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บทที ่4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 การเกบ็ตัวอย่างดิน 

 ดินจดัเป็นแหล่งใหญ่ท่ีสุดท่ีพบแอคติโนมยัสีท โดยมีจาํนวนประมาณ 10% ของจุลินทรีย์

ทั้งหมดท่ีมีอยูใ่นดิน (Janssen, 2006) ตวัอยา่งดินบริเวณต่างๆ ภายในมหาวิทยาลยัทกัษิณวิทยาเขต

พทัลุง ถูกเก็บเพื่อใชใ้นงานวิจยัน้ี ทาํการเก็บตวัอยา่งดินแบบสุ่ม โดยเก็บตวัอยา่งดินบริเวณต่างๆ 

ภายในมหาวทิยาลยัทกัษิณวทิยาเขตพทัลุง จาํนวน 6 จุด คือ ดินบริเวณตึกโดม ดินมีลกัษณะเป็นดิน

ร่วนสีดาํ เน้ือดินละเอียด (ภาพท่ี 1ก) ดินแปลงนาขา้วบริเวณตึกโดม ดินมีลกัษณะเป็นดินเหนียว

ละเอียดสีเทา (ภาพท่ี 1ข) ดินบริเวณป่าขา้งตึกวิทยบริการ ดินมีลกัษณะเป็นดินร่วนสีแดงเน้ือดิน

ละเอียด (ภาพท่ี 1ค) ดินบริเวณนาขา้วขา้งหอพกัอินทนิลดินมีลกัษณะเป็นดินเหนียว สีเทา เปียก ซ่ึง

เป็นดินในนาขา้ว (ภาพท่ี 1ง) ดินบริเวณแปลงทดลองขา้งตึกโดม ดินมีลกัษณะเป็นดินเหนียว มีสีดาํ 

มีเศษพืชปะปนอยู ่(ภาพท่ี 1จ) ดินบริเวณฟาร์มโคนม ลกัษณะของดินท่ีเก็บมีลกัษณะเป็นดินร่วน สี

ดาํ (ภาพท่ี 1ฉ) โดยดินทั้ง 6 จุด มีสภาพเป็นกรดเล็กนอ้ยโดยมีค่า pH อยูใ่นช่วง 5.87–6.72 ดงัแสดง

ในตารางท่ี 4.1 

 

 

 
 

ภาพที ่4.1 การเก็บตวัอยา่งดินภายในมหาวทิยาลยัทกัษิณวทิยาเขตพทัลุง 

 

ก   ข    ค 

ง          จ      ฉ 
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ตารางที ่4.1 ลกัษณะดินตวัอยา่งภายในมหาวทิยาลยัทกัษิณวทิยาเขตพทัลุง 

 

จุดที ่ บริเวณเกบ็ตัวอย่าง ลกัษณะดินตัวอย่าง pH 

1 ดินบริเวณตึกโดม (D) ดินร่วน สีดาํเน้ือดินละเอียด 6.24 

2 ดินแปลงนาขา้วบริเวณตึกโดม (R) ดินเหนียวเน้ือดินละเอียด 5.87 

3 ดินบริเวณป่าขา้งตึกวทิยบริการ (W) ดินร่วนสีแดงเน้ือดินละเอียด 6.35 

4 ดินบริเวณนาขา้วขา้งหอพกัอินทนิล(I) ดินเหนียว สีเทา เปียก 6.18 

5 ดินบริเวณแปลงทดลองขา้งตึกโดม (P) ดินเหนียว สีดาํ ช้ืน 6.35 

6 ดินบริเวณฟาร์มโคนม(F) ดินร่วน สีดาํ ช้ืน 6.72 

 

4.2 การแยกและการตรวจนับเช้ือแอคติโนมัยสีททีแ่ยกได้จากดิน 

 ในการแยกแอคติโนมยัสีทจากดินบริเวณมหาวทิยาลยัทกัษิณ วทิยาเขตพทัลุง จาํนวน 6 จุด 

โดยนาํตวัอยา่งดินมาตากให้แหง้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7sวนั เพื่อลดจาํนวนแบคทีเรียและเช้ือราท่ี

ไม่ตอ้งการบางส่วนออกไป จากนั้นทาํการแยกเช้ือแอคติโนมยัสีทจากตวัอยา่งดินท่ีเตรียมดว้ย

