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บทคัดย่อ 

       นับตั้งแต่มีการค้นพบยาปฏิชีวนะชนิดแรก คือ เพนิซิลลินเมื่อปี พ.ศ.2471 ยาปฏิชีวนะได้ถูกน้ามาใช้ใน
การรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อจุลินทรีย์อย่างแพร่หลาย ท้าให้มีจุลินทรีย์สายพันธุ์ใหม่ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ
ถือก้าเนิดขึ้น ยาที่มีอยู่จึงไม่สามารถใช้รักษาโรคได้ ซึ่งส่งผลต่อปัญหาทางสาธารณะสุขเป็นอย่างมาก การหา
สารปฏิชีวนะเพ่ือมายับยั้งเชื้อดื้อยาเหล่านี้จึงมีความส้าคัญ โดยหนึ่งในผู้ผลิตสารปฏิชีวนะที่ใหญ่ที่สุดคือ
แบคทีเรียในกลุ่มแอคติโนมัยซีทีส (actinomycetes) โดยเฉพาะสกุล Streptomyces ดังนั้น การแยกเชื้อ 
Streptomyces จากแหล่งที่ยังไม่มีการค้นหา เช่น แมลง ซึ่งมีการอาศัยอยู่ร่วมกับจุลินทรีย์ในลักษณะพ่ึงพา
อาศัยกัน (symbiosis) อาจน้าไปสู่การค้นพบสารออกฤทธิ์ชีวภาพชนิดใหม่ ได้  ในงานวิจัยนี้ ได้น้า 
actinomycetes จ้านวน 41 ไอโซเลทซึ่งคัดแยกจากแมลง 2 ชนิดได้แก่ ชันโรง (Tetragonula laeviceps) 
และผึ้งโพรง (Apis cerana) มาท้าการเพาะเลี้ยงบนอาหาร ISP-2 เพ่ือสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ
น้า actinomycetes จ้านวน 39 ไอโซเลทมาเลี้ยงบนอาหาร MR5 เพ่ือทดสอบการผลิตสารที่มีฤทธิ์การต้าน
จุลินทรีย์ทดสอบ โดยผลการทดสอบพบว่า actinomycetes กว่า 80 % ที่เพาะเลี้ยงได้สามารถยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรีย์ทดสอบได้ซึ่งได้แก่ Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans จากนั้นจึงน้ายีน 16S rRNA จ้านวน 18 ไอโซเลทมา
เพ่ิมจ้านวน วิเคราะห์ล้าดับเบส และท้าการระบุสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกัน พบว่า actinomycetes ที่
น้ามาวิเคราะห์เป็นสกุล Streptomyces ทั้งหมด ซึ่งได้แก่ Streptomyces drozdowiczii, Streptomyces 
fumigatiscleroticus, Streptomyces seoulensis, Streptomyces bikiniensis, Streptomyces anandii 
และ Streptomyces andamanensis และพบว่ามีลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมถึงฤทธิการต้านจุลินทรีย์
ทดสอบที่ใกล้เคียงกันกับที่เคยมีรายงานไว้แล้ว ต่อมาได้ท้าการวิเคราะห์ความใกล้ชิดของแต่ละไอโซเลทด้วย
การสร้าง phylogenetic tree โดยใช้ยีน 16S rRNA ของ actinomycetes สายพันธุ์ที่เคยมีรายงานว่ามี
ความสัมพันธ์กับแมลงในการวิเคราะห์ และพบว่าไอโซเลทที่แยกได้จากชันโรงและผึ้งโพรงถูกจัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกันที่ ไม่มีความแตกต่างกัน  อย่างไรก็ตาม ผลของการศึกษาในครั้ งนี้อาจน้าไปสู่การค้นพบ 
actinomycetes สายพันธุ์ใหม่ และอาจน้าไปสู่การพัฒนายาชนิดใหม่เพ่ือน้าไปใช้ในอนาคตได้ 
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       Since the first antibiotic, penicillin,  was discovered in 2471, antibiotics are commonly 
used worldwide. Consequently, antibiotic resistance microorganisms have emerged and 
antibiotic drugs become ineffective leading to serious public health problems. Therefore, 
searching for new drugs is necessary. One of the greatest antibiotic producers are 
actinomycetes, especially Streptomyces genus, so actinomycetes isolated from novel source, 
i.e. symbionts of insects, could potentially lead to the discovery of novel bioactive compound. 
In this study, 41 isolates of actinomycetes obtained from eastern honey bees (Apis cerana) 
and stingless bees (Tetragonela laeviceps) were investigated as source to isolate 
actinomycetes. We examined colony morphology on ISP-2 agar, and 39 isolates tested for 
antimicrobial compound production on MR5 agar. We found that more than 80 % of these 
isolates exhibited antimicrobial activity against tested species Bacillus subtilis, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans, 16S rRNA gene of 
18 isolates were amplified and sequenced for the molecular identification of the isolates. The 
result showed all sequenced isolates are Streptomyces. The closely related strains were 
identified as Streptomyces drozdowiczii, Streptomyces fumigatiscleroticus, Streptomyces 
seoulensis, Streptomyces bikiniensis, Streptomyces anandii and Streptomyces andamanensis 
and found that morphology and antimicrobial activity are similar with those closely related 
strains. Additionally, phylogenetic trees were constructed using 16s rRNA gene of previously 
reported insect symbiont Streptomyces strains. The result showed there is no different cluster 
between stingless bee isolated and honey bee isolated. However, this study suggest the 
potential of novel drugs discovery from Streptomyces related to A. cerana and T. laeviceps 
in the future. 
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กิตติกรรมประกาศ 

        การวิจัยโครงการเสริมประสบการณ์นี้จะส้าเร็จลุล่วงด้วยดีไม่ได้ หากไม่ได้รับความช่วยเหลืออย่างดียิ่ง
จากอาจารย์ ดร.ชมพูนิกข์ กาญจนพังคะ อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการ ที่กรุณาได้มอบความรู้ ค้าแนะน้า
ข้อคิดเห็นต่าง ๆ พร้อมกับอบรมสั่งสอนและเป็นก้าลังใจที่ดีตลอดในการท้าวิจัยครั้งนี้ ตลอดจนได้ปรับปรุง
แก้ไขข้อบกพร่องต่าง ๆ ท้าให้รายงานฉบับนี้สมบูรณ์และส้าเร็จตามวัตถุประสงค์ที่ได้ตั้งไว้ 

  ขอขอบพระคุณคณาจารย์และเจ้าหน้าที่ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่านที่คอยให้ความรู้ ค้าแนะน้า และ
อ้านวยความสะดวกด้วยดีตลอดระยะเวลาการศึกษาและการท้าวิจัย 

  ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.วันชัย อัศวลาภสกุล เพ่ือน ๆ และพ่ี ๆ ห้องวิจัย 2014 ที่
อนุเคราะห์เครื่องมือต่าง ๆ รวมทั้งให้ค้าแนะน้าและความช่วยเหลือตลอดการท้าวิจัย 

  ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์จิราภรณ์ ธนียวัน ที่อนุเคราะห์เชื้อ Bacillus subtiltis เพ่ือใช้ใน
งานวิจัย    

ขอขอบพระคุณศาสตราจารย์ ดร.ธนาภัทร ปาลกะ ที่คอยถามสารทุกข์สุขดิบของข้าพเจ้า และคอย
ติดตามความคืบหน้าของงานวิจัยตลอดมา 

ขอขอบคุณพระคุณภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และทุนเพ่ิม
ศักยภาพส่วนงานในด้านการวิจัยกองทุนรัชดาภิเษกสมโภชที่ให้ทุนสนับสนุนโครงการท้าวิจัยครั้งนี้ 

  ขอขอบคุณพ่ี ๆ ในห้องวิจัย 2018 ส้าหรับความช่วยเหลือ ความเมตตา ค้าแนะน้า ในการท้าวิจัยท้า
ให้งานวิจัยชิ้นนี้ส้าเร็จได้ด้วยดี  

  ขอขอบคุณพ่ีปรัชญา รักษ์ธนาพิทักษ์ ที่ให้ค้าปรึกษา ความช่วยเหลือต่าง ๆ ในงานวิจัย และให้ก้าลัง
เป็นอย่างดี  

 ขอขอบคุณพ่ีอภิญญา สุวรรณวงษ์ที่เป็นก้าลังใจ คอยช่วยเหลือและอยู่เคียงข้างข้าพเจ้าในการเรียน
และการใช้ชีวิตมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณรุ่นพี่ เพ่ือน รุ่นน้องทุกคนในภาคจุลชีววิทยาและคณะอ่ืน ๆ ที่คอยให้ก้าลังใจที่ดีเสมอมา  

 ขอขอบคุณพ่ี ๆ บริษัท อุตสาหกรรมทวีวงษ์ จ้ากัด ที่ได้มอบประสบการณ์ต่าง ๆ ในช่วงฝึกงานท้าให้
การวิจัยเป็นไปได้อย่างราบรื่น 

สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณบิดา มารดา และเครือญาติทุกคนที่คอบอบรม สั่งสอน และให้การสนับสนุน
จนส้าเร็จการศึกษาได้ 
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           2.1 เครื่องมือ วัสดุและเคมีภัณฑ์  11 

           2.2 วิธีด้าเนินการทดลอง  15 

 บทที่ 3 ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง  20 

 บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง  42 

 เอกสารอ้างอิง  44 

 ภาคผนวก  48 

      ภาคผนวก ก สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  49 
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สารบัญตาราง 

ตารางท่ี     หน้า 

ตารางที่ 1.1 ล้าดับการค้นพบยาปฏิชีวนะท่ีผลิตจากสารเมตาบอไลท์ของ Streptomyces    5                                     

ตารางที่ 2.1 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 14 
ตารางที่ 2.2 ปริมาตรและความเข้มข้นของสารละลายต่าง ๆ ที่ใช้ท้าปฏิกิริยาเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 18                         
ตารางที่ 2.3 สภาวะของอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท้า PCR ในแต่ละขั้นตอนเพื่อเพ่ิมจ้านวนยีน 18                                            

ตารางที่ 3.1 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เจริญบน 21 
                อาหารแข็ง ISP-2                  

ตารางที่ 3.2 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เจริญบน 23 
                อาหารแข็ง ISP-2 และ MR5                                         
ตารางที่ 3.3 ผลการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบด้วยวิธี agar plug 26                          
ตารางที่ 3.4 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหาร          27                         
                ISP-2, MR5 และฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ                                                                                                   

ตารางที่ 3.5 การระบุสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงของ actinomycetes ที่เพาะเลี้ยงได้ด้วย                       34                    
                โปรแกรม Blastn                                                                                                      
ตารางที่ 3.6 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหาร ISP-2, MR5  37                                                   
                ฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ และการระบุสายพันธุ์                                                                                                     
ตารางที่ 3.7 ตารางแสดงตัวย่อของแมลงที่สามารถคัดแยก actinobacteria ที่ใช้อ้างอิงการท้า 41     
                phylogenetic tree                                                                                                                                                       
ตารางที่ 5.1 ตารางแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งการทดลองการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ   53                                     
ตารางที่ 5.2 ตารางแสดง actinomycetes ที่น้ามาสร้าง phylogenetic tree  55 
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สารบัญรูป 

รูปที่                   หน้า 

รูปที่ 1.1 รูปแสดงสัณฐานวิทยาของ actinomycetes บนอาหารแข็ง และภาพภายใต้ 2 
            กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด                                                                                 
รูปที่ 1.2 รูปแสดงลักษณะโครงสร้างผนังเซลล์ของ actinomycetes  2                                                    
รูปที่ 1.3 รูปแสดงลักษณะสปอร์ของ actinomycetes  3                 
รูปที่ 1.4 โครงสร้างของ geosmin 3                
รูปที่ 1.5 ลักษณะวงจรชีวิตของ Streptomyces 4               
รูปที่ 1.6 ตัวอย่างโครงสร้างของยาปฏิชีวนะซ่ึงสกัดจากสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิของ Streptomyces 5   
รูปที่ 1.7 รูปแสดงความสัมพันธ์ของ Streptomyces, แมลง และจุลินทรีย์ก่อโรค 7      
รูปที่ 1.8 โครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจาก Streptomyces sp. MspM5 7                                      
            ซึ่งคัดแยกได้จากปลวก                                                                                                       
รูปที่ 1.9 โครงสร้างของ mycangimycin ที่ผลิตจาก Streptomyces sp. ซ่ึงคัดแยกได้จาก 8   
            ดว้งสนภูเขา 
รูปที่ 1.10 โครงสร้างของ sceliphrolactam ที่ผลิตจาก Streptomyces spp.  8 
              ซึ่งคัดแยกได้จากตัวต่อ                           
รูปที่ 1.11 รูปเส้นใยของ actinomycetes ที่คัดแยกได้จากชันโรง T. collina ในประเทศไทย   9                          
             ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด                   
รูปที่ 2.1 รูปแสดงต้าแหน่งการวางชิ้นวุ้น actinomycetes เพ่ือใช้ทดสอบฤทธิการต้าน    16                                   
            จลุินทรีย์ทดสอบโดยวิธี agar plug                                                                             
รูปที่ 3.1 รูปแสดงตัวอย่างสีของอาหาร ISP-2 ด้านล่าง  20  
รูปที่ 3.2 รูปแสดงตัวอย่างสีของสปอร์บนอาหาร ISP-2 20 
รูปที่ 3.3 รูปแสดงตัวอย่างสีของเม็ดสีที่สร้างบนโคโลนี 20 
รูปที่ 3.4 รูปแสดงตัวอย่างสีของการผลิตเม็ดสีที่ละลายน้้าได้ 21 
รูปที่ 3.5 รูปแสดงตัวอย่างสีของอาหาร MR5 ด้านล่าง 22   
รูปที่ 3.6 รูปแสดงตัวอย่างสีของสปอร์บนอาหาร MR5 22         
รูปที่ 3.7 รูปแสดงตัวอย่างสีของการผลิตเม็ดสีที่ละลายน้้าได้ 22          
รูปที่ 3.8 รูปแสดงตัวอย่างการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบด้วยวิธี agar plug                 25    
รูปที่ 3.9 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA  ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 29    
รูปที่ 3.10 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากน้าไปบ่มด้วย RNase A                    29             
             ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส                                                                                                                       
รูปที่ 3.11 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากลดปริมาตรของเชื้อด้วย     30                                         
             การท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส                   
รูปที่ 3.12 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 31                  
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รูปที่ 3.13 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากน้าไปบ่มด้วย RNase A            31                                  
             ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส                                                                                     
รูปที่ 3.14 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากน้าไปบ่มด้วย RNase A                    32                   
             ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส    
รูปที่ 3.15 ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณยีน 16s rRNA ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 33 

รูปที่ 3.16 รูปแสดง Neighbor-Joining phylogenetic tree  ที่ได้จากการเทียบยีน 16S rRNA 40 
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บทที่ 1  

บทน้า 

1.1 ยาปฏิชีวนะจากจุลินทรีย์ 

ยาปฏิชีวนะหมายถึงยาที่ใช้ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ โดยยาปฏิชีวนะอาจผลิตได้จาก
กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีและกระบวนการทางชีวภาพ ส้าหรับยาปฏิชีวนะที่ผลิตได้จากกระบวนการทาง
ชีวภาพมักจะเป็นสารจ้าพวกเมตาบอไลท์ (metabolite) ซึ่งสามารถพบได้ทั้งเมตาบอไลท์ปฐมภูมิ (primary 
metabolite) และเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) โดยส่วนมาก เมตาบอไลท์ปฐมภูมิมักจะ
ผลิตขึ้นโดยสัมพันธ์กับการเจริญของเซลล์ สามารถเป็นได้ทั้งพอลิ แซ็กคาไรด์ (polyasaccharide) กรด
นิวคลีอิก (nucleic acid) และกรดไขมัน (fatty acid) (Berdy, 2005) ในขณะที่การผลิตเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ
มักจะไม่สัมพันธ์กับการเจริญของเซลล์ การผลิตมักจะขึ้นกับสารอาหารที่จุลินทรีย์ได้รับ (Drew and Demain, 
1977) สามารถออกฤทธิต้านการเจริญของแบคทีเรีย รา ไวรัส รวมถึงเซลล์มะเร็งได้ (Berdy, 2005) โดย
จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิที่มีฤทธิในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ซึ่งเป็นที่         
รู้จักกันดี คือ แบคทีเรียกลุ่ม actinomycetes ซึ่งในปัจจุบันพบว่า 45% ของยาปฏิชีวนะผลิตมาจากจุลินทรีย์
กลุ่มนี้ (Ouchari et al., 2018) 

 

