเกิดบริเวณใส (clear zone) รอบเชื้อแอคติโนมัยซิทีส

3.12 การตรวจสอบการสรางเอนไซมขั้นตน

3.12.1 เอนไซมโปรติโอไลติค (proteolytic enzyme)
เลี้ยงแอคติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อสคิม มิลค อการ (skim

milk agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 18) บมที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสรางเอนไซม
โปรติโอไลติค โดยสังเกตวงใสรอบโคโลนีหลังจากบม เปนเวลา 3 วัน (Williams et al.,1989)
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3.12.2 เอนไซมไลโพไลติค (lipolytic enzyme)
เลี้ยงแอคติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อไตรบิวทิริน อการ (tributyrin

agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 21) บมที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสรางเอนไซมไลโพไลติค
โดยสังเกตวงใสจากการยอยสลายไตรบิวทิริน หลังจากบมเปนเวลา 6 วัน (Tanigaki et al., 1995)

3.12.3 เลซิติเนส (lecithinase)
เลี้ยงแอคติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อเอค โยค  อการ (egg yolk agar

; ภาคผนวก ก หมายเลข 4) บมที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสรางเอนไซมเลซิติเนสโดย
สังเกตสีเหลืองบริเวณรอบโคโลนี หลังจากบมเปนเวลา 6 วัน (Nitsch and Kutzner,1969)

3.12.4 เพคติเนส (pectinase)
เลี้ยงแอคติโนมัยซีทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อเพคติน อการ (pectin agar ;

ภาคผนวก ก หมายเลข 14) บมที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพคติน โดย
สังเกตวงใส  เมื่อเทสารละลาย 1 เปอรเซ็นต เฮกซะเดซิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด
(hexadecyltrimethylammonium bromide) บนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากบมเปนเวลา 6 วัน
(Hankin et al.,1971)

3.12.5 ไคติเนส (chitinase)
เลี้ยงแอคติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อคอลอยดัล ไคติน อการ

(colloidal chitin agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 3) บมที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบวงใสรอบ
โคโลนีหลังจากบมเปนเวลา 14 วัน (Hsu and Lockwood,1975)

3.13 การวิเคราะหหา 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค (2,6-diaminopimelic acid) ซ่ึงเปนองค
ประกอบในผนังเซลลของแอคติโนมัยซิทีส (Cross and Goodfellow, 1973)

3.13.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ
เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อยีสตเอกซแทรก เดกซโตรส  (yeast extract

dextrose medium ; ภาคผนวก ก หมายเลข 24) บมเปนเวลา 3-4 วัน ที่อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส แลวแยกเซลลดวยการปน นําเซลลมาผสมกับเอทธานอล   ตั้งทิ้งไว 1 คืน หลังจากนั้น
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แยกเซลลดวยการปน ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  นําเซลลแหงมาผสมกับกรดไฮโดร
คลอริคความเขมขน 6 นอรมอล ทิ้งไว 18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  จากนั้นนํามา
กรองเอาสวนน้ําใส  เติมบิวธานอล 1-2 หยด  ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่น   ตรวจสอบชนิดของ
องคประกอบผนังเซลลดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ เทียบกับสารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโน
พิมีลิค

3.13.2 วิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (Staneck and Roberts, 1974)
ใชตัวฉาบคือเซลลูโลสบนตัวยึดที่เปนแผนพลาสติก ขนาดกวาง 10

เซนติเมตร ยาว 20 เซนติเมตร หยด (spot) สารสกัดจากวิธี 3.13.1 บนแผนพลาสติกที่ฉาบดวย
เซลลูโลส จุดละ 1 ไมโครลิตร หางจากขอบลางประมาณ 1.5 –2 เซนติเมตร นําแผนพลาสติกที่
ฉาบนั้น นําไปอบในถังโครมาโทกราฟที่อ่ิมตัวดวยสารผสมของตัวแยกเคลื่อนที่ ตัวแยกเคลื่อนที่ที่
ใชคือ เมทานอล ตอ น้ํา ตอ 6 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค ตอ ไพริดนี อัตราสวน 80 : 26 : 4 :10
โดยตองแนใจวาบรรยากาศในโหลแกวนั้นจะตองอิ่มตัวดวยไอของตัวแยกเคลื่อนที่นั้น ใชเทคนิคที่
ใหตัวแยกเคลื่อนที่ไหลข้ึน ปลอยของเหลวนั้นไหลซึมข้ึนไปบนแผนที่ฉาบผานจุดที่หยดไวที่จุดเริ่ม
ตน (ที่หยดเอาไว) จนถึงตําแหนงที่กําหนด (หางจากปลายบนประมาณ 1 เซนติเมตร)   สารแตละ
ชนิดจะถูกตัวแยกเคลื่อนที่ละลายพาขึ้นไปดวยอัตราเร็วที่แตกตางกันเมื่อตัวไหลซึมข้ึนไปดวย
ระยะทาง 17 เซนติเมตรจากจุดเริ่มตน  นําออกมาผึ่งใหแหง ตรวจแถบที่สารเคลื่อนที่โดยพน 0.5
เปอรเซ็นต นินไฮดรินที่ละลายในอะซิโตนลงบนแผนฉาบ นําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2-3 นาที จะเกิดจุดสีน้ําตาลมวง วัดคา Rf คือระยะทางที่สารเคลื่อนที่ตอระยะทางที่ตัว
ทําละลายเคลื่อนที่

3.14 การศึกษาลักษณะและสมบัติของแอคติโนมัยซิทีส
ศึกษาตามวิธีที่รายงานโดย Williams และ คณะ (1983) และ Bergey ‘s Manual

of Systematic Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989)

3.14.1 การศึกษาสีของสายใยอาหารและสปอร
ขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้ออินออรแกนิค ซอลท สตารช

อการ (inorganic salt starch agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 7) บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา
7-14 วัน สังเกตสีของสายใยอาหารและสปอรที่เกิดขึ้น
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3.14.2 การศึกษาลักษณะของสปอร
ขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้ออินออรแกนิค ซอลท สตารช

อการ บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน ศึกษาลักษณะสปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเลค
ตรอนแบบสองผานตามวิธีใน ภาคผนวก ค.ขอ 2

3.14.3 การศึกษาลักษณะของสายสปอร
ขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้ออินออรแกนิค ซอลท สตารช

อการ บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน ศึกษาลักษณะของสายใย และ การเรียงตัวของ
สปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดตามวิธีในภาคผนวก ค ขอ 1

3.14.4 การศึกษาการสรางรงควัตถุเมลานิน (melanin pigment)
ขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารวุนเอียงเปปโตน ยีสตเอกซแทรก

ไอรอน อการ (peptone yeast extract iron agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 15) และ อาหารวุน
เอียงไทโรซีน อการ (tyrosine agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 23) บมที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจดู
การสรางรงควัตถุเมื่อเขาสูวันที่ 4  โดยจะเกิดสีดําหรือสีน้ําตาลเขมในอาหารเลี้ยงเชื้อวุนเอียง

3.14.5 การศึกษาการสรางรงควัตถุที่สามารถแพรกระจายได (diffusible pigment)
ขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารวุนเอียงกลีเซอรอล-แอสปาราจีน

อการ (glycerol – asparagine agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 5) บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7-14 วัน โดยจะเกิดสีบนอาหารวุนเอียง คือ เหลือง-น้ําตาล  น้ําเงิน  เขียว  แดง สม  และมวง

3.14.6 การรีดิวซไนเตรท
แทง (stab) เชื้อแอคติโนมัยซิทีสในอาหารเลี้ยงเชื้อไนเตรท อการ (nitrate

agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 10) ในหลอดทดลองขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วัน ตรวจสอบการเปลี่ยนไนเตรทเปนไนไตรท โดยหยดสารละลายเอ
(น้ํายาอัลฟาแนพธีลามีน) และบี (น้ํายากรดซัลฟานิลิค) (ภาคผนวก ข ; หมายเลข 2) ลงในหลอด
ทดลอง ซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาไนไตรทถูกสลายตอไปเปนแอมโมเนีย และ กาซไนโตรเจน การ
ทดสอบจะไมเกิดสีแดง ตองทดสอบขั้นที่สอง โดยเติมผงสังกะสี (zinc powder) ลงไป ถาเกิดสี
แดงแสดงวายังมีไนเตรทอยู (Shirling and Gottlieb,1966)
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3.14.7 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด
แทง (stab) เชื้อแอคติโนมัยซิทีสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเปปโตนเปนองค

ประกอบในหลอดทดลองขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร ใสกระดาษเลดอะซิเตท (lead acetate strip)
ไวภายในอยาใหถูกอาหาร (หนีบปลายกระดาษไวกับจุกหลอด) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 14 วัน ตรวจสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟดจากกระดาษเลดอะซิเตทจะเปลี่ยนเปนสี
ดํา (Shirling and Gottlieb,1966)

3.14.8 การศึกษาสมบัติของการยอยสลาย (degradation activity)
ศึกษาสมบัติการยอยสลายสารแตละชนิดดังแตไปนี้

0.5% อะดีนีน (adenine)
0.5% ไทโรซีน (tyrosine)
0.4% ไซแลน (xylan)
0.4% แซนทีน (xanthine)
0.1% เคซีน (casein)
0.05% กัวนีน (guanine)
0.4% เจลาติน (gelatin)
1.0% แปง (starch)
โดยขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท

อการ (modified bennett agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 9) ที่ประกอบไปดวยสารเคมีแตละชนิด     
ตรวจสอบการยอยสลายสารโดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงความใส บริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอา
หารวุน ยกเวน การยอยสลายเจลาติน และ แปง ตรวจสอบโดยการสังเกตวงใสหลังจากเททับดวย
สารละลาย แอซิดดิไฟล เมอรคิวริคคลอไรด (acidified HgCl2) และ ไอโอดีน (iodine) ตามลําดับ

3.14.9 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ
โดยขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท

อการ บมที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญหลังจาก 7 และ 14 วัน ที่อุณหภูมิ
4 และ 10 องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญหลังจาก 2 และ 4 สัปดาห

3.14.10การตรวจสอบการเจริญที่ความเปนกรด-ดาง เทากับ 4.3
โดยขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท

อการ ที่มีพีเอช เทากับ 4.3 บมที่ 30 องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญหลังจาก 7 และ 14 วัน
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3.14.11การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน
ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนดังตอไปนี้

0.1% อาจินีน (L-arginine)
0.1% ซีสทีอีน (L-cysteine)
0.1% ฮีสทิดีน (L-histidine)
0.1% เมทไธโอนีน (L-methionine)
0.1% โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)
0.1% ฟนิลอะลานีน (L-phenylalanine)
0.1% ซีรีน (L-serine)
0.1% ทรีโอนีน (L-threonine)
0.1% วาลีน (L-valine)
โดยขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม (basal

medium agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 1) ที่ประกอบที่ประกอบไปดวยสารประกอบไนโตรเจนแต
ละชนิด ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน โดยเทียบการ
เจริญกับอาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ไมไดเติมสาร และ อาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่
ประกอบดวย 0.1% แอสปาราจีน (L-asparagine) หรือ 0.1% โปรลีน (L-proline)

3.14.12 การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน
 ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนดังตอไปนี้

1.0% อะราบิโนส (L-arabinose)
1.0% เซลโลไบโอส (cellobiose)
1.0% เดกซแทรน (dextran)
1.0% ฟรุคโตส (D-fructose)
1.0% กาแลคโตส (D-galactose)
1.0% มีโซ-อินโนสิทอล (meso –inositol)
1.0% แลคโตส (D-lactose)
1.0% แมนนิทอล (D-mannitol)
1.0% แมนโนส (D-mannose)
1.0% ราฟฟโนส (raffinose)
1.0% แรมโนส (L-rhamnose)
1.0% ซาลิซิน (salicin)
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1.0% ซูโครส (sucrose)
1.0% ตรีฮาโลส (trehalose)
1.0% ไซลิทอล (xylitol)
1.0% ไซโลส (xylose)
0.1% โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)
0.1% โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)
0.1% โซเดียมมาโลเนท (sodium malonate)
0.1% โซเดียมโปรปโอเนท (sodium propionate)
0.1% โซเดียมไพรูเวท (sodium pyruvate)
โดยขีดเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น

อการ (carbon utilization agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 2) ที่ประกอบไปดวยสารประกอบ
คารบอนแตละชนิด ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนโดยเทียบการเจริญกับอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน
ยูทิไลเซชั่น อการ ที่ไมไดเติมสาร และอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทไิลเซชั่น อการ ที่ประกอบดวย
1.0% กลูโคส บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน

3.15 วิธีการทั่วไปสําหรับการศึกษาทางดานพันธุศาสตรระดับโมเลกุล

3.15.1 การสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแอคติโนมัยซิทีส ตามวิธีของ  Ausubel   
และคณะในป 1994 อางอิงถึงโดย Kieser และคณะ (2000)

เลี้ยงเซลลแอคติโนมัยซิทีสที่ตองการแยกโครโมโซมในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทริปติก ซอย บรอท (tryptic soy broth ; ภาคผนวก ก หมายเลข 22) 30 มิลลิลิตร เปนเวลา 24-48
ชั่วโมง ปนเก็บเซลลในหลอดทดลองขนาด 16X100 มิลลิเมตร ที่ 3,000 รอบตอนาที 5 นาที ทิ้ง
สวนน้ําใสใหหมด กระจายเซลลในบัฟเฟอร TE25S (25mM Tris-HCl, pH 8, 25mM EDTA pH 8,
0.3M sucrose) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวเติมไลโซไซม (lysozyme) ปริมาตร 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30-60 นาที  เติมโปรติเนส เค (proteinase K) ปริมาตร 50
ไมโครลิตร กับ 10% เอสดีเอส (SDS) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 55
องศาเซลเซียส 60 นาที เขยาเปนครั้งคราว นํามาเติม 5 โมลาร โซเดียมคลอไรด ปริมาตร 1
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมสารละลายซีแท็บ/โซเดียมคลอไรด (10% CTAB/0.7M NaCl)
ปริมาตร 0.65 มิลลิลิตร ผสมแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติม
สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลปริมาตรเทาตัวลงไป ทิ้งไว 30 นาที โดยผสมใหเขา
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กันเปนครั้งคราว นําไปปนที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ถายเอาสวนน้ําใสใสหลอด
ใหมแลวเติมสารละลายไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาตร 0.6 เทา จะเห็นดีเอ็นเอเปนเสน
ใสๆ นํามาลางดวย 70 เปอรเซ็นตเอทธานอล ทําใหแหง และละลายในน้ํากลั่น 100 ไมโครลิตร