วธีิการต่างๆ 3 วธีิ คือ การเจือจางตวัอยา่งดว้ย yeast extract เขม้ขน้ 6% และ SDS เขม้ขน้ 0.05%, 

การเจือจางตวัอยา่งดว้ย phenol ความเขม้ขน้ 1.5% และการอบตวัอยา่งดินท่ีอุณหภูมิ 120 OC นาน 1 

ชัว่โมง นาํมาแยกเช้ือโดยวธีิ serial dilution spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด คือ SCA, OMA 

และ HVA ท่ีมี nystatin ความเขม้ขน้ 50 µg/ml และ nalidixic acid 20 µg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็น

เวลา 7-14 วนั (ภาพท่ี 4.2) จากการแยกแอคติโนมยัสีทจากดินบริเวณฟาร์มโคนมบนอาหารเล้ียงเช้ือ

และวธีิการแยกเช้ือท่ีแตกต่างกนั ผลการทดลองพบแอคติโนมยัสีทปริมาณแตกต่างกนัตามชนิดของ

อาหารและวธีิการแยก โดยพบวา่การเจือจางตวัอยา่งดว้ย yeast extract เขม้ขน้ 6% และ SDS เขม้ขน้ 

0.05% บนอาหาร SCA OMA และ HVA สามารถแยกแอคติโนมยัสีทได ้ 2.2x105, 3.2x104 และ 

2.0x104 CFU/กรัม ตามลาํดบั การเจือจางตวัอยา่งดว้ย phenol ความเขม้ขน้ 1.5% บนอาหาร SCA 

OMA และ HVA สามารถแยกได ้6.3x102 2.9x102 และ 2.6x102 CFU/กรัม ตามลาํดบั และการอบตวั

อยา่งดินท่ีอุณหภูมิ 120 OC นาน 1 ชัว่โมง บนอาหาร SCA OMA และ HVA สามารถแยกได ้

1.3x102 8.0x102 และ 2.0x102 CFU/กรัม ตามลาํดบั ส่วนการแยกแอคติโนมยัสีทจากดินบริเวณป่า

ขา้งตึกวทิยบริการพบวา่ การเจือจางตวัอยา่งดว้ย yeast extract เขม้ขน้ 6% และ SDS เขม้ขน้ 0.05% 

บนอาหาร SCA OMA และ HVA สามารถแยกแอคติโนมยัสีทได ้ 8.0x104 1.0x104 และ 2.6x104 

CFU/กรัม การเจือจางตวัอยา่งดว้ย phenol ความเขม้ขน้ 1.5% บนอาหาร SCA OMA และ HVA 

สามารถแยกได ้ 9.2x102 6.2x102 และ 3.0x102 CFU/กรัม ตามลาํดบั และการอบตวัอยา่งดินท่ี
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อุณหภูมิ 120 OC นาน 1 ชัว่โมง บนอาหาร SCA OMA และ HVA สามารถแยกได ้2.1x102 3.0x101 

และ 4.0x101 CFU/กรัม ตามลาํดบั  

 

 

 

     
 

ภาพที่ 4.2 แอคติโนมยัสีทท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือs SCA (ก)  OMA (ข) และ HVA (ค)  บ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 

 

  

ตารางที ่4.2 จาํนวนแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดินในแต่ละบริเวณท่ีทาํการเก็บตวัอยา่ง 

 

อาหาร

เลีย้งเช้ือ 

ดินบริเวณฟาร์มโคนม ดินป่าข้างอาคารวทิยบริการ 

SDS/YE Phenol 120 OC SDS/YE Phenol 120 OC 

SCA 2.2x105 6.3x102 1.3x102 8.0x104 9.2x102 2.1x102 

OMA 3.2x104 2.9x102 8.0x102 1.0x104 6.2x102 3.0x101 

HVA 2.0x104 2.6x102 2.0x102 2.6x104 3.0x102 4.0x101 
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จากการแยกเช้ือแอคติโนมยัสีทบนอาหาร 3 ชนิด พบวา่แอคติโนมยัสีทในตวัอยา่งดินมี

ปริมาณท่ีแตกต่างกนัตามชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือและวธีิการแยก โดยการเจือจางตวัอยา่งดินทั้ง 6 