1.2 Actinomycetes 

Actinomycetes เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive) ที่มีลักษณะพิเศษคือ สามารถเจริญโดย
การสร้างเส้นใยและสปอร์ (spore) ได้ โดยมีการสร้างเส้นใย 2 ชนิด คือ เส้นใยใต้ผิวอาหารเรียกว่า substrate 
mycelium และเส้น ใย เหนือผิ วอาหาร เ รี ยกว่ า  aerial mycelium (รู ปที่  1 .1 )  ในจี โนมมี ปริมาณ                                   
นิวคลี โอไทด์  (nucleotide) ที่มี เบสกวานีน (guanine) และไซโตซีน (cytosine) สู ง (Lo et al., 2002)        
ผนังเซลล์มีองค์ประกอบของไกลแคน (glycan) โดยมีหน่วยย่อยเป็น N-acetyl glucosamine (NAG) และ     
N-acetyl muramic acid (NAM) ซึ่ ง เชื่อมกันด้วยพันธะ β-(1,4)-glycosidic และพบ diaminopimelic 
(DAP) (รูปที่1.2) (Chaudhary et al., 2013) สามารถพบแบคทีเรียชนิดนี้ได้ตามดินหรือแหล่งน้้าตาม
ธรรมชาติ สปอร์ของ actinomycetes สามารถพบลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้หลายรูปแบบ (รูปที่ 1.3) 
actinomycetes มีด้วยกันหลายสกุล ได้แก่ Streptosporangium, Micromonospora, Microbiospora, 
Nocardia, Dectylosporangium, Microtetraspora, Actinomadura, Actinoplanes และที่พบได้มาก
ที่สุดคือ Streptomyces (Hayakawa, Ishizawa, and Nonomura, 1988)  
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(Willey et al., 2008) Prescott LM, Harley JP, Klein DA. The history and scope of microbiology. In: Micro‐ 

biology (4th edith). Xi’an World Publishing Corporation Press. P. R. China. pp. 1-–71. 1999 

รูปที่ 1.1 รูปแสดงสัณฐานวิทยาของ actinomycetes บนอาหารแข็ง และภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Li et al., 2016) 

 

รูปที่ 1.2 รูปแสดงลักษณะโครงสร้างผนังเซลล์ของ actinomycetes (Presscott et al., 1999) 
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1.3 Streptomyces 

 1.3.1 ลักษณะทั่วไปของ Streptomyces 

        Streptomyces เป็นแบคทีเรียสกุลที่ใหญ่ในที่สุดของ actinomycetes โดยในปัจจุบันมีการ
ค้นพบมากกว่า 500 สายพันธุ์ (Ikeda et al., 2003) โดยทั่วไปแล้วจะพบ Streptomyces ด้ารงชีวิตเป็น        
ผู้ย่อยสลาย (saprophyte) (Flärdh and Buttner, 2009) โดยการหลั่งเอนไซม์ (enzyme) ออกมานอกเซลล์
เพ่ือย่อยสลายสารอินทรีย์ โดย Streptomyces สามารถย่อยสลายสารประกอบจ้าพวก ไนเตรต (nitrate)     
เคซีน (casein) เจลาติน (gelatin) แป้ง รวมถึงเซลลูโลส (cellulose) เพ่ือน้าไปใช้ในการเจริญ (Book et al., 
2016) โคโลนีของ Streptomyces บนอาหารแข็งจะมีลักษณะเป็นผง (powdery) คล้ายผ้าก้ามะหยี่  
(velvety) นอกจากนี้ยังอาจพบการสร้างเม็ดสี (pigment) และสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ (Flärdh and 
Buttner, 2009) โดยสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิของแบคทีเรียสกุลนี้ นอกจากจะมีฤทธิต้านการเจริญของ 
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนแล้ว ยังมีการผลิตสารที่ชื่อมีว่า geosmin ซึ่งท้าให้ดินมีกลิ่นเฉพาะตัว ท้าให้ทราบได้ว่า 
Streptomyces มีการกระจายตัวอยู่ในดินตามธรรมชาติ  (Flärdh and Buttner, 2009) โครงสร้างของ 
geosmin แสดงดังรูปที่ 1.4 

 

 

รูปที่ 1.3 รูปแสดงลักษณะสปอร์ของ actinomycetes  (A) Micromonospora, (B) Thermomonospora, 
(C) Saccharomonospora, (D) Thermoactinomyces, (E) Microbispora, (F) Nocardia brevicatena 
และ (G) Catellatospora  (Li et al., 2016)  

 

รูปที่ 1.4 โครงสร้างของ geosmin ซึ่งเป็นสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิของ Streptomyces ที่ท้าให้ดินมีกลิ่น
เฉพาะตัว (Flärdh and Buttner, 2009) 

 

 

  (Li et al., 2016) 
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1.3.2 วงจรชีวิตของ Streptomyces 

เมื่อสปอร์ของ Streptomyces อยู่ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม สปอร์จะเริ่มงอก (germination)       
เป็น germ tube (รูปที่ 1.5) ซึ่งจะเจริญต่อไปเป็น substrate mycelium โดยจัดว่าเป็นเส้นใยชนิดแรกที่
เจริญ มีหน้าที่ในการดูดซึมน้้าและอาหารไปใช้ในการเจริญ  เมื่ออาหารเริ่มหมด substrate mycelium จะ
ตายลงในขณะที ่aerial mycelium จะเริ่มเจริญขึ้นไปบนอากาศเพ่ือสร้างสปอร์ซึ่งใช้ในการสืบพันธุ์ (Mendez 
et al., 1985)  นอกจากนี้ยังมีการผลิตสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิขึ้นในระยะนี้เพ่ือยับยั้งการเจริญของสิ่งมีชีวิต
อ่ืน ๆ โดย Streptomyces จะผลิตขึ้นเพ่ือยับยั้งสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่จะมาใช้สารอาหารที่เกิดจากการสลายตัวของ 
substrate mycelium มาใช้ในการเจริญ (Barka et al., 2016) แม้ว่าสปอร์ของ Streptomyces จะสามารถ
ทนอยู่ในที่แล้งได้เป็นเวลานานแต่สปอร์ของแบคทีเรียชนิดนี้จะมีความต้านทานต่อสภาวะที่ไม่เอ้ืออ้านวยต่้า
กว่าสปอร์ของแบคทีเรียสกุล Bacillus (Flärdh and Buttner, 2009)  

 

 

1.3.3 ยาปฏิชีวนะท่ีผลิตจาก Streptomyces 

       เมตาบอไลท์ทุติยภูมิของ Streptomyces ส่วนมากมีคุณสมบัติเป็นสารออกฤทธิทางชีวภาพ      
มีฤทธิในการต้านการเจริญของแบคทีเรีย รา หรือไวรัส (Bérdy, 2005) ท้าให้มีการน้าสารเมตาบอไลท์ที่สร้าง
จากแบคทีเรียสกุลนี้ไปผลิตเป็นยาปฏิชีวนะกันอย่างแพร่หลาย ในปัจจุบันพบว่ายาปฏิชีวนะกว่า 80%          
ของ actinomycetes ผลิตมาจากสกุล Streptomyces ซึ่งนับว่าเป็นสกุลที่ผลิตยาปฏิชีวนะมากที่สุด 
(Procópio et al., 2012) ยาปฏิชีวนะชนิดแรกที่ได้จากแบคทีเรียสกุลนี้คือ streptomycin ซึ่งผลิตได้ในปี 
ค.ศ. 1944 โดยสารชนิดนี้ผลิตได้จาก Streptomyces griseus (Procópio et al., 2012) นอกจากนี้ยังมีการ
ผลิตยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืน ๆ ซึ่งได้จากเมตาบอไลท์ของแบคทีเรียสกุลนี้เช่น chloramphenicol ผลิตจาก  

รูปที่ 1.5 ลักษณะวงจรชีวิตของ Streptomyces (Barka et al., 2016) 
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Streptomyces venezuelae, thienamycin ผลิตจาก Streptomyces cattleya และ tetracyclin ผลิต
จาก Streptomyces aereofaciens (Procópio et al., 2012) (รูปที่ 1.6) และยังมีการผลิตยาปฏิชีวนะชนิด
อ่ืน ๆ ดังแสดงในตารางที่ 1.1  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ยาปฏิชีวนะ   สายพันธุ์ที่ผลิต     ปีท่ีค้นพบ 

Streptomycin      Streptomyces griseus       1944 

Cephalosporins     Streptomyces clavuligerus       1945 

Chloramphenicol     Streptomyces venezuelae       1949 

Neomycin      Streptomyces fradiae       1949 

Tetracyclin      Streptomyces aureofaciens       1950 

Nystatin      Streptomyces noursei       1950 

Viomycin      Streptomyces vinaceuse       1951 

                                             Streptomyces capreolus 

Lincomycin       Streptomyces lincolensis       1952 

รูปที่ 1.6 ตัวอย่างโครงสร้างของยาปฏิชีวนะซ่ึงสกัดจากสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิของ Streptomyces  
(Katz and Baltz, 2016) 

 

Streptomycin Chloramphenicol 

Tetracyclin Thienamycin 

ตารางที ่1.1 ล้าดับการค้นพบยาปฏิชีวนะท่ีผลิตจากสารเมตาบอไลท์ของ Streptomyces  (ดัดแปลงจาก 
Procópio et al., 2012) 
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ยาปฏิชีวนะ   สายพันธุ์ที่ผลิต     ปีท่ีค้นพบ 

Cycloserine      Streptomyces garyphalus       1955 

ancomycin      Streptomyces orientalis       1956 

Noviobiocin      Streptomyces niveus       1956 

Kanamycin      Streptomyces kanamyceticus      1957 

Fosfomycin      Streptomyces fradiae       1969 

Ribostamycin      Streptomyces ribosidificus       1970 

Daptomycin      Streptomyces roseosporus       2003 

Platensimycin      Streptomyces platensis       2006 

 

อย่างไรก็ตาม แม้ว่ายาปฏิชีวนะสามารถใช้ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogens) ได้หลายชนิด แต่การ
ใช้ยาปฏิชีวนะอย่างผิดวิธีท้าให้ในปัจจุบันนี้ประสบปัญหาการดื้อยาอย่างมากโดยเฉพาะในแบคทีเรีย 
Staphylococcus aureus (Bizuye, Moges, and Andualem, 2013) และในเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคอีกหลาย
ชนิด  ท้าให้ยาปฏิชีวนะที่มีอยู่ไม่สามารถใช้รักษาโรคได้ มีการคาดการณ์ว่าในปี ค.ศ.2050 จะมีผู้เสียชีวิตจาก
ปัญหาเชื้อดื้อยาและยังส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจโลกโดยคิดเป็นมูลค่าสูงถึง 100 ล้านดอลล่าร์สหรัฐ (Jim O 
Neill, 2016)  อีกทั้งการค้นพบสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิของ Streptomyces ที่คัดแยกจากดินหรือแหล่งน้้า
กลับได้สารที่เคยมีรายงานไว้ก่อนแล้ว ท้าให้ต้องมีการคัดแยกเชื้อ  Streptomyces จากแหล่งอ่ืน ๆ ซึ่งมี
แนวโน้มที่จะพบสายพันธุ์ใหม่ที่ยังไม่มีการค้นพบ ได้แก่ ทะเลทราย แนวปะการัง ปุ๋ยมูลไส้เดือน  (Masand     
et al., 2018; Mahmoud and Kalendar, 2016; Kumar et al., 2012) และแมลง  

 

1.4 Streptomyces ที่มีความสัมพันธ์แบบพ่ึงพากับแมลง 

 บนโลกนี้มีแมลงอยู่เป็นจ้านวนมากซึ่งแมลงส่วนใหญ่มักมีความสัมพันธ์กับจุลินทรีย์หลายชนิดรวมถึง
แบคทีเรียสกุล Streptomyces ซึ่งด้ารงชีวิตอยู่แบบพ่ึงพากัน (mutualistic) โดยแมลงจะให้สารอาหารและ   
ที่อยู่อาศัยกับ Streptomyces ในขณะเดียวกัน Streptomyces จะผลิตสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิเพ่ือปกป้อง
แมลงจากจุลินทรีย์ก่อโรค (รูปที่ 1.7) (Kaltenpoth, 2009; Arango et al., 2016; Van Arnam, Currie and 
Clardy, 2018) นอกจากนี้ยังคาดว่าการที่แมลงและจุลินทรีย์อาศัยแบบพ่ึงพากันท้าให้แมลงมีความสามารถใน
การปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมและแหล่งอาหารใหม่ ๆ ได้ (Cavalier-Smith, 1992) 
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 จากงานวิจัยของ Carr และคณะ (2012) ได้ท้าการคัดแยก Streptomyces จากปลวกโดยคัดแยกได้ 
30 ไอโซเลท และพบว่า Streptomyces sp. MspM5 เป็นสายพันธุ์ที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนซึ่งสามารถ
ผลิตสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ 2 ชนิดที่ยังไม่เคยมีการรายงานการค้นพบมาก่อนซึ่งได้แก่ microtermolides A 
และ microtermolides B (รูปที่ 1.8) โดยสารทั้ง 2 ชนิดออกฤทธิในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย           
แกรมบวกได้ (Carr et al., 2012) 

 

 

 

 

 

จากงานวิจัยของ Oh และคณะ (2009) ได้มีการคัดแยก Streptomyces sp. จากด้วงสนภูเขา
Dendroctonus frontalis และค้นพบสารออกฤทธิทางชีวภาพชนิดใหม่ที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนซึ่งมีชื่อว่า 
mycangimycin (รูปที่ 1.9) โดยสารชนิดนี้มีฤทธิในการต้านการเจริญของรา และยังสามารถต้านการเจริญของ
โปรโตซัว Plasmodium ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียได้ (Oh et al., 2009) 

 

ยบัยัง้ 

แมลง 

Streptomyces จุลินทรีย์ก่อโรค 

รูปที่ 1.7 รูปแสดงความสัมพันธ์ของ Streptomyces, แมลง และจุลินทรีย์ก่อโรค 

 

Microtermolides B  

Microtermolides A  

A B 

B

B 

Microtermolides B  

รูปที่ 1.8 โครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจาก Streptomyces sp. MspM5 ซึ่งคัดแยกได้
จากปลวก A: microtermolides A, B: microtermolides B (Carr et al., 2012)  
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       จากงานวิจัยของ Poulsen และคณะได้มีการคัดแยก Streptomyces spp. ได้ 15 ไอโซเลทที่จากตัวต่อ 
Sceliphron caementarium และมีการค้นพบสารออกฤทธิทางชีวภาพชนิดใหม่ชื่อว่า sceliphrolactam 
(รูปที่ 1.10) ซึ่งผลิตจาก Streptomyces spp. ที่คัดแยกได้ สารชนิดนี้ออกฤทธิในการต้านการเจริญของยีสต์ 
Candida albicans สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยา amphotericin B ได้ (Poulsen et al., 2011) 

  

 

 

 

 

 

 

 

       จากการศึกษาก่อนหน้าจะเห็นได้ว่ามีการคัดแยก Streptomyces สายพันธุ์ใหม่ได้จากแมลง และมีการ
ค้นพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ที่มีฤทธิในการต้านการเจริญของจุลินทรีย์ จึงท้าให้มีความเป็นไปได้ที่
จะค้นพบสารออกฤทธิทางชีวภาพที่อาจน้าไปใช้ในการผลิตยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคท่ีเกิดจากจุลินทรีย์ที่ดื้อ
ต่อยาปฏิชีวนะท่ีใช้กันอยู่ในปัจจุบันได้ 

 

 

 

 

Mycangimycin 

รูปที่ 1.9 โครงสร้างของ mycangimycin ที่ผลิตจาก Streptomyces sp. ซึ่งคัดแยกได้จากด้วงสน
ภูเขา (Oh et al., 2009)  

        

Sceliphrolactam 

รูปที่ 1.10 โครงสร้างของ sceliphrolactam ที่ผลิตจาก Streptomyces spp. ซึ่งคัดแยกได้จากตัวต่อ 
(Poulsen et al., 2011)    
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1.5 Streptomyces ที่มีความสัมพันธ์กับแมลงจ้าพวกผึ้ง 

       ผึ้งมีความส้าคัญต่อระบบนิเวศเป็นอย่างมากโดยเฉพาะบทบาทในการผสมเกสรของดอกไม้ 
(Cambronero-Heinrichs et al., 2019) และยังมีการพบจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น (normal flora) หลายชนิด
ได้แก่ แบคทีเรีย รา ยีสต์ รวมถึงแบคทีเรียสกุล Streptomyces ด้วยเช่นกัน จึงมีงานวิจัยที่คัดแยกและศึกษา 
Streptomyces ที่อาศัยร่วมกับแมลงจ้าพวกผึ้งกันมากข้ึน 

       จากการศึกษาของ Inglis และคณะ (1993) ได้มีการคัดแยก Streptomyces จากส่วนต่าง ๆ ของรัง เช่น 
เกสร อาหาร รวมถึงทางเดินอาหารของผึ้ งตัดใบ Megachile rotundata โดยงานวิจัยนี้ ได้สรุปว่า 
Streptomyces sp. เป็นจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น (normal flora) ของแมลงชนิดนี้ (Inglis et al., 1993) 

