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บทคัดยอ 

 การด้ือยาตานจุลินทรียเปนหนึ่งในปญหาสาธารณะสุขท่ีสําคัญของโลก เกิดข้ึนเมื่อจุลินทรียมีกลไกในการ

ด้ือตอยาตานจุลินทรีย ซึ่งสามารถเกิดไดจากหลากหลายสาเหตุ อยางไรก็ตามในชวงระยะเวลา 30 ปหลังท่ีผานมา

นั้น พบวาไมมีการคนพบยาปฏิชีวนะในกลุมใหมเพิ่มเติม ดังนั้นจึงมีงานวิจัยท่ีศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกแอคติโนมัย

สีท (actinomycetes) ซึ่งเปนผูผลิตท่ีสําคัญในการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิจากแหลงใหม เชน มูลสัตว เพื่อ

เพิ่มความเปนไปไดในการคนพบยาปฏิชีวนะชนิดใหม การวิจัยในครั้งนี้สนใจท่ีจะศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของ actinomycetes ท่ีคัดแยกจากปุยมูลไสเดือน ท่ีเล้ียงดวยมูลโคนม จากจังหวัดราชบุรี ประเทศไทย และ

ตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย จาก actinomycetes ท้ังหมด 86 

ไอโซเลท สารมารถจัดกลุมไดเปน 27 กลุม ตามสีของ substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมีสีท่ี

ถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร จากเช้ือท้ังหมดไดนํา 45 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิด ไดแก Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans ดวยเทคนิค agar plug จากผลการทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดนําเช้ือจํานวน 12 ไอโซเลท มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

16S rRNA สามารถระบุชนิดไดเพียง 1 ไอโซเลทเทานั้น คือ WC115 สามารถระบุสายพันธุได คือ Streptomyces 

tendae ATCC 19812 โดยมี %identity เทากับ 100.00% และมีความใกลชิดกับ Streptomyces tritolerans 

AS1 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของไสเดือน (Eisenia foetida) ดังนั้นผลการศีกษาวิจัยในครั้งนี้ 

อาจเปนการเพิ่มความรูและความเขาใจความสัมพันธของ actinomycetes กับปุยมูลไสเดือน อีกท้ังอาจนําไปสู

การคนพบ actinomycetes ชนิดใหม หรือการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยา

ตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถนําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไปในอนาคต 
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Abstract 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

antimicrobial drugs in the future.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 

การด้ือยาตานจุลินทรีย (antimicrobial resistance) 
 การด้ือยาตานจุลินทรียเกิดข้ึนเมื่อจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย รา ไวรัส และปรสิต มีกลไกในการด้ือ

ตอยาตานจุลินทรีย เมื่อมีการใหยาตานจุลินทรีย เชน ยาปฏิชีวนะ ยาตานเช้ือรา และยาตานไวรัส ซึ่งการด้ือยา

ตานจุลินทรียมีสาเหตุมาจาก การใชยาตานจุลินทรียในปริมาณท่ีไมเหมาะสม การไมใชยาตานจุลินทรียตามคําส่ัง

ของแพทย การใชยาตานจุลินทรียในปศุสัตวตางๆ ในปริมาณท่ีมากเกินไป การควบคุมการติดเช้ือท่ีไมมี

ประสิทธิภาพของสถานพยาบาล ความสะอาดและสุขอนามัยท่ีไมดี หรือแมกระท่ังการขาดการพัฒนา และการวิจัย

ยาตานจุลินทรียชนิดใหม ซึ่งการด้ือยาตานจุลินทรียสงผลกระทบกับคนในทุกเพศทุกวัย ยิ่งไปกวานั้นยังสงผล

กระทบใหมีอัตราการติดเช้ือท่ีเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งทําใหการรักษาเปนไปไดยาก และใชเวลานานข้ึน รวมท้ังทําใหมีอัตรา

การเสียชีวิตท่ีเพิ่มสูงข้ึน (World Health Organization, 2018) อีกท้ังปจจุบันมีการคนพบยาปฏิชีวนะในกลุมใหม

นอยลงอยางมาก ซึ่งในชวงระยะเวลา 30 ปหลังท่ีผานมานั้นไมมีการคนพบยาปฏิชีวนะในกลุมใหมเพิ่มเติม (รูปท่ี 

1.1) จึงมีการคาดการณวาในปคริสตศักราช 2050 จะมีผูเสียชีวิตจากเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะมากถึงกวา 10 ลานคนท่ัว

โลก (Public Health England, 2015) ดังนั้นการคนพบสารจากธรรมชาติ ท่ีสามารถนํามาใชเปนยาตานจุลินทรีย

ชนิดใหม อาจเปนอีกหนึ่งทางเลือกหนึ่งท่ีสําคัญในการแกไขการด้ือยาตานจุลินทรีย และผลกระทบตางๆ ท่ีเกิดข้ึน

จากการด้ือยาตานจุลินทรีย 

 
 

รูปท่ี 1.1 ปท่ีมีการคนพบกลุมของยาปฏิชีวนะ และปท่ีมีการคนพบวาจุลินทรียด้ือตอยาปฏิชีวนะกลุมนั้น 

(Public Health England, 2015)   
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ผลิตภัณฑธรรมชาติ (natural product) จากจุลินทรีย 

 ผลิตภัณฑธรรมชาติจากจุลินทรีย อาจเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการแกไขการด้ือยาตานจุลินทรีย และ

ผลกระทบตางๆ ท่ีเกิดข้ึนจากการด้ือยาตานจุลินทรียของจุลินทรียชนิดตางๆ ซึ่งจุลินทรีย คือส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก 

เชน แบคทีเรีย และรา สามารถพบไดจากในส่ิงแวดลอมท่ีหลากหลาย เปนแหลงท่ีมาของสารจากธรรมชาติท่ีสําคัญ 

และไดถูกนํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑตางๆ ท้ังดานการแพทย ปศุสัตว และการเกษตร (Katz L. et al., 2016) 

โดยสารจากธรรมชาติ หรือสารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolites) ท่ีไดจากจุลินทรียเปนสารท่ี

จุลินทรียผลิตข้ึนมาในชวงระยะหนึ่งของการเจริญของจุลินทรีย โดยเปนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก และไมจําเปนตอ

การเจริญของจุลินทรีย (Joyce et al., 2011; Ruiz et al., 2010) การผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิในธรรมชาติ

บางชนิดมีจุดประสงคเพื่อความอยูรอดของจุลินทรีย เชน การยับยั้งหรือกําจัดส่ิงมีชีวิตอื่นในสภาวะท่ีไมเหมาะสม 

หรือมีสารอาหารไมเพียงพอ เปนตน (Ades et al., 1999; Ruiz et al., 2010) 
 
สารเมตาบอไลททุติยภูมินั้นสามารถผลิตไดจากท้ังพืช และจุลินทรีย ซึ่งสวนมากไดมีการพัฒนา และนํามา

เปนยารักษาโรค โดยสารเมตาบอไลท ทุติยภูมิสวนมากไดมาจากกลุมจุลินทรีย จําพวกแอคติโนมัยสีท

(actinomycetes) เปนหลัก ซึ่งสวนมากมีฤทธิ์ในการตานจุลินทรียกอโรค จุลินทรียกลุม actinomycetes เปน

แหลงท่ีมาสําคัญของสารชนิดตางๆ ในธรรมชาติ จึงอาจนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม แตในความจริง

นั้นพบวามีจุลินทรียเพียง 1% เทานั้นท่ีสามารถนํามาเพาะเล้ียงโดยวิธีมาตรฐานในหองปฏิบัติการได ดังนั้นยังคงมี

จุลินทรียอีกถึงกวา 99% ท่ียังไมถูกคนพบ (Davies, 1999) การคนพบแหลงท่ีมาใหมของ actinomycetes อาจ

เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีสําคัญ ท่ีจะเพิ่มโอกาสในการคนหาสารจากธรรมชาติ ท่ีสามารถนํามาใชเปนยาตาน

จุลินทรียชนิดใหมไดในอนาคต 

 

แอคติโนมัยสีท  

แบคทีเรียในกลุม actinomycetes เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณของกวานีน และไซโทซีน (%G+C 

content) ในจีโนม (genome) สูง และสามารถพบไดท่ัวไปในส่ิงแวดลอมท้ังในดิน น้ําจืด และน้ําทะเล (Barka et 

al., 2016) โดยความหนาแนนของประชากรแบคทีเรียในกลุมของ actinomycetes ข้ึนอยูกับแหลงท่ีอยูอาศัย 

และสภาวะแวดลอม โดยพบวาในดิน 1 กรัมมี actinomycetes ประมาณ 106-109 เซลล และสวนมากอยูในสกุล

ของ Streptomyces ซึ่งคิดเปนรอยละ 95 ของ actinomycetes ท่ีคัดแยกจากดิน (Goodfellow  et al., 1983) 

อีกท้ัง actinomycetes มีลักษณะการดํารงชีวิตหลากหลายรูปแบบ มีท้ังจําพวกท่ีสามารถกอโรคไดในสัตว หรือ

พืช เชน สกุล Corynebacterium, Mycobacterium และ Nocardia เปนตน หรืออาศัยอยูรวมกับพืช เชน สกุล 

Frankia หรืออาศัยอยูท่ัวไปในดินหรือแหลงน้ํา เชน สกุล Streptomyces, Micromonospora, Rhodococcus 
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และ Salinispora (Barka et al., 2016) ซึ่ง actinomycetes เหลานี้เปนแหลงท่ีมาสําคัญของการคนพบสารจาก

ธรรมชาติ หรือสารเมตาบอไลททุติยภูมิจํานวนมาก (Chandra et al., 2014) โดยรอยละ 80 ของยาตานจุลินทรีย

ท่ีผลิตไดจาก actinomycetes ผลิตมาจาก actinomycetes ในสกุล Streptomyces (Ilic et al., 2007) เเละอีก