จุด (ดินบริเวณนาขา้วขา้งหอพกัอินทนิล แปลงทดลองขา้งตึกโดม ฟาร์มโคนม ดินบริเวณตึกโดม 

ดินแปลงนาขา้วบริเวณตึกโดม และดินบริเวณป่าขา้งตึกวิทยบริการ) ดว้ย yeast extract เขม้ขน้ 6% 

และ SDS เขม้ขน้ 0.05% เป็นวธีิท่ีสามารถแยกเช้ือแอคติโนมยัสีทไดม้ากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิ

อ่ืนๆ ซ่ึง SDS จะช่วยในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ในตวัอยา่งดินและช่วยในการ

กระตุน้การงอกของสปอร์ของแอคติโนมยัสีท ส่วนการ pre-treat ดินดว้ยฟีนอลและการอบท่ี

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เพื่อตอ้งการแยกเช้ือในกลุ่ม rare actinomycetes และ

พบวา่เช้ือในกลุ่มน้ีเป็นเช้ือท่ีมีการเจริญชา้มาก บางสายพนัธ์ุตายระหวา่งท่ีมีการเล้ียงใน

หอ้งปฏิบติัการ (ไม่ไดแ้สดงผลการทดลอง)   เช้ือส่วนใหญ่จึงไม่ไดค้ดัเลือกไปทดสอบฤทธ์ิตา้นจุล

ชีพ จากการคดัแยกเช้ือจากตวัอยา่งดินพบวา่เช้ือท่ีแยกไดส่้วนใหญ่มีลกัษณะคลา้ยคลึงกนั คือ 

โคโลนีมีลกัษณะเป็นปุย ฟู มีสีขาว (ภาพท่ี 4.2) และพบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมในการแยกเช้ือ

แอคติโนมยัสีทจากดินคืออาหาร SCA และ HVA หลงัจากนั้นคดัเลือกแอคติโนมยัสีทจากดิน

บริเวณนาขา้วขา้งหอพกัอินทนิล 25 ไอโซเลท แปลงทดลองขา้งตึกโดม 18 ไอโซเลท ฟาร์มโคนม 

7 ไอโซเลท ดินบริเวณตึกโดม 31 ไอโซเลท ดินแปลงนาขา้วบริเวณตึกโดม 4 ไอโซเลท และดิน

บริเวณป่าขา้งตึกวทิยบริการ 5 ไอโซเลท รวมทั้งส้ิน 90 ไอโซเลท เพื่อการทดสอบฤทธ์ิตา้น

แบคทีเรียดว้ยวธีิ cross streak ต่อไป (ภาพท่ี 4.3 และตารางท่ี 4.3) 

 

ตารางที ่4.3 แอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดินในแต่ละบริเวณท่ีทาํการเก็บตวัอยา่ง 

 

บริเวณเกบ็ตัวอย่าง 
รหัส

ตัวอย่างดิน 

จํานวนไอโซเลท

ทีเ่ลอืก 
รหัสเช้ือ 

รวม 

(ไอโซเลท) 

อนิทนิล (IN)     

HV SDS+YE IN 1 10 IN1-1 ถึง IN1-10  

 1.5% Phenol IN 2 14 IN2-1 ถึง IN2-14  

 120 OC 1 hr. IN 3 1 IN3-1   

SCA SDS+YE IN 4 - -  

 1.5% Phenol IN 5 - -  

 120 OC 1 hr. IN 6 - -  
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ตารางที ่4.3 แอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดินในแต่ละบริเวณท่ีทาํการเก็บตวัอยา่ง (ต่อ) 

 

บริเวณเกบ็ตัวอย่าง 
รหัส

ตัวอย่างดิน 

จํานวนไอโซเลท

ทีเ่ลอืก 
รหัสเช้ือ 

รวม 

(ไอโซเลท) 

อนิทนิล (IN)     

OMA SDS+YE IN 7 - -  

 1.5% Phenol IN 8 - -  

 120 OC 1 hr. IN 9 - - 25 

แปลงทดลอง (P)     

