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บทที ่3 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการวจิัย 

 

3.1 การเตรียมตัวอย่างดินเพือ่แยกเช้ือแอคติโนมัยสีท 

 เก็บตัวอย่างดินแบบสุ่มเพื่อนํามาแยกเช้ือแอคติโนมัยสีท โดยเก็บตวัอย่างดินบริเวณ

มหาวทิยาลยัทกัษิณ วทิยาเขตพทัลุง จาํนวน 6 จุด คือ ดินบริเวณตึกโดม ดินแปลงนาขา้วบริเวณตึก

โดม ดินบริเวณป่าขา้งตึกวิทยบริการ ดินบริเวณนาขา้วขา้งหอพกัอินทนิล ดินบริเวณแปลงทดลอง

ขา้งตึกโดม และดินบริเวณฟาร์มโคนม โดยใช้พลัว่ตกัดินเกล่ียผิวหน้าดินออกเล็กน้อย ตกัดินท่ี

ระดบัความลึก 5-10 เซนติเมตร ใส่ถุงพลาสติก รัดปากถุง บนัทึกแหล่งท่ีเก็บและลกัษณะดินท่ีเก็บ 

จากนั้นนาํตวัอยา่งดินมาตากใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาํดินตวัอยา่งท่ีแหง้มาบดให้ละเอียด ละลายดิน

ดว้ยนํ้ากลัน่ในขวดเก็บตวัอยา่ง ปิดฝาแลว้เขยา่ ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาทีให้ดินตกตะกอน นาํส่วน

ใสมาวดัค่าพีเอชดว้ยเคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) 

 

3.2 วธีิการแยกเช้ือแอคติโนมัยสีทจากดิน 

ศึกษาวธีิการแยกเช้ือแอคติโนมยัสีทจากดิน โดยเปรียบเทียบวธีิการในการแยก 3 วธีิการ  

วิธีท่ี 1 นาํตวัอยา่งดินมาตากไวท่ี้อุณหภูมิห้อง จากนั้นนาํดินท่ีตากไวไ้ปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 

120soC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อฆ่าเช้ือแบคทีเรียบางชนิด แลว้เจือจางต่อดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีความเจือจางท่ี

เหมาะสม 

วิธีท่ี 2 เจือจางตวัอยา่งดินท่ีความเจือจาง 1:10 ในสารละลายผสมของ yeast extract ความ

เขม้ขน้ 6% และ SDS ความเขม้ขน้ 0.05% บ่มท่ีอุณหภูมิ 40OC นาน 20 นาที จากนั้นเจือจางต่อดว้ย

นํ้ากลัน่จนกระทัง่ไดค้วามเจือจางท่ีเหมาะสม (Nonomura และ Hayakawa, 1988)  

วิธีท่ี 3 แช่ตวัอยา่งดินท่ีความเจือจาง 1:10 ดว้ยสารละลาย phenol ความเขม้ขน้ 1.5% นาน 

30 นาที ท่ี 30OC จากนั้นเจือจางต่อดว้ยนํ้ากลัน่จนกระทัง่ไดค้วามเจือจางท่ีเหมาะสม 

จากนั้นนาํตวัอยา่งดินท่ีเตรียมไวด้ว้ยวิธีการทั้ง 3 วิธี ปริมาณ 0.1 ml ท่ีระดบัความเจือจาง

ต่างกนั มาทาํการ spread plate บนอาหาร 3 ชนิด ไดแ้ก่ starch casein agar (SCA), Oat meal (OMA) 

และ Humic acid-salts-vitamin agar (HVA) ท่ีเติมยา nystatin 50 µg/ml และ nalidixic 20 µg/ml 

เกล่ียจนกระจายทัว่ผิวหน้าอาหาร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-14 วนั ทาํการตรวจหาเช้ือ 

แอคติโนมยัสีท โดยคดัเลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะแห้ง ดา้น เป็นปุยคลา้ยกาํมะหยี่ มีเส้นใยเหนือผิว