3.15.2 การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซิส
เตรียมอะกาโรสเจล 0.6 เปอรเซ็นต ซึ่งหลอมในสารละลายบัฟเฟอร TAE

(ภาคผนวก ข หมายเลข 3) ลงในแบบพิมพซึ่งมีหวี (comb) เสียบอยู ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสาร
ละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (tracking dye ; ภาคผนวก ข หมายเลข 4) ในอัตราสวน 1:5 หยอดตัว
อยางลงในหลุมบนอะกาโรสเจล จากนั้นนําไปทําอิเลคโทรโฟริซิสในเจลแชมเบอร โดยใชความตาง
ศักย 50 โวลต จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่มาถึงขอบเจลอีกดาน ยอมอะกาโรส
เจลดวยเอธิเดียมโบรไมด 2.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที ตรวจดูการเรืองแสงของ
แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตราฐาน คือ แลมป
ดาดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมจําเพาะ HindIII

3.16 การจัดจําแนกแอคติโนมัยซิทีสโดยวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส
ของ 16S rRNA

การออกแบบไพรเมอร (primer) อางอิงขอมูล Kataoka และคณะ (1997)  เพื่อ
ใชในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส   ไพรเมอรดังกลาวคือ

forward primer WAT1 (5’-TCA CGG AGA GTT TGA TCC TG-3’)
reverse primer WAT2 (5’-GCG GCT GCT GGC ACG TAG TT-3’)

ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
โครโมโซมอลดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสที่คัดแยกไดซึ่งสกัดดวยวิธีของ Ausubel และคณะ ในป
1994 อางอิงถึงโดย Kieser และคณะ (2000) ตามวธิีในขอ 3.15.1 เปนแมแบบ (template) ใน
สวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาปริมาตร 50 ไมโครลิตร   ที่ประกอบดวย  สารผสม dNTP   forward
primer   reverse primer    เอนไซมดีเอ็นเอพอลีเมอเรส   สารละลายพีซีอารบัฟเฟอร  แมกนีเซียม
คลอไรด และ น้ํากลั่นบริสุทธ ซึ่งสวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3.1 และ
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสควบคุมอุณหภูมิดังแสดงในรูปที่ 3.1

ตรวจสอบยีนที่มีขนาดประมาณ 500 เบส ดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซิส
ตามวิธีในขอ 3.15.2 กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร ดีเอ็นเอ แลดเดอร + 1.5 กิโลเบสแพร
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ภายหลังการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลว เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอที่ไดเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA
โดยใชบริการของ Bioservice unit  ดวยเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ ABI
PrismTM (Perkin-Elmer, U.S.A.) (ภาคผนวก ง) วิเคราะหขอมูลที่ไดดวยโปรแกรม Dnasis  แลัว
นําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับเบสดวยโปรแกรม BLAST จาก
เว็บไซต http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

ตารางที่ 3.1 สวนผสมของรีเอเจนตตางๆ ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อการเพิ่ม
                จํานวนดีเอ็นเอที่ตองการ

รีเอเจนต ปริมาตรที่เติม (ไมโครลิตร)
น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 29
10X PCR บัฟเฟอร 5
สารผสม dNTP (dNTP mixture) 5
Primer1 (forward) 50 พิโคโมล/ไมโครลิตร 1
Primer2 (reverse)   50 พิโคโมล/ไมโครลิตร 1
แมกนีเซียมคลอไรด  25 ไมโครโมล 3
แมแบบ (template) 5
เอนไซมดีเอนเอพอลีเมอเรส1 ยูนิท/ไมโครลิตร 1

เพิ่มอุณหภูมิจนถึง 94 องศาเซลเซียส

Predenature  ที่ 94 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5 นาที

Denature       ที่ 97 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที

Annealing      ที่ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 นาที      35 รอบ

Extension      ที่ 72 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 นาที

Cool          ที่ 4 องศาเซลเซียส    เปนเวลา 7 นาที

คงอุณหภูมิไวที่ 4 องศาเซลเซียส จนหยุดปฏิกิริยา

รูปที่ 3.1  ไดอะแกรมการควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA



บทที่ 4
ผลการวิจัย

4.1 ลักษณะของตัวอยางดิน

ทําการเก็บตัวอยางดินจาก 26 จังหวัด ในประเทศไทย จํานวน 32 ตัวอยาง โดย
ตัวอยางดินที่เก็บรวบรวมไดมีเนื้อดิน สี  และ พีเอช แตกตางกัน  ตัวอยางดินสวนใหญเก็บใน
บริเวณที่มีการเกษตรกรรม เชน สวนผลไม นาขาว เปนตน และบริเวณที่มีตนไม หรือ วัชพืชขึ้นปก
คลุม  ดังแสดงในตารางที่ 4.1

4.2 การแยกแอคติโนมัยซิทีสจากตวัอยางดิน

จากการแยกแอคติโนมัยซิทีสจากตัวอยางดิน 32 ตัวอยาง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
ฮิวมิค แอซิด วิตามิน อการ ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.6  พบวาสามารถแยกแอคติโนมัยซิทีสได
จํานวน  117  สายพันธุ เรียงตามลําดับตัวอยางดินที่นํามาแยก ดังแสดงในตารางที่ 4.2
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ตารางที่ 4.1 แหลงที่มา  ลักษณะทั่วไป และ พีเอชของตัวอยางดิน

ตัวอยางดิน แหลงที่มา ลักษณะทั่วไป พีเอช ตัวอยางดิน แหลงที่มา ลักษณะทั่วไป พีเอช

1
อ.ศรีเทพ
จ.เพชรบูรณ

ดินหยาบปานกลาง
สีดํา 8.04 17

อ.พุนพิน
จ.สุราษฎรธานี ดินหยาบ สีดํา 5.75

2
เขตคลองเตย
กรุงเทพฯ

ดินละเอียด
สีดํา 7.78 18

อ.เมือง
จ.มหาสารคาม

ดินละเอียด
สีน้ําตาล – ดํา 5.43

3
อ.ผักไห
จ.อยุธยา

ดินหยาบปานกลาง
สีน้ําตาล 5.50 19

อ.ปกธงชัย
จ.นครราชสีมา

ดินหยาบปานกลาง
สีน้ําตาล 5.79

4
อ.หนองมวง
จ.ลพบุรี

ดินหยาบปานกลาง
สีดํา-น้ําตาล

6.65 20
อ.ดานขุนทด
จ.นครราชสีมา

ดินละเอียด
สีน้ําตาล

7.31

5
อ.เมือง
จ.ยโสธร

ดินหยาบ
สีน้ําตาล 5.79 21

อ.บานตาก
จ.ตาก

ดินหยาบปานกลาง
สีดํา 7.53

6
อ.สีค้ิว
จ.นครราชสีมา

ดินหยาบ
สีน้ําตาลออน 6.05 22

อ.เมือง
จ.ตาก

ดินละเอียด
สีน้ําตาล 7.21

7
อ.ไทรนอย
จ.นนทบุรี

ดินละเอียด
สีดํา 6.56 23

อ.หลมสัก
จ.เพชรบูรณ

ดินหยาบปานกลาง
สีดํา 7.92

8
เขาหลวง
จ.เพชรบุรี

ดินละเอียด
สีน้ําตาล-ดํา 6.60 24

อ.เมือง
จ.ลําพูน

ดินหยาบปานกลาง
สีน้ําตาล 6.32

9
เขาตะเกียบ
จ.ประจวบคีรีขันธ

ดินละเอียด
สีน้ําตาลดํา 6.21 25

อ.บานเขาทราย
จ.พิจิตร

ดินละเอียด
สีน้ําตาล 6.89

10
อ.ปาโมก
จ.อางทอง

ดินละเอียด
สีดํา

6.27 26
อ.หนองบัว
จ.นครสวรรค

ดินละเอียด
สีดํา

7.04

11
อ.มหาชัย
จ.สมุทรสาคร

ดินหยาบปานกลาง
สีน้ําตาล-แดง 6.89 27

อ.เมือง
จ.ชัยนาท

ดินละเอียด
สีน้ําตาล 6.25

12
อ.เมือง
จ.สุราษฎรธานี

ดินหยาบ
สีดํา 6.47 28

อ.สรรคบุรี
จ.ชัยนาท

ดินหยาบปานกลาง
สีน้ําตาล 6.72

13
อ.เมือง
จ.นครนายก

ดินหยาบ
สีน้ําตาล-ดํา 7.24 29

อ.เมือง
จ.ชัยภูมิ

ดินละเอียด
สีดํา 7.94

14
อ.สามโคก
จ.ปทุมธานี

ดินหยาบปานกลาง
สีน้ําตาล 6.98 30

อ.ซับใหญ
จ.ชัยภูมิ

ดินหยาบ
สีดํา 8.12

15
อ.บานโพธิ์
จ.ฉะเชิงเทรา

ดินละเอียด
สีน้ําตาล

5.91 31
อ.มวกเหล็ก
จ.สระบุรี

ดินละเอียด
สีน้ําตาล- ดํา

6.32

16
อ.เมือง
จ.อุตรดิตถิ์

ดินหยาบ
สีน้ําตาล

5.73 32
อ.เมือง
จ.จันทบุรี

ดินละเอียด
สีน้ําตาล

5.86
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ตารางที่ 4.2 สายพันธุของแอคติโนมัยซิทีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน 32 ตัวอยาง

ลําดับตัวอยางดิน สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได ลําดับตัวอยางดิน สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได
1 Ac1.1 17 Ac17.1
2 Ac2.1, Ac2.2 18 Ac18.1, Ac18.2

3
Ac3.1, Ac3.2, Ac3.3

19
Ac19.1, Ac19.2, Ac19.3, Ac19.4,
Ac19.5, Ac19.6

4
ไมสามารถแยกได

20
Ac20.1, Ac20.2, Ac20.3, Ac20.4,
Ac20.5, Ac20.6, Ac20.7

5
Ac5.1

21
Ac21.1, Ac21.2, Ac21.3, Ac21.4,
Ac21.5

6
Ac6.1, Ac6.2, Ac6.3

22
Ac22.1, Ac22.2, Ac22.3, Ac22.4,
Ac22.5, Ac22.6

7
Ac7.1, Ac7.2, Ac7.3, Ac7.4

23
Ac23.1, Ac23.2, Ac23.3, Ac23.4,
Ac23.5, Ac23.6, Ac23.7

8
Ac8.1, Ac8.2

24
Ac24.1, Ac24.2, Ac24.3, Ac24.4,
Ac24.5, Ac24.6, Ac24.7, Ac24.8

9
ไมสามารถแยกได

25
Ac25.1, Ac25.2, Ac25.3, Ac25.4,
Ac25.5, Ac25.6

10
Ac10.1, Ac10.2

26
Ac26.1, Ac26.2, Ac26.3, Ac26.4,
Ac26.5, Ac26.6

11
Ac11.1, Ac11.2

27
Ac27.1, Ac27.2, Ac27.3, Ac27.4,
Ac27.5, Ac27.6

12 Ac12.1, Ac12.2, Ac12.3 28 Ac28.1, Ac28.2, Ac28.3
13 Ac13.1, Ac13.2 29 Ac29.1, Ac29.2, Ac29.3, Ac29.4
14 Ac14.1, Ac14.2 30 Ac30.1, Ac30.2

15
Ac15.1

31
Ac31.1, Ac31.2, Ac31.3, Ac31.4,
Ac31.5

16

Ac16.1, Ac16.2, Ac16.3

32

Ac32.1, Ac32.2, Ac32.3, Ac32.3,
Ac32.3, Ac32.4, Ac32.5, Ac32.6,
Ac32.7, Ac32.8, Ac32.9, Ac32.10,
Ac32.11, Ac32.12
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4.3 การศึกษาความสัมพันธระหวางแอคติโนฟาจกับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิง

จากการนําแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิงที่ไดจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยี
แหงชาติ  ศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และ Prof. Dr.
Seiya Ogata จํานวน 32 สายพันธุ มาทดสอบการติดเชื้อแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิดซึ่งไดจาก
เจนจิรา เดชรักษา (2543)  ธีรพัฒน เวชชประสิทธิ์ (2544) และ Pringsulaka (personal
communication) พบวาแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิงมีการติดเชื้อแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิด
แตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 4.3



39

   ตารางที่ 4.3  ความสามารถในการติดเชื้อของแอคติโนฟาจ กับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิง

แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิง
แอ
คต
ิโนฟ

าจ

Str
ep

tom
yc

es
 al

bo
nig

er

S. 
alb

ov
ina

ce
us

S. 
alb

us

S. 
am

ino
ph

ilus

S. 
au

reu
s

S. 
az

ure
us

S. 
ba

diu
s

S. 
bik

inie
ns

is

S. 
co

elic
olo

rKC
CS

-03
57

S. 
co

elic
olo

r M
 14

5

S. 
co

ral
us

S. 
ec

hin
atu

s

S. 
en

du
s

S. 
gri

se
us

S. 
hu

mi
fer

S. 
hy

gro
sc

op
icu

s 4
77

2

Ap1 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap2 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap3 - - - - - C - - - - C - - - - C
Ap4 - - - - - C - - - - - - - - - -
Ap5 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap6 - - - - - - - - - - C - - - - -
Ap7 - - - - - C C - - - - C C C - C
Ap8 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap9 - - - - - - - - - - C - - - - -

Ap10 - C - - C - C C C - C C C - C -
Ap11 - C - C C - C - C - - C C C C C
Ap12 - - - - - - C - C - C C - - C -
Ap13 - C - C C C C C C C C C C C - -
Ap14 - C - C - - C - C - - C C C - C
Ap15 - C - C - - - C C - - C C C - C
Ap16 - C - - C C C - C C - C - - - -
Ap17 - - - C C C C C C C C C - - - -
Ap18 - C - C C C C C C C C C C C C -
Ap19 - C - - C C C C C C C C C C - C
Ap20 - C - - - - - - C - - - - - - C
Ap21 - - - - - - - - T - - - - - - C
Ap22 - - - - - - - - - - - - - - - T
Ap23 - - - - - - - - T - C - C C - -
Ap24 - - - - C - C C - - - C C - C -
Ap25 - C C - C C C C C C C C C C C -
Ap26 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap27 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap28 - - - - - - - C - - - C - - - -
Ap29 - - C - C C - - - - - - - - - -
Ap30 - - - - - - - - - - - - - - - -