HV SDS+YE P1 15 P1-1 ถึง P1-15  

 1.5% Phenol P2 2 P2-1 ถึง P2-2  

 120 OC 1 hr. P3 1 P3-1   

SCA SDS+YE P4 - -  

 1.5% Phenol P5 - -  

 120 OC 1 hr. P6 - -  

OMA SDS+YE P 7 - -  

 1.5% Phenol P 8 - -  

 120 OC 1 hr. P 9 - - 18 

ฟาร์มโคนม (F)     

HV SDS+YE F 1 4 F 1-1 ถึง F 1-4  

 1.5% Phenol F 2 1 F 2-1   

 120 OC 1 hr. F 3 - -  

SCA SDS+YE F 4 - -  

 1.5% Phenol F 5 1 F 5-1   

 120 OC 1 hr. F 6 - -  

OMA SDS+YE F 7 - -  

 1.5% Phenol F 8 - -  

 120 OC 1 hr. F 9 1 F 9-1  7 

ดินบริเวณตึกโดม (D)     

HV SDS+YE D 1 18 D 1-1 ถึง D 1-18  
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ตารางที ่4.3 แอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดินในแต่ละบริเวณท่ีทาํการเก็บตวัอยา่ง (ต่อ) 

 

บริเวณเกบ็ตัวอย่าง 
รหัส

ตัวอย่างดิน 

จํานวนไอโซเลท

ทีเ่ลอืก 
รหัสเช้ือ 

รวม 

(ไอโซเลท) 

HV 1.5% Phenol D 2 1 D 2-1   

 120 OC 1 hr. D 3 4 D 3-1 ถึง D 3-4  

SCA SDS+YE D 4 5 D 4-1 ถึง D 4-5  

 1.5% Phenol D 5 - -  

 120 OC 1 hr. D 6 - -  

 Not treat D 7 1 D 7-1   

OMA SDS+YE D 8 1 D 8-1   

 1.5% Phenol D 9 1 D 9-1   

 120 OC 1 hr. D 10 - - 31 

ดินบริเวณป่าข้างตึก 

วทิยบริการ (W) 

    

HV SDS+YE W 1 1 W 1-1   

 1.5% Phenol W 2 2 W 2-1 ถึง W 2-2  

 120 OC 1 hr. W 3 - -  

SCA SDS+YE W 4 - -  

 1.5% Phenol W 5 - -  

 120 OC 1 hr. W 6 - -  

OMA SDS+YE W 7 1 W 7-1   

 1.5% Phenol W 8 1 W 8-1   

 120 OC 1 hr. W 9 - - 5 

ดินแปลงนาข้าวบริเวณตึก

โดม (R) 

    

HV SDS+YE R 1 - -  

 1.5% Phenol R 2 - -  

 120 OC 1 hr. R 3 - -  

SCA SDS+YE R 4 1 R 4-1   
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ตารางที ่4.3 แอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดินในแต่ละบริเวณท่ีทาํการเก็บตวัอยา่ง (ต่อ) 

 

บริเวณเกบ็ตัวอย่าง 
รหัส

ตัวอย่างดิน 

จํานวนไอโซเลท

ทีเ่ลอืก 
รหัสเช้ือ 

รวม 

(ไอโซเลท) 

ดินแปลงนาข้าวบริเวณตึก

โดม (R) 

    

SCA 1.5% Phenol R 5 - -  

 120 OC 1 hr. R 6 - -  

 Not treat R 7 2 R 7-1 ถึง R 7-2  

OMA SDS+YE R 8 1 R 8-1   

 1.5% Phenol R 9 - -  

 120 OC 1 hr. R 10 - - 4 

หมายเหตุ: (-) หมายถึง ไม่เลือกมาทาํการทดสอบฤทธ์ิตา้นจุลชีพ  

 

 

 
 

ภาพที่ 4.3 ลกัษณะการเจริญของแอคติโนมยัสีท บนอาหารISP2 (ก) ไอโซเลท IN 1-1 สร้างเส้นใย

อากาศสีขาวอมนํ้าตาล เส้นใยอาหารสีครีม และไม่สร้างสารสี (ข) ไอโซเลท IN 2-4 สร้าง

เส้นใยอากาศสีขาวอมชมพู เส้นใยอาหารสีเหลืองอ่อน และไม่สร้างสารสี (ค) ไอโซเลท 

F 9-1 สร้างเส้นใยอากาศสีเทาอมนํ้าตาล เส้นใยอาหารสีเหลือง และสร้างสารสีเหลือง (ง) 