อาหาร และมีเส้นใยใตผ้ิวอาหารฝังแน่นในจานอาหารแข็ง คดัแยกเช้ือให้บริสุทธ์ิโดยนาํมาโคโลนี

ท่ีคดัเลือกมาเล้ียงบนอาหาร ISP-2 agar ซํ้ าหลายคร้ังจนกระทัง่ไดเ้ช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีบริสุทธ์ิ 
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จากนั้นทาํการยอ้มแกรม เพื่อดูลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยเลือกเช้ือท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใย 

หรือเลือกลกัษณะของแอคติโนมยัสีท เก็บสายพนัธ์ุบริสุทธ์ิลงในอาหารวุน้เอียง ISP2 เพื่อใช้ใน

การศึกษาต่อ และทาํการเก็บรักษาสายพนัธ์ุแอคติโนมยัสีทโดยเก็บรักษาโคโลนีบริสุทธ์ิของ 

แอคติโนมยัสีทในสารละลายกลีเซอรอลความเขม้ขน้ 20 % ท่ีอุณหภูมิ อุณหภูมิ -20 oC หรือ -80 oC 

 

3.3 การคัดกรองความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของแบคทเีรียเบือ้งต้น 

3.3.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านการเจริญของแบคทเีรียโดยวธีิ Cross streak 

ทาํการเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัสีทโดยการ streak บนอาหาร Glucose yeast extract agar 

(GYA) ตรงกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-7 วนั เม่ือแอคติโนมยัสีทเจริญ 

นาํเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบซ่ึงประกอบดว้ย Clinical ไดแ้ก่ S. aureus, K. pneumonia, P. aeruginosa, 

B. cereus, Coagulase negative Staphylococcus (CoNS), A. baumannii และ Labstrains ไดแ้ก่ 

Salmonella sp., S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus, Klebsiella sp., S. cerevisiae มา streak ใน

แนวตั้งฉากกบัแนวการเจริญของเช้ือแอคติโนมยัสีทเดิม 1 มม. (ภาพท่ี 3.1) จากนั้นนําไปบ่มท่ี

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัความกวา้งของบริเวณท่ียบัย ั้ง (Inhibition zone) ของจุลินทรีย์

ทดสอบ คดัเลือกแอคติโนมยัสีทท่ีสร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท์ดสอบ โดย

พิจารณาจากความกวา้งของบริเวณยบัย ั้ง จากนั้นคดัเลือกแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีมีความสามารถ

สร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท์ดสอบ มาทาํการเล้ียงในอาหารเหลว Yeast Malt 

Broth (YM broth) และ Bennet’s broth เพื่อทดสอบฤทธ์ิโดยวธีิ disc diffusion ต่อไป  

 

 

 

 

เช้ือแอคติโนมยัสีท       เช้ือแบคทีเรียทดสอบ 

 

 

 

 

ภาพที ่3.1 ลกัษณะการขีดเช้ือเพื่อทดสอบความสามารถในกาสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค 
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3.3.1.1 ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรียของสารสกดัด้วยวธีิ disc diffusion method 

เล้ียงแอคติโนมยัสีทในอาหารเหลว Yeast Malt Broth (YM broth) และ Bennet’s broth ท่ี

อุณหภูมิห้อง โดยเขยา่ท่ี 120 รอบต่อนาที นาน 14 วนั ก่อนจะนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 6000 รอบต่อนาที 

แลว้นาํส่วนใสไปทดสอบฤทธ์ิตา้นการเจริญของแบคทีเรียโดยวิธี disc diffusion method โดย

ละลายเช้ือแบคทีเรียทดสอบในสารละลาย 0.85% NaCl ปรับความขุ่นให้เท่ากบัสารละลาย

มาตรฐาน McFarland No. 0.5 จากนั้นใชไ้มพ้นัสาํลี (น่ึงฆ่าเช้ือแลว้) จุ่มแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบ 