C : พลาคลักษณะใส T : พลาคลักษณะขุน - : ไมเกิดการติดเชื้อ



40

ตารางที่ 4.3 ความสามารถในการตดิเชือ้ของแอคตโินฟาจกบัแอคตโินมยัซทิสีสายพนัธุอางองิ(ตอ)

แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิง
แอ
คต
ิโนฟ

าจ

S. 
hy

gro
sc

op
icu

s N
OV

-1

S. 
lav

en
du

lae

S. 
linc

oln
en

sis

S. 
livi

da
ns

S. 
lut

eo
flu

ore
sc

en
s

S. 
lut

eo
gri

se
us

S. 
me

lan
os

po
rof

ac
ien

s

S. 
niv

ou
s

S. 
no

do
su

s

S. 
pe

rci
pe

rlis

S. 
pe

rvu
llus

S. 
pu

nic
eu

s

S. 
sp

ars
og

en
es

S. 
tau

ric
us

S. 
the

rm
ov

ulg
ari

s

Str
ep

tom
yc

es
 sp

. P
O

Ap1 - - - - C - - C - - - - - - - -
Ap2 - - - - - - - C - - - - - C - -
Ap3 C - - C - T C C - - C - - C - -
Ap4 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap5 - - - - - C C C C - C - - - - -
Ap6 - - - - - C - C - - C - - - - -
Ap7 C - C C C - - C C - C - - - - -
Ap8 - - C - - - - C - - - - - - - -
Ap9 - - C C C C - C - - - - - - - -

Ap10 C - C C C C C C C C C - C C - -
Ap11 C - C C C - C C C - - - C C - -
Ap12 - - C - C C - C C - - - - C C -
Ap13 C - C C C C C C C C C C C C - C
Ap14 C - C - C C C C C C - - C C C
Ap15 C - - C C C C C C - - - - C -
Ap16 C - - C - C C C C - C C - - - C
Ap17 - - C C - C C C - - C C - - - C
Ap18 C C C C C C C C C C C C C C - C
Ap19 C C C C C C C C C C C C C C - C
Ap20 C - C C - C C - - - C - C - - -
Ap21 - - - - - C - C - - - - - - - -
Ap22 C - - - - - - C - - - - - - - T
Ap23 - - - - - - - C - - C - - - - -
Ap24 - - C - C - - C C - - - - - - -
Ap25 C C C C C C C C C C C - C C - C
Ap26 - - - - - - - C C - - - - - C -
Ap27 - - - - - - - C - - - - - - - -
Ap28 - - C - - - - - C - - - - - - -
Ap29 - - C - - - - - - - - - - C - -
Ap30 - - - - - - - - C - - - - - - -

C : พลาคลักษณะใส T : พลาคลักษณะขุน - : ไมเกิดการติดเชื้อ
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4.4 การตรวจสอบการติดเชื้อแอคติโนฟาจกับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุที่แยกได

ผลตรวจสอบการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 30 ชนิดซึ่งมีความสามารถในการทําใหเกิด
การติดเชื้อในแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุอางอิงไดแตกตางกัน กับแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได 117
สายพันธุ โดยดูจากการเกิดพลาคตามวิธีดําเนินการวิจัย 3.9    โดยการทําซ้ํา 2 คร้ัง ผลดังแสดงใน
ตารางที่ 4.4   โดยพบวา

แอคติโนมัยซิทีสที่เกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 0 ชนิด มี 4 สายพันธุ
แอคติโนมัยซิทีสที่เกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 1-5 ชนิด มี 33 สายพันธุ
แอคติโนมัยซิทีสที่เกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 6-10 ชนิด มี 27 สายพันธุ
แอคติโนมัยซิทีสที่เกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 11-15 ชนิด มี 34 สายพันธุ
แอคติโนมัยซิทีสที่เกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 16-20 ชนิด มี 19 สายพันธุ

4.5 การคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ไมเกิดการติดเชื้อแอคติโนฟาจ

จากการตรวจสอบการติดเชื้อแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิด ตอแอคติโนมัยซิทีสสาย
พันธุที่คัดเลือกได สามารถคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิดได
จํานวน 4 สายพันธุ  คือสายพันธุ Ac1.1, Ac2.2, Ac25.4 และ Ac26.4   

นําทั้ง 4 สายพันธุที่คัดเลือกมาตรวจสอบการติดเชื้อซํ้า ดวยแอคติโนฟาจที่ความ
เขมขนอื่น โดยการเจือจางแอคติโนฟาจแขวนลอยใหมีคาลดลงระดับละสิบเทา (serial ten fold
dilution) ประมาณสามระดับ (10-1-10-3)  ผลการตรวจสอบซ้ําพบวาทั้ง 4 สายพันธุสามารถตาน
การติดเชื้อแอคติโนฟาจ 30 ชนิด ที่เจือจางทั้งสามระดับได
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ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการติดเชื้อของแอคติโนฟาจ กับแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได
สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน

แอ
คต
ิโนฟ

าจ

Ac
 1.

1

Ac
 2.

1

Ac
 2.

2

Ac
 3.

1

Ac
. 3

.2

Ac
. 3

.3

Ac
. 5

.1

Ac
. 6

.1

Ac
. 6

.2

Ac
. 6

.3

Ac
. 7

.1

Ac
. 7

.2

Ac
. 7

.3

Ac
. 7

.4

Ac
. 8

.1

Ac
. 8

.2

Ac
. 1

0.1

Ac
. 1

0.2

Ac
. 1

1.1

Ac
. 1

1.2

Ac
. 1

2.1

Ac
. 1

2.2

Ac
. 1

2.3

Ac
. 1

3.1

Ac
. 1

3.2

Ac
. 1

4.1

Ac
. 1

4.2

Ac
. 1

5.1

Ac
. 1

6.1

Ac
. 1

6.2

Ap1 - - - - C - C C - - - C - - - - - - C - C - - - - - - - - C
Ap2 - - - - - - C C - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap3 - C - C - - C - - - - - C - - - - - - C - - C - - - - C - -
Ap4 - - - - - - C - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap5 - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - C
Ap6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C
Ap7 - - - C - - - - - - C - - C - - - - - - - - - - - - - C C C
Ap8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C
Ap9 - - - - - - - - - - - C - C - - - - C - - - - - - - - - - -
Ap10 - - - - - - C C - C - C - - C - - - - - C - - - C - - - C C
Ap11 - - - - - - C C - C C - - C C - C - - - C - - C C - - - C C
Ap12 - - - - - C C C - C - C - C - - C - - - C - - C C - C - - C
Ap13 - - - - - C C C - C C - - C - - C - - - C - - C - - C - C C
Ap14 - - - - - C C C - C - C - C - - C - - - C - - C C - C - C C
Ap15 - - - - - - C - - - - - - - - - C - - - C - - C - - - - - C
Ap16 - - - - - - - - - - - - - C - - C - - - - - - C - - - - - C
Ap17 - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap18 - - - - - - - - - C - - C - - - C - - - C - - C C - C - C C
Ap19 - - - - C - C C C - - C - C C C C C C C C - - C C - C - C C
Ap20 - C - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - C C
Ap21 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C
Ap22 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C C
Ap23 - - - - - - - C - C - C - - C - C - C - - C - - - - - - - -
Ap24 - - - C C - - - - - - - C - - - - - - - C - - - C C - - C C
Ap25 - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C C
Ap27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap28 - - - - - - - - C C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap29 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap30 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C

C : พลาคลักษณะใส - : ไมเกิดการติดเชื้อ
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ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการติดเชื้อของแอคติโนฟาจ กับแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได (ตอ)
สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน

แอ
คต
ิโนฟ

าจ

Ac
. 1

6.3

Ac
. 1

7.1

Ac
. 1

8.1

Ac
. 1

8.2

Ac
. 1

9.1

Ac
. 1

9.2

Ac
. 1

9.3

Ac
. 1

9.4

Ac
. 1

9.5

Ac
. 1

9.6

Ac
. 2

0.1

Ac
. 2

0.2

Ac
. 2

0.3

Ac
. 2

0.4

Ac
. 2

0.5

Ac
. 2

0.6

Ac
. 2

0.7

Ac
. 2

1.1

Ac
. 2

1.2

Ac
. 2

1.3

Ac
. 2

1.4

Ac
. 2

1.5

Ac
. 2

2.1

Ac
. 2

2.2

Ac
. 2

2.3

Ac
. 2

2.4

Ac
. 2

2.5

Ac
. 2

2.6

Ac
. 2

3.1

Ac
. 2

3.2

Ap1 - - - - C - - - C - - - - - - - - C - - - - - - C - - - - -
Ap2 - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap3 - C - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap4 - - - - C C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - -
Ap5 - - - - C - - - - C - - - - - C - - - C - - C - C - - - - C
Ap6 - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C -
Ap7 - - - - C - C - C C - - - - - C - - C C C - - C C - - - - -
Ap8 - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap9 - - - - C - - - - - - - - - - C - C C C - - - - C C - - - -
Ap10 - - - C C - - C C C C - - - C - - C C C C C - C C - - - - -
Ap11 - - - - C - C C C C C - - - C - - - C C C C - C - - C - - -
Ap12 - - - - C - - C C C C - - - - - - C C C C - - C - - C C C -
Ap13 - - C C C - C C C C C C C - C C C C C C C - C C - - - - C -
Ap14 - - - - C - - C C C C - - - - - - C C C C - - C - - C - C -
Ap15 - - - - - - - - C C C - - - C C C - C C C - C C - C - - C C
Ap16 - - C C C - - C C C C - C - - C - C C C C - C C - - - - - C
Ap17 - - C C C - - - C C C - C - - C - C C C C - C C - - - - - C
Ap18 C - C C C - - C C C C C C - C C - C C C C C C C C - - - C C
Ap19 - - C C C - C C C C C C C - - C - C C C C - C C - - C - C -
Ap20 - - C C C - C C C C C C - C - C - - C C - - C C C - - - C C
Ap21 - - C - - - - - C C C - C C - C - - - C C - - C - - - - - -
Ap22 - - - - - - - - C C - - - - - - - - C - - - C - C - - - - -
Ap23 - - - - - - - - C C - - - - C - - C - C - C - - - C - - - -
Ap24 - C C C C - C C C C - C - - C - - C C C C - C C C - - C C -
Ap25 - - C C C C C C C C - C C C C C C C C C C - C C C C - C C C
Ap26 - - C - - - C C C C - - - - - - - C - - C - C C C - - - - C
Ap27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap28 - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap29 - - - - - C - - - - - - - - - C - - - - - - C - C - - - - -
Ap30 - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - C - - - - - - - - -

C : พลาคลักษณะใส - : ไมเกิดการติดเชื้อ



44

ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการติดเชื้อของแอคติโนฟาจ กับแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได (ตอ)
สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน

แอ
คต
ิโนฟ

าจ

Ac
. 2

3.3

Ac
. 2

3.4

Ac
. 2

3.5

Ac
. 2

3.6

Ac
. 2

3.7

Ac
. 2

4.1

Ac
. 2

4.2

Ac
. 2

4.3

Ac
. 2

4.4

Ac
. 2

4.5

Ac
. 2

4.6

Ac
. 2

4.7

Ac
. 2

4.8

Ac
. 2

5.1

Ac
. 2

5.2

Ac
. 2

5.3

Ac
. 2

5.4

Ac
. 2

5.5

Ac
. 2

5.6

Ac
. 2

6.1

Ac
. 2

6.2

Ac
. 2

6.3

Ac
. 2

6.4

Ac
. 2

6.5

Ac
. 2

6.6

Ac
. 2

7.1

Ac
. 2

7.2

Ac
. 2

7.3

Ac
. 2

7.4

Ac
. 2

7.5

Ap1 - C - - C C - - - - - C - C - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap5 - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - C - - - -
Ap6 - - - - - - - - - - C - - - - - - C C - - - - - - - - - - -
Ap7 C C - C C - - C - - - - - C C - - C - C - - - - - - - - - -
Ap8 - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - C - - - -
Ap9 - C - - C C - - - - - C - C - - - - - C - - - - - - - - - -
Ap10 C C - C C C C C C C C C C C C C - C C C - C - - C - C - - -
Ap11 C C - C C C - C - C C C C C C - - C C C - - - - C C - C - -
Ap12 C C - C C C C C C C - C C C C - - - C C - C - - C - - C - -
Ap13 C - - C - C C C C C C C C C C C - C C C - C - - C C C C C C
Ap14 C C - C C - C C C C C C C C C - - C C C - - - - C C C C - -
Ap15 C C - C - C - C C - C - C - C - - C C - - - - - - C - C - -
Ap16 - - - C - C C C - C C C C C C - - C - - C - - - C C C - C -
Ap17 - - - C - C C C C C - C C - C - - - C C - - - - C C C - C -
Ap18 - C - C C C - C C C - C C C C C - C C C C C - C C C C C C C
Ap19 C C - C C C C C C C C C - C C - - C C C - C - - C - C - C C
Ap20 C - C - - - C C C C C - C C C - - C C C - C - C C C C C - -
Ap21 - - - - - - - C - - - - - - C - - C C - - - - C - - - C C -
Ap22 - - - - - - - C - - - - - - - - - - C - - - - - - C - - - -
Ap23 - - - - - - - C - - C C C - C - - C C C - C - - - - - - - -
Ap24 C C - C C C C C C C C C - C C C - C C C - C - - C - C - C -
Ap25 C C - C C C C C C C C C - C C C - C C C C C - - C C C - C -
Ap26 - - - C - - C C C C C C - C C - - C - C C - - - - - - - - -
Ap27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap28 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - -
Ap29 - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - C C - - - -
Ap30 - - - - - - - C - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

C : พลาคลักษณะใส - : ไมเกิดการติดเชื้อ
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ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการติดเชื้อของแอคติโนฟาจ กับแอคติโนมัยซิทีสที่แยกได (ตอ)
สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน

แอ
คต
ิโนฟ

าจ

Ac
. 2

7.6

Ac
. 2

8.1

Ac
. 2

8.2

Ac
. 2

8.3

Ac
. 2

9.1

Ac
. 2

9.2

Ac
. 2

9.3

Ac
. 2

9.4

Ac
. 3

0.1

Ac
. 3

0.2

Ac
. 3

1.1

Ac
. 3

1.2

Ac
. 3

1.3

Ac
. 3

1.4

Ac
. 3

1.5

Ac
. 3

2.1

Ac
. 3

2.2

Ac
. 3

2.3

Ac
. 3

2.4

Ac
. 3

2.5

Ac
. 3

2.6

Ac
. 3

2.7

Ac
. 3

2.8

Ac
. 3

2.9

Ac
.32

.10

Ac
.32

.11

Ac
.32

.12

Ap1 - - - - - - - - - - - C - - C - - - C - - - - - - - C
Ap2 - - - - - C - - - - - C - C C - - C C - - - - - - - -
Ap3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap4 - - - - - C - - - - - C - - - - - - C - - - - - - - -
Ap5 - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap7 C C - C C - - C - - - C - - C C C C C - - C - - C - -
Ap8 - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap9 - - - - - - - C - - - - - C - C - - - - - - - - - - -
Ap10 C C C - - - - C C - C C - - C C C C C C C C C C C - -
Ap11 C C C - C - C C C C C C C - C C C C - - C C - C C C C
Ap12 C C C - - - C C C C C C - - C C C C C C C C - C C C C
Ap13 C C C - C - C C C C C - - - C C C - C C C C - C C C C
Ap14 C C C - - - C - C C C C - - C C C C C C C C - - C C C
Ap15 C C C - - - C - C - C C C - C C C C C C C C - - C C C
Ap16 C C C - C - - C C - C C - - - - C - C C - C - - C C C
Ap17 C C C - - - - C C C - - - - - - C - - C C C - C C C C
Ap18 C C C - C - C C C C C C C C C C C C C C C C - C C C C
Ap19 C C C C - - C C C C C C - - C C C - C C C C C C C C C
Ap20 C C - - C - C - C - - - C - C - C - - - C - C - C C -
Ap21 - - C - C - - - C - - - C C C - C - - - - - - C C C -
Ap22 C C - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - -
Ap23 C C - - - - - - - - - C - - - - - C C - - - - - - - -
Ap24 C C C - - - - C C - C C C C C C C - C C C C C C C -
Ap25 C C C - C - C C C C C C C C C C C C C C - C C C C C C
Ap26 - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - C - - - - - -
Ap27 - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - -
Ap28 - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap29 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ap30 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - -

C : พลาคลักษณะใส - : ไมเกิดการติดเชื้อ
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4.6 การตรวจสอบการสรางสารปฏิชีวนะดวยการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ

จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่ไมใหพลาคกับแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิด มาตรวจ
สอบการสรางสารปฏิชีวนะดวยการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกลุมตางๆ คือ กลุมแบคทีเรีย
แกรมบวก ไดแก B. subtilis และ S. aureus     กลุมแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก E. coli, M. luteus,
P. fluorescens     กลุมยีสตไดแก C. albicans และ  S. cerevisiae   และกลุมรา คือ A. niger
ดังแสดงใน   ตารางที่ 4.5

ตารางที่ 4.5  ขอบเขตของการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ

จุลินทรียที่ใชทดสอบ
ขอบเขตการยับย้ังเชื้อทดสอบ

 (อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของวงใสกับโคโลนี)

สา
ยพ
ันธ
ุแอ
คต
ิโนม

ัยซ
ิทีส

A. 
 ni

ge
r

B. 
 su

bti
lis

C. 
 al

bic
an

s

E. 
 co

li

M.
  lu

teu
s

P. 
 flu

ore
sc

en
s

S. 
 ce

rev
isia

e

S. 
 au

reu
s

Ac1.1 - - 1.3 - 1.6 1.6 1.9 -
Ac2.2 2.4 2.7 4.1 2.1 2.3 1.4 4.5 2.1

Ac25.4 - 2.5 4.2 1.2 2.1 - - 1.2
Ac26.4 1.8 1.4 1.4 1.2 - - 1.9 1.2

-   : ไมยับยั้งการจริญ
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4.7 การตรวจสอบการสรางเอนไซม

4.7.1 เอนไซมโปรติโอไลติคและไลโพไลติค
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาตรวจสอบการสรางเอนไซมโปรติโอ

ไลติคตามวิธี 3.12.1  และ เอนไซมไลโพไลติคตามวิธี 3.12.2 สามารถตรวจสอบการสรางเอนไซม
เหลานี้ โดยสังเกตจากการเกิดวงใสรอบโคโลนีของแอคติโนมัยซิทีสสําหรับเอนไซมโปรติโอไลติค
และไลโพไลติค    บนอาหารเลี้ยงเชื้อสคิม มิลค อการ และ ไตรบิวทิริน อการ ตามลําดับ   ดังแสดง
ในตารางที่ 4.6

 ตารางที่ 4.6 ความสามารถในการสรางเอนไซมโปรติโอไลติค และ ไลโพไลติค
       บนอาหารเลี้ยงเชื้อสคิม มิลค อการ และ ไตรบวิทิริน อการ ตามลําดับ

ชนิดเอนไซม
อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกิดกับโคโลนี

สายพันธุ
แอคติโนมัยซิทีส

โปรติโอไลติค ไลโพไลติค

Ac1.1 3.25
1

(เกิดวงใสใตโคโลนี)

Ac2.2 2.44
1

(เกิดวงใสใตโคโลนี)

Ac25.4 2.50
1

(เกิดวงใสใตโคโลนี)

Ac26.4 1.30
1

(เกิดวงใสใตโคโลนี)
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4.7.2 เลซิติเนส  เพคติเนส และ ไคติเนส
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาตรวจสอบการสรางเลซิติเนส

ตามวิธี 3.12.3  เพคติเนสตามวิธี 3.12.4 และไคติเนส ตามวิธี 3.12.5 สามารถตรวจสอบการสราง
เอนไซมเหลานี้ ไดจากการเกิดวงสีเหลืองขุนรอบโคโลนีสําหรับเลซิติเนส วงใสรอบโคโลนีของ
แอคติโนมัยซิทีสสําหรับเพคติเนส และไคติเนส บนอาหารเลี้ยงเชื้อเอค โยค อการ   เพคติน อการ
และ คอลอยดัล ไคติน อการ ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.7

ตารางที่ 4.7  ความสามารถในการสรางเลซิติเนส เพคติเนส และ ไคติเนส บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อเอค โยค อการ  เพคติน อการ และ คอลอยดัล ไคติน อการ ตาม
ลําดับ

ชนิดเอนไซม
อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของวงที่เกิดกับโคโลนีสายพันธุ

แอคติโนมัยซิทีส
เลซิติเนส เพคติเนส ไคติเนส

Ac1.1 ไมเกิดวงสีเหลือง ไมเกิดวงใส 1.25
Ac2.2 ไมเกิดวงสีเหลือง ไมเกิดวงใส 1.38
Ac25.4 3.33 ไมเกิดวงใส ไมเกิดวงใส
Ac26.4 1.57 ไมเกิดวงใส 2.50
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4.8 การวิเคราะหหากรด 2,6 ไดอะมิโนพิมีลิค (2,6-diaminopimelic acid) ซ่ึงเปนองค
ประกอบในผนังเซลลของแอคติโนมัยซิทีสโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ

เมื่อนําสารสกัดที่เตรียมดวยวิธีขอ 3.13.1 มาวิเคราะหดวยวิธีทินเลเยอร
โครมาโทกราฟ ตามวิธีทดลองขอ 3.13.2 ใชนินไฮดรินเปนตัวตรวจสอบ วัดคา Rf เทียบกับสาร
มาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค พบวาสารสกัดจากแอคติโนมัยซิทีสคัดเลือกทั้ง 4 สายพันธุ มี
คา Rf เทากับ คา Rf  ของไอโซเมอรชนิด LL ของสารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค ดังแสดง
ในตารางที่ 4.8 และ รูปที่ 4.1

ตารางที่ 4.8  คา Rf ของสารสกัด และ สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค
ตัวอยาง คา Rf

สารสกัดจากแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1 0.34
สารสกัดจากแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2 0.34
สารสกัดจากแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4 0.34
สารสกัดจากแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4 0.34
สารสกัดจาก Streptomyces coelicolor 0.34
สารสกัดจาก Microbispora rosea 0.29
สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค (ไอโซเมอรชนิด meso) 0.27
สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค (ไอโซเมอรชนิด LL) 0.34

รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมแสดงแถบของสารสกัดดวยจากวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ
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4.9 การศึกษาลักษณะของแอคติโนมัยซิทีส

ศึกษาตามวิธีที่รายงานโดย Williams และ คณะ (1983) และ Bergey ‘s Manual
of Systematic Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989)

4.9.1 การศึกษาสีของสายใยอาหาร และสปอร
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1  Ac2.2  Ac25.4 และ

Ac26.4 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้ออินออรแกนิค ซอลท สตารช อการ ตามวิธี 3.14.1 เมื่อ
เชื้อเจริญเต็มที่ ใหสีของสายใยอาหาร และสีของสปอร ดังแสดงในตารางที่ 4.9 และรูปที่ 4.2-4.5

ตารางที่ 4.9  สีของสายใยอาหาร และสปอรของสายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือก

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีส สีของสายใยอาหาร สีสปอร
Ac1.1 เหลือง-น้ําตาล เทา
Ac2.2 แดง เทา
Ac25.4 เหลือง-น้ําตาล เทาออน
Ac26.4 เหลือง-น้ําตาล เทา-ดํา

4.9.2 การศึกษาลักษณะของสปอรและสายสปอร
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือก มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

อินออรแกนิค ซอลท สตารช อการ จนเจริญสรางสปอรโตเต็มที่  ศึกษาลักษณะสปอรและสาย
สปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผานและสองกราด พบวาสายพันธุแอคติโนมัยซิทีส
จะมีลักษณะสปอรและสายสปอรแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.10 และรูปที่  4.6-4.13

ตารางที่ 4.10 ลกัษณะรปูราง  ผิวของสปอร และ สายสปอรของสายพนัธุแอคตโินมยัซทิสี

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีส รูปรางสปอร ลักษณะผิวสปอร ลักษณะสายสปอร
Ac1.1 ทรงกลมรี (oval) มีขน (hairy) เสนตรง
Ac2.2 ทรงรี (oval) ผิวเรียบ(smooth) โคงเปนลอน

Ac25.4 ทรงรียาว (oval) ผิวเรียบ(smooth) โคงเปนลอน
Ac26.4 ทรงรี (oval) ผิวเรียบ(smooth) โคงเปนลอน
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(a) (b)

รูปที่ 4.2  สีของสายใยอาหาร (a) และสีสปอร (b) ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1

(a) (b)

รูปที่ 4.3  สีของสายใยอาหาร (a) และสีสปอร (b) ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2
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(a) (b)

รูปที่ 4.4  สีของสายใยอาหาร (a) และสีสปอร (b) ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4

(a) (b)

รูปที่ 4.5  สีของสายใยอาหาร (a) และสีสปอร (b) ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4
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รูปที่ 4.6  ลักษณะรูปรางสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 16,500 เทา

รูปที่ 4.7  ลักษณะรูปรางสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 16,500 เทา

0.5 µm.

0.5 µm.
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รูปที่ 4.8  ลักษณะรูปรางสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 16,500 เทา

รูปที่ 4.9  ลักษณะรูปรางสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 16,500เทา

0.5 µm.

0.5 µm.
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รูปที่ 4.10  ลักษณะสายสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด กําลังขยาย 7,500 เทา

รูปที่ 4.11  ลักษณะสายสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด กําลังขยาย 7,500 เทา
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รูปที่ 4.12  ลักษณะสายสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด กําลังขยาย 7,500 เทา

รูปที่ 4.13  ลักษณะสายสปอรของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 7,500 เทา
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4.9.3 การศึกษาการสรางรงควัตถุเมลานิน
จากการนําเชื้อแอคติโนมัยซิทีสมาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนเอียงเปปโตน

ยีสตเอกซแทรก ไอรอน อการ และ อาหารวุนเอียงไทโรซีน อการ สามารถตรวจสอบการสราง
รงควัตถุเมลานินจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 4.11 และรูปที่
4.14-4.15

ตารางที่ 4.11  การสรางรงควัตถุเมลานินบนอาหารเลี้ยงเชื้อวุนเอียง

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีส เปปโตน ยีสตเอกซแทรก
ไอรอน อการ (สีเหลือง)

ไทโรซีน อการ
(สีขาว)

Ac1.1 ไมเปลี่ยนแปลง สีน้ําตาลเขม
Ac2.2 สีน้ําตาลออน สีดํา
Ac25.4 ไมเปลี่ยนแปลง ไมเปลี่ยนแปลง
Ac26.4 สีน้ําตาลออน ไมเปลี่ยนแปลง

4.9.4 การศึกษาการสรางรงควัตถุที่สามารถแพรกระจายได
จากการเพาะเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซิทีสลงบนอาหารวุนเอียงกลีเซอรอล-

แอสปาราจีน อการ สามารถตรวจสอบการสรางรงควัตถุที่สามารถแพรกระจายได โดยดูจากสีที่
เกิดขึ้นบนอาหารวุนเอียง ดังแสดงในตารางที่ 4.12 และรูปที่ 4.16

ตารางที่ 4.12 การสรางรงควัตถุที่สามารถแพรกระจายได

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีส รงควัตถุที่เกิดในอาหารเลี้ยงเชื้อ
Ac1.1 สีน้ําตาล
Ac2.2 ไมเปลี่ยนแปลง (สีขาว)

Ac25.4 ไมเปลี่ยนแปลง (สีขาว)
Ac26.4 ไมเปลี่ยนแปลง (สีขาว)
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รูปที่ 4.14 สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปปโตน ยีสตเอกซแทรก ไอรอน อการ
เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน

รูปที่ 4.15   สีของอาหารเลี้ยงเชื้อไทโรซีน อการ เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน
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รูปที่ 4.16  สีของอาหารเลี้ยงเชื้อกลีเซอรอล-แอสปาราจีน อการเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 14 วัน
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4.9.5 การรีดิวซไนเตรทและการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาตรวจสอบรีดิวซไนเตรทและการ

สรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด ตามวิธี 3.14.6 และ 3.14.7  ผลดังแสดงในตารางที่ 4.13

ตารางที่ 4.13 ความสามารถในการรีดิวซไนเตรทและสรางกาซไฮโดรเจน

สายพันธุ
แอคติโนมัยซิทีส

การรีดิวซไนเตรท การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด

Ac1.1 - +
Ac2.2 + +
Ac25.4 + -
Ac26.4 - -

+ : ผลทดสอบบวก      - : ผลทดสอบลบ

4.9.6 การศึกษาสมบัติของการยอยสลายสาร
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