ไอโซเลท D 1-4 สร้างเส้นใยอากาศสีส้ม เส้นใยอาหารสีขาวอมส้ม และสร้างสารสี

นํ้าตาลอ่อน 

   ก      ข    ค            ง 

 

 

  ก     ข                 ค             ง 
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4.3 การคัดกรองความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของแบคทเีรียเบือ้งต้น 

4.3.1 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของแบคทเีรียด้วยวธีิ Cross streak 

นาํเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีแยกได้ 90 ไอโซเลท มาทดสอบการสร้างสารปฏิชีวนะด้วยวิธี 

Cross streak method โดยการทาํซํ้ ากบัเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเป็นclinical strain 6 ชนิดsไดแ้ก่ P. 

aeruginosa S. aureus A. baumannii E. coli CoNS และ K. pneumoniae และเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ี

เป็น lab strain 5 ชนิด ไดแ้ก่ P. aeruginosa S. aureus Salmonella sp. B. cereus Klebsiella sp. และ

ยสีต ์1 ชนิด ไดแ้ก่ S. cerevisiae  

 

           
 

ภาพที ่4.4 แสดงความสามารถในการการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ Clinical strains และ Lab strains 

 แกรมบวก   แกรมลบ   ไม่ยบัย ั้ง   ยสีต ์  ไม่ไดท้ดสอบ 

 

 
 

ภาพที่ 4.5 แสดงการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ Clinical strains (ก) และ Lab strains (ข) ของ 

แอคติโนมยัสีทสายพนัธ์ุ F 9-1 
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จากการทดสอบพบวา่แอคติโนมยัสีทจาํนวน 61 ไอโซเลทสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียทดสอบได ้คิดเป็น 67.8% ของปริมาณเช้ือท่ีเลือกมาทดสอบ โดยสามารถยบัย ั้งเช้ือ

แบคทีเรียทดสอบท่ีเป็น clinical strains โดยแยกเป็นแกรมบวก 24 ไอโซเลท (34%) ยบัย ั้งเช้ือ

แบคทีเรียแกรมลบ 25sไอโซเลท (35%) และไม่ยบัย ั้ง 22sไอโซเลท (31%) และสามารถยบัย ั้งเช้ือ

แบคทีเรียทดสอบท่ีเป็น lab strains ท่ีเป็นเช้ือแกรมบวก 12 ไอโซเลท (35%)   ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย

แกรมลบ 10sไอโซเลท (17%) ยบัย ั้งยีสต ์3 ไอโซเลท (5%) ไม่ยบัย ั้ง 11 ไอโซเลท (18%) ดงัภาพท่ี 

4.4-4.5 และตารางท่ี 4.4 

 

ตารางที่ 4.4 ความสามรถในการสร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบของแอคติโนมยัสีทดว้ย

วธีิ Cross streak method 

 

สายพนัธ์ุ 

แอคติโนมัยสีท 

ระดับการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทดสอบ 

Clinical strains Lab strains 

P.
 a
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. c
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.  

  S.
 c
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e 

B
. c

er
eu

s 

 K
le

bs
ie

lla
 sp

. 

IN 1-2 - +++ - - +++ - ND ND ND ND ND ND 

IN 1-5 - - - - + - - + - - + - 

IN 1-6 - - - - - - - - - - + - 

IN 1-7 - +++ - - - - ND ND ND ND ND ND 

IN 1-9 +++ +++ +++ +++ - - ND ND ND ND ND ND 

IN 1-10 - +++ - - - - - + - - - - 

IN 2-16 - - - - - - - - - - + - 

IN 2-17 - - - + - - - - - - ++ - 

IN 2- 21 - - - - - +++ ND ND ND ND ND ND 

IN 2-22 - - - +++ +++ - ND ND ND ND ND ND 

IN 2-23 - +++ + + ++ - - - - +++ - +++ 

IN 2-24 - - - - - - - ++ - - - - 

IN 3-25 - + ++ +++ +++ - - +++ - - +++ - 



27 

 

ตารางที่ 4.4 ความสามรถในการสร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบของแอคติโนมยัสีทดว้ย

วธีิ Cross streak method (ต่อ) 

 

สายพนัธ์ุ 

แอคติโนมัยสีท 

ระดับการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทดสอบ 

Clinical strains Lab strains 
P.
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. c
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.  