กวาดลงบนอาหาร Nutreint agar (NA) ให้ทัว่จาน โดยกวาดซํ้ า 3 ระนาบ ทิ้งให้ผิวหนา้อาหารแห้ง 

จึงหยดอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัสีทเหลวปริมาตร 40 µL ลงบนกระดาษกรองเส้นผา่นศูนยก์ลาง 

9 มม. นาํมาวางบนอาหาร NA ท่ีเกล่ียเช้ือไวแ้ลว้ นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 

สังเกตวงใส (clear zone) ท่ีเกิดข้ึนรอบแผ่นทดสอบ ถ้าพบวงใสเกิดข้ึน แสดงว่าเช้ือ 

แอคติโนมยัสีทชนิดนั้นสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีนาํมาทดสอบได ้

 3.3.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านการเจริญของแบคทเีรียโดยวธีิ Agar plug 

 เพาะเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัสีทแต่ละไอโซเลท โดยนาํมาขีดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP2 บ่ม

เช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 วนั ใช ้cork borer เส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 มม. เจาะลงบนโคโลนีของแอค 

ติโนมยัสีทท่ีเจริญบนอาหารแข็ง ISP2 ละลายเช้ือแบคทีเรียทดสอบใน 0.85% NaCl ปรับความขุ่น

ให้ไดเ้ท่ากบัสารละลายมาตรฐาน Mc Farland No.0.5 ใชไ้มพ้นัสําลีท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้จุ่มแบคทีเรียท่ี

ตอ้งการทดสอบ แลว้กวาดลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) ให้ทัว่จาน โดยกวาด 3 ระนาบทิ้ง

ให้ผิวหน้าแห้ง ใช้ปากคีบ คีบช้ินวุน้ท่ีเจาะ มาวางบนอาหาร NA ท่ีเกล่ียเช้ือไว ้แลว้นาํไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง สังเกตวงใส (clear zone) ท่ีเกิดข้ึนรอบๆ ช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือ 

แอคติโนมยัสีท ถา้พบวงใสเกิดข้ึน แสดงวา่เช้ือแอคติโนมยัสีทชนิดนั้นสามารถสร้างสารยบัย ั้งการ

เจริญของแบคทีเรียท่ีนาํมาทดสอบได ้จากนั้นคดัเลือกแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีมีความสามารถ

สร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท์ดสอบ  

 เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีให้ผลบวกจากการทดสอบดว้ยวิธี Agar plug มาสกดัดว้ยตวัทาํ

ละลาย Ethyl acetate โดยเล้ียงขีดบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP2 บ่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 วนั 

ใช ้cork borer เส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 มม. เจาะลงบนโคโลนีของแอคติโนมยัสีทท่ีเจริญบนอาหารแข็ง 

ISP2 ใช้ปากคีบ คีบช้ินวุน้ท่ีเจาะไวจ้าํนวน 3 ช้ินถ่ายลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มล. ท่ีบรรจุ

อาหารเล้ียงเช้ือ Yeast  Malt Broth (YM broth) ปริมาตร 100 มล. เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ Rolatory 

Shaker 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วนั นาํอาหารเล้ียงเช้ือ Yeast  Malt Broth (YM 
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broth) มาป่ันแยกส่วนของเส้นใยและนํ้ าเล้ียงเช้ือออกจากกนั ดว้ยความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที ท่ี

อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 15 นาที สกดัส่วนของนํ้ าเล้ียงเช้ือด้วยตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต โดยใช้

กรวยแยก โดยใช้ปริมาตรเอทิลอาซิเตตต่อปริมาตรนํ้ าเล้ียงเช้ือในอตัราส่วน 1:1 เก็บสารสกดัของ

ชั้นเอทิลอาซิเตตไว ้นาํส่วนของเส้นใยท่ีจากการป่ันแยกออกจากนํ้ าเล้ียงเช้ือนั้น มาบดดว้ยโกร่งบด

ยาเพื่อให้ เซลล์แตกจากนั้ นสกัดเส้นใยด้วยเอททิลอาซิเตตปริมาตร 30 มล.  เก็บชั้ นของ 