หนึ่งลักษณะสําคัญท่ีทําให actinomycetes มีความแตกตางจากแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ คือ actinomycetes มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีความหลากหลาย ท้ังลักษณะของเสนใย (mycelium) (รูปท่ี 1.2) และสปอร (รูปท่ี 

1.3) (Barka et al., 2016)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.2 เสนใยของ actinomycetes (An et al., 2006) 

  
รูปท่ี 1.3 รูปแบบการสรางสายสปอรของ actinomycetes ในสกุลตางๆ (Barka et al., 2016) 

 



4 
 

Streptomyces 

แบคทีเรียในจีนัส Streptomyces มีวงจรชีวิตคลายกับกลุมของราเสนใย (รูปท่ี 1.4) โดยจากสปอรอิสระ

จะเจริญกลายเปน substrate mycelium โดยมีการเจริญท่ีสวนปลายของเสนใย (Flärdh, 2003) และเมื่ออยูใน

สภาวะท่ีไมเหมาะสม เชน สภาวะท่ีสารอาหารลดลงจะสงผลให substrate mycelium จึงมีการเปล่ียนแปลงเสน

ใย ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ และชูเสนใยข้ึนไปในอากาศเรียกวา aerial mycelium ซึ่งจะพัฒนาเปนกาน

ชูสปอร และเกิดการสรางผนังกั้น ทําใหแตละเซลลพัฒนาไปเปนสปอร ซึ่งมักเปนสายยาว และเปนชวงหนึ่งในวงจร

ชีวิตท่ีมีการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์เปนยาตานจุลินทรีย (Bibb, 2005) เนื่องจากสภาวะขาดสารอาหารสงผลกระทบทําให

สวนของ substrate mycelium เกิดการยอยสลายดวยกระบวนการ programmed cell death (PCD) ทําใหมี

การสะสมของกรดอะมิโน น้ําตาล นิวคลีโอไทด และไขมันเกิดข้ึนรอบบริเวณท่ีเกิดการยอยสลายของ substrate 

mycelium (Miguélez et al., 1999) ซึ่งเปนสารอาหารของจุลินทรียอื่นๆ จึงทําใหตองมีการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์เปน

ยาตานจุลินทรียเพื่อปองกันสารอาหารนั้นๆ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.4 วงจรชีวิตของ Streptomyces (Barka et al., 2016) 
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ยาตานจุลินทรียจาก actinomycetes  

แบคทีเรียในกลุม actinomycetes มีชวงหนึ่งของวงจรชีวิตท่ีมีการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิท่ีมีฤทธิ์

เปนยาตานจุลินทรีย (Bibb, 2005) ในชวง 5 ทศวรรษท่ีผานมา มีการคนพบวายาตานจุลินทรียมากถึงกวา 12,000 

ชนิด และพบอีกวารอยละ 70 ถูกผลิตมาจาก actinomycetes โดยยาตานจุลินทรียมีฤทธิ์ในการยับยั้งหรือกําจัด

จุลินทรียมีกระบวนการทํางานท่ีหลากหลาย (รูปท่ี 1.5)  เชน การยับยั้งกระบวนการสังเคราะหผนังเซลล การ

ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโปรตีน การยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโฟเลต การยับยั้งกระบวนการสังเคราะห

กรดคลีอิก ยับยั้งการประกอบโครงสรางของเยื่อหุมเซลล การยับยั้งการประกอบโครงสรางของลิโพพอลิแซ็กคาร

ไรด (lipopolysaccharide, LPS) และการยับยั้งการประกอบโครงสรางของ toll-like receptor 4 (TLR4) ซึ่งมี

หลายชนิดท่ีผลิตไดจาก actinomycetes  ในสกุลของ Streptomyces (รูปท่ี 1.6)  เชน tetracycline ท่ีผลิตโดย 

Streptomyces rimosus  มีฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการแปลรหัส (translation) ท่ีบริเวณ 50s ribosomal subunits 

หรือ chloramphenicol ท่ีผลิตโดย Streptomyces venezuelae มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียโดยปองกันไมให  

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

Streptomyces nodosus และ nystatin ท่ีผลิตโดย Streptomyces noursei ซึ่งจับกับ ergosterol ท่ีบริเวณ

เยื่อหุมเซลลของรา  หรือ kanamycin ท่ีผลิตโดย Streptomyces kanamyceticus ซึ่งปองกันไมให tRNA มาจับ

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.5 ช่ือของยาตานจุลินทรียและบริเวณท่ีมีการออกฤทธิ์ยาตานจุลินทรียชนิดนั้นๆ (Brown, 2015) 
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รูปท่ี 1.6 โครงสรางของยาตานจุลินทรียท่ีผลิตจาก Streptomyces (Katz L. et al., 2016) 

 

Actinomycetes กับการคนพบสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหม 

การคนหาสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหมจาก actinomycetes เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีจะนําไปสูการ

คนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหมในอนาคตได ซึ่งโดยท่ัวไปในน้ําทะเล และดิน เปนบริเวณท่ีสามารถพบ 

actinomycetes ไดจํานวนมาก อีกท้ังการคนพบสารเมตาบอไลททุติยภูมิ ท่ีมีฤทธิ์เปนยาตานจุลินทรียจาก 

actinomycetes ท่ีอาศัยอยูในน้ําทะเล และดินไดมีการคนหามาเปนระยะเวลานาน (Manivasagan et al., 2014) 

การคนพบ actinomycetes จากแหลงดังกลาวในปจจุบัน จึงพบแตเพียงสายพันธุเดิมท่ีไดมีการคนพบไปแลว และ

มีจุลินทรียเพียง 1% เทานั้น ท่ีสามารถนํามาเพาะเล้ียงโดยวิธีมาตรฐานในหองปฏิบัติการได (Davies, 1999) จึง

ควรศึกษา และคนหาสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหม ท่ีมีฤทธิ์ตานจุลินทรีย และผลิตจาก actinomycetes ใน

ส่ิงแวดลอมอื่น เพื่อเพิ่มโอกาสในการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม  
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ความสัมพันธของ actinomycetes กับสิ่งมีชีวิตอื่น 

Actinomycetes มีความสัมพันธกับส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิดในส่ิงแวดลอม (รูปท่ี 1.7) รวมถึงแมลง เชน 

มดซึ่งอยูอาศัยรวมกับแบคทีเรียในกลุม actinomycetes สกุล Pseudonocardia (รูปท่ี 1.8) ท่ีสามารถผลิตสาร

ปฏิชีวนะ เพื่อชวยยับยั้งเช้ือสกุล Escovopsis ซึ่งกอใหเกิดโรคในราท่ีอาศัยอยูกับมดตัดใบ (leaf-cutting ants) 

(Currie et al., 2003) สามารถผลิตสาร valinomycin ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งราท่ีกอโรคในมด (Behie et al., 2017) หรือ

ดวงเปลือกไม ซึ่งพบ actinomycetes ในตัวออน ดักแด และทางเดินอาหารของตัวเต็มวัย ทําหนาท่ียอยสลาย

เซลลูโลสเปนแหลงของคารบอนใหดวงเปลือกไม (Morales-Jimenez et al., 2013)  

 

 

รูปท่ี 1.7 ความสัมพันธของ Streptomyces กับสิ่งมีชีวิตอื่นในสิ่งแวดลอม (Seipke et al., 2012) 
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รูปท่ี 1.8 ความสัมพันธของ actinomycetes กับมด (Behie et al., 2017) 

Actinomycetes มีความสัมพันธกับสัตวท่ีมีกระดูกสันหลัง โดยพบอยูบริเวณทางเดินอาหารเปนสวนมาก 

สงผลใหเมื่อทําการศึกษา metagenome ของตัวอยางท่ีเปนเยื่อเมือก และอุจจาระ จึงพบ actinomycetes อยู

ดวย (Eckburg et al., 2005) บางชนิดกอโรค เชน สกุล Nocardia ท่ีกอโรคท้ังในคน และสัตว หรือการกอโรคใน

คนของสกุล Rhodococcus spp. ท่ีสวนมากจะกอโรคกับผูปวยท่ีอยูในสภาวะท่ีภูมิคุมกันถูกยับยั้ง หรือภูมิคุมกัน

บกพรอง เชน ผูปวย HIV หรือผูปวยโรค systemic lupus erythematosus (SLE) (McNeil et al., 1994) 

Actinomycetes มีความสัมพันธกับพืช พบอยูในหลากหลายรูปแบบ ท้ังกอโรคในพืช หรืออาศัยอยู

รวมกันในรูปแบบพึ่งพาอาศัยกัน (รูปท่ี 1.9) (Bulgarelli et al., 2013) โดยการอยูในรูปแบบพึ่งพาอาศัยกัน 

actinomycetes อาจมีผลชวยในการเจริญของพืชท้ังทางตรง และทางออม เชน การปองกันอันตรายจากจุลินทรีย

อื่น โดยการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์เปนยาตานจุลินทรีย และสารเมตาบอไลททุติยภูมิอื่นๆ (Fenton et al., 1992)  
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รูปท่ี 1.9 ความสัมพันธของ actinomycetes และแบคทีเรียอืน่ๆ กับพืช (Bulgarelli et al., 2013) 

 Actinomycetes มีความสัมพันธกับมูลสัตว เชน actinomycetes สกุล Streptomyces ท่ีพบในมูลของ

วัว ซึ่งไดถูกนํามาทําเปนปุยคอก และปุยหมัก (Mokni-Tlili et al., 2010) หรือการพบ Streptomyces sp. ในมูล

ของแกะ (Lu et al., 2013) หรือการท่ีคนพบ Actinomyces ruminicola จากตัวอยางท่ีนํามาจากกระเพาะ

อาหารสวนรูเมน (rumen) ของวัว (An et al., 2006) หรือการคนพบ actinomycetes จํานวน 191 ไอโซเลทจาก