        นอกจากนี้ จากการศึกษาของ Promnuan และคณะ (2013) ได้มีการค้นพบ Streptomyces สายพันธุ์
ที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนโดยคัดแยกได้จากชันโรง Tetragonilla collina ที่อาศัยอยู่ในประเทศไทย             
ได้แก่ Streptomyces chiangmaiensis sp. nov. และ Streptomyces lannensis sp. nov. (รูปที่ 1.11) 
(Promnuan et al., 2013)                                  

 

 

 

จากการศึกษาของ Cambronero-Heinrichs และคณะ (2019) ได้มีการคัดแยก Streptomyces 
จากส่วนต่าง ๆ ของรัง และล้าตัวของชันโรง Tetragonisca angustula ที่อาศัยอยู่ในประเทศคอสตาริกา โดย
งานวิจัยนี้ได้สรุปว่าชันโรงมีบทบาทเป็นพาหะในการถ่ายโอน Streptomyces ในสิ่งแวดล้อม (Cambronero-
Heinrichs et al., 2019) 

 

 

 

รูปที่ 1.11 รูปเส้นใยของ actinomycetes ที่คัดแยกได้จากชันโรง T. collina ในประเทศไทยภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด A: S. chiangmaiensis sp. nov., B: S. lannensis sp. nov. 
(Promnuan et al., 2013) 

 

A 

B

B 

B 

B

B 
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          จากการศึกษา  Streptomyces ที่ มี ความสัม พันธ์ ร่ วมกันกับแมลงกลุ่ มผึ้ ง ได้มี ก ารค้นพบ 
Streptomyces สายพันธ์ที่ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อน ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะระบุสายพันธุ์
ของ actinomycetes ที่คัดแยกได้จากชันโรง (Tetragonula laeviceps) และผึ้งโพรง (Apis cerana) โดย
นางสาวอรพรรณ ตั้งวิชัย (Orapun Tangwichai, 2016) เป็นผู้คัดแยก ซึ่งอาจมีการค้นพบสายพันธุ์ใหม่และ
ในอนาคตอาจน้าสายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงได้ไปท้าการค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่เพ่ือน้าไปใช้ในการ
ผลิตยาปฏิชีวนะในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่มีการดื้อยาได ้

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ  

       เพ่ือระบุสายพันธุ์ของ actinomycetes ที่คัดแยกได้จากชันโรงและผึ้งโพรง และทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ  

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 เพ่ือเพ่ิมความเข้าใจในแบคทีเรียกลุ่ม actinomycetes ที่มีความสัมพันธ์แบบพ่ึงพากันกับแมลงถึง
บทบาท หน้าที่ ที่มีในสิ่งแวดล้อม และความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน โดยผลของการศึกษาใน    
ครั้งนี้อาจเป็นแนวทางในการผลิตยาปฏิชีวนะชนิดใหม่เพ่ือใช้ในการรักษาโรคที่เกิดจุลินทรีย์ก่อโรค ท้าให้
สามารถลดจ้านวนผู้ป่วยและผู้เสียชีวิตจากโรคติดเชื้อซึ่งเป็นปัญหาสาธารณะสุขที่ส้าคัญของประเทศไทย
รวมถึงประเทศอ่ืนทั่วโลกในอนาคต 
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บทที่ 2  

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ์ และวิธีด้าเนินการทดลอง  

2.1 เครื่องมือ วัสดุ และเคมีภัณฑ์ 

 2.1.1 เครื่องมือ  

 1) กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CH 30 ของบริษัท Olympus ประเทศญี่ปุ่น 

 2) เครื่องกวนสารให้ความร้อน (hotplate stirrer) รุ่น RCT basic ของบริษัท IKA ประเทศ 
               เยอรมนี 

 3) เครื่องแก้ว ของบริษัท Pyrex ประเทศสหรัฐอเมริกา และบริษัท DURAN ประเทศ       
               เยอรมนี 

 4) เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุ่น Innova TM 4300 ของบริษัท       
     New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 5) เครื่องชั่งหยาบ รุ่น BP610 ของบริษัท Sartorius ประเทศเยอรมนี 

 6) เครื่องถ่ายภาพเจล (gel documentation) ของบริษัท UVITEC ประเทศอังกฤษ  

 7) เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น HVE-50 ของบริษัท Hirayama ประเทศญี่ปุ่น 

 8) เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ (centrifuge) รุ่น MIKRO 185 ของบริษัท Hettich  
     Zentrifugen ประเทศเยอรมนี 

 9) เครื่องปั่นเหวี่ยงสารตกตะกอนขนาดเล็ก (spin down) รุ่น MYSPIN G ของบริษัท  
     Thermo Scienctific ประเทศสหรัฐอเมริกา  

10) เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (thermocycler) รุ่น T100 Thermal Cycler ของ   
     บริษัท Bio-rad ประเทศออสเตรเลีย 

11) เครื่องมือท้าเจลอิเลกโตรโฟรีสิส รุ่น PowerPacTM Basic ของบริษัท Bio-rad ประเทศ 
      ออสเตรเลีย 

12) เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Biophotometer D30 ของ 
      บริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมนี 

13) เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-เบส (digital pH meter) รุ่น FE20 FiveEasy™ ของบริษัท  
      Mettler Toledo ประเทศสหรัฐอเมริกา  

14) เครื่องอุ่นหลอดทดลอง (heating block) รุ่น MD-MINI ของบริษัท Major Science  
      ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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15) ตู้ชีวนิรภัย (biosafety cabinet level 2) รุ่น Microtech V6-T ของบริษัท แล็บ ไมโคร 
     ประเทศไทย 

16) ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Panasonic ประเทศไทย 

17) ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo Electric Co.  
      ประเทศญี่ปุ่น 

18) ตู้บ่มเพาะเชื้อ (incubator) รุ่น INE 500 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมนี  

19) ตู้อบลมร้อน (hot air oven) รุ่น UN75 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมนี  

20) ตู้เย็น รุ่น MR-BF 30H ของบริษัท Mitsubishi ประเทศไทย 

21) ไมโครปิเปตต์ 10 100 และ 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมนี 

22) ไมโครเวฟ รุ่น ER-C23SC(W) ของบริษัทโตชิบา ประเทศไทย 

23) อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WNB14 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมนี 

 2.1.2 วัสดุ  

 1) กระดาษ Whatman (paper disc) ของบริษัท General Electric ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 2) จานเพาะเชื้อพลาสติก (plastic petri dish) ของบริษัท Greiner bio-one ประเทศไทย 

   3) ไมโครปิเปตต์ทิป (micro pipette tip) ขนาด 10 100 และ 1,000 ไมโครลิตร ของ 
                          บริษัท ไซเนอจี ประเทศไทย 

 4) ถุงมือชนิดไม่มีแป้ง ของบริษัทศรีตรังโกล์ฟประเทศไทย 

 5) พาราฟิล์ม (parafilm) ของบริษัท Bemis ประเทศสหรัฐอเมริกา  

 6) พาสเจอร์ปิเปตต์ขนาด (pasture pipette) 150 มิลลิเมตร ของบริษัท Volac ประเทศ 
               สหราชอาณาจักร 

 7) สไลด์นับเซลล์ (cell counting chamber) ของบริษัท BOECO ประเทศเยอรมนี  

 8) หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ของบริษัท Nest ประเทศจีน 

 9) หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Neptune Scientific ประเทศ     
     สหรฐัอเมริกา 

10) หลอดพลาสติกแช่แข็ง (cryogenic vial) ของบริษัท Nest ประเทศจีน 

11) หลอดพีซีอาร์ (PCR tube) ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ของบริษัท Nest ประเทศจีน 

12) หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตร ของบริษัท Nest ประเทศจีน 
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13) ห่วงเขี่ยเชื้อและเข็มเข่ียเชื้อ ของบริษัท SPL life science ประเทศเกาหลีใต้ 

2.1.3 เคมีภัณฑ์ 

 1) 85% Glycerol ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

 2) Casamino acid ของบริษัท Becton, Diskinson ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3) D-glucose monohydrate, C6H12O6·H2O ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

 4) EDTA sodium salt ของบริษัท VWR ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 5) Chloramphenicol ของบริษัท Biobasic ประเทศแคนาดา 

 6) Casein hydrolysate ของบริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 

 7) Cyclohexamide ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 8) Sodium chloride (NaCl) ของบริษัท Emsure ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 9) Sodium hydroxide (NaOH) ของบริษัท Emsure ประเทศสหรัฐอเมริกา 

10) Dextrose ของบริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 

11) Tris base ของบริษัท Biorad ประเทศออสเตรเลีย 

12) Tris-acetate (C4H11NO3) ของบริษัท VWR ประเทศสหรัฐอเมริกา 

13) Agar bacteriological grades ของบริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 

14) Beef extract ของบริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 

15) Malt extract ของบริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 

16) Yeast extract ของบริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 

17) Starch ของบริษัท Ajax Finechem Pty Ltd ประเทศออสเตรเลีย 

18) Potassium sulfate (K2SO4) ของบริษัท Emsure ประเทศสหรัฐอเมริกา 

19) Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2·6H2O) ของบริษัท Merck  
     ประเทศเยอรมนี 

20) Agarose molecular biology grades ของบริษัท Vivantis Technologies  
                ประเทศมาเลเซีย 

21) Absolute ethanol ของบริษัท Emsure ประเทศสหรัฐอเมริกา 

22) SDS ของบริษัท Biorad ประเทศออสเตรเลีย 
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23) Tryptic soy broth (TSB) ของบริษัท Becton, Diskinson ประเทศสหรัฐอเมริกา 

24) TES ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.4 เอนไซม์และรีเอเจท์ทางอณูชีววิทยา 

  1) 6X loading dye ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมนี  

  2) DNA มาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kb DNA Ladder) ของบริษัท Biotechrabbit ประเทศ 
                         เยอรมนี 

3) DNA strain G ของบริษัท SERVA ประเทศเยอรมนี 

4) KOD OneTM PCR master Mix ของบริษัท TOYOBO ประเทศญี่ปุ่น  

                     5) Lysozyme ของบริษัท SERVA ประเทศเยอรมนี 

6) Protinase K ของบริษัท Thermo Sciencetific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

          7) RNase A ของบริษัท Thermo Sciencetific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.5 น้้า 

   1) น้้าบริสุทธิชนิดที่ 1 (purified water type I) ใช้ส้าหรับเตรียมบัฟเฟอร์และงานทางอณู 
                          ชีววิทยา 
                      2) น้้าบริสทุธิชนิดที่ 2 (purified water type II) ใช้ส้าหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 2.1.6 โอลิโกนิวคลีโอไทด์  

โอลิโกนิวคลีโอไทด์หรือไพร์เมอร์ (primer) (ตารางที่ 2.1) ที่ใช้ส้าหรับเพ่ิมจ้านวนยีน 16S 
rRNA ผลิตจากบริษัท Integrated DNA Technologies (IDT)  

     

 

 

 

 

 

ชื่อไพร์เมอร์ ล้าดับเบส (5’ถึง 3’) อุณหภูมิหลอมเหลว 
Tma (องศาเซลเซียส) 

การใช้งาน 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 53.2 PCRb, sequencingc 
518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG 57.9 sequencing 
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 54.6 PCR 

ตารางที่ 2.1 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 

a; melting temperature, b; การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA, c; การวิเคราะหล์้าดับนิวคลีโอไทด์  
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2.1.7 จุลินทรีย์ทดสอบ 

จุลินทรีย์ที่น้ามาใช้ทดสอบฤทธิการต้านเชื้อทดสอบของ actinomycetes น้ามาจากคลัง
จุลินทรีย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้แก่ Escherichia coli, 
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa แ ล ะ  Candida 
albicans โดย B. subtilis ได้รับความอนุเคราะห์จากรศ.ดร.จิราภรณ์ ธนียวรรณ  

 

2.2 วิธีด้าเนินการทดลอง   

 2.2.1 การเลี้ยงเชื้อ actinomycetes 

 น้าสารละลายสปอร์ของ actinomycetes ที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสโดยน.ส.       
อรพันธ์  ตั้ งวิชัย (Orapun Tangwichai, 2016) มาท้าการขีดบนอาหารเลี้ ยงเชื้อแข็ง International 
Streptomyces Project 2 (ISP-2, ภาคผนวก ก) น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสจนเชื้อจะสร้างสปอร์ 
น้าโคโลนีเดี่ยวไปขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ISP-2 อีกครั้งเพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส สังเกตลักษณะของโคโลนีและบันทึกผล  

  การเรียกชื่อ actinomycetes ที่คัดแยกจากชันโรงและผึ้งโพรงมีหลักเกณฑ์คือตัวอักษรตัวแรกบอก
ถึงส่วนที่พบเชื้อ actinomycetes โดย I หมายถึงภายในล้าตัวของแมลง และ E หมายถึงภายนอกล้าตัวของ
แมลง ถัดมาคือกลุ่มของตัวอักษรซึ่งหมายถึงชนิดของแมลงที่ท้าการคัดแยก actinomycetes โดย SB หมายถึง
ชันโรง และ EHB หมายถึงผึ้งโพรง และตัวเลขบ่งบอกถึงล้าดับที่คัดแยกได้  

  

2.2.2 การเก็บรักษาสปอร์ 

 น้าน้้าบริสุทธิ์ชนิดที่ 1 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 3 มิลิลิตรมาหยดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ISP-2 
ที่มี actinomycetes ที่สร้างสปอร์ ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อพลาสติกขูดบนโคโลนีเบา ๆ ให้สปอร์หลุดออกจากเส้นใย 
ดูดสารละลายนี้ใส่หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร น้าสารละลายสปอร์ปริมาตร 10 ไมโครลิตรไปหยดบน
สไลด์นับจ้านวนเซลล์เพ่ือนับจ้านวนสปอร์ จากนั้นท้าการดูดสารละลายสปอร์ปริมาตร 900 ไมโครลิตรใส่
หลอดแช่แข็งขนาด 2 มิลลิลิตรและเติมสารละลาย 85% glycerol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น
สุดท้ายของ glycerol ประมาณ 20%) น้าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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2.2.3 การทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ 

 ใช้การทดสอบวิธี agar plug โดยน้าสารละลายสปอร์มาท้าการปรับให้ได้ความเข้มข้นสปอร์เท่ากับ 
1×106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร น้าไปกระจาย (overlay) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง modified R5 (MR5, ภาคผนวก 
ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วันโดยบันทึกลักษณะของโคโลนีทุกวัน น้าเชื้อทดสอบไปเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Muller Hilton (MH broth, ภาคผนวก ก) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสข้ามคืนด้วยเครื่อง
เขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ จากนั้นท้าการปรับให้ได้ความขุ่น OD600 เท่ากับ 0.1 น้าเชื้อปริมาตร 200 
ไมโครลิตรผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Muller Hilton (MH agar, ภาคผนวก ก) ขณะเหลวปริมาตร 20 
มิลลิลิตรและท้าการ pour plate รอให้อาหารแข็ง น้าส่วนบนของพาสเจอร์ปิเปตต์ที่ลนไฟฆ่าเชื้อแล้วมาเจาะ
ให้ได้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร จากนั้นจึงน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MR5 ที่มี actinomycetes เจริญ
มาเจาะด้วยพาสเจอร์ปิเปตต์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร น้าไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MH agar 
ด้วยเข็มเขี่ยเชื้อที่ผ่านการเผาจนร้อนแดงแล้ว และใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MR5 ที่ไม่มี actinomycetes เจริญ
เป็นชุดควบคุม น้ายาปฏิชีวนะที่อยู่ในกระดาษ paper disc มาวางบริเวณก่ึงกลางของจานเพาะเชื้อเพ่ือใช้เป็น
ชุดควบคุม โดยแบคทีเรียจะใช้ chloramphenicol 30 ไมโครกรัม และยีสต์ใช้ cyclohexamide 50 
ไมโครกรัม น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลโดยวัดจากขนาดของเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณท่ีเกิดการยับยั้งเชื้อทดสอบ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

antibiotic 

MR-5 without 
actinomyces 

actinomycetes on MR-5 

actinomycetes on MR-5 

actinomycetes on MR-5 

รูปที่ 2.1 รูปแสดงต้าแหน่งการวางชิ้นวุ้น actinomycetes เพื่อใช้ทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์
ทดสอบโดยวิธี agar plug เชื้อทดสอบได้แก่ B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa และ C. 
albicans 

actinomycetes on MR-5 

actinomycetes on MR-5 

actinomycetes on MR-5 



17 
 

2.2.4 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA, gDNA)  