โมดิฟายด เบนเนท อการ ที่เติมสารที่ตองการตรวจสอบการยอยสลายแตละชนิดลงไป พบวา
แอคติโนมัยซิทีสแตละสายพันธุมีสมบัติของการยอยสลายสารแตกตางกันไป ดังแสดงในตารางที่
4.14

ตารางที่ 4.14 ความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีส
สารทดสอบ

Ac1.1 Ac2.2 Ac25.4 Ac26.4
อะดีนีน (adenine) + + - -
ไทโรซีน (tyrosine) - - - -
ไซแลน (xylan) - - + +
แซนทีน (xanthine) - - - -
เคซีน (casein) + + + +
กัวนีน (guanine) - - - -
เจลาติน (gelatin) + + + +
แปง (starch) + + + -

+ : สามารถยอยสลายเกิดวงใส    - : ไมสามารถยอยสลายได
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4.9.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

โมดิฟายด เบนเนท อการ และตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ คือ 4  10  37  และ 45 องศา
เซลเซียส พบวามีบางสายพันธุสามารถเจริญไดในอุณหภูมิที่ 10 และ 45 ซึ่งเปนอุณหภูมิที่แตก
ตางจากอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญคือ 30 องศาเซลเซียสมาก ดังแสดงในตารางที่ 4.15

ตารางที่ 4.15  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีส
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

Ac1.1 Ac2.2 Ac25.4 Ac26.4
4 - - - -

10 + + - -
37 + + + +
45 + + - +

+ : เจริญ      - : ไมเจริญ

4.9.8 การตรวจสอบการเจริญที่พีเอช เทากับ 4.3
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

โมดิฟายด เบนเนท อการ ที่ปรับพีเอช เทากับ 4.3 ซึ่งเปนภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของ
แอคติโนมัยซิทีส พบวาแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกทั้ง 4 สายพันธุสามารถเจริญที่ภาวะที่พีเอช เทา
กับ 4.3 ได
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4.9.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

เบซอล มีเดียม ที่เติมสารประกอบไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน
โดยเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ไมไดเติมสาร และ ชุด
ควบคุมบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ประกอบดวย เอสปาราจีน หรือ โปรลีน  พบวา
แอคติโนมัยซิทีสแตละสายพันธุสามารถใชแหลงไนโตรเจนไดแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.16

ตารางที่ 4.16 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน

สายพนัธุ แอคติโนมัยซิทีส
สารประกอบไนโตรเจน

Ac1.1 Ac2.2 Ac25.4 Ac26.4
อาจินีน (L-arginine) - - - -
ซีสทีอีน (L-cysteine) + + + +
ฮีสทิดีน (L-histidine) + + + -
เมทไธโอนีน (L-methionine) + - - -
โทแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate) + + + -
ฟนิลอะลานีน (L-phenylalanine) + + + -
ซีรีน (L-serine) + - + -
ทรีโอนีน (L-threonine) + + + +
วาลีน (L-valine) + - - -

+  : เจริญมากกวาชุดควบคุมหรือเทากับชุดควบคุมบวก  
-   : เจริญเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุม

4.9.10 การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน
จากการนําแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่เติมสารประกอบคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลง
คารบอน โดยเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่
ไมไดเติมสาร และ ชุดควบคุมบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่ประกอบดวย
กลูโคส พบวาแอคติโนมัยซิทีสแตละสายพันธุสามารถใชแหลงคารบอนไดแตกตางกัน ดงัแสดงใน
ตารางที่ 4.17
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ตารางที่ 4.17  ความสามารถในการใชแหลงคารบอน

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสสารประกอบคารบอน
Ac1.1 Ac2.2 Ac25.4 Ac26.4

อะราบิโนส (L-arabinose) + + + -
เซลโลไบโอส (cellobiose) + + - +
เดกซแทรน (dextran) + + + +
ฟรุคโตส (D-fructose) + - - -
กาแลคโตส (D-galactose) + + - -
มีโซ-อินโนสิทอล (meso –inositol) + + - -
แลคโตส (D-lactose) + + - -
แมนนิทอล (D-mannitol) - + - -
แมนโนส (D-mannose) + + + +
ราฟฟโนส (raffinose) + + - -
แรมโนส (L-rhamnose) + + - -
ซาลิซิน (salicin) - - - -
ซูโครส (sucrose) + + + -
ตรีฮาโลส (trehalose) + + + -
ไซลิทอล (xylitol) + - - -
ไซโลส (xylose) - - - -
โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) + + - -
โซเดียมซิเตรท (sodium citrate) + + - +
โซเดียมมาโลเนท (sodium malonate) + - - +
โซเดียมโพรพิโอเนท (sodium propionate) + + - -
โซเดียมไพรูเวท (sodium pyruvate) - + + -

+  : เจริญมากกวาชุดควบคุมหรือเทากับชุดควบคุมบวก  
-   : เจริญเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุม
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4.10 การตรวจสอบลําดับกรดนิวคลีอิคของ 16S rRNA

จากการจําแนกสกุลของแอคติโนมัยซิทีสคัดเลือกทางอนุกรมวิธานเบื้องตน ตาม
หลักการจําแนกอางอิงตาม Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology Volume 4.
(Williams et al.,1989) พบวาทั้ง 4 สายพันธุ จัดอยูในสกุลของสเตรปโตมัยซิทีส แตผลที่ไดยังไม
สามารถจําแนกชนิดของแอคติโนมัยซิทีสที่แนชัดได เพื่อจําแนกชนิดของสเตรปโตมัยซิทีสอยางชัด
เจนไดทําการตรวจหาลําดับเบสของดีเอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของสเตรปโตมัยซิทีส แต
เนื่องจากสเตรปโตมัยซิทีสชนิดตางๆ จะมีสวนลําดับเบสอนุรักษอยูมาก (conserved sequence)
ดังนั้นจึงตองออกแบบไพรเมอร โดยครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกันมากสูงสุด (hypervariable
region) ของลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของสเตรปโตมัยซิทีส ดังนั้นจึงออกแบบไพร
เมอรอางอิงขอมูลตาม Kataoka และคณะ (1997)   จากการสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอตามวิธี
ของ Ausubel และคณะ สามารถสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ
Ac1.1  Ac2.2  Ac25.4 และ 26.4  เพื่อใชเปนแมแบบในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัส
ของ 16S rRNA  และจากขอมูลของ Kataoka และคณะ (1997)  พบวาผลิตภัณฑที่ตองการมี
ขนาดประมาณ 500 เบส  เมื่อนําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกมาทําการ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีขอ 3.16
โดยเปรียบเทียบกับชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร ดีเอ็นเอ แลดเดอร + 1.5 กิโลเบสแพร พบ
วาชิ้นดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดใกลเคียง 500 เบส กับชุดควบคุมบวกคือโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ        
S. coelicolor  ดังแสดงในรูปที่ 4.17

รูปที่ 4.17  ชิ้นดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1  Ac2.2  Ac25.4  Ac26.4 และ
S. coelicolor เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน100 เบสแพร ดีเอ็นเอ แลดเดอร + 1.5
กิโลเบสแพร

แถบที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร
      ดีเอ็นเอ แลดเดอร + 1.5 กิโลเบสแพร
แถบที่ 2 Streptomyces coelicolor
แถบที่ 3 แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1
แถบที่ 4 แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2
แถบที่ 5 แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4
แถบที่ 6 แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4
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จากผลการวิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสาย
พันธุ Ac1.1  2.2  25.4 และ 26.4  นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม Dnasis สามารถแสดง
ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1 Ac2.2  Ac25.4 และ Ac26.4
ในรูปที่ 4.18 – 4.21 ตามลําดับ

      10         20         30         40         50
  5' GGCGGCGTGC CTAATACATG CAAGTCGAGC GAACTGATTA GAAGCTTGCT
             60         70         80         90        100
     TCTATGACGT TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGC AACCTGCCTG
            110        120        130        140        150
     TAAGACTGGG ATAACTTCGG GAAACCGAAG CTAATACCGG ATAGGATCTT
            160        170        180        190        200
     CTCCTTCATG GGAGATGATT GAAAGATGGT TTCGGCTATC ACTTACAGAT
            210        220        230        240        250
     GGGCCCGCGG TGCATTAGCT AGTTGGTGAG GTAACGGCTC ACCAAGGCAA
            260        270        280        290        300
     CGATGCATAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG GCCACACTGG GACTGAGACA
            310        320        330        340        350
     CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC CGCAATGGAC
            360        370        380        390        400
     GAAAGTCTGA CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGCT TTCGGGTCGT
            410        420        430        440        450
     AAAACTCTGT TGTTAGGGAA GAACAAGTAC AAGAGTAACT GCTTGTACCT
            460
     TGACGGTACC 3'

รูปที่ 4.18 ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1

             10         20         30         40         50
  5' GGACGAACGC TGGCGGCGTG CTTAACACAT GCAAGTCGAA CGATGAAGCC
             60         70         80         90        100
     CTTCGGGGTG GATTAGTGGC GAACGGGTGA GTAACACGTG GGCAATCTGC
            110        120        130        140        150
     CCTTCACTCT GGGACAAGCC CTGGAAACGG GGTCTAATAC CGGATACGAC
            160        170        180        190        200
     CTGCCGAGGC ATCTCGGCGG GTGGAAAGCT CCGGCGGTGA AGGATGAGCC
            210        220        230        240        250
     CGCGGCCTAT CAGCTTGTTG GTGGGGTAAT GGCCTACCAA GGCGACGACG
            260        270        280        290        300
     GGTAGCCGGC CTGAGAGGGC GACCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC
            310        320        330        340        350
     CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA TGGGCGCAAG
            360        370        380        390        400
     CCTGATGCAG CGACGCCGCG TGAGGGATGA CGGCCTTCGG GTTGTAAACC
            410        420        430
     TCTTTCAGCA NGGAAGAAGC GCAAGTGACG GTACC 3'

รูปที่ 4.19 ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2
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             10         20         30         40         50
  5' GGCGGCGTGC TTAACATGCA AGTCGAACGG TGAAGCCCTT CGGGGTGGAT
             60         70         80         90        100
     CAGTGGCGAA CGGGTGAGTA ACACGTGGGC AATCTGCCCT GCACTCTGGG
            110        120        130        140        150
     ACAAGCCCTG GAAACGGGGT CTAATACCGG ATACGACCTT CCTCCGCATG
            160        170        180        190        200
     GGGGTTGGTG GAAAGCTCCG GCGGTGCAGG ATGAGCCCGC GGCCTATCAG
            210        220        230        240        250
     CTTGTTGGTG GGGTAATGGC CTACCAAGGC GACGACGGGT AGCCGGCCTG
            260        270        280        290        300
     AGAGGGCGAC CGGCCACACT GGGACTGAGA CACGGCCCAG ACTCCTACGG
            310        320        330        340        350
     GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGCACAATGG GCGAAAGCCT GATGCAGCGA
            360        370        380        390        400
     CGCCGCGTGA GGGATGACGG CCTTCGGGTT GTAAACCTCT TTCAGCAGGG
            410        420        430
     AAGAAGCGCA AGTGACGGTA CCTGCAAAAG AANC 3'

รูปที่ 4.20 ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4

             10         20         30         40         50
  5' AGGACGAACG CTGGCGGCGT GCTTAACACA TGCAAGTCGA ACGGTGAAGC
             60         70         80         90        100
     CCTTCGGGGT GGATCAGTGG CGAACGGGTG AGTAACACGT GGGCAATCTG
            110        120        130        140        150
     CCCTGCACTC TGGGACAAGC CCTGGAAACG GGGTCTAATA CCGGATACGA
            160        170        180        190        200
     CCTGCCTCCG CATGGGGGTG GGTGGAAAGC TCCGGCGGTG CAGGATGAGC
            210        220        230        240        250
     CCGCGGCCTA TCAGCTTGTT GGTGGGGTAA TGGCCTACCA AGGCGACGAC
            260        270        280        290        300
     GGGTAGCCGG CCTGAGAGGG CGACCGGCCA CACTGGGACT GAGACACGGC
            310        320        330        340        350
     CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGCGAAA
            360        370        380        390        400
     GCCTGATGCA GCGACGCCGC GTGAGGGATG ACGGCCTTCG GGTTGTAAAC
            410        420
     CTCTTTCAGC ATGNAAGAAG CCCAA 3'

รูปที่ 4.21 ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4
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หลังจากนําลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอคติโนมัยซิทีส
ทั้ง  4  สายพันธุ มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของสเตรปโต
มัยซิทีสชนิดตางๆ ที่มีบันทึกและรวบรวมไวดวยโปรแกรม Blast พบวา

- ลําดับเบสของ 16S rRNA ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1 คลายกับลําดับเบส 16S
rRNA ของ S. maritimus โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 89 เปอรเซ็นต

- ลําดับเบสของ 16S rRNA ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2 คลายกับลําดับเบส 16S
rRNA ของ S. lipmanii โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 98 เปอรเซ็นต

- ลําดับเบสของ 16S rRNA ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4 คลายกับลําดับเบส
16S rRNA ของ S. aureofaciens โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 99 เปอรเซ็นต

- ลําดับเบสของ 16S rRNA ของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4 คลายกับลําดับเบส
16S rRNA ของ S.  venezuelae โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 96 เปอรเซ็นต



บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

งานวิจัยนี้มีจุดหมายที่จะคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่สามารถตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจ 
เพื่อนํามาศึกษาสมบัติในการสรางสารทุติยภูมิ พรอมทั้งจัดจําแนกกลุมและชนิดของแอคติโนมัย
ซิทีส โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และ ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA

จากการแยกแอคติโนมัยซิทีสจากตัวอยางดินจํานวน 32 ตัวอยางจากแหลงตางๆ ใน
ประเทศ สามารถแยกแอคติโนมัยซทิีสได 117 สายพันธุ โดยในงานวิจัยนี้ใชอาหารเลี้ยงเชื้อฮิวมิค
แอซิด วิตามิน อการ ซึ่ง Hayakawa และ Nonomura (1987) พัฒนาขึ้นเพื่อใชเปนอาหารที่คัด
แยกจุลินทรียกลุมแอคติโนมัยซิทีสโดยเฉพาะ โดยมีองคประกอบที่สําคัญคือ ฮิวมิค แอซิด ซึ่งเปน
ทั้งแหลงคารบอนและไนโตรเจน   แรธาตุ   วิตามินบี  และ ไซโคลเฮกซิมีดที่ชวยยับยั้งการเจริญ
ของรา โดยทั่วไปโคโลนีขนาดเล็กหรือการเจริญของสายใย จะปรากฏใหเห็นเมื่อถูกบมเปนเวลา
ประมาณ  1 สัปดาห จากนั้นทําการถายเชื้อมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแมนนิทอล มังบีน
อการ เพื่อเก็บรักษาในรูปสปอรแขวนลอยที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  ตามรายงานของ
Wellington และ William ในป 1979 อางอิงถึงโดย Labeda และ Shearer (1990) ไดเสนอวิธีที่
เหมาะสมในการเก็บรักษาแอคติโนมัยซิทีสเพื่อนํามาใช ซึ่งจะชวยใหแอคติโนมัยซิทีสคงคุณสมบัติ
เดิมไดยาวนานเปนเวลา1-3 ป  โดยเก็บในรูปสารละลายสปอรแขวนลอยใน 20 เปอรเซ็นต
กลีเซอรอล ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

จากการรายงานของ Chater และ Carter (1979)   Kuhn และ คณะ (1987)   Diaz และ
คณะ(1989)  พบวาโฮสท-เรนจของแอคติโนฟาจ สามารถนํามาใชจัดจําแนกชนิดของแอคติโนฟาจ
ได โดยแอคติโนฟาจแตละชนิดจะกอใหเกิดการติดเชื้อกับแอคติโนมัยซิทีสไดไมเหมือนกัน จากราย
งานดังกลาวเมื่อตรวจสอบแอคติโนฟาจที่ทําการศึกษาทั้ง 30 ชนิด ไดแก Ap1 ถึง Ap30 กับแอคติ
โนมัยซิทีสสายพันธุอางอิงทั้ง 32 สายพันธุตามวิธี 3.8  แลวพบวาแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิด ให
พลาคกับแอคติโนมยัซิทีสสายพันธุอางอิงไมเหมือนกัน จึงกลาวไดวาแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิดนา
จะเปนแอคติโนฟาจที่ตางชนิดกันซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Anne และคณะ (1984)  เมื่อนํา
แอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิดมาทดสอบการติดเชื้อในแอคติโนมัยซิทีสเพื่อคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่
ตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (Dowding et al., 1973) ตามวิธี 3.9
โดยคัดเลือกสายพันธุที่ไมเกิดพลาคกับแอคติโนฟาจที่นํามาทดสอบทั้ง 30 ชนิด พบวาแอคติโนมัย
ซิทีส 4 สายพันธุไดแก Ac1.1  Ac2.2  Ac25.4 และ Ac26.4 มีสมบัติตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจ
โดยไมเกิดพลาคกับแอคติโนฟาจทั้ง 30 ชนิด หรืออาจกลาวไดวาแอคติโนมัยซิทีสทั้ง 4 สายพันธุ
ไมมีความจําเพาะตอแอคติโนฟาจเลย ซึ่งทั้งนี้อาจข้ึนอยูกับความจําเพาะของฟาจตอบริเวณที่
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เกาะติดบนเซลลแอคติโนมัยซิทีส หรือ เกิดจาก host controlled restriction and modification
system  ซึ่งเปนระบบปองกันสิ่งแปลกปลอมจากภายนอกเซลลของโฮสทเอง (Diaz et al., 1989)
ดังมีรายงาน S. erythreus ที่สามารถตานการติดเชื้อของแอคติโนฟาจ  G3 และ G4 (Donadio et
al., 1986)

เมื่อนําแอคติโนมัยซิทีสทั้ง 4 สายพันธุมาศึกษาสมบัติเบื้องตน    เชนการตรวจสอบการ
สรางสารปฏิชีวนะ โดยดูจากวงใสที่เกิดจากการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทดสอบ เปรียบ
เทียบการสรางสารปฏิชีวนะจากอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกิดกับโคโลนี งาน
วิจัยนี้เลือกจุลินทรียทดสอบ 8 ชนิด ซึ่งครอบคลุม แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ  รา  และ ยีสต
จากตารางที่ 4.5 และรูปที่ 5.1 พบวาสายพันธุ Ac2.2 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. niger,
B. subtilis,   E. coli,   M.  luteus,   S. cerevisiae และ S. aureus  ไดดีที่สุด   สายพันธุ Ac25.4
สามารถยับยั้งการเจริญ C. albicans ไดดีที่สุด และ สายพันธุ Ac1.1 สามารถยับยั้ง
P. fluorescens ไดดีที่สุด จากผลการตรวจสอบดังกลาว แอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2 เปน
สายพันธุที่นาศึกษาตอไป เนื่องจากสายพันธุ Ac2.2 สรางสารปฏิชีวนะที่มีคุณสมบัติเปน
บอรดเสปกตรัม (broad-spectrum) ที่ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดครอบคลุมทั้งจุลิน
ทรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา และ ยีสต ดังที่มีผูใหคําจํากัดความไว (Miller and Litsky,1976)
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รูปที่ 5.1 แผนภูมิแสดงความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
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จากการตรวจสอบการสรางเอนไซมเบี้องตน  เชน เอนไซมโปรติโอไลติคซึ่งใชในอุตสาห
กรรม การทําซอสปรุงรสเพื่อเพิ่มปริมาณโปรตีนจากถั่วเหลือง (Miller and Litsky,1976)   อุตสาห
กรรมการทําเตาหู  ไวน  เบียร และ ผงซักฟอก เปนตน (Pelczar et al., 1993)     เอนไซมโปรติโอ
ไลติคจะตัดโมเลกุลของโปรตีนใหไดหนวยที่เล็กลง สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาของเอนไซมโดย
สังเกตการสลายโมเลกุลของเคซีนในอาหารเลี้ยงเชื้อสคิม มิลค อการ ซึ่งเปนโปรตีนในนมจนเห็น
เปนลักษณะใส พบวาสายพันธุ Ac1.1สามารถใหวงใสกวางที่สุด โดยอัตราสวนระหวางเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสกับโคโลนีเทากับ 3.25     

การตรวจสอบเอนไซมไลโพไลติค ซึ่งเปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาการสลายไขมันใหไดเปน
กลีเซอรอลและกรดไขมัน (Tanigaki et al., 1995)  ใชในอุตสาหกรรมน้ํามัน  เนยแข็ง และ ผงซัก
ฟอก เปนตน ตรวจสอบปฏิกิริยาโดยสังเกตการสลายโมเลกุลของไตรบิวทิรินในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ไตรบิวทิริน อการ เกิดเปนวงใสขึ้น พบวาทั้ง 4 สายพันธุ สามารถสลายโมเลกุลของไตรบิวทิรินได
เพียงบริเวณใตโคโลนีเทานั้น  สําหรับการตรวจสอบการสรางเลซิติเนส ซึ่งใชในอุตสาหกรรมทํา
แยม และ เยลลี่ โดยเลซิติเนสจะเรงปฏิกิริยาสลายโมเลกุลของเลซิตินไดเปนน้ําตาล สามารถตรวจ
สอบปฏิกิริยาโดยสังเกตการสลายเลซิตินในอาหารเลี้ยงเชื้อเอค โยค  อการ ซึ่งเปนโพลีแซกคาไรด
ในไขแดงเกิดเปนลักษณะของวงสีเหลืองขุน โดยลักษณะขุนเกิดจากไดกลีเซอไรดที่เกิดขึ้นหลัง
ปฏิกิริยา  พบวาสายพันธุ Ac25.4 สามารถใหวงสีเหลือง ขุน กวางที่สุด    อัตราสวนระหวางเสน
ผานศูนยกลางของวงที่เกิดกับโคโลนีเทากับ 3.33  แตไมพบการสรางเลซิติเนสในสายพันธุ Ac1.1
และ Ac2.2

การตรวจสอบการสรางเพคติเนส  ซึ่งเปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาสลายเพคตินซึ่งใชในอุตสาห
กรรม น้ําผลไม  เสนใยธรรมชาติ เปนตน (Pelczar et al., 1993) สังเกตไดจากวงใสจากการสลาย
เพคติน ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพคติน อการ ไมพบการสรางเพคติเนสในทั้ง 4 สายพันธุ  แตพบการ
สรางไคติเนสซึ่งเปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาสลายไคตินในทุกสายพันธุยกเวนสายพันธุ Ac25.4  ใน
การตรวจสอบการสรางไคตินเนส โดยดูจากอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกิด
จากการสลายโมเลกุลไคตินในอาหารเลี้ยงเชื้อคอลอยดัล ไคติน อการ กับโคโลนีพบวามีมากที่สุด
ในสายพันธุ Ac26.4 จากการตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซมเบื้องตนแสดงใหเห็นวา
บางสายพันธุเหมาะสมที่จะนํามาศึกษาการสรางเอนไซมดังแสดงในรูปที่ 5.2
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รูปที่ 5.2 แผนภูมิเปรียบเทียบความสามารถในการสรางเอนไซมชนิดตางๆ

การวิเคราะหหา 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิคของแอคติโนมัยซิทีสซึ่งเปนองคประกอบของ
ผนังเซลล ไดเลือกใชวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟตามวีธีของ Staneck และ Roberts (1974) เนื่อง
จากเปนวิธีที่ไมยุงยาก และ สะดวก พบวา คา Rf ของสารสกัดของทั้ง 4 สายพันธุ มีคา Rf เทากับ
คา Rf ของไอโซเมอรชนิด LL ของ 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค แสดงวาทั้ง 4 สายพันธุมีองคประกอบ
ของผนังเซลลเปน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค ไอโซเมอรชนิด LL  ซึ่งจัดอยูในผนังเซลลแบบที่ I ตาม
การแบงของ Williams และคณะในป 1989 (ดังแสดงในตารางที่ 5.1)  ผลการทดลองนี้สอดคลอง
กับการรายงานของ Yamaguchi (1964)  Staneck และ Roberts (1974)  Hasegawa และ คณะ
(1983) ที่สามารถตรวจพบไอโซเมอรชนิด LL ของ 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิคไดในแอคติโนมัยซิทีส
กลุม Streptomyces

ตารางที่ 5.1 ความสัมพันธระหวางชนิดผนังเซลลและน้ําตาลภายในผนังเซลลของ
แอคติโนมัยซิทีส (Williams et al., 1989)

ชนิดผนังเซลล รูปแบบของกรดอะมิโนและน้ําตาล
I กรดไดอะมิโนพิมีลิคชนิด LL         ไกลซีน
II กรดไดอะมิโนพิมีลิคชนิด meso*   ไกลซีน
III กรดไดอะมิโนพิมีลิคชนิด meso     ไมพบไกลซีน
IV กรดไดอะมิโนพิมีลิคชนิด meso     อะราบิโนส  กาแลคโตส  ไมพบไกลซีน

* อาจพบในรูปของกรด 3 ไฮดรอซี อะมิโนพิมีลิค



72

ในการจัดจําแนกแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติดเชื้อแอคติโนฟาจที่คัดเลือกไดคือ สายพันธุ
Ac1.1  Ac2.2  Ac25.4 และ Ac26.4  ศึกษาตามวิธีของ Williams และ คณะ (1983) และ
Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989)  โดยศึกษา
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของทั้ง 4 สายพันธุดังแสดงในตารางที่ 5.2 และขอมูลการใชแหลง
คารบอนและไนโตรเจนจากตารางที่ 4.17 และ 4.18 พบวาแอคติโนมัยซิทีสทั้ง 4 สายพันธุ มีการ
สรางสปอรเรียงตอกันเปนสายยาว โคงเปนลอน ยกเวนสายพันธุ Ac1.1 ที่มีสายสปอรยาวตรง
ลักษณะสายสปอรที่เกิดจากการเรยีงตอกันเปนสายนี้สอดคลองกับรายงานของ Pridham และ
คณะ (1958)  ที่รายงานถึงลักษณะของสายสปอรของ Streptomyces ที่มีลักษณะเปนสายยาว
เกิดจากการเรียงตัวของสปอร    ลักษณะที่ผิวของสปอรมีผิวเรียบ ยกเวนสายพันธุ Ac1.1 ที่มีขน
ปกคลุมทั่วสปอร  ซึ่งเปนลักษณะที่มีรายงานโดย Tresner และคณะ (1961) วาลักษณะผิวของ
สปอร Streptomyces มีได 5 แบบ คือ ผิวเรียบ  ขรุขระ  มีหนาม  มีขน และ มีปุม

เมื่อสังเกตสีของสปอรพบวาทั้ง 4 สายพันธุมีสปอรสีเทาเหมือนกัน ซึ่งสีเทาเปนสีที่พบได
มากใน Streptomyces (Williams et al.,1989)  พบสายใยอาหารเปนสีเหลือง-น้ําตาลทั้ง 4 สาย
พันธุ ยกเวนสายพันธุ Ac2.2 ที่มีสีแดง  สายพันธุ Ac1.1 และ Ac 2.2 สามารถสรางรงควัตถุ
เมลานินและกาซไฮโดรเจนซัลไฟด   สายพันธุ Ac1.1 สามารถสรางรงควัตถุสีน้ําตาลบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อกลีเซอรอล-แอสปาราจีน อการ   สายพันธุ Ac2.2 และ Ac25.4 สามารถรีดิวซไนเตรทได
เมื่อทดสอบคุณสมบัติการยอยสลายพบวาแตละสายพันธุสามารถยอยสลายสารไดแตกตางกัน 
(ดังแสดงในตารางที่ 5.2)   พบวาสายพันธุ Ac1.1  Ac2.2  และ Ac26.4 สามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส   ที่พีเอชเทากับ 4.3 พบวาทุกสายพันธุสามารถเจริญได   นอกจากขอ
มูลในตารางที่ 5.2 แลว การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.18 ก็
แสดงใหเห็นถึงสมบัติตางๆของสายพันธุที่คัดเลือกมา โดยขอมูลดังกลาวสามารถในไปใชในการ
พัฒนาสายพันธุเพื่อใชในอุตสาหกรรมตอไปได สําหรับการจัดจําแนกแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกทั้ง
4 สายพันธุนี้ อาศัยขอมูลที่ไดจากการศึกษาตามวิธีของ Williams และ คณะ (1983) และ Bergey
‘s Manual of Systematic Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989) ดังที่กลาวมาขางตน
สามารถจัดกลุมแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกไดโดยทั้ง 4 สายพันธุจัดอยูใน สกุล Streptomyces  แต
ขอมูลที่ไดยังไมเพียงพอที่จะจําแนกชนิดของ Streptomyces ได จึงตองอาศัยความรูทาง
พันธุศาสตร โดยการหาลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA เพื่อจําแนกชนิดของ
Streptomyces ตอไป