เอททิลอาซิเตตไว ้เทรวมสารสกดัส่วนท่ีไดจ้ากนํ้าเล้ียงเช้ือและส่วนท่ีไดจ้ากเส้นใยท่ีไดจ้ากนํ้ าเล้ียง

เช้ือและส่วนท่ีได้จากเส้นใย ระเหยเอทิลอาซิเตตออกด้วยเคร่ืองระเหยสูญญากาศแบบหมุนท่ี

อุณหภูมิ 35 ºC จนสารสกดัแหง้ ละลายตะกอนสารดว้ยสารละลาย 20% DMSO ปริมาตร 3 มล. เก็บ

สารสกดัไวท่ี้อุณหภูมิ – 20 ºC เพื่อนาํไปทดสอบการทดสอบการออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ

ต่อไป 

  3.3.2.1 ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรียของสารสกดัด้วยวธีิ disc diffusion method 

ละลายเช้ือแบคทีเรียทดสอบใน 0.85% NaCl ปรับความขุ่นใหไ้ดเ้ท่ากบัสารละลาย

มาตรฐาน McFarland No. 0.5 ใช้ไมพ้นัสําลีท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้จุ่มแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบ แลว้

กวาดลงบนอาหารแข็ง Nutreint agar (NA) ให้ทัว่จาน โดยกวาดซํ้ า 3 ระนาบทิ้งให้ผิวหน้าแห้ง 

หยดสารสกดัปริมาตร 40 µL ลงบนกระดาษกรองเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 มล. แลว้นาํมาวางบนอาหาร 

NA ท่ีเกล่ียเช้ือไวแ้ลว้ นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง สังเกตวงใส (clear zone) ท่ี

เกิดข้ึนรอบๆแผน่ทดสอบ ถา้พบวงใสเกิดข้ึน แสดงวา่เช้ือแอคติโนมยัสีทชนิดนั้นสามารถสร้างสาร

ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีนาํมา 

  3.3.2.2 ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรียของสารสกดัด้วยวธีิ Agar well 

ละลายเช้ือแบคทีเรียทดสอบใน 0.85% NaCl ปรับความขุ่นใหไ้ดเ้ท่ากบัสารละลาย

มาตรฐาน McFarland No. 0.5 ใช้ไมพ้นัสําลีท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้จุ่มแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบ แลว้

กวาดลงบนอาหาร Muler Hinton agar (MHA) ให้ทัว่จาน โดยกวาด 3 ระนาบทิ้งให้ผิวหนา้แห้ง ใช ้

cork borer เจาะลงบนจานอาหารแข็ง MHA แลว้นาํช้ินวุน้ออก หยดสารสกดัปริมาตร 80 µL ลงใน

หลุมท่ีเจาะไว ้ทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมงวดัผล

การยบัย ั้งเช้ือทดสอบโดยวดัเส้นผา่ศูนยก์ลางของวงใสท่ีเกิดข้ึน 

  3.3.2.3 การหาค่า MIC ของสารสกดัด้วยวธีิ Broth microdilution 

เติมอาหาร Muller Hinton Broth (MHB) ลงใน microtiter plate (96 well plate) 

ปริมาตรหลุมละ 50 µL เจือจางสารสกดัหยาบแบบ 2-fold dilution ในอาหาร MHB (หลุมละ 50 

µL) ใน microtiter plate (96 well plate) ให้ไดเ้ป็น 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 

1:512, 1:1024, 1:2048 เตรียมเช้ือทดสอบใหมี้ความขุ่น McFarland no.0.5 (108 cfu/ml) จากนั้นเจือ
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จาง 1:100 (106cfu/ml) เพื่อเติมในหลุมสารละลายยาเจือจางหลุมละ 50 µL (5x104 cell/well) จากนั้น

นาํไปบ่มท่ี 37 ºC 16-18 ชัว่โมง สังเกตการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียในแต่ละหลุมและบนัทึกผล 