  S.
 c
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e 

B
. c

er
eu

s 

 K
le
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 sp

. 

P 1-1  - +++ +++ +++ +++ - - +++ +++ - +++ - 

P 1-2 - +++ +++ +++ +++ - - +++ +++ - +++ - 

P 1-3 ++ ++ - ++ + ++ +++ +++ - +++ +++ +++ 

P 1-4 - +++ - - + - - +++ - - +++ +++ 

P 1-5 - - - - - - - - - + - - 

P 1-6 - +++ +++ +++ +++ - - - - - - - 

P 1-7 - +++ ++ +++ +++ +++ - +++ +++ - +++ - 

P 1-8 - +++ +++ +++ +++ - - - - - - - 

P 1-9 - +++ +++ +++ +++ - - +++ - - +++ - 

P 1-10 - +++ +++ +++ +++ - - - - - - - 

P 1-11 - +++ - - ++ - - +++ - - - +++ 

P 1-12 - +++ - +++ +++ - - - - - +++ - 

P 1-13 - +++ - - + - - +++ - - ++ - 

P 1-14 - +++ ++ - ++ - - +++ - - +++ - 

P 1-15 - +++ - - ++ - - +++ - - +++ - 

F 1-1 - +++ + ++ ++ - - +++ ++ - +++ - 

F 1-2 - +++ - +++ +++ - - +++ ++ - +++ - 

F 2-1 - ++ - - - - - ++ - + + - 

F 9-1 - +++ ++ + ++ - - +++ + - +++ - 

D 4-2 - - - - ++ - - - - - - - 

D 4-4 - - - - - - - - - - +++ - 
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ตารางที่ 4.4 ความสามรถในการสร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบของแอคติโนมยัสีทดว้ย

วธีิ Cross streak method (ต่อ) 

 

สายพนัธ์ุ 

แอคติโนมัยสีท 

ระดับการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทดสอบ 

Clinical strains Lab strains 
P.

 a
er

ug
in

os
a 

S.
 a

ur
eu

s 

A
. b

au
m

an
ni

i 

E
. c
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.  

  S.
 c
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. c
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. 

D 4-5 - - - - +++ - ND ND ND ND ND ND 

D 1-9 +++ +++ +++ +++ - - ND ND ND ND ND ND 

D 1-10 - +++ ++ + +++ - - +++ ++ +++ +++ ++ 

D 1-11 - +++ +++ +++ +++ - ND ND ND ND ND ND 

D 1-12 - - - - - - - ±  - - - - 

D 1-13 - +++ ++ + ++ - - ++ ++ - +++ - 

D 1-14 - +++ ++ + ++ - - ++ - - +++ - 

D 1-15 - +++ - ++  ++ - - +++ - - +++ - 

D 1-16 - +++ + + ++ - - +++ ++ - +++ - 

D 1-17 - +++ + - + - - +++ + - +++ - 

D 1-18 - +++ - - - - - +++ + - +++ - 

D 1-19 - +++ + + ++ - - +++ ++ - +++ - 

D 1-20 - +++ + ++ +++ - - +++ ±  - +++ - 

D 1-21 - +++ ++ + +++ + - +++ - - +++ ++ 

D 1-22 +++ - - - - - - - - - - - 

D 1-24 - +++ +++ +++ +++ +++ ± ++ +++ ++ +++ +++ 

D 1-26 - +++ +++ +++ +++ +++ ± +++ +++ ++ +++ +++ 

D 2-27 + +++ ++ ++ +++ - ++ +++ +++ - +++ - 

D 3-28 - +++ - + ++ - - +++ - - +++ - 

D 3-29 - +++ +++ ++ +++ - - +++ ± - +++ - 

D 3-30 - +++ ++ ± +++ - ± ++ ± ± +++ - 
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ตารางที่ 4.4 ความสามรถในการสร้างสารปฏิชีวนะยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบของแอคติโนมยัสีทดว้ย

วธีิ Cross streak method (ต่อ) 

 

สายพนัธ์ุ 

แอคติโนมัยสีท 

ระดับการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทดสอบ 

Clinical strains Lab strains 
P.

 a
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. c
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D 3-31 - +++ - + - - - +++ - - +++ - 

R 7-33 - - - - +++ - ND ND ND ND ND ND 

W 8-37 - +++ - - + - - +++ - - +++ - 

W 1-38 - +++ ++ ± +++ - - +++ ± - +++ - 

W 2-39 + ± - - ++ - - - ± - ± - 

W 2-40 ± +++ - - - - - +++ - ± ++ - 

    

หมายเหตุ +++ หมายถึง  บริเวณยบัย ั้งมากกวา่ 15 มม. 