73

ตารางที่ 5.2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา และ ความสามารถของการเจริญ
ที่อุณหภูมิและพีเอช ของสายพันธุแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกได

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและสรีรวิทยา Ac1.1 Ac2.2 Ac25.4 Ac26.4
สีของสายใยอาหาร เหลือง-น้ําตาล แดง เหลือง-น้ําตาล เหลือง-น้ําตาล

สีสปอร เทา เทา เทาออน เทา-ดํา
รูปรางสปอร ทรงกลมรี ทรงรี ทรงรียาว ทรงรี

ลักษณะผิวสปอร มีขน ผิวเรียบ ผิวเรียบ ผิวเรียบ
ลักษณะสายสปอร เสนตรง โคงเปนลอน โคงเปนลอน โคงเปนลอน
การสรางรงควัตถุ

เมลานิน สราง สราง ไมสราง ไมสราง

การสรางรงควัตถุ สราง(สีน้ําตาล) ไมสราง ไมสราง ไมสราง
การรีดิวซไนเตรท - + + -
การสรางกาซ

ไฮโดรเจนซัลไฟด + + - -

การยอยสลาย
อะดีนีน + + - -
ไทโรซีน - - - -
ไซแลน - - + +
แซนทีน - - - -
เคซีน + + + +
กัวนีน - - - -
เจลาติน + + + +
แปง + + + -

การเจริญที่อุณหภูมิ
(องศาเซลเซียส)

4 - - - -
10 + + - -
37 + + + +
45 + + - +

การเจริญที่พีเอชเทากับ
4.3 + + + +

+ : ผลทดสอบบวก      - : ผลทดสอบลบ
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การหาลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  สามารถสกัดแยกโครโมโซมอลดี
เอ็นที่สกัดแยกจากแอคติโนมัยซิทีสตามวิธีของ  Ausubel และคณะในป 1994 อางถึงโดย Kieser
และคณะ (2000) เมื่อตรวจสอบโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซิส
สามารถเห็นแถบของโครโมโซมอลดีเอ็นเอของทั้ง 4 สายพันธุ  โดยโครโมโซมอลดีเอ็นที่สกัดแยก
จะถูกใชเปนแมแบบในปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป  จากงานวิจัยของ Kataoka และคณะ
(1997)  และ Ueda และคณะ (1999) รายงานถึงการจําแนกชนิดของ Streptomyces โดยอาศัย
ลําดับเบสสวนหนึ่งของ 16S rRNA ซึ่งเปนวิธีที่รวดเร็วกวาวิธีเดิมซ่ึงตองใชลําดับเบสทั้งหมดของ
ยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ในการจัดจําแนกชนิดของ Streptomyces (Mehling et al.,
1995) งานวิจัยนี้จึงออกแบบไพรเมอรโดยอางอิงขอมูลจาก Kataoka และคณะ (1997) ได
ไพรเมอร 2 ตัวเพื่อใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสคือ

forward primer WAT1 (5’-TCA CGG AGA GTT TGA TCC TG-3’)
reverse primer WAT2 (5’-GCG GCT GCT GGC ACG TAG TT-3’)

โดยลําดับเบสของไพรเมอรคูนี้ไดจากลําดับอนุรักษ (conserved region) ที่ตําแหนงที่ 1-20
สําหรับ forward primer (WAT1)   และ ตําแหนงที่ 481 – 500  สําหรับ reverse primer (WAT2)
ซึ่งไพรเมอรดังกลาวจะครอบคลมุชวงของลําดับเบสประมาณ120 เบส ตรงตําแหนงที่ 158 - 277
ของชวงที่มีความแตกตางกันมากสูงสุด (hypervariable region) ของลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ
16S rRNA ของสเตรปโตมัยซิทีส ผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ
16S rRNA โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้จะมีขนาดประมาณ 500 เบส   พบวาภายหลัง
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผลิตภัณฑที่ไดจากโครโมโซมอลดีเอ็นเอของทั้ง 4 สายพันธุมีขนาด
ประมาณ 500 เบส สอดคลองกับรายงานของ Kataoka และคณะ (1997)  และ Ueda และคณะ
(1999)  เมื่อนําไปวิเคราะหลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA แลว นํามาวิเคราะห
ขอมูลที่ไดดวยโปรแกรม Dnasis เพื่อตรวจสอบความถูกตองของการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้น
สวนยีน โดยการใชขอมูลจากไพรเมอร 2 ตัวตอ 1 ชิ้นสวนยีน (ภาคผนวก ง  รูปที่ 1-4) เมื่อไดขอ
มูลลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ถูกตองแลว นําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของ
ลําดับเบสดวยโปรแกรม BLAST พบวา

- ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1 คลายกับลําดับเบส 16S
rRNA ของ Streptomyces maritimus โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 89 เปอรเซ็นต

- ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2 คลายกับลําดับเบส 16S
rRNA ของ Streptomyces lipmanii โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 98 เปอรเซ็นต

- ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac25.4 คลายกับลําดับเบส 16S
rRNA ของ Streptomyces aureofaciens โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 99 เปอรเซ็นต
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- ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac26.4 คลายกับลําดับเบส 16S
rRNA ของ Streptomyces venezuelae โดยมีความเหมือน (%identity) เทากับ 96 เปอรเซ็นต

เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac2.2, Ac25.4
และ Ac26.4 กับรายละเอียดของเชื้อที่ปรากฏใน Bergey ‘s Manual of Systematic
Bacteriology Volume 4.  พบวาแอคติโนมัยซิทีสที่คัดเลือกไดมีลักษณะใกลเคียงกับ S. lipmanii,
S. aureofaciens และ S. venezuelae ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 5.3

ตารางที่ 5.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ
Ac2.2, Ac25.4 และ Ac26.4 เปรียบเทียบกับ S. lipmanii,
S. aureofaciens และ  S. venezuelae ตามลําดับ

สายพันธุแอคติโนมัยซิทีสลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา
และสรีรวิทยา Ac2.2 S. lipmanii Ac25.4 S. aureofaciens Ac26.4 S. venezuelae

สีของสายใยอาหาร แดง น้ําตาล
เหลือง-
น้ําตาล

เหลือง-น้ําตาล
เหลือง-
น้ําตาล

เหลือง-น้ําตาล

สีสปอร เทา ขาว เทาออน เทา เทา-ดํา เทา
รูปรางสปอร ทรงรี ทรงรี ทรงรียาว ทรงรี ทรงรี ทรงรี

ลักษณะผิวสปอร ผิวเรียบ ผิวเรียบ ผิวเรียบ ผิวเรียบ ผิวเรียบ ผิวเรียบ

ลักษณะสายสปอร
โคงเปน
ลอน โคงเปนลอน

โคงเปน
ลอน โคงเปนลอน

โคงเปน
ลอน โคงเปนลอน

การสรางรงควัตถุ
เมลานิน

สราง
สรางในบาง
สายพันธุ

ไมสราง ไมสราง ไมสราง
สรางในบาง
สายพันธุ

การสรางรงควัตถุ ไมสราง ไมสราง ไมสราง ไมสราง ไมสราง ไมสราง
การรีดิวซไนเตรท + + + พบในบางสายพันธุ - -
การสรางกาซ

ไฮโดรเจนซัลไฟด
+ + _ พบในบางสายพันธุ _ -

+  :  ผลทดสอบบวก -  :  ผลทดสอบลบ
เนื่องจาก S. maritimus เปน Streptomyces ที่เพิ่งถูกคนพบและจัดจําแนกชนิดได

โดยขอมูลลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดย Barnan และคณะ (in progress) ทําใหไม
มีรายละเอียดทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาปรากฏใน Bergey ‘s Manual of Systematic
Bacteriology Volume 4. เพื่อนํามาเปรียบเทียบกับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1.1



76

มีรายงานทางอุตสาหกรรมถึงการใช S. lipmanii ผลิตไอโซเพนนิซิลิน เอน ซินเทส
(isopenicillin N synthase) ซึ่งมีความสําคัญในการสรางไอโซเพนนิซิลิน เอน (isopenicillin N) ซึ่ง
เปนโครงสรางในเพนนิซิลิน (penicillin) และ ซีฟาโรสปอริน (cephalosporin)  (Loke et al.,2000)
S. maritimus ผลิตสารปฏิชีวนะประเภทโพลีคีไทด (polyketide) เชน เอนเทอโรซิน (enterocins)
S. aureofaciens  ผลิตสารปฏิชีวนะคลอเตตราไซคลีน (chlortetracycline)  S. venezuelae ผลิต
สารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล (chloramphenicol)  และ สเตรปโตทริซิน (streptothricin)  (Kieser
et al., 2000)  และมีรายงานกลาวถึงแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุที่ใชในอุตสาหกรรมเกิดการติดเชื้อ
และถูกทําลายโดยแอคติโนฟาจ กอใหเกิดปญหาอยางมากในอุตสาหกรรม ตัวอยางเชน Anne
และคณะ (1984) รายงานวา S. lipmanii,  S. aureofaciens และ S. venezuelae เกิดการติดเชื้อ
และถูกทําลายไดโดยแอคติโนฟาจ CWK, P23 และ VP1 ตามลําดับ ดังนั้นถามีการศึกษาแอคติโน
มัยซิทีสทั้ง 4 สายพันธุเพื่อใชทดแทนสายพันธุเดิมซ่ึงใชอยูในอุตสาหกรรมก็นาจะสามารถปองกัน
ปญหาที่เกิดขึ้นจากแอคติโนฟาจซึ่งเปนปญหาที่กลาวมาขางตนได

งานวิจัยนี้บรรลุตามวัตถุประสงคที่ตั้งไว กลาวคือ จากการแยกและคัดเลือกแอคติโนมัย
ซิทีสจากแหลงดินตางๆ ในประเทศ สามารถคัดเลือกแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติดเชื้อแอคติโน
ฟาจไดจํานวน 4 สายพันธุ และเมื่อจัดจําแนกชนิดโดยการวิเคราะหหา 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิคซึ่ง
เปนองคประกอบของผนังเซลลของแอคติโนมัยซิทีส และจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา
และการหาลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA แลวพบวาแอคติโนมัยซิทีสทั้ง 4  สาย
พันธุเปน S. maritimus,  S. lipmanii,  S, aureofaciens, และ S. venezuelae  ซึ่งสายพันธุเหลา
นี้มีความสามารถสรางสารทุติยภูมิที่สามารถนําไปศึกษาเพื่อพัฒนามาใชในอุตสาหกรรมไดตอไป

อนึ่งงานวิจัยนี้นับเปนรายงานการศึกษาครั้งแรกของเรื่องแอคติโนมัยซิทีสที่ตานการติด
เชื้อแอคติโนฟาจ และ สายพันธุที่คัดเลือกไดก็เปนสายพันธุชนิดที่มีการใชผลิตสารปฏิชีวนะในวง
การอุตสาหกรรม ดังนั้นขอมูลที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้ ผูวิจัยมั่นใจวาสามารถนําไปพัฒนาและใช
ประโยชนในทางอุตสาหกรรมไดตอไป
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ภาคผนวก ก
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. เบซอล มีเดียม (basal medium agar)
กลูโคส 10 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.5 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรัม
วุนผง 12.0 กรัม
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว

2. คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ (carbon utilization agar)
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 2.64 กรัม
โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.38 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 5.65 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 1.0 กรัม
สารละลายเทรซ ซอลทของ Pridham และ Gottlieb* 1.0 มิลลิลิตร
วุนผง 15.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว
* จากภาคผนวก ก หมายเลข 20
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3. คอลอยดัล ไคติน อการ (colloidal chitin agar)
คอลอยดัล ไคติน (น้ําหนักแหง) 2.0 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.7 กรัม
โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.3 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 0.001 กรัม
แมกกานีสคลอไรด (MnCl4.4H2O) 0.001 กรัม
วุนผง 20.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
แยกคอลอยดัล ไคติน และสวนประกอบทั้งหมด นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความ
ดันมาตรฐาน (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว)

4. เอค โยค อการ (egg yolk agar)
แบคโต เปปโตน (bacto peptone) 10.0 กรัม
กลูโคส 1.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 10.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 5.0 กรัม
วุนผง 12.0 กรัม
ไขแดง 50.0 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
เติมไขแดงผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน
แลว ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส



85

5. กลีเซอรอล-แอสปาราจีน อการ (glycerol-asparagine agar)
กลีเซอรอล (glycerol) 10.0 กรัม
แอล-แอสปาราจีน (L-asparagine) 1.0 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรัม
สารละลาย เทรซ ซอลท (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) 1.0 มิลลิลิตร
วุนผง 20.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว

6. ฮิวมิค แอซิด-วิตามิน อการ (humic acid-vitamin agar)
ฮิวมิค แอซิด* (humic acid) 1.0 กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 0.5 กรัม
โปแทสเซียมคลอไรด (KCl) 1.7 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.05 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม
แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 0.02 กรัม
ไซโคลเฮกซิมิด** (cycloheximide)        50.0 มิลลิกรัม
วิตามินบี***
วุนผง 18.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับคาความเปนรด-ดางเปน 7.2
* ฮิวมิค แอซิด ละลายใน 0.2 นอรมอลสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)
10 มิลลิลิตร
** ไซโคลเฮกซิมิดและวิตามินบี ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 ไมโครเมตรและเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแบบมาตร
ฐานที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
*** วิตามินบี

ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด(thiamine-HCl) 0.5 มิลลิกรัม
ไรโบเฟลวิน (riboflavin) 0.5 มิลลิกรัม
ไนอะซิน (niacin) 0.5 มิลลิกรัม
ไพริดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด (pyridoxin-HCl) 0.5 มิลลิกรัม
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ไอโนซิทอล (inositol) 0.5 มิลลิกรัม
พารา-อะมิโนเบนโซอิค (p-aminobenzoic) 0.5 มิลลิกรัม
ไบโอติน (biotin) 0.25 มิลลิกรัม