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA, gDNA) ด้วยวิธี salting out (Kieser et al., 2000) (โดยขูด
สปอร์ของ actinomycetes ที่เจริญบนอาหารแข็งด้วยห่วงเขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว tryptic 
soy broth (TSB, ภาคผนวก ก) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่ 30 องศาข้ามคืนด้วยเครื่องเขย่าแบบควบคุม
อุณหภูมิ ดูดอาหารเหลวปริมาตร 1.25 มิลลิลิตรใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 2 มิลลิลิตรจ้านวน 2 หลอด 
น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม SET buffer (ภาคผนวก ก) 
ปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร ตามด้วย lysozyme ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เขย่าด้วย
การเคาะที่ก้นหลอดแล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมงด้วยเครื่องอุ่นหลอดทดลอง 
ท้าการเติมสารละลาย 10% SDS ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1% และ protenase K ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท้าการปั่นเหวี่ยงให้สารละลายตกมาที่ก้นหลอดด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงสา ร
ตกตะกอนขนาดเล็ก น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมงด้วยเครื่องอุ่นหลอดทดลอง ทิ้ง
ไว้ให้เย็น เติมสารละลาย 5M NaCl ปริมาตรหลอดละ 200 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับไปกลับมา เติม
chloroform ปริมาตรหลอดละ 500 ไมโครลิตรแล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
15 นาที ดูดส่วนใสลงในหลอดใหม่แล้วเติม isopropanol ที่แช่เย็นไว้ปริมาตร 1 เท่า ท้าการผสมแบบกลับไป
กลับมาอย่างช้าๆ น้าหลอดแรกไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้งแล้ว
ดูดสารละลายจากหลอดที่ 2 ใส่ลงในหลอดแรก น้าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งและดูดส่วนใสทิ้ง จากนั้นท้าการล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol ที่แช่เย็นไว้ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 3 ครั้ง ทิ้งไว้ให้แห้งข้ามคืน เติม
สารละลาย TE buffer (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม RNase A ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

2.2.5 การตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) 

ตรวจสอบขนาดและปริมาณของ DNA ด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีสด้วย 0.8% (w/v) agarose gel 
โดยเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส ท้าโดยการชั่ง agarose gel น้้าหนัก 0.16 กรัม ผสมกับ
บัฟเฟอร์ 1x Tris Acetate EDTA (1x TAE, ภาคผนวก) 20 มิลลิลิตร ท้าให้ละลายโดยให้ความร้อนด้วยการ
น้าไปเข้าไมโครเวฟ ทิ้งไว้ให้เย็นลง จากนั้นน้า SERVA DNA stain G ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตรไปผสมใน
สารละลายเจล น้าสารละลายนี้ไปเทบนแป้นพิมพ์ รอให้เจลแข็งตัวแล้วน้าไปวางบนเครื่องท้าเจลอิเลคโตรโฟรี
ซีส เท 1x TAE buffer จนท่วมเจล ต่อมาน้า DNA ตัวอย่าง ผสมกับ 6x loading dye ที่อัตราส่วน 5 ต่อ 1 
บนแผ่นพาราฟิล์ม แล้วท้าการหยอดลงในหลุมของเจล ใช้ DNA มาตรฐานขนาด 1 กิโลเบสส้าหรับอ้างอิง
ขนาดและความเข้มข้นของ DNA ตัวอย่าง เปิดเครื่องโดยตั้งค่าความต่างศักย์ที่ 80 โวลต์ 30 นาที น้าเจลไป
ตรวจสอบการเรืองแสงของ DNA ภายใต้ UV ด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล 
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2.2.6 การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA 

การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA จะใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส หรือ polymerase chain 
reaction (PCR) ด้วยการใช้ไพร์เมอร์ 27F และ 1492R ซึ่งจ้าเพาะกับล้าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA  โดย
การเตรียมส่วนผสมสารละลายส้าหรับเพ่ิมจ้านวนยีนจะเตรียมที่ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร (ตารางที่ 2.2) 
และน้าไปใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมสภาวะอุณหภูมิในขั้นตอนต่างๆของปฏิกิริยาได้แก่ ขั้นแยกสาย
คู่ DNA ต้นแบบ (denaturation) ขั้นไพร์เมอร์จับกับ DNA ต้นแบบ (annealing) ขั้นสังเคราะห์DNA สายใหม่ 
(extension) และขั้นสิ้นสุดการสังเคราะห์ DNA สายใหม่ (final extension) ตามที่ก้าหนดโดยสภาวะที่ใช้ใน
แต่ละขั้นตอนจะแตกต่างกันดังแสดงในตารางที่ 2.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีสที่
ความต่างศักย์ 80 โวลต์เป็นเวลา 30 นาที 

 
 

สารละลาย           ความเข้มข้นเริ่มต้น ปริมาณสาร            ความเข้มข้นสุดท้าย 
       (ไมโครลิตร) 
DI water type I            20                                                              
27F primer                10 ไมโครโมลาร์       1.5          0.3 ไมโครโมลาร์       
1492 R primer                10 ไมโครโมลาร์       1.5                   0.3 ไมโครโมลาร์    
DNA template    5 ถึง 50 นาโนกรัม       2.0        0.2 ถึง 10 นาโนกรัม 
        ต่อไมโครลิตร                                          ต่อไมโครลิตร                 
KOD One PCR master mix             25  

รวม             50  

 

 

        สภาวะการท้า PCR    

       อุณหภูมิ      เวลา 
              (องศาเซลเซียส)    

Denaturation                         98     10 วินาที 
Annealing                                    55                               5 วินาที       451 
Extension                    68      8 วินาที   

Final extension                           72                               4 นาที                       1    

 

 

ขั้นตอนของปฏิกิริยา
   

จ้านวนรอบ 
  

ตารางที่ 2.2 ปริมาตรและความเข้มข้นของสารละลายต่าง ๆ ที่ใช้ท้าปฏิกิริยาเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 

ตารางที่ 2.3 สภาวะของอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท้า PCR ในแต่ละขั้นตอนเพื่อเพ่ิมจ้านวนยีน 

1 ; รอบของวงจร denaturation, annealing และ extension 
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2.2.7 การตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ระบุสายพันธุ์และสร้าง phylogenetic tree  

การตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนจะท้าโดยการส่งตัวอย่างผลิตภัณท์ที่ได้จากการท้า PCR 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรพร้อมกับระบุค่าความเข้มข้นของตัวอย่างให้กับ บริษัท Bionics (Bionics) ประเทศ
เกาหลีใต้โดยไพร์เมอร์ที่เลือกใช้คือ 27F และ 518F จากนั้นน้าผลที่ได้รับมาตรวจสอบการจัดเรียงของล้าดับ    
นิวคลีโอไทด์เทียบกับข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของ actinomycetes ที่เลือกมาศึกษาโดย
ใช้ Blastn ตรวจสอบล้าดับกรดอะมิโน ระบุสายพันธุ์ และสร้าง phylogenetic tree ด้วย MEGA 7 
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บทที่ 3  

 ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

     น้าเชื้อ actinomycetes ที่ นางสาวอรพันธ์ ตั้งวิชัย ได้คัดแยกจากชันโรง T. laeviceps และผึ้งโพรง 
A. cerana และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสทั้งหมด 68 ไอโซเลทมาเลี้ยงใหม่ พบว่ามีเพียง 41         
ไอโซเลทที่สามารถเลี้ยงใหม่ได้ เนื่องจากเกิดการปนเปื้อนรา 11 ไอโซเลท ปนเปื้อนแบคทีเรีย 8 ไอโซเลท และ
ไม่เจริญ 8 ไอโซเลท โดยไอโซเลทที่เจริญคัดแยกจากชันโรง 24 ไอโซเลท และที่คัดแยกจากผึ้งโพรง 17  
ไอโซเลท พบว่าโคโลนีของแต่ละไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง   
ISP-2 ซึ่งมีรายงานว่าใช้ในการสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes (Siddique et al., 
2014) (รูปที่ 3.1, 3.2, 3.3, 3.4) และสามารถจ้าแนกได้ 17 กลุ่มตามสีของอาหารเลี้ยงเชื้อด้านล่าง (reverse) 
สีของสปอร์ เม็ดสีที่สร้างขึ้นบนโคโลนี (colony pigment) และสีของเม็ดสีที่ละลายน้้าได้ (soluble pigment)  
(ตารางท่ี3.1)  

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 รูปแสดงตัวอย่างสีของอาหาร ISP-2 ด้านล่าง A: น้้าตาล (I-SB-10), B: น้้าตาลเข้ม (I-SB-21), C: 
น้้าตาลเข้มออกด้า (I-SB-46), D: น้้าตาลอ่อน (I-EHB-34), E: น้้าตาลอ่อนออกเหลือง (I-EHB-18), F: ทอง (I-
EHB-04), G: สีเหลือง (I-EHB-36), H: เหลืองฟาง (I-SB-38), I: เหลืองออกขาว (I-SB-01), J: เหลืองอ่อน (I-SB-50) 

รูปที่ 3.2 รูปแสดงตัวอย่างสีของสปอร์บนอาหาร ISP-2 A: ขาว (I-SB-01), B: เทาออกน้้าตาล (I-EHB-36), C: เทา (I-
SB-38)        
 

A B C E 

F G H I J 

D 

A B C 

รูปที่ 3.3 รูปแสดงตัวอย่างสีของเม็ดสีที่สร้างบนโคโลนี เม็ดสีสีแดง (I-SB-45)  
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กลุ่มที ่  Aeriala    Reverseb           Spore            Colony       Soluble                 Isolate                                                           
  pigmentsc   pigmentsd                                                                                                                                                                                                                    

1       ขาว        น้้าตาล เทา                     -   -     I-SB-36, I-EHB-22 
2  ขาว น้้าตาล เทา -            เหลือง I-SB-02, I-SB-10  
3  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   -  - I-SB-56, I-EHB-07, I-EHB-26,  
                                                                                           I-EHB-27, I-EHB-28, I-EHB-29                                                             
4  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล      แดง  - I-SB-45                 
5  ขาว       น้้าตาลเข้ม เทา                -  -           I-SB-06, I-SB-34                                                 
6 ขาว น้้าตาลเข้ม เทา -            เหลือง I-SB-08 
7 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  -  -            I-SB-19, I-SB-21, I-SB-25                                  
8 ขาว น้้าตาลเข้มออกด้า เทา -  - I-SB-46, I-EHB-31 
9     ขาว       น้้าตาลอ่อน เทา               -  -           I-SB-07, I-SB-09, I-SB-61,                          
        I-EHB-34                                                             
10 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล -  -          I-SB-74, I-SB-75, I-EHB-19,                      
          I-EHB-20, I-EHB-33, I-EHB-35      
11  ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล -  -          I-EHB-05, I-EHB-06, I-EHB-18                                      
12 ขาว ทอง เทา -  -  I-EHB-04                                                                        
13 ขาว       เหลือง เทาออกน้้าตาล      -           เหลือง I-EHB-36                                            
14  ขาว       เหลืองฟาง เทา                   -  -     I-SB-35, I-SB-37, I-SB-38                                   
15 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     -  -            I-SB-71, I-SB-73                                 
16 ขาว       เหลืองออกขาว ขาว                  -  -            I-SB-01                                                                                  
17 ขาว       เหลืองอ่อน เทา                   -  -     I-SB-50 

 น้า actinomycetes ทั้ง 41 ไอโซเลทมาเจริญบนอาหาร MR5 เพ่ือดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ความสามารถในการผลิตสารต้านจุลินทรีย์ (Lee et al., 2010) ทดสอบโดยบ่มที่ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 
วัน สามารถเพาะเลี้ยงได้เพียง 39 ไอโซเลท แบ่งเป็นไอโซเลทที่คัดแยกจากชันโรง 23 ไอโซเลท และผึ้งโพรง 
16 ไอโซเลท โดยไอโซเลท I-SB-45 เกิดการปนเปื้อนแบคทีเรีย และไอโซเลท I-EHB-04 ไม่เจริญบนอาหาร 
MR5 นอกจากนี้ยังพบว่ามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน ซึ่งสามารถจ้าแนกสีของ substrate 
mycelium สีของสปอร์ และเม็ดสีที่ละลายในอาหาร (3.5, 3.6 และ 3.7) โดยสามารถจ้าแนก actinomycetes 
ได้ 34 กลุ่ม (ตารางที่ 3.2) 

ตารางที่ 3.1 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เจริญบนอาหารแข็ง ISP-2 

รูปที่ 3.4 รูปแสดงตัวอย่างสีของการผลิตเม็ดสีที่ละลายน้้าได ้อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง (I-SB-02)  
 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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รูปที่ 3.5 รูปแสดงตัวอย่างสีของอาหาร MR5 ด้านล่าง A: ขาวออกครีม (I-SB-08), B: น้้าตาลเข้มออกด้า (I-
SB-37), C: น้้าตาลครีมเข้ม (I-SB-56), D: น้้าตาลอ่อน (I-SB-19), E: น้้าตาลอ่อนออกเหลือง (I-EHB-18), F: 
น้้าตาลอมส้ม (I-SB-38), G: ด้า (I-SB-36), H: ส้ม (I-SB-06), I: ส้มอ่อน (I-EHB-31), J: เหลืองฟาง (I-EHB-36), 
K: เหลืองออกขาว (I-SB-09)  

A 

รูปที่ 3.6 รูปแสดงตัวอย่างสีของสปอร์บนอาหาร MR5 A; ขาว (I-SB-09), B; ขาวออกครีม (I-SB-01), C; 
เทา (I-SB-08), D; เทาออกน้้าตาล (I-SB-56)  

รูปที่ 3.7 รูปแสดงตัวอย่างสีของการผลิตเม็ดสีที่ละลายน้้าได้ A; ทอง (I-SB-36), B; ด้า (I-SB-46)  

E D C B 

F 

K 

J I H G 

A B C D 

A B 
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                                                  ISP-2                                                                                   MR5                                                                                                                                                                                                
กลุ่มที่   Aeriala  Reverseb                  Spore              Colony       Soluble     Aerial   Reverse                    Spore             Colony      Soluble                    Isolates                                                                    
                                                                         pigmentsc   pigmentsd                                                               pigments     pigments                                                                                                                                                                                                                                                                

1      ขาว     น้้าตาล เทา                  -    -      ขาว น้้าตาลอ่อน        น้้าตาลครีม       -   -  I-EHB-22                                                            
2  ขาว     น้้าตาล เทา                 -   -      ขาว ด้า ขาว -         ทอง   I-SB-36  
3  ขาว น้้าตาล เทา -          เหลือง  ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - -  I-SB-10  
4  ขาว น้้าตาล เทา -          เหลือง  ขาว เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล - -  I-SB-02 
5  ขาว     น้้าตาล เทาออกน้้าตาล      แดง -    - - - - -  I-SB-45                                                                                   
6 ขาว     น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - -  ขาว น้้าตาลครีมเขม้ น้้าตาลครีม - -  I-SB-56                                                                                    
7  ขาว     น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - -  ขาว น้้าตาลอ่อน เทา - -  I-EHB-29                                                                  
8  ขาว     น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - -  ขาว ส้ม เทาออกน้้าตาล - -  I-EHB-07, I-EHB-26, I-EHB-27 
9  ขาว     น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - -  ขาว เหลืองฟาง เทา - -  I-EHB-28 
10 ขาว     น้้าตาลเข้ม เทา                - -        ขาว น้้าตาลเข้มออกด้า เทา -          ด้า  I-SB-34                                                                  
11 ขาว     น้้าตาลเข้ม เทา                - -        ขาว ส้ม เทาออกน้้าตาล - -  I-SB-06                                  
11 ขาว น้้าตาลเข้ม เทา  -         เหลือง  ขาว ขาวออกครีม เทา - -  I-SB-08 
13 ขาว     น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -        ขาว น้้าตาลอ่อน น้้าตาลครีม - -  I-SB-19                                                                              
14 ขาว     น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -       ขาว เหลืองออกขาว เทาออกน้้าตาล - -  I-SB-21, I-SB-25                                                                                                                                                                                                                      
15 ขาว น้้าตาลเข้มออกด้า เทา - -  ขาว น้้าตาลเข้มออกด้า เทา -          ด้า  I-SB-46                                        
16 ขาว น้้าตาลเข้มออกด้า เทา - -  ขาว ส้มอ่อน เทา - -  I-EHB-31 
17    ขาว    น้้าตาลออ่น เทา             - -        ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - -  I-SB-61                                                                                 
18 ขาว     น้้าตาลอ่อน เทา           - -        ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - -  I-EHB-34         
19 ขาว     น้้าตาลอ่อน เทา               - -        ขาว เหลืองออกขาว ขาว - -  I-SB-09                                                     
20 ขาว    น้้าตาลอ่อน เทา               - -        ขาว เหลืองออกขาว เทา - -  I-SB-07                                                                                                                
21 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล  - -        ขาว ขาวออกครีม เทา - -  I-EHB-20                                                

ตารางที่ 3.2 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เจริญบนอาหารแข็ง ISP-2 และ MR5 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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                                               ISP-2                                                                                          MR5                                                                                                                                                                                                
กลุ่มที่   Aeriala  Reverseb                  Spore               Colony     Soluble      Aerial   Reverse                    Spore            Colony       Soluble                    Isolates                                                                                  
                                                                         pigmentsc  pigmentsd                                                                pigments     pigments                                                                                                                                                                                                                                                                