มูลของสัตว 4 ชนิด ไดแก แพะ มา กวาง และเมน ซึ่งพบวาอยูในสกุลของ Streptomyces sp. คิดเปนรอยละ 

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

Streptomyces tritolerans ซึ่งคัดแยกมาจากทางเดินอาหารของไสเดือน (Eisenia foetida) และไดรับการระบุ

วาเปนสายพันธุใหม (Aruna et al., 2008) นอกจากนี้มีงานวิจัยท่ีพบ actinomycetes จํานวน 25 ไอโซเลทท่ีคัด

แยกมาจากปุยมูลไสเดือนทางการคา 5 ชนิด ท่ีมีเครื่องหมายการคาของประเทศไทย พบวาทุกไอโซเลทจัดอยูใน

สกุลของ Streptomyces (Ruanpanun et al., 2016) ซึ่งปุยมูลไสเดือน เกิดจากการนําเอามูลของวัวนมท่ีถูก
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นํามายอยใหมีขนาดเล็กลง ทําความสะอาด และกําจัดแกสมีเทนออก เนื่องจากไสเดือน ไมสามารถอยูไดในสภาวะ

ท่ีมีแกสมีเทน โดยเมื่อนํามาเล้ียงไสเดือน มูลของวัวนมจะเขาสูทางเดินอาหารของไสเดือน และออกมาเปนมูล

ไสเดือน ซึ่งมูลไสเดือนท่ีไดนั้นคิดเปนรอยละ 60 ของน้ําหนักมูลวัวนมท่ีใชเล้ียง (Bankhagarden's Earthworm 

Farming Processes, 2015) โดยปุยมูลไสเดือนนั้นมีประโยนชอยางมาก เนื่องจากสามารถเพิ่มจํานวนของ

จุลินทรียในดินไดเปนจํานวนมากถึง 5 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการไมมีปุยมูลไสเดือนในดิน (Edwards et al., 

1977) เพราะไสเดือนชวยปรับสมดุลของสารอินทรียในดิน และเพิ่มประสิทธิภาพในการนําสารอาหารในดินไปเปน

พลังงาน เพื่อใชในกิจกรรมตางๆ ของจุลินทรีย  (Syers et al., 1984) ดังนั้นการสนใจท่ีจะระบุชนิดของ 

actinomycetes ทําใหเห็นถึงความสัมพันธของ actinomycetes กับพืช และอาจทําใหคนพบ actinomycetes 

สายพันธุใหมท่ีสามารถผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิชนิดใหม 

 

 
รูปท่ี 1.10 จํานวนของ actinomycetes ในแตละสกุลท่ีคัดแยกมาจากมูลสัตว (Low A.L.M et al., 2015) 

การระบุชนิดของ actinomycetes 

 วิธีแยกเพื่อการระบุชนิด (identification) ของ actinomycetes สามารถทําไดโดย เริ่มจากการหาบริเวณ

ท่ีสนใจท่ีคาดวามี actinomycetes อาศัยอยู แลวจึงนําตัวอยางจากบริเวณดังกลาว มาคัดแยกเพื่อหาเช้ือบริสุทธิ์ 

(isolation) แลวจึงสามารถนําเช้ือบริสุทธิ์ท่ีไดไประบุชนิด หรือสายพันธุของจุลินทรีย ซึ่งแบงเปน 2 วิธีหลัก คือ วิธี 

polyphasic taxonomy และวิธี molecular Identification (รูปท่ี 1.11) 
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วิธี polyphasic taxonomy เปนหนึ่งในวิธีการระบุชนิด หรือสายพันธุของจุลินทรีย โดยศึกษาขอมูลใน

หลากหลายดานของจุลินทรีย มีท้ังลักษณะทางดานสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมี เริ่มตนดวยการนํา

จุลินทรียมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือประเภทตางๆ เชน tryptone-yeast extract agar (ISP-1), yeast mold 

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

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

nutrient agar media เปนตน (Shirling et al., 1966) และทดสอบดวยกระบวนการทางชีวเคมี และสรีรวิทยา 

เชน methyl red and Voges-Proskauer test, การผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด (Isik et al., 1999) การยอยสลายแปง

และเจลาติน (Waksman, 1961)  การทดสอบชวงของอุณหภูมิ และสภาวะความเปนกรดหรือดาง ท่ีเหมาะสมกับ

การเจริญ การใชแหลงของคารบอน และไนโตรเจน (Qinyuan Li et al., 2016) การศึกษา diaminopimelic 

acid ท่ีเปนองคประกอบภายในผนังเซลล (Hasegawa et al., 1983) เเละการตรวจสอบความสามารถในการผลิต

สารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็งดวยวิธี cross streak (Lemos et al., 1985) และวิธี 

agar-plug (Jose et al., 2013) ซึ่งกระบวนการดังกลาว จะแสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวางจุลินทรียแตละ

ชนิดไดอยางชัดเจน 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.11 กระบวนการระบุชนิดของ actinomycetes 
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วิธีทาง molecular Identification โดยการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA (รูปท่ี 1.12) 

ดวยกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR)  โดยใช universal primers (Nilsson et al., 2002) 

และนําลําดับนิวคลีโอไทด ท่ีได ไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และสราง phylogenetic tree 

(Managamuri et al., 2017) เพื่อเเสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของจุลินทรียท่ีสนใจกับจุลินทรียใน

ฐานขอมูล และเปรียบเทียบคาทางสถิติตางๆ เพื่อการระบุชนิดของ actinomycetes ท่ีสนใจ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

อนาคตของการคนพบสารจากธรรมชาติ 

 การคนพบสารจากธรรมชาติในอนาคตนั้นมีปจจัยสําคัญ ท่ีจะเปนแรงผลักดันใหการคนพบสารจาก

ธรรมชาติจากจุลินทรียกาวตอไปได ไดแก การเรียนรูวาจุลินทรียนั้นมีจีโนมท่ีมีขนาดใหญ ซึ่งเปนกลุมของยีนท่ี

เกี่ยวของกับสารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite gene cluster: SMGCs) สามารถผลิตสาร

ผลิตภัณฑธรรมชาติชนิดใหมได (Katz L. et al., 2016) อีกท้ังปจจุบัน นักวิทยาศาสตรคนพบตัวอยางจากดินเพียง

สวนหนึ่งในส่ิงแวดลอมเทานั้น (Baltz, 2005, 2007)  จึงยังคงมีบริเวณอื่นๆ ในส่ิงแวดลอมอีกจํานวนมาก ท่ียังไม

ถูกคนหา SMGCs จึงทําใหมีโอกาสคนพบ SMGCs ใหม ๆ เพิ่มเติมไดอีก (Katz et al., 2016; Milshteyn et al., 

2014; Owen et al., 2015; Smanski et al., 2016) และปจจัยสุดทาย คือการท่ีปจจุบันมีเทคโนโลยี และ

กระบวนการท่ีทันสมัยในการตรวจสอบ และคนหา อีกท้ังความรู และความเขาใจในดานการแพทยท่ีเพิ่มมากข้ึน 

จึงอาจสงผลใหการคนหาสารผลิตภัณฑธรรมชาติ อาจกลับมาสูยุคทองไดอีกครั้งในอนาคต (Baltz, 2005, 2007)  
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ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจ ท่ีจะระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน ซึ่งเปนแหลงศึกษาใหมท่ีคาด

วานาจะพบ actinomycetes ท่ีผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม โดยนํา actinomycetes ท่ีคัดแยกจาก

ปุยมูลไสเดือนโดย นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบความสามารถในการ

ผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง และวิเคราะหขอมูลทางชีวสารสนเทศศาสตร 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

 เพื่อระบุชนิดของ actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือน และทดสอบความสามารถในการผลิต

สารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง  
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 เพื่อนําไปสูการคนพบ actinomycetes ชนิดใหม หรืออาจนําไปสูการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิด

ใหม ซึ่งอาจนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถนําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไป

ในอนาคต  
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บทท่ี 2 

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 

2.1 เคร่ืองมือ วัสดุและเคมีภัณฑ 

 2.1.1 เคร่ืองมือ 

1) เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุน InnovaTM 4300 ของบริษัท New 

Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา  

2) เครื่องช่ังละเอียด รุน AG 285 ของบริษัท Metler Toledo ประเทศสวิตเซอรแลนด   

3) เครื่ อ งถ ายภาพเจลพรอมโปรแกรมวิ เคราะห  ( gel documentation system)  รุน 

FireReader V10 ของบริษัท UVITEC ประเทศอังกฤษ 

4) เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือ รุน ss-325 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศญี่ปุน 

5) เครื่องปนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (centrifuge) รุน MIKRO 185 ของบริษัท Hettich zentrifugen 

ประเทศเยอรมัน 

6) เครื่องปนเหวี่ยงสารตกตะกอนขนาดเล็ก (spin down) รุน MYSPIN G ของบริษัท Thermo 

Scienctific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7) เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries Inc. ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

8) เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (thermocycler) รุน T100TM Thermal Cycler ของบริษัท 

Bio-rad ประเทศออสเตรเลีย 

9) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Spectronic ประเทศสหรัฐอเมริกา 

10) เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (digital pH meter) รุน FE20 FiveEasyTM ของบริษัท 

Mettler ToledoTM ประเทศสหรัฐอเมริกา 

11) เครื่องอุนหลอดทดลอง (heating block) รุน MD-MINI ของบริษัท Gibthai ประเทศไทย 

12) ตูชีวนิรภัย (biosafety cabinet) รุน V6-T ของบริษัท แล็บ ไมโคร ประเทศไทย 

13) ตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุน F0535 ของบริษัท Sanyo Electric Co. ประเทศ

ญี่ปุน 

14) ตูบมเช้ือ 37 องศาเซลเซียส (incubator) รุน INE500 ของบริษัท Memmert ประเทศ

เยอรมัน 
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15) ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 

16) ไมโครปเปตต 10 100 และ 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf research plus 

ประเทศเยอรมัน 

17) ไมโครเวฟ ของบริษัทโตชิบา ประเทศไทย 

18) อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน WNB14 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 

2.1.2 วัสดุ 

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

2) เครื่องแกว ของบริษัท Pyrex ประเทศสหรัฐอเมริกา และบริษัท DURAN ประเทศเยอรมัน  

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

4) หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท แลบคอนเนคช่ัน ประเทศไทย 

5) หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตร ของบริษัท F.L. medical s.r.l. 