7. อินออรแกนิค ซอลท สตารช อการ (inorganic salt starch agar)
แปง (soluble starch) 10.0 กรัม
แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 2.0 กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 2.0 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 1.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 1.0 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 1.0 มิลลิกรัม
แมงกานีสคลอไรด (MnCl2.7H2O) 1.0 มิลลิกรัม
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 1.0 มิลลิกรัม
วุนผง 20.0 กรัม
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเปน 7.2
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

8. แมนนิทอล มังบีน อการ (mannitol mungbean agar)
ถั่วเขียวบด 20.0 กรัม
น้ําตาลแมนนิทอล(D-mannitol) 20.0 กรัม
วุนผง 18.0 กรัม
น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 500.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเปน 7.0
ตมถั่วเขียวบดกับน้ําประปาจนเดือด กรองเอาถั่วเขียวออก นําน้ําตมถั่วเขียวที่ได
มาเติมน้ําตาลแมนนิทอล วุนผง และน้ํากลั่น ปรับพีเอช แลวนําไปตมจนเดือดอีก
คร้ัง
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน



87

9. โมดิฟายด เบนเนท อการ (modified Bennett ‘s agar)
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 1.0 กรัม
กลีเซอรอล (glycerol) 10.0 กรัม
แบคโต เคซีน (bacto casein) 2.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 1.0 กรัม
วุนผง 15.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.3
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว

10. ไนเตรท อการ (nitrate agar)
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน (bacto peptone) 5.0 กรัม
โปแทสเซียมไนเตรท (KNO3)           2.0 กรัม
วุนผง 5.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

11. นิวเตรียนท อการ (nutrient agar)
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน (bacto peptone) 5.0 กรัม
วุนผง 15.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

12. นิวเตรียนท บรอท (nutrient broth)
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน (bacto peptone) 5.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน
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14. โอต มีล อการ (oat meal agar)
ขาวโอต (oat meal) 20.0 กรัม
สารละลายเทรซ ซอลท (trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร
วุนผง 18.0 กรัม
ตมขาวโอตในน้ําเดือด 10 – 15 นาที กรองนําสวนน้ําใสมาใช
ปรับพีเอชเปน 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

14. เพคติน อการ (pectin agar)
เพคติน อการ 1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย
สวนที่ 1
โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 4.0 กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 5.0 กรัม
สวนที่ 2
เพคติน (pectin) 5.0 กรัม
สวนที่ 3
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 1.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 1.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 2.0 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.001 กรัม
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 0.001 กรัม
วุนผง 10.0 กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.0
แยกแตละสวนนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน นํามาผสมกันที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส
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15. เปปโตน ยีสต เอกซแทรก ไอรอน อการ (peptone yeast extract iron agar)
เปปโตน           15.0 กรัม
โปรติโอส เปปโตน (proteose peptone) 5.0 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต 1.0 กรัม
เฟอริค แอมโมเนีย ซิเตรท (ferric ammonium citrate) 0.5 กรัม
โซเดียมไธโอซัลเฟต (Na2S2O3) 0.08 กรัม
วุนผง 15.0 กรัม
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเปน 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

16. โปเตโต เดกซโตรส อการ (potato dextrose agar)
มันฝร่ัง 200.0 กรัม
เดกซโตรส (dextrose) 20.0 กรัม
วุนผง 20.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือด กรองเอาสวนน้ําใสมาใช
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

17. ซอฟท อการ (soft agar)
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 3.0 กรัม
แบคโต เปปโตน (bacto peptone) 5.0 กรัม
วุนผง 5.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
แบงใสในหลองทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน
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18. สคิม มิลค อการ (skim milk agar)
นมสกัด (skim milk) 10.0 กรัม
วุนผง 15.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว

19. สารละลายเทรซ ซอลท (trace salt solution)
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม
แมงกานีสคลอไรด (MnCl2.7H2O) 0.1 กรัม
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 0.1 กรัม
น้ํากลั่น 100.0 มิลลิลิตร

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร
และเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตร
ฐาน ที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส

20. สารละลายเทรซ ซอลท ของ Pridham และ Gottlieb
  (Pridham and Gottlieb trace salt solution)

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 0.64 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.11 กรัม
แมงกานีสคลอไรด (MnCl4.4H2O) 0.79 กรัม
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 0.15 กรัม
น้ํากลั่น 100.0 มิลลิลิตร

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร
และเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตร
ฐาน ที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส
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21. ไตรบิวทิริน อการ (tributyrin agar)
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 5.0 กรัม
ถั่วเหลืองสกัดที่ผานการยอยดวยเอนไซม (soytone) 5.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 1.0 กรัม
โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 5.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 1.0 กรัม
ไตรบิวทิริน (tributyrin) 10.0 มิลลิลิตร
วุนผง 20.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

22. ทริปติก ซอย บรอท (tryptic soy broth)
แบคโต ทริปโตน 17.0 กรัม
แบคโต ซอยโทน 3.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 5.0 กรัม
ไดโปแทสเซียมฟอสเฟต 2.5 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

23. ไทโรซีน อการ (tyrosine agar)
กลีเซอรอล (glycerol) 15.0 กรัม
แอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) 0.5 กรัม
แอล-แอสปาราจีน (L-asparagine) 1.0 กรัม
ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HPO4) 0.5 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5 กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม
วุนผง 20.0 กรัม
สารละลายเทรซ ซอลท* 1.0 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว
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24. ยีสตเอกซแทรก เดกซโตส  (yeast extract dextrose medium)
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 10.0 กรัม
เดกซโตรส (dextrose) 10.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

25. ยีสตเอกซแทรก มอลตเอกซแทรก อการ (yeast extract malt extract agar)
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 3.0 กรัม
สารสกัดจากมอลต (malt extract) 3.0 กรัม
แบตโต เปปโตน (bacto peptone) 5.0 กรัม
เดกซโตรส (dextrose) 10.0 กรัม
วุนผง 20.0 กรัม
น้ํากลั่น      1000.0 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเทากับ 7.0
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน
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ภาคผนวก ข
การเตรียมสารเคมี

1.  การเตรียม คอลอยดัล ไคติน

1.1 ชั่งไคติน 100 กรัม ลางใหสะอาด
1.2 แชในสารละลาย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก เปนเวลา 24 ชั่วโมง
1.3 กรองผานดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 ลางดวยน้ํากลั่น ทิ้งไวใหแหง
1.4 แชในสารละลาย  1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอไซด เปนเวลา 24 ชั่งโมง
1.5 กรองผานดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 ลางดวยน้ํากลั่น ทิ้งไวใหแหง
1.6 ทําซ้ํา  1.2 – 1.5    4 คร้ัง
1.7 ลางไคตินที่ไดจากขอ 5 ใน 95 เปอรเซ็นต เอทธานอล 2 คร้ัง
1.8 เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขนลงไป ใหทวมไคติน กวนบนเครื่องผสมสารเปนเวลา

12 ชั่วโมง
1.9 กรองดวยกระดาษกรองที่เปนใยแกว โดยใหสวนที่กรองไหลลงไปในน้ํากลั่นที่เย็น

เมื่อสารละลายไคตินที่กรองผสมกับน้ํากลั่นที่เย็นจะเกิดตะกอนสีขาวขึ้น
1.10 แยกตะกอนดวยการปนเหวี่ยง ความเร็ว 3000 รอบตอนาที
1.11 ลางตะกอนจนมีคาความเปนกรด-ดาง ที่เปนกลาง
1.12 ละลายตะกอนในน้ํากลั่น
1.13 คํานวณคา Dry weight factor โดยการนําสารละลายบางสวนไปอบ หาน้ําหนัก

แหง
โดย          Dry weight factor      =   Wet weight

Dry weight

2.    สารละลายเอและบี
 สารละลายเอ

ละลายกรดซัลฟานิลิค (sulfanilic acid) 0.8 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซิติก
100 มิลลิลิตร
สารละลายบี

ละลายอัลฟา-แนพธีลามีน (alpha-naphthylamine) 0.5 กรัม ใน 5 นอรมอล กรด
อะซิติก 100 มิลลิลิตร
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3.   สารละลายบัฟเฟอร TAE
เตรียมที่ความเขมขน 5 เทา
ทริสมาเบส 24.2 กรัม
กรดอะซิติคเขมขน 5.71 มิลลิลิตร
0.5 โมลาร อีดีทีเอ pH 8.0 (0.5 M. EDTA pH 8.0) 10 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 990 มิลลิลิตร
กอนใชเจือจางดวยน้ํากลั่น 5 เทา

4.  สีติดตาม (tracking dye)
เตรียมที่ความเขมขน 5 เทา
ซูโครส 60  เปอรเซ็นต
โบรโมฟนอลบลู 0.25 เปอรเซ็นต
ทริสมาไฮโดรคลอไรด pH 8.0 100 มิลลิโมลาร
โซเดียมคลอไรด 100 มิลลิโมลาร
Na2EDTA pH 8.0 0.5  มิลลิโมลาร
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ภาคผนวก ค

1.  การเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด
(Scanning electron microscope, SEM)

1.1 นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาตัดเปนชิ้นใหไดขนาดที่เหมาะสม นําไปแชในน้ํายาดอง
ขั้นที่ 1 (primary fixation) ซึ่งประกอบดวย 4 เปอรเซ็นต ของ พาราฟอรมอลดีไฮด
(p-formaldehyde) ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.4 จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ
15 นาที แลวนําตัวอยางไปแชน้ํายาดองขั้นที่ 2 (secondary fixation) ซึ่งประกอบดวย
1 เปอรเซ็นต ของ ออสเมียมเตตระออกไซด (osmium tetraoxide, OsO4) ใน 0.1โมลาร
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1- 2 ชั่วโมง     
ภายในตูควัน

1.2 การขจัดน้ําออก (dehydration) โดยเทน้ํายาดองขั้นที่ 2 ออก แลวจุมตัวอยางใน
เอทธานอลความเขมขน 35  50  70  90   และ 100 เปอรเซ็นต ข้ันตอนละ10 – 20 นาที
ตามลําดับ

1.3 การทําตัวอยางใหแหง โดยการทําใหแหง ณ จุดวิกฤต (critical point drying)               
โดยใชเครื่องทําใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780)

1.4 นําตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยกาวติดตวัอยางที่นําไฟฟาได
(electroconductive adhesive)

1.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง ความหนาประมาณ 20 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง          
Ion sputter coater, model JSC – 110

1.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด                        
(Scanning electron microscope, รุน JSM – T220A)

ที่มา :  ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และ เทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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2. การเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน
(Transmission electron microscope, TEM)

2.1 นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาตัดเปนชิ้นใหไดขนาดที่เหมาะสม
2.2 นํากริด (grid) ที่เคลือบดวยฟอรมวาร (formvar) หรือ คอลโลเดียน (collodion)  มาคว่ํา

ลงไปตัวอยาง
2.3 กดใหกริดแนบกับตัวอยาง ข้ันตอนนี้ตองกระทําอยางระมัดระวัง

เนื่องจากกริดบอบบาง ถากดแรงเกินไปจะทําใหกริดเสียรูปทรงได
2.4 นํากริดขึ้นมา เขยาเล็กนอยเพื่อใหเศษของตัวอยางที่ไมตองการหลุดออกไป
2.5 นํากริดไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน                            

(transmission electron microscope, รุน JEM-200CX)

ที่มา : Shirling, E. B., and Gottlieb, D.  1966.  Methods for characterization of
Streptomyces species.  Int. J. Syst . Bacteriol.  16: 313–340.

3.   การวัดคาพีเอชของตัวอยางดิน

ชั่งตัวอยางดิน ตัวอยางละ 20 กรัม ผสมในสารละลาย 1 นอรมอล โพแทสเซียมคลอไรด
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง  ทิ้งใหตกตะกอน นําสวนน้ําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
2,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  นําสวนน้ําใสไปวัดคาพีเอช

ที่มา : M. L. Jackson. 1956. Soil Chemical anlysis-advanced course. Det. Soils, Univ.
Wisconsin, Madison, Wisc.
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ภาคผนวก ง

การวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับ
เบสของดีเอ็นเอ ABI PrismTM (Perkin-Elmer, U.S.A.)

1. เติม Terminator ready reaction mix ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ในสวนผสมที่ทําใหเกิด
ปฏิกิริยาปริมาตร 12  ไมโครลิตรที่ประกอบดวย ดีเอ็นเอแมแบบ 90 – 150 นาโนกรัม
ไพรเมอร  3.2 พิโคโมล และ น้ํากลั่นบริสุทธิ์

2. ผสมใหเขากัน
3. ทําปฏิกิริยาดวยเครื่อง Thermal cycler  ควบคุมอุณหภูมิปฏิกิริยาโดย Predenature

ที่ 96 องศาเซลเซียส 1 นาที  Denature ที่ 96 องศาเซลเซียส 10 วินาที   Annealing
ที่ 50 องศาเซลเซียส  5 วินาที Extension ที่ 60 องศาเซลเซียส  4 นาที  ทําปฏิกิริยา
25 รอบ

4. ปนเหวี่ยงเพื่อใหสารละลายตกที่กนหลอด
5. นํามาตกตะกอนดวยไอโซโพรพานอล (isopropanol) โดยเติม น้ํากลั่นบริสุทธิ์

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ  100 เปอรเซ็นต ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 60
ไมโครลิตร

6. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 20 นาที
7. ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที
8. ทิ้งสวนน้ําใส แลวเติม 75 เปอรเซ็นต ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสม

ใหเขากัน
9. ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที
10. ทิ้งสวนน้ําใส
11. เติม Loading buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร
12. ผสมใหเขากัน
13. ใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที แลวนําออกมาใสในอาง

น้ําแข็งทันที
14. บรรจุตัวอยางปริมาตร 2 ไมโครลิตรในเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ

ABI PrismTM

15. แสดงผลการวิเคราะหลําดับเบสดังแสดงในรูปที่1 - 4
ที่มา : Bioservice Unit  ( B.S.U.)
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รูปที่ 1 ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของสายพันธุ Ac 1.1 ที่
ทําการวิเคราะหดวยเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ ABI PrismTM
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รูปที่ 2 ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของสายพันธุ Ac 2.2 ที่
ทําการวิเคราะหดวยเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ ABI PrismTM
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รูปที่ 3 ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของสายพันธุ Ac 25.4 ที่
ทําการวิเคราะหดวยเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ ABI PrismTM
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รูปที่ 4 ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของสายพันธุ Ac 26.4 ที่
ทําการวิเคราะหดวยเครื่องอัตโนมัติวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ ABI PrismTM
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