22 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - -        ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - I-SB-74, I-SB-75                                             
23 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - -        ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - I-EHB-19, I-EHB-33, I-EHB-35                
24 ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล - -        ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - I-EHB-06, I-EHB-18                                        
25 ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล - -        ขาว เหลืองออกขาว เทา - - I-EHB-05                                                                                          
26 ขาว ทอง เทา  - -    - - - - - I-EHB-04                                                                                                   
27 ขาว     เหลือง เทาออกน้้าตาล     -        เหลือง ขาว เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล - - I-EHB-36                                            
28  ขาว     เหลืองฟาง เทา                   - -     ขาว น้้าตาลเข้มออกด้า เทา -          ด้า I-SB-37 
29 ขาว     เหลืองฟาง เทา                   - -     ขาว น้้าตาลอมส้ม เทา - - I-SB-38                                                                                                      
30 ขาว     เหลืองฟาง เทา                   - -    ขาว เหลืองออกขาว ขาว - - I-SB-35                          
31 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     - -        ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - I-SB-73 
32 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     - -        ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - I-SB-71                                                   
33 ขาว      เหลืองออกขาว ขาว                 - - ขาว เหลืองออกขาว ขาวครีม  - - I-SB-01                                                                                                                                                  
34 ขาว     เหลืองอ่อน เทา                   - -     ขาว เหลืองฟาง เทา - - I-SB-50 

 

 

 

 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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 จากการสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes ที่เจริญบนอาหารที่แตกต่างกัน 2 
ชนิด คือ  ISP-2 และ MR-5 พบว่า actinomycetes ส่วนใหญ่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกันตามชนิด
ของอาหาร ทั้งนี้เกิดจากการที่อาหาร 2 ชนิดนี้มีองค์ประกอบที่แตกต่างกัน ท้าให้มีผลต่อการเจริญของ 
actinomycetes นอกจากนี้ยังอาจมีปัจจัยอื่น ๆ ที่มีผล เช่น ระยะเวลาที่บ่ม ปริมาณเชื้อเริ่มต้น ฯลฯ และเม่ือ
เปรียบเทียบการจัดกลุ่มพบว่าเชื้อ 9 ไอโซเลทยังคงถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน 5 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ I-EHB-07, 
I-EHB-26 และ I-EHB-27 กลุ่มที่ 2 ได้แก่ I-SB-21 และ I-SB-25 กลุ่มที่ 3 ได้แก่ I-SB-74 และ I-SB-75 และ
กลุ่มที่ 4 ได้แก่ I-EHB-19, I-EHB-33 และ I-EHB-35 และกลุ่มที่ 5 ได้แก่ I-EHB-06 และ I-EHB-18 ซึ่งเชื้อทั้ง 
12 ไอโซเลทนี้อาจมีความใกล้ชิดกัน หรืออาจเป็นสายพันธุ์เดียวกันได้  

 

 น้าชิ้นอาหาร MR5 ที่มี actinomycetes เจริญเป็นเวลา 7 วันไปท้าการทดสอบฤทธิ์การต้านจุลินทรีย์
ทดสอบ (รูปที่ 3.8) ซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรียแกรมบวก (B. subtilis และ S. aureus) แบคทีเรียแกรมลบ 
(E. coli และ P. aeruginosa) และยีสต์ (C. albicans) ด้วยวิธี agar plug โดยวัดจากขนาดของเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณที่เกิดการยับยั้งได้ผลดังตารางที่ 5.1 (ภาคผนวก ค) โดยน้า actinomycetes มา
ทดสอบท้ังหมด 39 ไอโซเลท 

 ผลการทดสอบ (ตารางที่ 3.3) พบว่ามี actinomycetes ที่สามารถยับยั้งได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์ 5 ไอโซเลท มี actinomycetes ที่สามารถยับยั้งได้เฉพาะแบคทีเรียทั้งแกรม
บวกและแกรมลบ 9 ไอโซเลท มี 4 ไอโซเลทที่สามารถยับยั้งได้เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก มี 14 ไอโซเลทที่
สามารถยับยั้งได้เฉพาะ B. subtilis มี 2 ไอโซเลทที่สามารถยับยั้งได้เฉพาะ C. albicans มี 5 ไอโซเลทที่ไม่
ยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบสายพันธุ์ใดเลย และไม่มีไอโซเลทใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa ได้  
เมื่อท้าการเปรียบเทียบผลที่ได้จากนางสาวอรพันธ์ ตั้งวิชัย (Orapun, 2016) พบว่าผลการยับยั้งจุลินทรีย์
ทดสอบมีความแตกต่างกัน  ซึ่งมีสาเหตุจากอาหารที่ใช้เลี้ยง actinomycetes เป็นอาหารคนละชนิดกัน และ
วิธีการที่ใช้ทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบก็มีความแตกต่างกัน ซึ่งอาจส่งผลให้ actinomycetes ผลิต
สารออกฤทธิต้านจุลินทรีย์ต่างชนิดกันได้ 

รูปที่ 3.8 รูปแสดงตัวอย่างการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบด้วยวิธี agar plug A: B. subtilis, B: 
S.aureus, C: E.coli, D: C. albicans 

A B C D 
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Number of            tested microorgamisma                          Isolates        Isolates (Orapun, 2016)                                                                                                           
suppressed         BS       SA      EC      PA    CA                     (MR5)                                (NA)                                                                                                                                                        
tested                                                                                                                                                         
microorganism 

  0                                                                       I-SB-19, I-SB-38, I-SB-46, I-SB-50,    I-SB-02, I-SB-07, I-SB-08, I-SB-10,
    I-SB-56                                  I-SB-46, I-SB-56, I-SB-73, I-EHB-28,                                     
           I-EHB-29, I-EHB-35, I-EHB-36 
  1                         +                                           I-SB-02, I-SB-07, I-SB-08, I-SB-10,      I-SB-06, I-SB-09, I-SB-19, I-EHB-22,               
                                                                         I-SB-21, I-SB-35, I-SB-61, I-SB-73,  I-EHB-26 
                                                                         I-SB-74, I-SB-75, I-EHB-20, I-EHB-28, 
                                                                          I-EHB-29, I-EHB-36         
  1                                  +                     -   I-SB-21, I-SB-50, I-SB-61, I-SB-74, 
                                                                          I-SB-75 
  1     +    I-SB-01, I-SB-36                           - 
  2                           +         +    I-SB-25, I-SB-34, I-SB-37, I-EHB-31     I-EHB-20, I-EHB-33, I-EHB-34             
  3                         +         +         +               I-SB-06, I-SB-71, I-EHB-07 I-EHB-19,            -    
                                                                          I-EHB-22, I-EHB-26, I-EHB-27,                                                                                   
                                                                  I-EHB-33, I-EHB-35 
  4                         +         +        +                 +    I-SB-09, I-EHB-05, I-EHB-06,   I-SB-31, I-SB-71, I-EHB-05, I-EHB-06,                 
                                                                          I-EHB-18, I-EHB-34   I-EHB-07, I-EHB-18, I-EHB-19,                             
     I-EHB-27 

 

 

 

 

  

 เมื่อได้ผลการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบจึงน้ามาท้าการจัดกลุ่ม  actinomycetes ตาม
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหาร ISP-2, MR5 และฤทธิการยับยั้ง (ตารางที่ 3.4) โดยพบว่าสามารถท้าการ
จัดกลุ่มได้ทั้งหมด 34 กลุ่ม โดยกลุ่มที่จ้าแนกตามลักษณะที่ใกล้เคียงกันเหลือเพียง 4 กลุ่มคือ กลุ่มที่ 1 ได้แก่ 
I-SB-07, I-EHB-26 และ I-EHB-27 กลุ่มท่ี 2 ได้แก่ I-SB-74 และ I-SB-75 และกลุ่มที่ 3 ได้แก่ I-EHB-19, I-EHB-
33 และ I-EHB-35 และกลุ่มที่ 4 ได้แก่ I-EHB-06 และ I-EHB-18 นอกจากนี้ยังพบว่า actinomycetes บาง 
ไอโซเลทที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนกันกลับมีฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบต่างกัน ในขณะเดียวกัน 
บางสายพันธุ์ที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่างกันกลับมีฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบเหมือนกัน ด้วยเหตุนี้ท้า
ให้ต้องมีการระบุสายพันธุ์โดยวิธีทางอณูวิทยาและตรวจสอบความใกล้ชิดกันของแต่ละ isolate ด้วยวิธีการท้า 
phylogenetic tree โดยใช้ยีน 16S rRNA ในการวิเคราะห์ 

ตารางที่ 3.3 ผลการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบด้วยวิธี agar plug 

a: เครื่องหมาย “+” หมายถึงสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได,้                                                                                                         
   BS: B. subtilis                                                                                                                                                          
   SA: S. aureus                                                                                                                                                     
   EC: E. coli   
   PA: P. aeruginosa  
   CA: C. albicans  
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                                              ISP-2                                                                                       MR5                                                                                                                                                                                                
กลุ่มที่   Aeriala   Reverseb          Spore            Colony     Soluble       Aerial     Reverse                 Spore       Colony    Soluble       Inhibitione                   Isolates                                                                   
                                                              pigmentsc   pigmentsd                                                           pigments  pigments                                                                                                                                                                                                                                                                

1      ขาว      น้้าตาล เทา                  -    -     ขาว น้้าตาลอ่อน        น้้าตาลครีม       -   - BS, SA, EC I-EHB-22                                                            
2  ขาว      น้้าตาล เทา                 -   -     ขาว ด้า ขาว -           ทอง  CA  I-SB-36  
3  ขาว น้้าตาล เทา -            เหลือง ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS  I-SB-10  
4  ขาว น้้าตาล เทา -            เหลือง ขาว เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล - - BS  I-SB-02 
5  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล  แดง - - - - - - No data I-SB-45                                                                                   
6 ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว น้้าตาลครีมเข้ม น้้าตาลครีม - - -  I-SB-56                                                                                    
7  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว น้้าตาลอ่อน เทา - - BS  I-EHB-29                                                                  
8  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว ส้ม เทาออกน้้าตาล - - BS, SA, EC I-EHB-07, I-EHB-26, I-EHB-27 
9  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว เหลืองฟาง เทา - - BS  I-EHB-28 
10 ขาว      น้้าตาลเข้ม เทา                - -         ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา -            ด้า BS, SA I-SB-34                                                                  
11 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทา                - -         ขาว ส้ม เทาออกน้้าตาล - - BS, SA, EC I-SB-06                                  
12 ขาว น้้าตาลเข้ม เทา -            เหลือง ขาว ขาวออกครีม เทา - - BS  I-SB-08 
13 ขาว      น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว น้้าตาลอ่อน น้้าตาลครีม - - -  I-SB-19                                                                              
14 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -        ขาว เหลืองออกขาว เทาออกน้้าตาล - - BS  I-SB-21                                                             
15 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -        ขาว เหลืองออกขาว เทาออกน้้าตาล - - BS, SA I-SB-25                                                                                                                                                                                                                      
16 ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - - ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา -            ด้า -  I-SB-46                                        
17 ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - - ขาว ส้มอ่อน เทา - - BS, SA I-EHB-31 
18    ขาว      น้้าตาลอ่อน เทา             - -         ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS  I-SB-61                                                                                 
19 ขาว      น้้าตาลอ่อน เทา          - -         ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - BS, SA, EC, CA I-EHB-34         
20 ขาว       น้้าตาลอ่อน เทา               - -         ขาว เหลืองออกขาว ขาว - - BS, SA, EC, CA I-SB-09                                                     
21 ขาว      น้้าตาลอ่อน เทา               - -        ขาว เหลืองออกขาว เทา - - BS  I-SB-07                                                                                                                
22 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว ขาวออกครีม เทา - - BS  I-EHB-20                                                

 

 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ, e: ผลการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบ 

ตารางที่ 3.4 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เจริญบนอาหารแข็ง ISP-2, MR5 และฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ 

    BS: B. subtilis                                                                                                                                                          
   SA: S. aureus                                                                                                                                                     
   EC: E. coli   
   PA: P. aeruginosa  
   CA: C. albicans                                                                          
   No data: ไม่ได้ท้าการทดสอบ 
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                                                       ISP-2                                                                                MR5                                                                                                                                                                                               
กลุ่มที่   Aeriala    Reverseb                Spore           Colony    Soluble     Aerial     Reverse             Spore         Colony   Soluble       Inhibitione                   Isolates                                                                                           
                                                                     pigmentsc pigmentsd                                                      pigments   pigments                                                                                                                                                                                                                                                                

23 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS I-SB-74, I-SB-75                                             
24 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS, SA, EC I-EHB-19, I-EHB-33, I-EHB-35                
25 ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - BS, SA, EC, CA  I-EHB-06, I-EHB-18                                        
26 ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว เหลืองออกขาว เทา - - BS, SA, EC ,CA I-EHB-05                                                                                          
27 ขาว ทอง เทา  - -  - - - - - No data I-EHB-04                                                                                                   
28 ขาว      เหลือง เทาออกน้้าตาล    -          เหลอืง ขาว เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล - - BS I-EHB-36                                            
29  ขาว      เหลืองฟาง เทา                   - -     ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา -            ด้า BS, SA I-SB-37 
30 ขาว      เหลืองฟาง เทา                   - -     ขาว น้้าตาลอมส้ม เทา - - - I-SB-38                                                                                                      
31 ขาว      เหลืองฟาง เทา                   - -    ขาว เหลืองออกขาว ขาว - - BS I-SB-35                          
32 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     - -        ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS I-SB-73 
33 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     - -         ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - BS, SA, EC  I-SB-71                                                   
34 ขาว      เหลอืงออกขาว ขาว                 - - ขาว เหลืองออกขาว ขาวครีม  - - CA I-SB-01                                                                                                                                                  
35 ขาว      เหลืองอ่อน เทา                   - -     ขาว เหลืองฟาง เทา - - - I-SB-50 

 

 

 

 

 

 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ e: ผลการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบ 
    BS: B. subtilis                                                                                                                                                          
   SA: S. aureus                                                                                                                                                     
   EC: E. coli   
   PA: P. aeruginosa  
   CA: C. albicans                                                                          
   No data: ไม่ได้ท้าการทดสอบ 
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วิเคราะห์ยีน 16S rRNA ท้าได้โดยน้า 39 ไอโซเลทที่ท้าการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบมา
ท้าการวิเคราะห์สายพันธุ์โดยสามารถสกัด gDNA ได้ 31 ไอโซเลท โดยมี 8 ไอโซเลทที่ไม่สามารถสกัด gDNA 
ได้ น้า gDNA ที่สกัดได้มาตรวจวิเคราะห์ขนาดและปริมาณด้วยการท้าเจลอิเลกโตรโฟรีซีส (รูปที่ 3.9) โดยผล
จากการสกัด gDNA พบว่ามีปริมาณ RNA ที่มากเกินไป และ gDNA ที่สกัดได้ละลายไม่ดีจึงท้าให้การสังเกต 
gDNA เป็นไปได้ยาก ผู้วิจัยจึงน้า gDNA ที่สกัดได้ไปท้าการเติม RNase A ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 ไมโครกรัม
ต่อไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงน้ามาตรวจสอบด้วยวิธีท้า
เจลอิเลกโตรโฟรีซีสอีกครั้ง (รูปที่ 3.10) พบว่าสามารถเห็นแถบของ gDNA ได้ชัดเจนมากขึ้น จากรูปที่ 3.9 
และ 3.10 ผู้วิจัยสามารถสกัด gDNA ของ actinomycetes ได้ 5 ไอโซเลท ได้แก่ I-SB-21, I-SB-35, I-SB-38, 
I-SB-50 และ I-SB-56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.9 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA  ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใช้เจลอะกาโรสความ
เข้มข้น 0.8% ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 และ 3 คือตัวอย่างของผู้ท้า
ปฏิบัติการร่วม; เลนที่ 4 คือ I-SB-21; เลนที่5 คือ I-SB-35; เลนที่ 6 คือ I-SB-36; เลนที่ 7 คือ I-SB-38; เลนที่ 
8 คือ I-SB-50 และเลนที่ 9 คือ I-SB-56 
   