 

3.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านการเจริญของเช้ือราก่อโรคพชื 

 3.4.1 การทดสอบความสามารถในการสร้างสารต่อต้านเช้ือรา โดยวธีิ Dual culture 

 ทาํการเพาะเล้ียงเช้ือราท่ีเป็นสาเหตุการเกิดโรคพืชบนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั และ

เพาะเล้ียงแอคติโนมยัสีทบนจานอาหารแข็ง YM หรือ ISP2 เป็นเวลา 3-7 วนั จากนั้นใช ้Cork borer 

ท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.6 ซม. เจาะเช้ือราก่อโรคพืชบนอาหารแข็ง PDA ท่ีมีอายุ 7 วนั โดย

เจาะบริเวณปลายเส้นใยของเช้ือรา และใช ้Cork borer เจาะแอคติโนมยัสีทท่ีโตบนอาหารแข็งท่ีมี

อายุ 5 วนั ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือเข่ียช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือราทดสอบจาํนวน 1 ช้ิน วางลงตรงจุดก่ึงกลางบนอาหาร 

PDA agar ดา้นตรงขา้มเช้ือราทั้งส่ีดา้นของจานอาหารใช้เข็มเข่ียช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือแอคติโนมยัสีท วาง

ตรงขา้มกบัเช้ือรา ห่างจากเช้ือราทดสอบ 2.3 ซม. (ดงัภาพท่ี 3.2)  

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      

 

ภาพที ่3.2 การทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราโดยวธีิ Dual culture 

 

 

 

                 

             2.3 cm             แอคติโนมยัสีท 

            เช้ือราทดสอบ 
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บ่มจานอาหาร PDA ท่ีอุณหภูมิห้องและสังเกตการเจริญปกคลุม (over-growth) โคโลนีเช้ือรา 

เป็นเวลา 5 วนั บนัทึกระยะกวา้งของรัศมีโคโลนีของเช้ือราโรคพืชท่ีเติบโตจากจุดท่ีเพาะไปจนถึง

ขอบโคโลนีแนวท่ีถูกยบัย ั้ง และบนัทึกระยะกวา้งของรัศมีโคโลนีจากจุดท่ีเพาะไปจนถึงขอบ

โคโลนีของเช้ือราโรคพืชในจากควบคุม จากนั้นนาํมาคาํนวณโดยใชสู้ตร 

 สูตรการคาํนวณคือ % ยบัย ั้งการเจริญ =  (R1-R2) × 100 / R1 

โดย  R1 = เส้นผา่ศูนยก์ลางโคโลนีของราในชุดควบคุม 

R2 = เส้นผา่ศูนยก์ลางโคโลนีของราในจานอาหารเล้ียงเช้ือทดสอบ 

 

3.4.2 ทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราของสารสกดัด้วยวธีิ disc diffusion method 

 หยดสารสกดัปริมาตร 40 µL ลงบนกระดาษกรองเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 มม. ทิ้งไว ้15 นาที 

ใช ้cork borer เส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 มม. เจาะลงบนโคโลนีของเช้ือราทดสอบ ใชป้ากคีบคีบช้ินวุน้ท่ี

เจาะ มาวางบนอาหาร PDA โดยวางเช้ือราทดสอบไวต้รงกลาง และวางกระดาษกรองท่ีมีสารสกดั

ของเช้ือแอคติโนมยัสีท ห่างจากเช้ือราทดสอบเป็นระยะ 2.3 มม. (ภาพท่ี 3.2) แล้วนําไปบ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้ง ตรวจผลวนัท่ี 5 หลงัจากวนัท่ีทาํการทดลอง บนัทึกบริเวณการยบัย ั้ง 

 

3.5 การจําแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมัยสีททีแ่ยกได้ 

 3.5.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 

การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการแบ่งกลุ่มโดยใช้ลกัษณะสีโคโลนี สีสปอร์ 