ประเทศอิตาลี 

 2.1.2 เคมีภัณฑ  

1) 85% glycerol ของบริษัท Emsure ประเทศเยอรมัน 

2) Yeast extract ของบริษัท Difo Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3) Malt extract ของบริษัท Himedia Laboratories ประเทศอินเดีย 

4) Agar ของบริษัท พัฒนาสินเอนเตอรไพรส ประเทศไทย 

5) Glucose monohydrate ของบริษัท Merck ประเทศไทย 

6) Casamino acid ของบริษัท BD ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7) Magnesium chloride hexahydrate ของบริษัท Emsure ประเทศเยอรมัน 

8) TES ของบริษัท Merck ประเทศไทย 

9) Beef extract ของบริษัท Himedia Laboratories ประเทศอินเดีย 

10) Casein enzyme hydrolysate ของบริษัท Himedia Laboratories ประเทศอินเดีย 

11) Starch ของบริษัท Ajax Finechem Pty Limited ประเทศออสเตรเลีย 

12) Chloramphenicol ของบริษัท Pacific Science ประเทศไทย 

13) SERVA DNA Stain G ของบริษัท SERVA Electrophoresis GmbH ประเทศเยอรมัน 

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

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

17) SDS ของบริษัท Bio-Rad Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

18) EDTA disodium salt dihydrate ของบริษัท VWR Life Science ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.3 น้ํา 

1) น้ําสําหรับเตรียมบัฟเฟอรคือ น้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 (purified water type I) 

2) น้ําสําหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือคือ น้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 2 (purified water type II) 

3) น้ําสําหรับงานทางอณูชีววิทยาคือ PCR Grade Water โดยเปนน้ําปราศจากนิวคลีเอส และ

โปรตีเอส ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมัน 

 2.1.4 เอนไซมและรีเอเจนททางอณูวิทยา 

1) 6X loading dye ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมัน 

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

3) Proteinase K ของบริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

4) RNAse ของบริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5) Tryptic soy broth (TSB) ของบริษัท BD ประเทศสหรัฐอเมริกา 

6) KOD OneTM PCR Master Mix ของบริษัท TOYOBO ประเทศญี่ปุน 

2.1.5 โอลิโกนิวคลีโอไทด 

   โอลิโกนิวคลีโอไทดหรือไพรเมอรท่ีใชสําหรับเพิ่มจํานวนบริเวณ 16S rRNA (ตารางท่ี 2.1) ผลิต

จากบริษัท Integrated DNA Technologies (IDT)  

 

ตารางท่ี 2.1 ไพรเมอรท่ีใชในการศึกษา 

 

 

 

ช่ือไพรเมอร ลําดับ (5’ ถึง 3’) อุณหภูมิหลอมเหลว (องศาเซลเซียส) การนําไปใชงาน 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 53.2 PCR, sequencing 

518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG 52.0 Sequencing 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 54.6 PCR 
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2.2 วิธีดําเนินการทดลอง 

2.2.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

นํา actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือนโดย นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 ดังแสดงในภาคผนวก ก นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และติดตามการ

เปล่ียนแปลงของลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก สีของ substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมี

สี (pigment) ท่ีถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร   

2.2.2 การเตรียมสารแขวนลอยสปอร 

 นํา actinomycetes ท่ีคัดแยก และเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 ท่ีนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส จนเห็นสปอรเจริญเต็มอาหารเล้ียงเช้ือ จึงนํามาทําสารแขวนลอยสปอรโดยหยดน้ําปราศจากไอออน

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงบนผิวดานบนสปอร นําลูปพลาสติกปราศจากเช้ือถูบริเวณผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง

ใหท่ัว เพื่อใหสปอรหลุดออกจนหมด ปเปตสารแขวนลอยสปอรท้ังหมดแบงเปนสองสวน โดยสวนแรกปเปตสาร

แขวนลอยสปอร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) เพื่อนับจํานวนสปอร และ

คํานวณปริมาณของสปอรท่ีมี และสวนท่ีสองปเปตสารแขวนลอยสปอรมาปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใสในหลอดเก็บ

เซลลแชแข็ง (cryotube) ท่ีมี 85% glycerol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร มีความเขมขนสุดทาย คือ 20 % glycerol 

แลวนําสารแขวนลอยสปอรไปเก็บไวภายใตอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

2.2.3 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง 

 นํา actinomycetes บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด MR5 ดังแสดงในภาคผนวก ก มาทดสอบฤทธิ์การตาน

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

Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans ซึ่งนํามาจากคลังจุลินทรีย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ดวยวิธี agar plug โดยนําสารแขวนลอยสปอรของ actinomycetes ท่ีเก็บ

อยูใน 20% glycerol มาปรับใหมีความหนาแนนของสปอรเทากับ 106 สปอรตอมิลลิลิตร ดวยน้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 

ท่ีผานการฆาเช้ือแลว ใหมีปริมาตรรวมเทากับ 1,200 ไมโครลิตร และดูดสารแขวนลอยสปอรปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตรลงใหท่ัวบริเวณผิวอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด MR5 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน นํา

จุลินทรียทดสอบ ไดแก E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ C. albicans มาเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือเหลวชนิด Mueller Hinton (MH) ดังแสดงในภาคผนวก ก โดยบมแบบเขยาขามคืนภายใต

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และนําเช้ือทดสอบมาปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ี

หลอมเหลว MH ท่ีมีปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนํามา pour plate และเจาะรูเพื่อนํา actinomycetes บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งชนิด MR5 ท่ีบมมาเปนเวลา 7 วันมาใสลงในแตละชองของเช้ือทดสอบท่ีทําการเจาะรูไว โดยมียา
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ปฏิชีวนะ คือ chloramphenicol 30 ไมโครกรัม เปนชุดควบคุม จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ช่ัวโมง สังเกต และวัดขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึน  

 

2.2.4 กระบวนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA, gDNA)  

 นํา actinomycetes ท่ีคัดแยกมาสกัด gDNA ดวยวิธี salting out เริ่มตนจากนํา actinomycetes ท่ีคัด

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

บมแบบเขยาขามคืนภายใตอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนํา actinomycetes ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด 

TSB มาปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 5,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นจึงเติม SET buffer ดังแสดงในภาคผนวก ข ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ

เติม lysozyme ความเขมขน 100 mg/ml ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แลวนําไปบมภายใตอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จึงนํามาเติม proteinase K ความเขมขน 20 mg/ml ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ

เติม 10% SDS ดังแสดงในภาคผนวก ข ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปบมภายใตอุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงนํามาเติม sodium chloride ความเขมขน 5 โมลาร ดังแสดงในภาคผนวก ข 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และเติม chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไป

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนเหนือตะกอน (supernatant) 

ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 12,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 5 นาที และนําสวนเหนือตะกอนใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม แลวเติม isopropanol ปริมาตร 

1 เทาของสวนเหนือตะกอนท่ีมีอยู ผสมใหเขากัน แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเทากับ 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที จึงนํามาเติม 70% ethanol ดังแสดงในภาคผนวก ข ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และดูดสวนของ 

70% ethanol ออกจนหมด แลวนําไปทําใหแหงดวยการท้ิงไวขามคืน สุดทายจึงนํามาเติม TE buffer ดังแสดงใน

ภาคผนวก ข ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเก็บรักษาภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Pospiech et al., 1995) 

 

2.2.5 การตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธีเจลอิเลกโตรโฟรีสิส (gel electrophoresis) 

          นํา gDNA ท่ีสกัดมาดวยวิธี salting out มาตรวจสอบดวยวิธีเจลอิเลกโตรโฟรีสิส ดวย 0.8% (w/v) อะกา-

โรสเจล ทําโดยเตรียมจาก agarose ผสมกับบัฟเฟอร 1XTris Acetate EDTA ดังแสดงในภาคผนวก ข และละลาย 

agarose จนหมดโดยใหความรอนดวยไมโครเวฟ ท้ิงไวใหอุณหภูมิลดลงพอใหหลังมือสัมผัสไดและยอมสีเจลดวย 

SERVA DNA Stain G 0.8 ไมโครลิตรตอ 20 มิลลิลิตรเจล จากนั้นเทลงในถาดพิมพเจล เมื่อเจลแข็งตัวนําไปใสลง
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ในเครื่องมือทํา gel electrophoresis แลวเติมบัฟเฟอร 1XTAE จนทวมเจล ตอมานํา DNA ตัวอยาง 1 ไมโครลิตร 

มาผสมกับสียอม 6X DNA gel loading dye บนแผนพาราฟลม แลวนําลงในหลุมของเจลท่ีเตรียมไวปริมาตร 5 

ไมโครลิตร และใช DNA มาตรฐาน 1 kb DNA Ladder สําหรับช้ีวัดขนาดของผลท่ีได จากนั้นเริ่มการทํา gel 

electrophoresis โดยต้ังคาความตางศักยไฟฟาใหคงท่ีไวท่ี 80 โวลต เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบกําหนดเวลานํา

เจลไปตรวจสอบผลการเรืองแสงของ DNA ดวยเครื่องถายภาพเจล  

 

2.2.6 การเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA 

 นํา gDNA มาเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA ดวยกระบวนการ PCR โดยใสสวนประกอบดังแสดงใน

ตารางท่ี 2.2 ปฏิกิริยาจะดําเนินในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมสภาวะอุณหภูมิในข้ันตอนตางๆของปฏิกิริยา