รูปที่ 3.10 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากน้าไปบ่มด้วย RNase A ด้วยการท้า
เจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของ
ยีน; เลนที่ 2 และ 3 คือตัวอย่างของผู้ท้าปฏิบัติการ ร่วม; เลนที่ 4 คือ I-SB-35; เลนที่ 5 คือ I-SB-36; เลนที่ 6 
คือ I-SB-38; เลนที่ 7 คือ I-SB-50; และเลนที่ 8 คือ I-SB-56  
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 เนื่องจากการสกัด gDNA พบว่ามีปริมาณ RNA ปนเปื้อนจ้านวนมาก และผลของ gDNA ไม่ดีนัก ซึ่ง
อาจเกิดได้จากปริมาณเซลล์ไม่เหมาะกับสารเคมีที่ใช้สกัด ผู้วิจัยจึงลดปริมาณเชื้อที่เลี้ยงอาหาร TSB ที่น้ามา
สกัด gDNA จาก 5 มิลลิลิตร เป็น 2.5 มิลลิลิตร โดย actinomycetes ที่ท้าการสกัดในครั้งนี้ได้แก่ I-EHB-05, 
I-EHB-20, I-EHB-26, I-EHB-27, I-EHB-28 และ I-EHB-29 (รูปที่ 3.11) โดยพบว่าสามารถสกัด gDNA ได้ 3 
ไอโซเลท ได้แก่ I-EHB-20, I-EHB-28 และ I-EHB-29 ในขณะที่ I-EHB-05 ไม่สามารถสกัด gDNA ได้ และ  
I-EHB-26 และ I-EHB-27 ยังคงมีปริมาณ RNA ปนเปื้อนจ้านวนมากอยู่ ผู้วิจัยจึงน้าไปเติม RNase A ความ
เข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง น้าไปตรวจสอบด้วย
วิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส (รูปที่ 3.12) พร้อมกันนี้ ผู้วิจัยได้สกัด gDNA ของไอโซเลท I-SB-01, I-SB-06, I-SB-07, 
I-SB-34, I-SB-37, I-SB-46, I-EHB-26 และ I-EHB-27 (รูปที่ 3.12) พบว่า gDNA ที่สกัดได้มีปริมาณ RNA 
ปนเปื้อนในปริมาณมากจึงน้าไปบ่มด้วย RNAse และตรวจสอบผล (รูปที่ 3.13) โดยพบว่าสามารถเห็นแถบ 
gDNA ได้ชัดเจนมากข้ึน แต่ gDNA ที่ได้มีปริมาณต่้าจึงท้าให้สังเกตได้ยาก จากการสกัด gDNA ในครั้งนี้ ผู้วิจัย
สามารถสกัด gDNA ของ actinomycetes ได้ 9 ไอโซเลท ได้แก่ I-SB-01, I-SB-34, I-SB-37, I-SB-46, I-EHB-
20, I-EHB-26, I-EHB-27, I-EHB-28 และ I-EHB-29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.11 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากลดปริมาตรของเชื้อด้วยการท้าเจลอิเลค
โตรโฟรีซีส ใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 
2 คือ I-EHB-05; เลนที่ 3 คือ I-EHB-20 เลนที่ 4 คือ I-EHB-26; เลนที่ 5 คือ I-EHB-27; เลนที่ 6 คือ I-SB-28; 
และเลนที่ 7 คือ I-EHB-29  
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 เนื่องจาก gDNA ที่สกัดได้มีปริมาณ gDNA น้อย ผู้วิจัยจึงน้า actinomycetes ไอโซเลทที่เหลือมาท้า
การสกัดโดยน้าไปแช่ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืนหลังจากดูดอาหาร TSB ออกหมดแล้ว และลด
ปริมาตรของ TE buffer จาก 500 ไมโครลิตร เหลือ 100 ไมโครลิตร จากนั้นท้าการเติม RNase A ความ
เข้มข้นสุดท้าย 0.1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตรวจสอบด้วยวิธี เจลอิเลคโตรโฟรีซีส (รูปที่ 3.14) พบว่าสามารถ
สังเกตเห็นแถบของ gDNA ได้ชัดเจน เนื่องจาก gDNA มีความเข้มข้นมากขึ้น 

 

 

รูปที่ 3.12 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใช้เจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 0.8% ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ I-SB-01; เลนที่ 3 คือ 
I-SB-06 เลนที่ 4 คือ I-SB-07; เลนที่ 5 คือ I-SB-34; เลนที่ 6 คือ I-SB-37 และเลนที่ 7 คือ I-SB-46 
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รูปที่ 3.13 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากน้าไปบ่มด้วย RNase A ด้วยการท้า
เจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; 
เลนที่ 2 คือ I-SB-01; เลนที่ 3 คือ I-SB-06 เลนที่ 4 คือ I-SB-07; เลนที่ 5 คือ I-SB-34; เลนที่ 6 คือ I-SB-37; 
เลนที่ 7 คือ I-SB-46เลนที่ 8 คือ I-EHB-26 และเลนที่ 9 คือ I-EHB-27 
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จากการทดลองการสกัด gDNA ด้วยวิธี salting out สามารถสกัด gDNA ของ actinomycetes ได้
ทั้งสิ้น 31 ไอโซเลทจาก 39 ไอโซเลท โดยเป็น actinomycetes ที่คัดแยกจากชันโรง 17 ไอโซเลท ได้แก่ I-SB-
01, I-SB-06, I-SB-09, I-SB-19, I-SB-21, I-SB-25, I-SB-34, I-SB-35, I-SB-36, I-SB-37, I-SB-38, I-SB-46, I-
SB-50, I-SB-56, I-SB-61, I-SB-71, I-SB-74 และผึ้งโพรง 14 ไอโซเลท ได้แก่ I-EHB-05, I-EHB-06, I-EHB-18, 
I-EHB-19, I-EHB-20, I-EHB-22, I-EHB-26, I-EHB-27, I-EHB-28, I-EHB-29, I-EHB-33, I-EHB-34, I-EHB-35, 
I-EHB-36 โดยมี 8 ไอโซเลทที่ไม่สามารถสกัด gDNA อาจมีสาเหตุมาจากความผิดพลาดระหว่างการสกัดและ
เวลาที่จ้ากัด ทั้งนี้สภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัด gDNA คือน้าเซลล์ที่ดูด TSB ออกจนหมดมาท้าการแช่แข็งที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสข้ามคืนแล้วจึงท้าการสกัด หลังจากการสกัดเสร็จท้าการเติม RNase A ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และใช้ TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตรในการละลาย gDNA  

10,000 / 28 

1,000 / 92 

3,000 / 92 

gDNA 

ความยาวคู่เบส / น้้าหนัก DNA     
(bp)                   (ng) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A 

10,000 / 28 

1,000 / 92 

3,000 / 92 

gDNA 

ความยาวคู่เบส / น้้าหนัก DNA     
(bp)                   (ng) 

B 

รูปที่ 3.14 ผลการตรวจสอบการสกัด genomic DNA หลังจากน้าไปบ่มด้วย RNase A ด้วยการท้า
เจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% A: ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของ
ยีน; เลนที่ 2 คือ I-SB-09; เลนที่ 3 คือ I-SB-19; เลนที่ 4 คือ I-SB-25; เลนที่ 5 คือ I-SB-61; เลนที่ 6 คือ I-SB-
71; เลนที่  7 คือ I-SB-73เลนที่  8 คือ I-SB-74 เลนที่  9  คือ I-EHB-05 และ เลนที่  10 คือ I-EHB-06   
B: ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2 คือ I-SB-06; เลนที่ 3 คือ I-SB-36; เลนที่ 4 
คือ I-EHB-18; เลนที่ 5 คือ I-EHB-19; เลนที่ 6 คือ I-EHB-22; เลนที่ 7 คือ I-EHB-33 เลนที่ 8 คือ I-EHB-34 
เลนที ่9 คือ I-EHB-35 และ เลนที่ 10 คือ I-EHB-36 
   

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 



33 
 

 ท้าการวิเคราะห์ล้าดับเบส ระบุสายพันธุ์และความใกล้ชิดโดยมีขั้นตอนการท้าคือ น้า gDNA ของ 
actinomycetes ที่สกัดได้ทั้ง 31 ไอโซเลทมาท้าการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA ด้วยการท้า PCR โดยใช้ 
primer 27F และ 1492R โดยเพ่ิมจ้านวนไอโซเลทละ 2 ปฏิกิริยา ปฏิกิริยาละ 50 ไมโครลิตร และตรวจสอบ
ด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส (รูปที่ 3.15) พบว่าสามารถเพ่ิมจ้านวนได้ 28 ไอโซเลทจาก 31 ไอโซเลท โดยมี 3 
ไอโซเลทที่ไม่สามารถเพ่ิมจ้านวน 16S rRNA ได้เนื่องจาก gDNA มีปริมาณต่้าเกินไป ได้แก่ I-SB-36, I-EHB-04, 
I-EHB-34  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ 3.15 ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณยีน 16s rRNA ด้วยการท้าเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ใช้เจลอะกาโรสความ
เข้มข้น 0.8% A: ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2, 3 คือ I-SB-01; เลนที่ 4, 5 คือ I-SB-
35; เลนที่ 6, 7 คือ I-SB-38; เลนที่ 8,9 คือ I-SB-50; เลนที่ 10, 11 คือ I-SB-56; เลนที่ 12, 13 คือ I-SB-37 เลนที่ 14, 
15 คือ I-SB-46 เลนที่ 16, 17 คือ I-SB-34; เลนที่ 18, 19 คือ I-SB-21; เลนที่ 20, 21 คือ I-EHB-20 เลนที่ 22, 23 คือ 
I-EHB-26 และเลนที่ 24,25 คือ I-EHB-27; B: ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2, 3 คือ 
I-EHB-28; เลนที่ 4, 5 คือ I-EHB-29; เลนที่ 6, 7 คือ I-SB-09; เลนที่ 8,9 คือ I-SB-19; เลนที่ 10, 11 คือ I-SB-25; เลน
ที่ 12, 13 คือ I-SB-61 เลนที่ 14, 15 คือ I-EHB-36 เลนที่ 16, 17 คือ I-EHB-34; เลนที่ 18, 19 คือ I-SB-71; เลนที่ 
20, 21 คือ I-SB-74 เลนที่ 22, 23 คือ I-EHB-05 และเลนที่ 24, 25 คือ I-EHB-06 C: ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA 
ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2, 3 คือ I-SB-56; เลนที่ 4, 5 คือ I-SB-06; เลนที่ 6, 7 คือ I-SB-36; เลนที่ 8,9 คือ I-
EHB-18; และเลนที่ 10, 11 คือ I-EHB-19  D: ก้าหนดให้เลนที่ 1 คือ DNA ส้าหรับชี้วัดขนาดของยีน; เลนที่ 2, 3 คือ 
I-EHB-22; เลนที่ 4, 5 คือ I-EHB-33 และเลนที่ 6, 7 คือ I-EHB-35 
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น้าผลิตภัณฑ์ 16s rRNA ที่ได้จากการ PCR ของทั้ง 28 ไอโซเลทไปวิเคราะห์ล้าดับเบสโดยบริษัท 
Bionics ใช้ไพร์เมอร์ 27F และ 518F โดยสามารถวิเคราะห์ได้ 18 ไอโซเลท น้าล้าดับเบสของยีน 16S rRNA ที่
ได้มาท้าการระบุสายพันธุ์ด้วยโปรแกรม Blastn (ตารางท่ี 3.5) โดยเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI 

Isolate     Sizea (bp)                 closest relative                 accession number      Sizeb (bp)  identity      

I-SB-21         973     Streptomyces fumigatiscleroticus VIT-SP4     KM875468.1        1,291     100.00                
I-SB-35         947     Streptomyces seoulensis KCTC 9819            CP032229.1      1,479 100.00                 
I-SB-37       934     Streptomyces drozdowiczii Tm3                  MF801337.1    1,344         100.00                                                
I-SB-38      1,174     Streptomyces drozdowiczii Tm3                  MF801337.1 1,344   99.74 
I-SB-46         824     Streptomyces drozdowiczii  USC048             KX358671.1 1,387   99.64 
I-SB-61         920   Streptomyces fumigatiscleroticus VIT-SP4      KM875468.1 1,291   99.46 
I-SB-71       1,108   Streptomyces bikiniensis 13661V                 EU741193.1 1,492   99.64 
I-SB-74       1,346    Streptomyces fumigatiscleoroticus XY191      MH432668.1 1,507   99.55 
I-EHB-05     1,118    Streptomyces anandii Qn-1                         KF951414.1 1,332 100.00 
I-EHB-18     1,141    Streptomyces anandii Qn-1                         KF951414.1 1,332   99.91 
I-EHB-19     1,361  Streptomyces andamanensis KC-112            NR_149230.1 1,500   99.85 
I-EHB-20     1,250    Streptomyces fumigatiscleoroticus XY191      MH432668.1 1,507   99.92 
I-EHB-22    1,104     Streptomyces andamanensis KC-112            NR_149230.1 1,500 100.00 
I-EHB-26 1,289     Streptomyces andamanensis KC-112            NR_149230.1 1,500 100.00 
I-EHB-27     1,348   Streptomyces andamanensis KC-112           NR_149230.1 1,500 100.00 
I-EHB-28    1,317    Streptomyces fumigatiscleoroticus XY191      MH432668.1 1,507   99.92 
I-EHB-29     1,329     Streptomyces fumigatiscleoroticus XY191      MH432668.1 1,507   99.92 
I-EHB-35     1,164     Streptomyces andamanensis KC-112            NR_149230.1 1,507   97.85        

 จากการวิเคราะห์สายพันธุ์ของ actinomycetes ที่เพาะเลี้ยงได้พบว่า actinomycetes ที่เพาะเลี้ยง
ได้ส่วนใหญ่มีความใกล้ชิดกับ actinomycetes ที่อยู่แบบอิสระในสิ่งแวดล้อมและเป็นสกุล Streptomyces 
ทั้งหมด ส่วนมากเป็นสายพันธุ์ที่มีรายงานว่าสามารถคัดแยกได้จากดิน มีเพียงไอโซเลท I-SB-37 และ I-SB-38 
เท่านั้นที่มีความใกล้ชิดกับ S. drozdowiczii Tm3 ซึ่งเคยมีรายงานว่าสามารถคัดแยกได้จากล้าไส้ของแมลง
หางดีด Tomocerus minor (Agamennone et al., 2018) โดยจากการรายงานพบว่า actinomyces สาย
พันธุ์นี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหาร M490 คือโคโลนีมีสีส้มออกน้้าตาล สร้างสปอร์สีขาว เมื่อเทียบกับ
ทั้ง 2 ไอโซเลทที่เพาะเลี้ยงได้พบว่าลักษณะโคโลนีมีความแตกต่างกันเนื่องจากอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงต่างกัน
หรือเป็นสายพันธุ์ที่มีความใกล้ชิดกันแต่มีลักษณะต่างกัน นอกจากนี้ S. drozdowicii Tm3 สามารถยับยั้ง  
S. aureus และ C. albicans ได้ซึ่งเมื่อเทียบกับผลการทดสอบฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบแล้วพบว่า  
ไอโซเลท I-SB-37 สามารถยับยั้ง S. aureus ได้แต่ไม่สามารถยับยั้ง C. albicans ได้ ในขณะที่ I-SB-38 ไม่
สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบใดเลย ผลการทดลองที่แตกต่างกันมีสาเหตุจากอาหารที่ใช้ทดสอบแตกต่างกัน 
หากต้องการเทียบว่าเป็นสายพันธุ์เดียวกันหรือไม่อาจต้องท้าการทดลองเพ่ิมเติมโดยการใช้อาหารชนิดเดียวกัน
ในการทดสอบ และเพ่ิมไพร์เมอร์ 1492R ในการวิเคราะห์ล้าดับเบสเพ่ือให้ได้ความยาวที่มากข้ึน 

ตารางที ่3.5 การระบุสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงของ actinomycetes ที่เพาะเลี้ยงได้ด้วยโปรแกรม Blastn 

a: ความยาวลา้ด้าเบสของแต่ละไอโซเลท, b: ความยาวล้าดับเบสของสายพันธ์ุอ้างอิง 
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 จากการเปรียบเทียบ S. andamanensis KC112 ซึ่งคัดแยกได้จากดิน (Sripreechasak et al., 
2016) พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหาร มีโคโลนีสีเหลืองเข้ม สร้างสปอร์สีเทา และไม่สร้างเม็ดสี เมื่อ
เทียบกับไอโซเลทที่เพาะเลี้ยงได้พบว่ามีความใกล้เคียงกันกับที่เคยมีรายงานจึงคาดว่า ไอโซเลท I-EHB-19,  
I-EHB-22, I-EHB-26, I-EHB-27 และ I-EHB-35 มีความใกล้ชิดกันกับ S. andamanensis KC112 อย่างไรก็
ตาม จากงานวิจัยได้รายงานว่า S. andamanensis KC112 มีฤทธิในการยับยั้ง B. subtilis ได้เล็กน้อย เมื่อ
เทียบกับการทดลองฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบพบว่าไอโซเลท I-EHB-19, I-EHB-22, I-EHB-26, I-EHB-27 
และ I-EHB-35 สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบได้ทั้ง B. subtilis, S. aureus และ E. coli ซึ่งคาดว่าการที่ผล
การออกฤทธิมีความแตกต่างกันมีสาเหตุมาจากอาหารที่ใช้ทดสอบแตกต่างกัน 