ลกัษณะเส้นใยอาหาร เส้นใยอากาศ และการสร้างสารสี โดย เพาะเ ช้ือแอคติโนมัยสีทบนอาหาร 

ISP2 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั บนัทึกลกัษณะโคโลนี สีสปอร์ ลกัษณะเส้นใยอาหาร เส้น

ใยอากาศ และการสร้างสารสี เร่ิมการทดลองโดยใช้ห่วงถ่ายเช้ือลากเช้ือแอคติโนมยัสีทลงบน

อาหารsISP2 แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3sวนัแลว้ใช้ปากคีบคีบกระจกปิดสไลด์ท่ีฆ่า

เช้ือแลว้ปักลงบนบริเวณรอยลากท่ีเช้ือมีการเจริญ จากนั้นบ่มเช้ือต่อท่ีอุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 5 วนั 

เม่ือเช้ือเจริญเตม็ท่ีและสร้างสปอร์ใชป้ากคีบดึงกระจกปิดสไลด์ออกมายอ้มดว้ยสี crystal violet ทิ้ง

ไวน้าน 1 นาที ลา้งดว้ยนํ้ าเปล่าโดยให้ไหลผา่นเบาๆ เพื่อไม่ให้สปอร์หลุดออกมา ซบักระจกปิด

สไลดใ์หแ้หง้ นาํไปศึกษารูปร่างลกัษณะของเช้ือและสปอร์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ บนัทึกลกัษณะของ

เส้นใยและสปอร์ 
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 3.5.2 การเพิม่ปริมาณสารพนัธุกรรมของยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR สําหรับการหาลําดับ

นิวคลโีอไทด์ 

เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีต้องการสกัดดีเอ็นเอในอาหาร ISP1 นําไปเขย่าท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วนั นาํเซลล์แอคติโนมยัสีท 4 มล. มาป่ันเหวี่ยงท่ี (12,000 รอบต่อนาที) 

เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสออก ลา้งดว้ย 500 µL TE buffer นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี (12,000 รอบต่อ

นาที) เป็นเวลา  15 นาที เทส่วนใสออก เติม 500 µL TE buffer แลว้นาํไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 oC เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง นาํตวัอย่างออกจากตูเ้ยน็ -80 oC ตั้งทิ้งไว ้5 นาที แลว้นาํตวัอยา่งดงักล่าวไปตม้เป็น

เวลา 20 นาที แลว้ตั้งทิ้งไวใ้ห้เยน็ เป็นเวลา 5 นาที นาํตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยงต่อท่ี (12,000 รอบต่อ

นาที) เป็นเวลา 15 นาที แลว้นาํส่วนใส 300 µL ใส่ในหลอดท่ีสะอาด เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 oC เพื่อ

เป็น template สาํหรับปฏิกิริยา PCR 

การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเช้ือโดยใชเ้ทคนิค Polymerase Chain- Reaction 

(PCR)  โดยนาํ DNA template ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มาผสมกบั reaction  mixture PCR ปริมาตร 

25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย  50mM KCl, 20mM Tris-HCl (pH 8.4), 50mM MgCl2, 200mM 

dNTP, ใช ้ Taq polymerase (2U/ml;Sigma-Aldrich) 1 มิลลิลิตร, universalsprimers1525rs1525R 

(5’AAGGAGGTGWTCCARCC-3’)  และs27fs(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) (Lane, 

1991) (10spM)sแลว้นาํ PCR เขา้โปรแกรม ประกอบดว้ย pre-denaturation ท่ี 95 oC 5 นาที หลงัจาก

นั้นสาํหรับ denaturation at 95 oC เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 52 oC เป็นเวลา 40 วนิาที 

elongation ท่ี 72 oC เป็นเวลา 90 วนิาที รวมทั้งหมด 25 รอบ และ post-elongation ท่ี 72 oC เป็นเวลา 

5 นาที หลงัจากนั้นตรวจสอบ ผลผลิต PCR ใน 1% agarose gel ดว้ยวธีิ electrophoresis 

 