ไดแก ข้ันปฏิกิริยาแยกสาย DNA ตนแบบ (denaturation) ข้ันการจับของไพรเมอรจับกับ DNA ตนแบบ 

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

extension) ตามท่ีกําหนดดังแสดงในตารางท่ี 2.3 ผลิตภัณฑท่ีไดนําไปตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis 

ดวย 1% (w/v) อะกาโรสเจล และต้ังคาความตางศักยไฟฟาใหคงท่ีไวท่ี 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที เม่ือครบ

กําหนดเวลานําเจลไปตรวจสอบผลการเรืองแสงของ DNA ดวยเครื่องถายภาพเจล  

 

ตารางท่ี 2.2 สวนประกอบของปฏิกิริยาการทํา PCR 

สวนประกอบ ความเขมขนเร่ิมตน ปฏิกิริยาสารใน 50 ไมโครลิตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขนสุดทาย 

น้ํา - 20 - 

KOD OneTM PCR Master Mix 2X 25 1X 

Forward primer 100 ไมโครโมลาร 1.5 0.3 ไมโครโมลาร 

Backward primer 100 ไมโครโมลาร 1.5 0.3 ไมโครโมลาร 

DNA ตนแบบ 4-100 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร 

2.0 50-200 นาโนกรัมตอ ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 2.3 สภาวะของอุณหภูมิและเวลาในการทํา PCR ในแตละข้ันตอนเพือ่เพิ่มจํานวนยีน 

ข้ันตอนของปฏิกิริยา 

สภาวะการทํา PCR 
จํานวนรอบ 

(cycle) 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา 

Denaturation 98  10 วินาที 

45  Annealing 55 5 วินาที 

Extension 68  8 วินาที 

Final extension 
72  4 นาที 

1  
4  ไมมีกําหนด 

 

2.2.7 การวิเคราะหขอมูลทางชีวสารสนเทศศาตร 

 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดโดยบริษัท Bionics ประเทศเกาหลี การตรวจสอบคุณภาพของลําดับ 

DNA โดยใชโปรแกรม SnapGene (https://www.snapgene.com/) การเปรียบเทียบลําดับของ DNA ศึกษาโดย

ใช blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/) และสรางแผนภูมิตนไม (phylogenetic tree) โดย

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

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือน โดย 

นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ จํานวนท้ังหมด 96 ไอโซเลท บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 ซึ่งเปนอาหารเล้ียงเช้ือ

ท่ีนําไวใชสําหรับการสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Streptomyces (Siddique et al., 2014) และทําบม

ภายใตอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบการเจริญ actinomycetes ท้ังหมด 86 ไอโซเลท เนื่องจากมีการปนเปอน

ของรา หรือแบคทีเรียชนิดอื่น และไมมีการเจริญจํานวน 10 ไอโซเลท เมื่ออาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก สี

ของ substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมีสีท่ีถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร จัดกลุมไดเปน 27 

กลุม แสดงดังตารางท่ี 3.1 ซึ่งพบวามีการสราง substrate mycelium ในอาหารเล้ียงเช้ือและ aerial mycelium 

บนอาหารเล้ียงเช้ือ มีการสรางสปอร และผิวโคโลนีคลายกํามะหยี่ มีสีของโคโลนีและสปอรท่ีแตกตางกัน โดยบาง

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

ตารางที่ 3.1 การจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 

กลุมที ่ ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งชนดิ 

ISP-2 

 

Pigment 

 

Soluble 

pigment 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate 

mycelium 

Aerial 

mycelium 

สีของสปอร 

1 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีเทา - - 2 

2 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีขาว - - 15 

3 สีเหลืองออน สีแดง สีขาว - - 6, 58 

4 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง - - 16, 86, 110 

5 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง สีแดง - 34 

6 สีเหลืองออน สีแดง สีเทา - - 81 

7 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว - - 38, 50-51, 72, 80, 83, 85 

8 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว สีแดง - 71 

9 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - 10, 26, 40 

10 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีแดง - 88, 116 

11 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีเหลือง สีเหลือง 45 

12 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - 11, 33, 39, 41 
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กลุมที ่ ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งชนดิ 

ISP-2 

 

Pigment 

 

Soluble 

pigment 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate 

mycelium 

Aerial 

mycelium 
สีของสปอร 

13 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - 19-21, 30, 32, 42, 46-48, 61, 64, 66, 

74-77, 93, 95, 115, 117 

14 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา สีแดง - 22 

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

16 สีขาว สีขาว สีขาว สีแดง - 114 

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

18 สีขาว สีขาว สีเทา สีแดง - 119 

19 สีขาว สีขาว สีเทา สีนํ้าตาล - 44 

20 สีขาว สีเทา สีขาว - - 55,118 

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

22 สีขาว สีเทา สีเทา สีเทาดํา - 109 

23 สีขาว สีแดง สีเทา สีแดง - 36 

24 สีขาว  สีชมพ ู สีขาว - - 92 

25 สีขาว สีเหลือง สีขาว - - 120 

26 สีเทา สีเทา สีเทา - - 78, 87 

27 สีเทา สีขาว สีขาว - - 49 
 

 
รูปท่ี 3.1 ตัวอยางลักษณะของ actinomycetes ท่ีคัดแยกไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งชนิด ISP-2 โดย A คือ 

substrate mycelium สีขาว, B คือ substrate mycelium สีเหลือง, C คือ สปอรสีขาว, D คือ สปอรสีเทา, E คือ pigment 

สีแดง, F คือ pigment และ soluble pigment สีเหลือง, G คือ ไมมีการเจริญ และ H คือ การปนเปอนจากรา 
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3.2 ผลการตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็ง  

จากการเตรียมสารแขวนลอยสปอรของ actinomycetes สามารถเก็บสปอร และเตรียมสารแขวนลอยสปอร

ใน 20% glycerol ได 69 ไอโซเลท ดังตารางท่ี 1 ภาคผนวก ค เนื่องจากระหวางทําการทดลอง มีบางไอโซเลทท่ีมี

การเจริญท่ีชา หรือไมมีเจริญเปนจํานวนท้ังส้ิน 8 ไอโซเลท และมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่นเปนจํานวน

ท้ังส้ิน 9 ไอโซเลท โดยปรับใหมีความเขมขนของสปอรอยูท่ีระหวาง 106-108 สปอรตอมิลลิลิตร และนําสาร

แขวนลอยสปอรของ 69 ไอโซเลท มาตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

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

สังเกต และวัดขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึนโดยวัดจากขนาดของเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึน

ไดผลดังตารางท่ี 2 ภาคผนวก ค พบวา actinomycetes สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ไดจํานวน 6 ไอ

โซเลท สามารถยับย้ังการเจริญของ B. Subtilis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท และสามารถยับยั้งการเจริญของ C. 

albicans ไดจํานวน 29 ไอโซเลท และพบวา actinomycetes ไอโซเลท WC45, WC53 และ WC89 ท่ีสามารถ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดจํานวนมากท่ีสุด คือ 3 ชนิด ซึ่งไดแก B. subtilis, S. aureus, และ C. 

albicans อีกท้ังไดนําผลการตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ

มาจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาและของความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ actinomycetes ท่ีเจริญบน

อาหาร ISP-2 ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในอาหารแข็งดวยวิธี cross streak ของนางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ (อุดมศรีพันธุ, 

2558)  พบวามีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตาราง

ท่ี 3.3  เนื่องจากเมื่อสังเกตขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึนมีขนาดท่ีแตกตางกัน ท้ังนี้อาจเกิดจากการท่ีใชอาหาร

เล้ียงเช้ือในการทดสอบท่ีแตกตางกัน ซึ่งมีองคประกอบท่ีแตกตางกัน จึงสงผลตอการเจริญของ actinomycetes 

อีกท้ังอาจมีปจจัยอื่นท่ีมีผลรวมดวย เชน ปริมาณของเช้ือเริ่มตน อุณหภูมิและระยะเวลาในการบม เปนตน  

 
รูปท่ี 3.2 บริเวณยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งดวยวิธี agar plug โดย A คือ 

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

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

S. aureus บนอาหาร MHA 
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ตารางท่ี 3.2 การจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาและความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบของ actinomycetes  
กลุม

ท่ี 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด ISP-2 Pigment Soluble 

pigment 

การยับย้ัง

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate mycelium Aerial mycelium สีของสปอร 

1 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีเทา - - B, C 2 

2 สีเหลืองออน สีนํ้าตาล สีขาว - - - 15 

3 สีเหลืองออน สีแดง สีขาว - - - 6, 58 

4 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง - - C 86, 110 

5 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง - - B, C 16 

6 สีเหลืองออน สีแดง สีแดง สีแดง - C 34 

7 สีเหลืองออน สีแดง สีเทา - - - 81 

8 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว - - - 50-51, 72, 80, 83 

9 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว - - none 38, 85 

10 สีเหลืองออน สีขาว สีขาว สีแดง - none 71 

11 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - - 26 

12 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - C 10 

13 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา - - B 40 

14 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีแดง - - 88 

15 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีแดง - C 116 

16 สีเหลืองออน สีขาว สีเทา สีเหลือง สีเหลือง B, S, C 45 

17 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - - 11, 39 

18 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - none 33 

19 สีเหลืองออน สีเทา สีขาว - - B 41 

20 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - - 20, 32, 42, 46-48, 61, 74, 76, 95 

21 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - none 30, 75 

22 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - C 21, 64, 66, 115, 117 

23 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - B 93 

24 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - B, S 19 

25 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา - - B, C 77 

26 สีเหลืองออน สีเทา สีเทา สีแดง - S 22 

27 สีขาว สีขาว สีขาว สีแดง - C 114 

28 สีขาว สีขาว สีขาว - - - 29, 84 

29 สีขาว สีขาว สีขาว - - none 82 

30 สีขาว สีขาว สีขาว - - C 107 

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

32 สีขาว สีขาว สีเทา - - - 27 

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

34 สีขาว สีขาว สีเทา - - B, S, C 102 

35 สีขาว สีขาว สีเทา สีแดง - none 119 

36 สีขาว สีขาว สีเทา สีนํ้าตาล - - 44 
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กลุม