        จากการเทียบ S. anandii Qn-1 ซึ่งคัดแยกได้จากดิน พบว่าเป็นสายพันธุ์ที่มีรายงานการผลิตสาร
ปฏิชีวนะ ได้แก่ pantaene G8 มีฤทธิในการยับยั้งรา (Batra and Bajaj, 1966) และ glivocarcin M มีฤทธิ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ (Nakano et al., 1981) เมื่อเทียบกับไอโซเลท I-EHB-
05 และ I-EHB-18 พบว่ ามีฤทธิการต้ านจุลินทรี ย์ทดสอบได้ทั้ ง  B. subtilis, S. aureus, E.coli และ                
C. albicans จึงคาดว่า 2 ไอโซเลทนี้อาจมีความใกล้ชิดกันกับ S. anandii Qn-1 และอาจมีความเป็นไปได้ที่
จะน้าสารเมตาบอไลต์ทุติยภูมิไปผลิตเป็นยาปฏิชีวนะได้ในอนาคต  

 จากการเทียบ S. fumigatiscleroticus XY191 ซึ่งคัดแยกได้จากใบชา (Shan et al., 2018) พบว่า
สารสกัดจากอาหาร MYG สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ B. subtilis และ S. aureus เมื่อเทียบกับการทดลองในครั้ง
นี้พบว่าไอโซเลท I-SB-74, I-EHB-20, I-EHB-28 และ I-EHB-29 สามารถยับยั้งได้เพียง B. subtilis เท่านั้น ซึ่ง
ผลการทดลองที่แตกต่างกันนี้คาดว่าเป็นผลมาจากอาหารที่ใช้ทดสอบมีความต่างกัน 

 ในส่วนของ actinomyces สายพันธุ์อ่ืน ๆ ที่มีความใกล้ชิดกัน ได้แก่  S. andamanensis KC112 ซ่ึง
แยกได้จากดิน (Sripreechasak et al., 2016), S. drozdowiczii  USC048 ซึ่งแยกได้จากดิน (Semedo et 
al., 2004), Streptomyces bikiniensis 13661V แยก ได้ จ า กแนวปะกา รั ง  (Solano et al., 2009),                      
S. fumigatiscleroticus VIT-SP4 ซึ่งคัดแยกได้จากดิน และ S. seoulensis ซึ่งแยกจากดิน (Chun et al., 
1997)  โดยสายพันธุ์เหล่านี้ไม่พบการมีรายงานของข้อมูลที่ระบุถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ฤทธิการต้าน
จุลินทรีย์ รวมถึงสารเมตาบอไลต์จึงท้าให้ไม่สามารถเทียบกับไอโซเลทที่เพาะเลี้ยงได้ 

อย่างไรก็ตามจะพบว่า actinomycetes บางไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและฤทธิการต้าน
จุลินทรีย์ทดสอบที่ต่างกัน แต่เมื่อท้าการระบุสายพันธุ์กลับพบว่าเป็นสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกัน ทั้งนี้อาจเกิดจาก
การที่ได้ล้าดับของ 16S rRNA ไม่เต็มสาย (900 bp ถึง 1300 bp) ซ่ึงอาจพบล้าดับเบสที่แตกต่างในช่วงที่
หายไปท้าให้การระบุสายพันธุ์ผิดพลาด ในอนาคตควรเพ่ิมความยาวที่ใช้วิ เคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้    
ไพร์เมอร์ 1492R เพ่ิมเติม 

 น้าข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่พบบนอาหาร ISP-2, MR5 ฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ และ
การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA  มาท้าการจัดกลุ่ม actinomycetes (ตารางที่ 3.6)    
พบว่าสามารถระบุสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงของแต่ละไอโซเลทรวมทั้งสิ้น  22  ไอโซเลทจากทั้งหมด 41 ไอโซเลท 
โ ดย ไอ โซ เ ลท  I-EHB-07, I-EHB-19, I-EHB-22, I-EHB-26, I-EHB-27, I-EHB-33 และ  I-EHB-35 มี ค ว าม               
ใกล้ชิดกับ S. andamanensis KC112 ไอโซเลท I-EHB-05, I-EHB-06 และ I-EHB-18 มีความใกล้ชิดกับ                
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S. anandii Qn-1 ไ อ โ ซ เ ลท  I-SB-74, I-SB-75, I-EHB-20, I-EHB-28 แล ะ  I-EHB-29 มี ค ว าม ใ กล้ ชิ ด 
กับ S. fumigatiscleroticus XY191 ไอโซเลท I-SB-21, I-SB-61 มีความใกล้ชิดกับ S. fumigatiscleroticus 
VIT-SP4 ไอโซเลท I-SB-37, I-SB-38 และ I-SB-46 มีความใกล้ชิดกับ S. drozdowiczii Tm3 ไอโซเลท                       
I-SB-35 มีความใกล้ชิดกับ S. seoulensis KCTC9819 และไอโซเลท I-SB-71 มีความใกล้ชิดกับ S. bikiniensis 
13661V ผลจากการจัดกลุ่มและระบุสายพันธุ์พบว่าสามารถระบุสายพันธุ์ได้  16 กลุ่มจาก 35 กลุ่ม ทั้งนี้ยังมี 
actinomycetes ที่ยังไม่ได้ท้าการระบุสายพันธุ์อีก 17 กลุ่มซึ่งได้แก่ไอโซเลท I-SB-01, I-SB-02, I-SB-06,                
I-SB-07, I-SB-08, I-SB-09, I-SB-10, I-SB-19, I-SB-25, I-SB-34, I-SB-36, I-SB-45, I-SB-50, I-SB-56,                         
I-SB-73, I-EHB-04, I-EHB-31, I-EHB-34 และ I-EHB-36 ซึ่งในอนาคตควรท้าการทดลองเพ่ือระบุสายพันธุ์ของ 
actinomycetes เหล่านี้ 



37 
 

                                                ISP-2                                                                                  MR5                                                                                                                                                                                                
 กลุ่มที ่Aeriala Reverseb                Spore             Colony    Soluble     Aerial  Reverse                 Spore        Colony    Soluble   Inhibitione            Closet relative                            Isolatesf                                                                 
                                                                   pigmentsc  pigmentsd                                                               pigments   pigments                                                                                                                                                                                                                                                                

1      ขาว      น้้าตาล เทา                  -    -     ขาว น้้าตาลอ่อน        น้้าตาลครีม       -   - BS, SA, EC S. andamanensis KC112 I-EHB-22                                                            
2  ขาว      น้้าตาล เทา                 -   -     ขาว ด้า ขาว - ทอง  CA  - I-SB-36  
3  ขาว น้้าตาล เทา -       เหลือง ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS  - I-SB-10  
4  ขาว น้้าตาล เทา -       เหลือง ขาว เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล - - BS  - I-SB-02 
5  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล  แดง - - - - - -          - No data   - I-SB-45                                                                                   
6 ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว น้้าตาลครีมเข้ม น้้าตาลครีม - - -  - I-SB-56                                                                                    
7  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว น้้าตาลอ่อน เทา - - BS S. fumigatiscleroticus XY191 I-EHB-29                                                                  
8  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว ส้ม เทาออกน้้าตาล - - BS, SA, EC S. andamanensis KC112  I-EHB-07, I-EHB-26, I-EHB-27 
9  ขาว      น้้าตาล เทาออกน้้าตาล   - - ขาว เหลืองฟาง เทา - - BS S. fumigatiscleroticus XY191 I-EHB-28 
10 ขาว      น้้าตาลเข้ม เทา                - -         ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - ด้า BS, SA  - I-SB-34                                                                               
11 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทา                - -         ขาว ส้ม เทาออกน้้าตาล - - BS, SA, EC  - I-SB-06                                  
12 ขาว น้้าตาลเข้ม เทา -           เหลือง ขาว ขาวออกครีม เทา - - BS  - I-SB-08 
13 ขาว      น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว น้้าตาลอ่อน น้้าตาลครีม - - -  - I-SB-19                                                                              
14 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -        ขาว เหลืองออกขาว เทาออกน้้าตาล - - BS S. fumigatiscleroticus VIT-SP4 I-SB-21                                                             
15 ขาว       น้้าตาลเข้ม เทาออกน้้าตาล  - -        ขาว เหลืองออกขาว เทาออกน้้าตาล - - BS, SA  - I-SB-25                                                                                                                                                                                                                      
16 ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - - ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - ด้า - S. drozdowiczii Tm3 I-SB-46                                        
17 ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - - ขาว ส้มอ่อน เทา - - BS, SA  - I-EHB-31 
18     ขาว      น้้าตาลอ่อน เทา             - -         ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS S. fumigatiscleroticus VIT-SP4 I-SB-61                                                                                 
19 ขาว      น้้าตาลอ่อน เทา          - -         ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - BS, SA, EC, CA  - I-EHB-34         
20 ขาว       น้้าตาลอ่อน เทา               - -         ขาว เหลืองออกขาว ขาว - - BS, SA, EC, CA  - I-SB-09                                                     
21 ขาว      น้้าตาลอ่อน เทา               - -        ขาว เหลืองออกขาว เทา - - BS  - I-SB-07                                                                                                                
22 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล  - -         ขาว ขาวออกครีม เทา - - BS S. fumigatiscleroticus XY191 I-EHB-20                                                

 

 

ตารางที่ 3.6 การจัดกลุ่ม actinomycetes ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เจริญบนอาหารแข็ง ISP-2, MR5 ฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ และการระบุสายพันธุ์ 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี, d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ, e: ผลการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบ, f: ไอโซเลทที่ขีดเส้นใต้หมายถึงไอโซเลทที่ท้าการระบุสายพันธุ ์ 
    BS: B. subtilis                                                                                                                                                          
   SA: S. aureus                                                                                                                                                     
   EC: E. coli   
   PA: P. aeruginosa  
   CA: C. albicans                                                                          
   No data: ไม่ได้ท้าการทดสอบ 
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                                                    ISP-2                                                                                    MR5                                                                                                                                                                                                   
 กลุ่มที ่ Aeriala   Reverseb              Spore              Colony    Soluble    Aerial   Reverse                  Spore        Colony   Soluble   Inhibitione          Closet relative                          Isolatesf

                                           pigmentsc pigmentsd                                                                pigments  pigments                                                                                                                                                                                                                                                                

23 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - -         ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS S. fumigatiscleroticus XY191 I-SB-74, I-SB-75                                             
24 ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - -         ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS, SA, EC S. andamanensis KC112 I-EHB-19, I-EHB-33, I-EHB-35                
25 ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล - -         ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - BS, SA, EC, CA  S. anandii Qn-1 I-EHB-06, I-EHB-18                                        
26 ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทาออกน้้าตาล - -         ขาว เหลืองออกขาว เทา - - BS, SA, EC ,CA S. anandii Qn-1 I-EHB-05                                         
27 ขาว ทอง เทา - -   -     - - - - No data   - I-EHB-04                                     
28 ขาว      เหลือง เทาออกน้้าตาล    -        เหลือง ขาว เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล - - BS  - I-EHB-36                                            
29  ขาว      เหลืองฟาง เทา                   - -     ขาว น้้าตาลเข้มออกดา้ เทา - ด้า BS, SA S. drozdowiczii Tm3 I-SB-37 
30 ขาว      เหลืองฟาง เทา                   - -     ขาว น้้าตาลอมส้ม เทา - - - S. drozdowiczii Tm3 I-SB-38                                                                                                      
31 ขาว      เหลืองฟาง เทา                   - -    ขาว เหลืองออกขาว ขาว - - BS S. seoulensis KCTC 9819 I-SB-35                                           
32 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     - -        ขาว น้้าตาลอ่อน เทาออกน้้าตาล - - BS  - I-SB-73 
33 ขาว      เหลืองฟาง เทาออกน้้าตาล     - -         ขาว น้้าตาลอ่อนออกเหลือง เทา - - BS, SA, EC  S. bikinensis 13661V I-SB-71                                                   
34 ขาว      เหลอืงออกขาว ขาว                 - - ขาว เหลืองออกขาว ขาวครีม  - - CA  - I-SB-01                                                                                                                                                  
35 ขาว      เหลืองอ่อน เทา                   - -     ขาว เหลืองฟาง เทา - - -  - I-SB-50 

 

 

 

 

a: สีของ aerial mycelium, b: สีของอาหารด้านล่าง, c: เม็ดสีบนโคโลนี, d: เม็ดสีที่ละลายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ, e: ผลการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบ, f: ไอโซเลทที่ขีดเส้นใต้หมายถึงไอโซเลทที่ท้าการรสะบุสายพันธุ ์ 
    BS: B. subtilis                                                                                                                                                          
   SA: S. aureus                                                                                                                                                     
   EC: E. coli   
   PA: P. aeruginosa  
   CA: C. albicans                                                                          
   No data: ไม่ได้ท้าการทดสอบ 
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 ท้าการสร้าง phylogenetic tree (รูปที่ 3.16) จากยีน 16S rRNA โดยเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI 
โดยใช้ Streptomyces สายพันธุ์ที่เคยมีรายงานความสัมพันธ์ร่วมกับแมลงเป็นสายพันธุ์อ้างอิง (ตารางที่ 5.2, 
ภาคผนวก ค) โดยใช้ Mycobacterium tuberculosis เป็น สายพันธุ์นอกกลุ่ม (out group) (Cambronero-
Heinrichs et al., 2019) วิธีการท้าคือน้าล้าดับเบสที่ได้มาท้าการ alignment ด้วยโปรแกรม Muscle จากนั้น
ท้าการสร้าง neighbor-joining phylogenetic tree (Saitou and Nei, 1987) ด้วยโปรแกรม MEGA 7 พบว่า
สามารถแบ่งความใกล้ชิดได้เป็น 4 กลุ่ม  

 กลุ่มที่ 1 ได้แก่ไอโซเลท I-SB-37, I-SB-38, I-SB-46 และ I-SB-71 มีความใกล้ชิดกับ Streptomyces 
griseus, Streptomyces bikiniensis, Streptomyces venezuelae, Streptomyces drozdowiczii แ ล ะ 
Streptomyces sp. ที่พบรายงานความสัมพันธ์กับแมลงชนิดอื่น ๆ  

 กลุ่ มที่ 2  ไ ด้ แก่ ไ อ โ ซ เ ลท  I-SB-35 ซึ่ ง มี ค ว าม ใ กล้ ชิ ดกั บ  Streptomyces seoulensis แ ล ะ 
Streptomyces sp. ที่พบรายงานความสัมพันธ์ร่วมกับแมลงชนิดอื่น ๆ โดยเฉพาะชันโรง  

 กลุ่มที่  3 ได้แก่ไอโซเลท I-EHB-05, I-EHB-18, I-EHB-19, I-EHB-22, I-EHB-26 และ I-EHB-27 มี
ความใกล้ชิดกับ Streptomyces andamanensis และ Streptomyces anandii โดยกลุ่มนี้ไม่พบความ
ใกล้ชิดกับ Streptomyces ที่พบในแมลงชนิดอ่ืนจึงคาดว่าน่าจะมีความจ้าเพาะต่อสิ่งมีชีวิตเจ้าบ้าน ซึ่งในที่นี้
คือผึ้งโพรง Apis cerana  

 กลุ่มที่ 4 ได้แก่ไอโซเลท I-SB-21, I-SB-61, I-SB-74, I-EHB-20, I-EHB-28 และ I-EHB-29 มีความ
ใกล้ชิดกับ Streptomyces coelicolor, Streptomyces fumigatiscleroticus และ Streptomyces sp. ที่
พบรายงานความสัมพันธ์ร่วมกับแมลงชนิดอื่น ๆ  

 จากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าสามารถแบ่ง actinomycetes ที่เพาะเลี้ยงได้ออกเป็น 
4 กลุ่ม โดยไอโซเลทที่แยกได้จากชันโรง T. angustula และผึ้งโพรง A. cerana ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันที่ไม่
มีความแตกต่างกัน 

 ทั้งนี ้Streptomyces ที่แยกมาจากชันโรง T. angustula และผึ้งโพรง A. cerana ยังมีความน่าสนใจ
ที่จะน้าไปค้นหาสารออกฤทธิที่ใช้ยับยั้งจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน ๆ รวมถึงไวรัส และเซลล์มะเร็ง เพ่ือน้าไปพัฒนาเป็น
ยาส้าหรับใช้ในด้านสาธารณสุขได้ 
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รูปที่ 3.16 รูปแสดง Neighbor-Joining phylogenetic tree  ที่ได้จากการเทียบยีน 16S rRNA  
 Phylogenetic tree แสดงถึงความใกล้ชิดกันของ actinomycetes แต่ละสายพันธุ์                                                                                                                    
a:สายพันธุ์ของแมลงที่สามารถคัดแยก actinobacteria ได้ (ตารางท่ี 3.7) 

 

(SC) 
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Abbrevation                  Host-species             Common name  

ID Identity from Blastn  -                                           
FL  Free living - 
TA Tetragonisca angustula ชันโรง 
TC Tetragonilla collina ชันโรง 
SC Sceliphron caementarium แตน Dauber mud 
CA Chalybion californicum ตัวต่อ Blue mud 
PD Polistes dominulus แตนยุโรป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