ท่ี 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด ISP-2 Pigment Soluble 

pigment 

การยับย้ัง

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลท (WC) 

Substrate mycelium Aerial mycelium สีของสปอร 

37 สีขาว สีเทา สีขาว - - - 55 

38 สีขาว สีเทา สีขาว - - C 118 

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

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

41 สีขาว สีเทา สีเทา สีเทาดํา - C 109 

42 สีขาว สีแดง สีเทา สีแดง - B 36 

43 สีขาว  สีชมพ ู สีขาว - - none 92 

44 สีขาว สีเหลือง สีขาว - - - 120 

45 สีเทา สีเทา สีเทา - - none 78 

46 สีเทา สีเทา สีเทา - - C 87 

47 สีเทา สีขาว สีขาว - - - 49 

 

 

 

 

ตารางท่ี 3.3 การผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบในอาหารแข็งดวยวิธี agar plug และ cross streak 

การ

ยับยั้ง 

(ชนิด) 

ชนิดของจุลินทรียทดสอบ ไอโซเลทที่ยบัยั้ง (WC) 

S. 

aureus 

E. 

coli 

P. 

aeruginosa 

B. 

subtilis 

C. 

albicans 

วิธี agar plug วิธี cross streak 

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

92, 96, 119 

 

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

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

92, 96-97, 118, 122 

1      22 - 

     - 46 

     36, 40, 41, 93 9 

     

 

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

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

109-110, 114-118, 121 

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

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

109-110, 114-117, 121 

2      19, 102 - 

     2, 16, 77 119, 120 

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

     - 53 

     - 65 

4      - 45, 89 

- ไมไดทดสอบ 

none ไมยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 

B: B. subtilis 

S: S. aureus 

C: C. albicans  
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3.3 การตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวา 

actinomycetes บางไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีเหมือนกัน แตมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบท่ีแตกตางกัน อีกท้ัง actinomycetes บางไอโซเลทมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ี

เหมือนกัน แตมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกัน จึงจําเปนตองระบุสายพันธุโดยกระบวนการทางอณูวิทยา 

และตรวจสอบความใกลชิดกันทางวิวัฒนาการของแตละไอโซเลทโดยวิธีการสราง phylogenetic tree ซึ่งอาศัย

ยีน 16S rRNA ในการวิเคราะห 

 โดยการวิเคราะหยีน 16S rRNA ไดนํา actinomycetes จํานวน 45 ไอโซเลท ท่ีผานการตรวจสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ และพบวามีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีดีมาสกัด 

gDNA ไดจํานวน 16 ไอโซเลท โดยคัดเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีมีขนาดของบริเวณยับยั้งท่ีกวาง หรือยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดหลายชนิด และนํา gDNA ท่ีสกัดไดมาตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis ซึ่ง

พบวามีปริมาณของ RNA ปริมาณมาก จึงเติม RNase A และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

และนํามาตรวจสอบผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis อีกรอบหนึ่ง (รูปท่ี 3.3 และ 3.4) แตยังคง

พบวา มีเพียง WC93, 107 และ 109 ท่ีมีแถบของ gDNA ท่ีสกัดได สวนไอโซเลทท่ีเหลืออาจมีปริมาณของ gDNA 

ท่ีนอยมาก จึงไมเห็นแถบของ gDNA ท่ีสกัดได คาดวาอาจมีสาเหตุมาจากความผิดพลาดระหวางการสกัด หรือ 

gDNA อาจละลายใน TE buffer ไดไมหมดกอนนํามาตรวจสอบดวย gel electrophoresis แกไขไดดวยการใช TE 

buffer ท่ีอุน และทําใหละลายจนหมดกอนนําไปตรวจสอบดวย gel electrophoresis 

 

 

รูปท่ี 3.3 ผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 1 (ซาย) ผลการสกัด gDNA กอนเติม RNase A (ขวา) ผลการสกัด gDNA หลังเติม 

RNase A โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8% กําหนดให เลนที่ 1 คือ DNA สําหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ WC10; เลนที่ 3 คือ WC19; เลนที่ 

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

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

 (bp)  (bp) 
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รูปท่ี 3.4 ผลการสกัด gDNA ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 2 ผลการสกัด gDNA หลังเติม RNase A โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8% 

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

3.4 การเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA 

 จากการสกัด gDNA ของ actinomycetes ไดนํา 16 ไอโซเลท มาเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA ดวย

การทํา PCR โดยไพรเมอร 27F และ 1492R โดยแตละไอโซเลททํา 2 ปฏิกิริยา แตละปฏิกิริยามีปริมาตร 50 

ไมโครลิตร และนําผลิตภัณฑท่ีไดไปตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis (รูปท่ี 3.5, 3.6 และ 3.7) 

 

รูปท่ี 3.5 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 1 โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 1% กําหนดให 

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

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

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

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

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

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

 (bp) 
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รูปท่ี 3.6 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 2 โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 1% กําหนดให 

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

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

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

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

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

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

WC107 หลอดทดลองที่ 2 
 

 

รูปท่ี 3.7 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ชุดท่ี 3 โดยใชเจลอะกาโรสความเขมขน 1% กําหนดให 

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

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

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

 

 

 (bp) 

 (bp) 
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 จากรูปท่ี 3.5, 3.6 และ 3.7 แสดงใหเห็นวาสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel 

electrophoresis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท จาก 16 ไอโซเลท โดยมี 4 ไอโซเลท ท่ีมีผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR 

ในปริมาณท่ีตํ่าหรือไมมี ไดแก WC36, WC69, WC110 และ WC117 จึงไดนําผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท้ัง 

12 ไอโซเลท ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยบริษัท Bionics โดยใชไพรเมอร 27F และ 518F ซึ่งสามารถ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ 16S rRNA ไดจํานวน 2 ไอโซเลท คือ WC115 และ WC102  เนื่องจากอีก 

10 ไอโซเลท มีคุณภาพของผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท่ีตํ่าหรืออาจมีปริมาณของผลิตภัณฑจากกระบวนการ 

PCR ท่ีนอยเกินไป นอกจากนี้ไดนําขอมูลของ WC45 ซึ่งไดวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดมาจากงานวิจัยกอนหนา 

(Kanchanabanca et al., 2018) มารวมในการวิเคราะหผลดวย นําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของ 

WC45, WC102 และ WC115 มาระบุสายพันธุดวยโปรแกรม Blastn (รูปท่ี 3.8, 3.9 และ 3.10) ไดสายพันธุท่ี

ใกลเคียงจากฐานขอมูลดังแสดงในตารางท่ี 3.4 อยางไรก็ตามเนื่องจากเกิดการปนเปอนในอาหาร TSB ท่ีเล้ียงเช้ือ

กอนการสกัด gDNA พบวา WC102 ใกลเคียงกับสกุล Micrococcus จึงไมนํามาวิเคราะหตอ  

ตารางท่ี 3.4 ขอมูลการระบุสายพันธุท่ีใกลชิดกันดวยโปรแกรม Blastn 

Isolate Closest relative Accession number Identity (%) 

WC45 Streptomyces antibioticus strain CSSP528 NR_043348.1 99.88 

WC102 Micrococcus aloeverae strain AE-6 NR_134088.1 99.77 

WC115 Streptomyces tendae strain ATCC 19812 NR_025871.2 100.00 
 

 จากการวิเคราะหสายพันธุของ actinomycetes ท่ีเพาะเล้ียงไดพบวา actinomycetes ท่ีคัดแยกมามี

ความใกลชิดกับ actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากน้ําทะเลและดิน ซึ่งไมพบวามีรายงานการพบ หรือคัดแยกได

จากปุยมูลไสเดือน โดยพบวาเมื่อเปรียบกับท้ัง 2 ไอโซเลท พบวา ไอโซเลท WC45 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ 

Streptomyces antibioticus CSSP528 โดยมี %identity เทากับ 99.88% ซึ่งคัดแยกไดจากดินตะกอน มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา คือ สีของ substrate mycelium และสีของ aerial mycelium บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งหลายชนิด เชน starch agar, glucose asparagine agar เปนตน ท่ีคลายกับ WC45 คือ มีสีของ substrate 

mycelium สีเหลือง และมีสีของ aerial mycelium สีเทาขาว (Shuna Fu et al., 2016) และพบวามีรายงานถึง

ความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิ เชน actinomycin ท่ีใชเปนยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง 

(Collett et al., 1974) เปนตน  
 
 

 

 

 

 

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

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

Score Expect Identities Gaps Strand 

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

Query  1     CGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG   60 

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

Sbjct  193   CGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG   252 

Query  61    ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA   120 

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

Sbjct  253   ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA   312 

Query  121   CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGAC   180 

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

Sbjct  313   CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGAC   372 

Query  181   GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAA   240 

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

Sbjct  373   GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAA   432 

Query  241   GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT   300 

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

Sbjct  433   GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT   492 

Query  301   AGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGT   360 

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

Sbjct  493   AGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGT   552 

Query  361   CGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTG   420 

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

Sbjct  553   CGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTG   612 

Query  421   TGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA   480 

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

Sbjct  613   TGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA   672 

Query  481   CCGGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   540 

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

Sbjct  673   CC--GGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   731 

Query  541   GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  568 

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

Sbjct  732   GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  759 

รูปท่ี 3.8 ผลการทํา Blastn บริเวณ 16S rRNA ของ WC45 

 

 

 

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

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

Score Expect Identities Gaps Strand 

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

Query  1     GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT   60 

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

Sbjct  276   GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT   335 

Query  61    GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC   120 

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

Sbjct  336   GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC   395 

Query  121   CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA   180 

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

Sbjct  396   CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA   455 

Query  181   AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGG   240 

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

Sbjct  456   AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGG   515 

Query  241   AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGC   300 

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

Sbjct  516   AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGC   575 

Query  301   TTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATT   360 

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

Sbjct  576   TTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATT   635 

Query  361   CCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCT   420 

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

Sbjct  636   CCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCT   695 

Query  421   CTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT   480 

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

Sbjct  696   CTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT   755 

Query  481   GGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGC   540 

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

Sbjct  756   GGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGC   815 

Query  541   CGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAG   600 

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

Sbjct  816   CGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAG   875 

Query  601   GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT  634 

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

Sbjct  876   GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT  909 

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

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

Score Expect Identities Gaps Strand 

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

Query  1      AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG   60 

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

Sbjct  451    AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG   510 

Query  61    TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG   120 

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

Sbjct  511    TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG   570 

Query  121   TCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGT   180 

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

Sbjct  571    TCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGT   630 

Query  181   TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC   240 

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

Sbjct  631    TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC   690 

Query  241   ACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   300 

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

Sbjct  691    ACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA   750 

Query  301   GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGC   360 

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

Sbjct  751    GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGC   810 

Query  361   AACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGG   420 

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

Sbjct  811    AACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGG   870 

Query  421   CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC   480 

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

Sbjct  871    CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC   930 

Query  481   TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGA   540 

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

Sbjct  931    TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGA   990 

Query  541   GATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG  571 

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

Sbjct  991    GATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG  1021 

รูปท่ี 3.10 ผลการทํา Blastn บริเวณ 16S rRNA ของ WC115 

   

 

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

เทากับ 100.00% พบวามีรายงานถึงความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลททุติยภูมิ เชน nikkomycins (Lohr 

et al., 1989) ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราโดยยับยั้งการทํางานของเอนไซมในการสังเคราะหไคทิน (chitin) ซึ่ง

เปนองคประกอบของผนังเซลลของรา (Zhang et al., 1999) จึงมีความนาสนใจอยางมากท่ีจะทดสอบ

ความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีเปนรา เนื่องจากในการทดลองนี้ไมไดทดสอบความสามารถยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบท่ีเปนรา ดังนั้นอาจทําใหคนพบความสามารถยับยั้งการเจริญของราไดในอนาคต  

 โดยไอโซเลท WC102 และ WC115 มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีความแตกตางกันเล็กนอยกับ 

actinomycetes ท่ีมีความใกลชิดมากท่ีสุด อาจมีสาเหตุมาจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการทดลองท่ีแตกตางกัน ซึ่ง

มีองคประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแตกตางกันสงผลตอการเจริญของ actinomycetes ใหแสดงลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาท่ีมีความแตกตางกัน ยิ่งไปกวานั้นท้ังสองไอโซเลทมีรายงานการผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งรา หรือใช

เปนยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง ซึ่งยังไมไดทําการทดลองในงานวิจัยนี้ จึงนาสนใจท่ีจะทําการทดลอง

เพิ่มเติมเพื่อคนหาความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งรา หรือความสามรถในการรักษาโรคมะเร็ง เพื่อเปน

ประโยชนตอไปในอนาคต 

 เมื่อนํา WC45 และ WC105 ไปศึกษาความใกลชิดกับ Streptomyces ท่ีคัดแยกไดจากไสเดือนและปุย

มูลไสเดือนโดยทํา neighbor joining phylogenetic tree ของ 16S rRNA ดวยโปรแกรม MEGA7 (รูปท่ี 3.11) 

โดยจุลินทรียท่ีนํามาอางอิงประกอบการทํา neighbor joining phylogenetic tree ดังแสดงในตารางท่ี 3.5  

 

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

 Streptomyces tritolerans AS1 
 Streptomyces antibioticus CSSP528 
 WC45 

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

 Escherichia coli 
99 

100 

99 

77 

100 
78 

99 

100 

0.020 

รูปท่ี 3.11 Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA เปรียบเทียบความสัมพันธระหวาง WC45 และ WC115 กับสายพันธุของ 

Streptomyces ที่แยกจากปุยมูลสัตว โดยมี Escherichia coli NR_024570.1 เปน out-group และตัวเลขบนก่ิงสาขาบอกถึงรอยละของจํานวน

คร้ังที่ไดผลอยูในก่ิงสาขาเดิมจากการทําซํ้าทั้งหมด 1,000 คร้ัง ดวย bootstrap 
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ตารางท่ี 3.5 จุลินทรียอางอิงในการทํา neighbor joining phylogenetic tree 

Reference strain Source Size 

(bp) 

Accession 

number 

Reference 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 จากการทํา neighbor joining phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA เปรียบเทียบกับ

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA ของ Streptomyces ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากไสเดือนและปุยมูลไสเดือน พบวา 

ไอโซเลท WC45 ไมมีความใกลชิดกับ Streptomyces รายงานวาคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน แต WC115 มี

ความใกลชิดกับ Streptomyces tritolerans AS1 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของไสเดือน 

(Eisenia foetida) ซึ่งสามารถผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและราท่ีกอโรคในพืชได เชน Alternaria 

alternata, Fusarium oxysporum และ Aspergillus flavus (Aruna et al., 2008)  ซึ่งมีความนาสนใจอยาง

มาก เนื่องจากในการทดลองไมไดทดสอบความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราท่ีกอโรคในพืช จึงมีความ

เปนไปไดท่ี WC115 อาจมีความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราท่ีกอโรคในพืชไดในอนาคต 

 จากการทดลองท่ีไดนําบางไอโซเลทมาระบุชนิดนั้น คาดวาในอนาคตควรนําไอโซเลทอื่นๆ มาระบุชนิด

เพิ่มเติม โดยจากการจัดกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาและของความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวา WC45 

และ WC102 ไมถูกจัดกลุมรวมกับไอโซเลทอื่น แต WC115 ถูกจัดกลุมอยูรวมกับ WC21, WC64, WC66 และ 

WC117 ซึ่งทําใหคาดวา WC21, WC64, WC66 และ WC117 ถานําไประบุชนิดอาจพบวาเปนชนิดเดียวกันกับ 

WC115 ดังนั้นในอนาคตถาตองการนําไอโซเลทอื่นๆ มาระบุชนิดเพิ่มเติม ควรนําไอโซเลทท่ีอยูในกลุมอื่น
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นอกเหนือจากไอโซเลทท่ีจัดกลุมอยูรวมกับ WC45 และ WC102 จึงทําใหเหลืออีกอยางนอย 44 ไอโซเลท ท่ีควร

นํามาระบุชนิดเพิ่มเติมในอนาคต 

 โดยจากการระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน พบวามีความนาสนใจ เนื่องจากมีการ

คนพบจุลินทรียจํานวนมาก และบางสวนสามารถระบุชนิดไดวาอยูในสกุลของ Streptomyces อีกท้ังพบวามี

ความสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ซึ่งยาตานจุลินทรียท่ีผลิตไดจาก actinomycetes สวนมากผลิตมาจากสกุล 

Streptomyces ดังนั้นการระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน อาจเปนการเพิ่มความรูและความ

เขาใจความสัมพันธของ actinomycetes กับปุยมูลไสเดือน อีกท้ังอาจนําไปสูการคนพบ actinomycetes ชนิด

ใหม หรือการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถ

นําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไปในอนาคต  
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษา actinomycetes ท่ีคัดแยกมาจากปุยมูลไสเดือนโดย นางสาวภารวี อุดมศรีพันธุ จํานวน

ท้ังหมด 96 ไอโซเลท สามารถนํามาเจริญใหมไดท้ังหมด 86 ไอโซเลท เนื่องจากมีการปนเปอนของรา หรือ

แบคทีเรียชนิดอื่น และไมพบการเจริญจํานวน 10 ไอโซเลท ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes 

บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ISP-2 สามารถจัดไดเปน 27 กลุม โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก สีของ 

substrate mycelium, สีของ aerial mycelium, สารมีสีท่ีถูกผลิตข้ึน และสีของสปอร และนํามาเก็บสปอร 

สามารถเตรียมสารแขวนลอยสปอรใน 20% glycerol ไดจํานวน 69 ไอโซเลท เนื่องจากระหวางทําการทดลอง มี

บางไอโซเลทท่ีมีการเจริญท่ีชา หรือไมมีเจริญเปนจํานวนท้ังส้ิน 8 ไอโซเลท และมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิด

อื่นเปนจํานวนท้ังส้ิน 9 ไอโซเลท จากนั้นนําสารแขวนลอยสปอรของ 69 ไอโซเลท มาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งชนิด MR5 เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท้ัง 5 

ชนิด ไดแก E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ C. albicans ดวยวิธี agar plug ในอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งชนิด MH พบวา actinomycetes สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ไดจํานวน 6 ไอโซเลท สามารถ

ยับยั้งการเจริญของ B. Subtilis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท และสามารถยับยั้งการเจริญของ C. albicans ไดจํานวน 

29 ไอโซเลท อีกท้ังพบวา actinomycetes ไอโซเลท WC45, WC53 และ WC89 ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียทดสอบไดจํานวนมากท่ีสุด คือ 3 ชนิด ซึ่งไดแก B. subtilis, S. aureus, และ C. Albicans โดยการ

วิเคราะหยีน 16S rRNA ไดนํา actinomycetes จํานวน 45 ไอโซเลท มาสกัด gDNA เนื่องจากอีก 24 ไอโซเลท 

ปนเปอนจุลินทรียชนิดอื่นในสารแขวนลอยสปอรท่ีเก็บไว จึงนําเพียง 45 ไอโซเลท ท่ีผานการตรวจสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ มาสกัด gDNA ไดจํานวน 16 ไอโซเลท โดยคัดเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีมี

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีดี โดยสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ดวยวิธี gel 

electrophoresis ไดจํานวน 12 ไอโซเลท เนื่องจากอีก 4 ไอโซเลท มีผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ในปริมาณ

ตํ่า ไดแก WC36, WC69, WC110 และ WC117 ซึ่งเมื่อนําไปวิเคราะหลําดับเบส โดยใชไพรเมอร 27F และ 518F 

ซึ่งสามารถวิเคราะหไดแค 2 ไอโซเลท คือ WC115 และ WC102 เนื่องจากอีก 10 ไอโซเลท มีคุณภาพของ

ผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท่ีตํ่าหรืออาจมีปริมาณของผลิตภัณฑจากกระบวนการ PCR ท่ีนอยเกินไป 

นอกจากนี้ไดนําขอมูลของ WC45 ซึ่งไดวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดมาจากงานวิจัยกอนหนา โดยจากการวิเคราะห

สายพันธุของ actinomycetes ดวยโปรแกรม Blastn พบวา WC115 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ Streptomyces 

tendae ATCC 19812 โดยมี %identity เทากับ 100.00% พบวามีรายงานถึงความสามารถในการผลิตสารเมตา-

บอไลททุติยภูมิ เชน nikkomycins ซึ่งออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราได และ WC45 มีความใกลชิดมากท่ีสุดกับ 

Streptomyces antibioticus CSSP528 โดยมี %identity เทากับ 99.88% ซึ่งคัดแยกไดจากดินตะกอน มี

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกันเล็กนอย และพบวามีรายงานถึงความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลท-
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ทุติยภูมิ เชน actinomycin ท่ีใชเปนยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง และเนื่องจากเกิดการปนเปอนในอาหาร 

TSB ท่ีเล้ียงเช้ือกอนการสกัด gDNA พบวา WC102 ใกลเคียงกับสกุล Micrococcus จึงไมนํามาวิเคราะหตอ เมื่อ

ทํา neighbor joining phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด 

16S rRNA ของ Streptomyces ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากไสเดือนและปุยมูลไสเดือน พบวา WC45 ไมมีความ

ใกลชิดกับ Streptomyces sp. strain VAI-7 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากปุยมูลไสเดือน แต WC115 มีความ

ใกลชิดกับ Streptomyces tritolerans AS1 ท่ีมีรายงานวาคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของไสเดือน (Eisenia 

foetida) และผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและราท่ีกอโรคในพืชได ดังนั้นการระบุชนิดของจุลินทรียท่ีคัด

แยกไดจากปุยมูลไสเดือน อาจเปนการเพิ่มความรูและความเขาใจความสัมพันธของ actinomycetes กับปุยมูล

ไสเดือน อีกท้ังอาจนําไปสูการคนพบ actinomycetes ชนิดใหม หรือการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 

ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยาตานจุลินทรียชนิดใหม ท่ีสามารถนําไปใชดานการแพทย และเปนประโยชนตอไปใน

อนาคต 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

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

 Peptone     5.0  กรัม 

 Yeast extract     3.0  กรัม 

 Malt extract     3.0  กรัม 

 Dextrose     10.0  กรัม 

 Agar      20.0  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

6.2±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

2. MR5 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 Glucose      10.0  กรัม 

 Yeast extract      5.0  กรัม 

 Casamino acid      0.1  กรัม 

 Potassium sulfate (K2SO4)    0.25   กรัม 

 Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 • 6H2O) 10.12   กรัม 

 TES       5.73  กรัม 

 Trace element solution    2.0  มิลลิลิตร 

 Agar       20.0  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH)  ใหมีคาเทากับ 7.6 

แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

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

 Beef extract     2.0  กรัม 

 Casein enzyme hydrolysate   17.5  กรัม 

 Starch      1.5  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

7.3±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

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

 Beef extract     2.0  กรัม 

 Casein enzyme hydrolysate   17.5  กรัม 

 Agar      17.0  กรัม 

 Strach      1.5  กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

7.3±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

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

 Tryptone     17.0  กรัม 

 Soytone     3.0  กรัม 

 Glucose     2.5  กรัม 

 Sodium chloride    5.0  กรัม 

 Dipotassium phosphate   2.5   กรัม 

 ละลายในน้ําปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบส (pH) ใหมีคาเทากับ 

7.3±0.2 แลวนําไปนึ่งดวยเครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

 



47 
 

ภาคผนวก ข 

สูตรและวิธีการเตรียมบัฟเฟอรและสารละลาย 

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

 ทริสอะซิเตต       242.28   กรัม 

 กรดอะซิติก      57.88   มิลลิลิตร 

 0.5 โมลาร กรดเอทิลีนไดอามีนเตตระอะซิติก  100   มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและปรับใหคาความเปนกรด-เบสเทากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

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

 50X TAE buffer      20  มิลลิลิตร 

 น้ํา       980  มิลลิลิตร 

3. Trace element solution ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 ซิงค (II) คลอไรด      10.0   มิลลิกรัม 

 ไอรอน (III) คลอไรด เฮกซะไฮเดรต    5.0   มิลลิกรัม 

 คอปเปอร (II) คลอไรด เฮกซะไฮเดรต   0.1   มิลลิกรัม 

 แมงกานีส (II) คลอไรด เฮกซะไฮเดรต   0.25   มิลลิกรัม 

 โซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต    10.12  มิลลิกรัม 

 แอมโมเนียมเฮปตะโมลิบเดต    5.73   มิลลิกรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

4. 5M NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 โซเดียมคลอไรด      292.2  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

5. 0.5M NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 โซเดียมคลอไรด      29.22  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
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6. 75mM NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 0.5M NaCl      150  มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

7. 25mM EDTA pH8 1000 มิลลิลิตร 

 0.5M EDTA      50   มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

8. 0.5M Tris-HCl pH 7.5 1000 มิลลิลิตร 

 Tris       6.06  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

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

 0.5M Tris-HCl pH 7.5     40  มิลลิลิตร 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

10. 10% SDS  1000 มิลลิลิตร 

 SDS       100  กรัม 

ละลายในน้ําและเติมน้ําจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 

11. SET buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

  5M NaCl       15   มิลลิลิตร  

  0.5M EDTA pH 8.0      50   มิลลิลิตร  

  1M Tris-HCl pH 7.5      20   มิลลิลิตร  

 นําสารละลายมาผสมกัน จากนั้นเติมน้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 ปริมาตร 915 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไป

นึ่งดวย เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

12. TE buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร   

  0.5M Tris-HCl pH 8.0      20   มิลลิลิตร  

  0.5M sodium EDTA pH 8.0     2   มิลลิลิตร  

 นําสารละลายมาผสมกัน จากนั้นเติมน้ําบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 ปริมาตร 978 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไป

นึ่งดวย เครื่องนึ่งอบฆเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

ตารางท่ี 1 ผลความเขมขนสปอรของ actinomycetes ในการเตรียมสารแขวนลอยสปอร 

ไอโซเลท ความเขมขนของสปอร  

(สปอรตอมิลลิลิตร) 

ไอโซเลท ความเขมขนของสปอร  

(สปอรตอมิลลิลิตร) 

ไอโซเลท ความเขมขนของสปอร  

(สปอรตอมิลลิลิตร) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

WC39 1.77 × 108 WC81 8.33 x106 WC119 1.91 × 108 

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

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

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

WC46 2.93 × 107 WC86 6.14 × 107 

WC47 7.72 × 107 WC87 1.60 × 108 

WC49 2.02 × 108 WC89 6.75 × 107 
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ตารางท่ี 2 ขนาดของบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบชนิดตางๆ ดวยวิธี agar plug ของแตละไอโซเลท 

 

ไอโซเลท คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของขนาดบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

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

WC2 - - - 8±0.00 12±0.47 

WC10 - - - - 16±1.62 

WC16 - - - 10±0.00 16±2.62 

WC19 11±0.47 - - 15±0.47 - 

WC21 - - - - 12±0.50 

WC22 7±0.47 - - - - 

WC24 - - - - 14±0.00 

WC26      

WC30 - - - - - 

WC32      

WC33 - - - - - 

WC34 - - - - 15±1.50 

WC36 - - - 8±0.47 - 

WC37 - - - - 8±1.25 

WC38 - - - - - 

WC39      

WC40 - - - 14±0.00 - 

WC41 - - - 7±5.25 - 

WC45 23±2.05 - - 23±1.25 25±0.47 

WC46      

WC47      

WC49      

WC50      

WC52 - - - - 10±0.94 

WC53 15±0.82 - - 15±2.87 21±1.89 

WC54      
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ไอโซเลท คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของขนาดบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

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

WC55      

WC57      

WC58      

WC61      

WC64 - - - - 17±0.82 

WC66 - - - - 18±1.00 

WC69 - - - - 10±0.00 

WC71 - - - - - 

WC75 - - - - - 

WC76      

WC77 - - - 10±1.00 14±0.94 

WC78 - - - - - 

WC82 - - - - - 

WC83      

WC85 - - - - - 

WC86 - - - - 16±0.94 

WC87 - - - - 10±3.30 

WC89 7±0.47 - - 9±0.47 7±0.47 

WC92 - - - - - 

WC93 - - - 7±0.00 - 

WC96 - - - - - 

WC97      

WC101 - - - - 14±0.50 

WC102 8±0.47 - - 10±0.47 - 

WC104 - - - - 20±3.74 

WC105 - - - - 7±0.47 

WC107 - - - - 10±0.47 

WC109 - - - - 10±0.47 
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ไอโซเลท คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของขนาดบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

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

WC110 - - - - 13±0.82 

WC114 - - - - 12±2.87 

WC115 - - - - 7±0.00 

WC116 - - - - 16±2.16 

WC117 - - - - 15±0.00 

WC118 - - - - 14±4.78 

WC119 - - - - - 

WC120      

WC121 - - - - 11±0.94 

WC122      

- หมายถึง ไมยับย้ังจุลินทรียทดสอบ 
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