ตารางที่ 3.7 ตารางแสดงตัวย่อของแมลงที่สามารถคัดแยก actinobacteria ที่ใช้อ้างอิงการท้า phylogenetic 
tree  
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บทที่ 4 

 สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษา actinomycetes ที่แยกจากชันโรง T. angustula และ ผึ้งโพรง A. cerana โดย  
น.ส.อรพันธุ์ ตั้งวิชัย พบว่าสามารถน้ามาเพาะเลี้ยงใหม่บนอาหาร ISP-2 ได้ทั้งหมด 41 ไอโซเลทจาก 68  
ไอโซเลท โดย 27 ไอโซเลทที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงใหม่ได้เนื่องจากเกิดการปนเปื้อนจากเชื้ออ่ืนหรือไม่เจริญ 
เมื่อน้า 41 ไอโซเลทที่เพาะเลี้ยงได้บนอาหาร ISP-2 พบว่าสามารถจัดจ้าแนกได้ 17 กลุ่มตามลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน จากนั้นจึงน้า 41 ไอโซเลทที่เพาะเลี้ยงได้มาเลี้ยงบนอาหาร MR-5 โดยสามารถ
เพาะเลี้ยงได้ 39 ไอโซเลทโดยมี 1 ไอโซเลทปนเปื้อนแบคทีเรีย และอีก 1 ไอโซเลทไม่เจริญ จากการสังเกต
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหาร ISP-2 และ MR5 สามารถจ้าแนก actinomycetes ได้ 34 กลุ่ม โดย 
actinomycetes ส่วนใหญ่มีลักษณะแตกต่างจากที่สังเกตได้บนอาหาร ISP-2 จากนั้นน้าชิ้นวุ้นอาหาร MR5  
ที่มี actinomycetes เจริญมาท้าการทดสอบการผลิตสารที่มีฤทธิการต้านการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบ  
ซึ่ ง ไ ด้ แ ก่  B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa แ ล ะ  C. albicans ผ ลก า รทดสอบพบว่ า 
actinomycetes ส่วนใหญ่สามารถผลิตสารที่มีฤทธิต้านจุลินทรีย์ทดสอบได้ โดย B. subtilis เป็นเชื้อทดสอบที่
ถูกยับยั้ งมากที่สุด และ P. aeruginosa เป็นเชื้อทดสอบเพียงสายพันธุ์ เดียวที่ไม่ถูกยับยั้ งจากสารที่  
actinomycetes ผลิตขึ้น  เมื่อน้าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ actinomycetes ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 
และ MR5 มาท้าการจัดกลุ่มร่วมกับฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ สามารถจ้าแนกได้ 35 กลุ่ม จากนั้นน้า 
actinomycetes ทั้ง 39 ไอโซเลทที่เจริญบนอาหาร MR-5 มาท้าการสกัด gDNA ซึ่งสามารถสกัดได้เพียง 31 
ไอโซเลทจาก 39 ไอโซเลท โดย 8 ไอโซเลทที่ไม่สามารถสกัดได้มีสาเหตุมาจากความผิดพลาดในการสกัด น้า 
gDNA มาท้าการเพ่ิมจ้านวนยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 27F และ 1492R พบว่ามีเพียง 28 
ไอโซเลทที่สามารถเพ่ิมจ้านวนยีนได้ ในขณะที่ 3 ไอโซเลทที่ไม่สามารถเพ่ิมจ้านวนยีนได้นั้น คาดว่าอาจเกิด
จากการใช้ปริมาณ DNA template ในสัดส่วนที่ไม่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา รวมถึงอาจเกิดการปนเปื้อน
โปรตีนท้าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท้า PCR หรือยีน 16S rRNA มีปริมาณต่้า น้าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท้า 
PCR ไปท้าการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยไพร์เมอร์ 27F และ 518F พบว่าสามารถวิเคราะห์ได้ 18  
ไอโซเลท โดย 10 ไอโซเลทที่ไม่สามารถวิเคราะห์ได้นั้นเกิดจากปริมาณยีน 16S rRNA ที่เพ่ิมจ้านวนมีปริมาณ
ต่้าเกินไป จากนั้นน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 18 ไอโซเลทที่สามารถวิเคราะห์ได้มาท้าการระบุสายพันธุ์ที่
ใกล้เคียงโดยใช้โปรแกรม Blastn เทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่าสามารถระบุได้ว่าเป็นสกุล Streptomyces 
ทั้ งหมด ซ่ึงได้แก่  S. drozdowiczii, S. fumigatiscleroticus, S. seoulensis, S. bikiniensis, S. anandii 
และ S. andamanensis เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและฤทธิการต้านจุลินทรีย์ทดสอบพบว่า 
actinomycetes ที่วิเคราะห์ล้าดับเบสได้ส่วนใหญ่มีความคล้ายคลึงกับสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกัน โดยมี  
2 ไอโซเลทซึ่งได้แก่ I-EHB-05 และ I-EHB-18 ที่มีความใกล้เคียงกับ S. anandii Qn-1 ซึ่งจากงานวิจัยก่อน
หน้าระบุว่าเป็นสายพันธุ์ที่มีการผลิตยาปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ ได้ดี จึงคาดว่า  
2 ไอโซเลทนี้อาจมีความสามารถในการสารปฏิชีวนะที่ใช้ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคที่ดื้อยาได้  จากนั้นจึงท้าการจัด
กลุ่มเพ่ือระบุสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกัน พบว่าสามารถระบุสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันกับ actinomycetes ที่คัดแยก
ได้จากแมลง 2 ชนิดนี้ทั้งสิ้น 22 ไอโซเลทจากทั้งหมด 41 ไอโซเลท น้า 18 ไอโซเลทที่ท้าการระบุสายพันธุ์ได้มา
ท้าการสร้าง neighbor-joining phylogenetic tree โดยเทียบกับ actinomycetes ที่เคยมีรายงานว่ามี
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ความสัมพันธ์แบบพึ่งพากับแมลงชนิดอื่น ๆ ผลที่ได้พบว่า actinomycetes ที่คัดแยกได้จากชันโรงและผึ้งโพรง
ส่วนใหญ่มีความใกล้ชิดกันจึงคาดว่า Streptomyces เหล่านี้ไม่มีความจ้าเพาะกับแมลงเจ้าบ้าน ในอนาคตควร
มีการท้าการทดลองเพ่ิมเติมโดยท้าการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 17 ไอโซเลทที่เหลือเพ่ือระบุสายพันธุ์
ของ actinomycetes ที่คัดแยกได้จากชันโรง และผึ้งโพรง ผลของการศึกษาในครั้งนี้อาจเป็นการเพ่ิมความ
เข้าใจในบทบาทของ actinomycetes ที่มีความสัมพันธ์ร่วมกันกับแมลงทั้ ง 2 ชนิดนี้ และอาจค้นพบ 
actinomycetes สายพันธุ์ใหม่ซึ่งอาจมีความสามารถการผลิตสารปฏิชีวนะเพ่ือใช้ในการรักษาโรคที่เกิดจาก
จุลินทรีย์ก่อโรคทีด่ื้อยากันอยู่ในปัจจุบันได้      
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ภาคผนวก ก 

สูตรวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. International Streptomyces Project 2 (ISP-2) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

     Yeast extract       4.0   กรัม                               
     Malt extract       10.0      กรัม 
     Dextrose       4.0       กรัม 
     Agar        20.0   กรัม 

    ละลายในน้้าปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ      
    15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. Muller Hinton (MH) agar ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

Beef extract       2.0   กรัม  
Casein hydrolysate      17.5   กรัม  
Strach        1.5   กรัม  
Agar        17.0  กรัม      

    ละลายในน้้าปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ      
    15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. Muller Hinton (MH) broth ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

Beef extract       2.0   กรัม  
Casein hydrolysate      17.5   กรัม  
Strach        1.5   กรัม  

ละลายในน้้าปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ     
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4. Modified R5 agar (MR5) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

Glucose       10.0   กรัม  
Yeast extract       5.0   กรัม  
Casaminoacid       0.1   กรัม  
Potassium sulfate      0.25  กรัม  
Magnesium chloride hexahydrate    10.12   กรัม  
TES        5.73   กรัม 
Trace element solution     2.0  มิลลิลิตร  
Agar        20.0   กรัม  

    ละลายในน้้าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.0 จากนั้นเติมน้้าจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตรผสม      
    ให้เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศา   
    เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

5. Tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 Tryptic soy broth แบบผง     30.0   กรมั 

    ละลายในน้้าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.3 จากนั้นเติมน้้าจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตรผสม      
    ให้เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศา   
    เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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    ภาคผนวก ข 

สูตรบัฟเฟอร์และสารเคมี 

1. 10% SDS ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

    SDS        100   กรัม  

    ละลายในน้้า DI type I 1000 มิลลิลิตร น้าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียสจนละลาย 

2. 5M NaCl ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

NaCl        292.2  กรัม  

  ละลายในน้้า DI type I 1000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ   
  ตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. 1M Tris HCl pH 7.5 ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 Tris        121.1   กรัม 

  ละลายในน้้า DI type I 800 มิลลิลิตรและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7.5 ด้วย hydrochloric  
  acid 1N จากนั้นเติมน้้าจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วย 
  ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4. 0.5 M Tris HCl pH 8.0 ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 Tris        60.6   กรัม 

  ละลายในน้้า DI type I 800 มิลลิลิตรและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 8.0 ด้วย hydrochloric  
  acid 1N จากนั้นเติมน้้าจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วย 
  ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

5. 0.5 M sodium EDTA pH 8.0 ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร                                                                                 

EDTA salt      186.0  กรัม 

    ละลายในน้้า DI type I 800 มิลลิลิตรและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 8.0 ด้วย sodium  
    hydroxide 1N จากนั้นเติมน้้าจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่า 
    เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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6. 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 

   น้าสารละลายมาผสมกัน จากนั้นเติมน้้า DI type I ปริมาตร 915 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วย     
  เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
       

7. TE buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

 0.5M Tris-HCl pH 8.0     20  มิลลิลิตร 

 0.5M Sodium EDTA pH 8.0    2  มิลลิลิตร 

    น้าสารละลายผสมกัน น้าสารละลายมาผสมกัน จากนั้นเติมน้้า DI type I ปริมาตร 978 มิลลิลิตร ผสมให้     
    เข้ากันแล้วน้าไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศา  
    เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

8. 50X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

Tris-acetate      242.28  กรัม                           
Acetic acid      57.88   กรัม                                      
0.5M Ethylenediaminetetraacetic acid  100   มิลลิลิตร                                   

    ละลายในน้้าและปรับให้ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 8.0 จากนั้นเติมน้้าจนมีปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

9. 1X Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

50X TAE buffer    20   มิลลิลิตร                                      
น้้า DI type II     980   มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลอ้างอิงการทดลอง 

                    เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับย้ัง (มิลลิเมตร) 

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

    I-SB-01    -                       -                    -                   -               8.0±0.8 

    I-SB-02      9.0±0.8             -                    -                   -              -          

    I-SB-06     11.3±0.4      10.6±0.4       9.0±0.8           -             - 

    I-SB-07     7.6±0.4             -                    -                  -                  -               

    I-SB-08     8.6±0.4             -                    -                 -               -   

    I-SB-09          11.6±0.4      15.0±0.8       9.6±0.4           -              12.0±0.8 

    I-SB-10     8.3±0.4             -                    -                -               -      

    I-SB-19        -                        -                    -                -                 - 

    I-SB-21     8.3±0.4             -                    -                  -                     - 

    I-SB-25     9.0±0           8.0±0            -                   -                    - 

    I-SB-34          11.0±0.8            9.0±1.4           -                    -                     - 

    I-SB-35           11.6±0.4             -                    -               -                    - 

    I-SB-36       -              -                     -                  -              18.3±0.4 

    I-SB-37           9.3±0.4           8.0±0           -               -              - 

    I-SB-38        -                        -                    -                    -                     - 

    I-SB-46        -                        -                    -              -              - 

    I-SB-50        -                        -                    -               -                - 

    I-SB-56        -                        -                    -              -           - 

    I-SB-61         8.6±0.4             -                    -              -                  - 

    I-SB-71     11.0±0      10.3±0.4      14.3±0.4        -                - 

ไอโซเลท 

ตารางที่ 5.1 ตารางแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งการทดลองการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ 
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เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

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

    I-SB-73 8.6±0.4                  -                  -                    -                     - 

    I-SB-74 8.3±0.4                 -                     -                   -                      - 

    I-SB-75 8.6±0.4                  -                  -                   -                      -             

    I-EHB-05   12.0±0.8     15.6±0.4 11.3±0.9         -                10.0±1.6 

    I-EHB-06   13.0±0   15.0±0.8  11.0±0.8          -                11.6±2.0 

    I-EHB-07   10.6±0.4    13.3±0.4           10.6±0.4            -              - 

    I-EHB-18    12.6±0.4     16.0±0   9.6±0.4              -                14.3±0.9 

    I-EHB-19    11.6±0.4    14.3±0.4          10.3±0.4           -                  - 

    I-EHB-20       8.0±0             -                     -                   -               - 

    I-EHB-22  8.0±0.8    14.0±0    10.3±0.9             -             - 

    I-EHB-26   12.6±0.4     14.3±0.9    15.6±0.4             -              - 

    I-EHB-27   12.3±0.4     13.3±0.4    13.0±0       -                     - 

    I-EHB-28 8.6±0.9              -                 -                   -                   - 

    I-EHB-29   8.0±0.8                  -                     -               -                  - 

    I-EHB-31  9.6±0.4      10.6±0.4             -                  -                     - 

    I-EHB-33   12.0±0.0      15.3±0.4    11.6±0.4          -             - 

    I-EHB-34   8.6±0.4      14.6±0.4    8.6±0.4            -                 14.3±1.2 

    I-EHB-35    11.3±0.4    12.6±0.4  11.6±1.2         -                    - 

    I-EHB-36 7.6±0.4                -                    -                  -                   - 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท 
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ตารางที่ 5.2 ตารางแสดง actinomycetes ที่น้ามาสร้าง phylogenetic tree  

Reference strain                    accession number  size (bp)     host-associated                     isolation site      citation 

Streptomyces sp. M87pupa2       KY067284.1 1,110 Tetragonisca angustula        ตัวอ่อน a                               
Streptomyces sp. Ab2                KY067236.1           1,111   Tetragonisca angustula       ล้าตัว a                                  
Streptomyces sp. B912               KY067244.1           1,111 Tetragonisca angustula ผิวของรัง a   
Streptomyces sp. M87A1           KY067275.1 1,110 Tetragonisca angustula ล้าตัว                 a              
Streptomyces sp. M88m2          KY067289.1 1,110 Tetragonisca angustula น้้าผึ้ง                  a              
Streptomyces sp. B918 KY067296.1 1,110 Tetragonisca angustula  ล้าตัว                  a                  
Streptomyces sp. C8A1B KY067298.1 1,110 Tetragonisca angustula ล้าตัว a          
Streptomyces chaingmaiensis  AB562507.1 1,510 Tetragonilla collina             รัง b                    
Streptomyces lannaensis AB562508.1 1,512 Tetragonilla collina             รัง b                 
Streptomyces sp. 48E              KY214202.1        1,357 Tetragonisca angustula       ล้าตัว c         
Streptomyces sp. 49K               KY214206.1        1,347 Tetragonisca angustula        เกสร c             
Streptomyces sp. 52A               KY214223.1 1,253 Tetragonisca angustula        ล้าตัว c                    
Streptomyces sp. 52E               KY214226.1 1,362 Tetragonisca angustula        ล้าตัว c                   
Streptomyces sp. e10  GQ351298.1 999 Sceliphron erytrocephalus    ล้าตัว d                       
Streptomyces sp. e47  GQ351300.1 1,037 Sceliphron erytrocephalus    ล้าตัว d                       
Streptomyces sp. MB7th  GQ351311.1 1,072 Chalybion californicum   ล้าตัว d        
Streptomyces sp. M02              HQ336265.1 1,392 Polistes dominulus รัง               e                        
Streptomyces sp. M25             HQ336280.1 1,388 Polistes dominulus รัง          e                         
Streptomyces sp. M28             HQ336282.1 1,388 Polistes dominulus รัง                      e          
Streptomyces sp. M38             HQ336288.1 1,329 Polistes dominulus รัง e  
Streptomyces venezuelae  AB045890.1 1,483 Free living                           ดิน    -                                         
Streptomyces sapporoensis      AJ781378.1 1,476 Free living ดิน -                        
Streptomyces coelicolor NR_112305.1 1,476 Free living         ดิน -                                                         
NRBC 12854 
Streptomyces griseus NR_042791.1 1,490 Free living ดิน -                           
Mycobacterium tuberculosis  NR_102810.2 1,532 Human pathogen - - 
H37RV           

 

a: (Matarrita-Carranza et al., 2017),  b: (Promnuan et al., 2013), c: (Cambronero-Heinrichs et al., 2019),                          

d: (Poulsen et al., 2011), e: (Madden et al., 2013) 
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