++ หมายถึง  บริเวณยบัย ั้ง 7-15 มม. 

+ หมายถึง  บริเวณยบัย ั้ง 1-7  มม. 

- หมายถึง  ไม่ยบัย ั้ง 

 ND หมายถึง  ไม่ไดท้าํการทดสอบ  

± หมายถึง  ผลไม่ชดัเจนอาจจะมีฤทธ์ิหรือไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 

 

 เม่ือนาํแอคติโนมยัสีทท่ีไดค้ดัเลือกทั้งหมด 90 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบ 

มาแบ่งกลุ่มตามระดบัการยบัย ั้ง ออกเป็น 3 ระดบั คือระดบัสูง (+++) ให้ค่าการยบัย ั้งมากกวา่ 15 

มม. ระดบั กลาง (++) ให้ค่าการยบัย ั้งเท่ากบั 7-15 มม. และระดบัตํ่า (+) ให้ค่าการยบัย ั้งเท่ากบั 1-7  

มม. พบวา่ แอคติโนมยัสีทส่วนใหญ่มีค่าการยบัย ั้ง S. aureus และ B. cereus ในระดบัสูง และมีค่า

ยบัย ั้ง CoNS ในระดับปานกลาง และ E. coli ส่วนใหญ่อยู่ในระดับตํ่า (ตารางท่ี 4.4) โดย 

แอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดมี้ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus และ B. cereus) 

ไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Kumar และคณะ (2010) ซ่ึงทาํ
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การคดัแยกแอคติโนมยัสีท 117 สายพนัธ์ุ ท่ีแยกได้จากดินในสวนและพื้นท่ีชุ่มนํ้ าของประเทศ

อินเดีย พบวา่ 6 ไอโซเลทสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus aureus เช่นเดียวกบัผล

การศึกษาของ Boudjella และคณะ (2006) รายงานว่า แอคติโนมยัสีทท่ีแยกจากตวัอย่างดินใน

ประเทศแอลจีเรียมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดไดดี้ คือ B. subtilis และ Micrococcus 

luteus  

 แอคติโนมยัสีทส่วนใหญ่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ 

เน่ืองมาจากความแตกต่างทางองคป์ระกอบของผนงัเซลล์ของแบคทีเรียทั้งสองกลุ่ม และกลไกการ

ออกฤทธ์ิของสารเมแทบอไลทท่ี์แอคติโนมยัสีทสร้าง พบวา่สารท่ีสร้างโดยแอคติโนมยัสีทและมี

กลไกการออกฤทธ์ิไปยบัย ั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์นั้น ส่วนใหญ่มักไปมีผลต่อการสร้าง 

เปปติโดไกลแคน เช่น ไม่ให้มีการสังเคราะห์สารตั้งตน้ของเปปติโดไกลแคน ยบัย ั้งขั้นตอน trans 

peptidation เป็นตน้ โดยชั้นของเปปติโดไกลแคนดงักล่าวเป็นโครงสร้างส่วนใหญ่ท่ีพบในผนงั

เซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก ส่วนแบคทีเรียแกรมลบมีชั้นของเปปติโดไกลแคนท่ีบางกวา่และมี

ผนงัเซลลช์ั้นนอก (outer membrane) ท่ีเป็น lipopolysaccharide (รัชนี ม่ิงมา, 2552) 

 

 4.3.1.1 การทดสอบความสามารถในการในการยบัยั้งแบคทเีรียก่อโรคบางชนิด ด้วยวิธี paper 

disc diffusion 

 ทาํการคดัเลือก 10 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียโดยวิธี 

cross streak มาทาํการทดสอบการสร้างสารปฏิชีวนะ โดยมาเล้ียงในอาหารเหลว 2 ชนิด คือ 

Bennett’s broth และ YM broth ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 14 วนั จากนั้นนาํมาทดสอบความสามารถใน

การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี paper disc diffusionบนอาหาร MHA (ภาพท่ี 

4.6) โดยทดสอบกบัเช้ือท่ีมีฤทธ์ิจากวิธี cross streak พบว่าแอคติโนมยัสีทท่ีสามารถให้ผลในการ

ยบัย ั้งเช้ือทดสอบ S. aureus เพียงชนิดเดียว โดยยบัย ั้ง S. aureus ท่ีเป็น clinical strains จาํนวน 12 

ไอโซเลท คือ P 1-1 P 1-2 P 1-4 P 1-10 และ P 1-11 ทาํให้เกิดวงใสขนาด 15 มม. 12 มม. 12 มม. 11 

มม. และ 14 มม. ตามลาํดบั และใหผ้ลในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบS. aureus ท่ีเป็น lab strains จาํนวน 5 

ไอโซเลท คือ P 1-1 P 1-2 และ P 1-11 เกิดวงใสขนาด 15 มม. 13 มม. และ 12 มม. ตามลาํดบั 

(ตารางท่ี 4.5 และ ภาพท่ี 4.6) 
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ภาพที ่4.6 ความสามารถในการสร้างสารยบัย ั้งเช้ือทดสอบ S. aureus ของ (ก) ไอโซเลท P 1-1 P 1-2 

P 1-4 และ P 1-11 (ข) ไอโซเลท P 1-10 (ค) ไอโซเลท D 1-10 D 1-13 D 1-14 D 1-16 D 1-

17 D 1-19 และ D 1-21 (clinical strains) (ง) ไอโซเลท D 1-10 D 1-13 D 1-14 (lab strains) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ก     ข 

ค     ง 
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ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบของแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดิน 

 

ไอโซเลท 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (มม.) 

S. aureus 

Bennet’s broth GY broth 

Clinical strains Lab strains Clinical strains Lab strains 

IN 1-2 0 0 0 0 

IN 1-7 0 0 0 0 

IN 2-11 0 0 0 0 

IN 2-12 0 0 0 0 

P 1-1 0 0 15 15 

P 1-2 0 0 12 13 

P 1-4 0 0 12 0 

P 1-10 0 0 11 0 

P 1-11 0 0 14 12 

P 1-15 0 0 0 0 

D 4-2 0 0 0 0 

D 1-10 0 0 10.5 13 

D 1-13 0 0 11 10.5 

D 1-14 0 0 12 0 

D 1-16 0 0 10.5 0 

D 1-17 0 0 14 0 

D 1-19 0 0 13.5 0 

D 1-21 0 0 0 0 

D 2-27 0 0 17 0 
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4.3.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรียด้วยวธีิ Agar plug 

การทดสอบเช้ือแอคติโนมยัสีทต่อแบคทีเรียทดสอบ ไดแ้ก่ B. cereus, S. aureus, P. 

aeruginosa และ E. coli จากการทดลองพบวา่ จากแอคติโนมยัสีทท่ีเลือกมาทั้งหมดจาํนวน 67 ไอ

โซเลท มีเพียง 2 ไอโซเลท (3%) ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทดสอบทั้ง 4 ชนิด 39 

ไอโซเลท (58%) มีฤทธ์ิต่อเช้ือ B. cereus เพียงชนิดเดียว และจาํนวน 26 ไอโซเลท (39%) ไม่

สามารถยบัย ั้งเช้ือทดสอบทั้ง 4 ชนิด ผลการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ ดงัแสดงในตาราง

ท่ี 4.6 และภาพท่ี 4.7-4.8 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.7 เช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีมีความสามารถยบัย ั้งการเจริญของ (ก) B. cereus (ข) E. coli  

(ค) P. aeruginosa (ง) S. aureus  

 

 

ก           ข 

ค           ง 
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ภาพที่ 4.8 ประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบของเช้ือแอคติโนมยัสีท ด้วยวิธี Agar plug 

 ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ   มียบัย ั้งการเจริญของ B. cererus 

เพียงอย่างเดียว   มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus S. aureus P. aeruginosa  

และ E. coli 

 

ตารางที ่4.6 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญแบคทเีรียทดสอบของเช้ือแอคติโนมัยสีท 

 

ไอโซเลต 
การยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ 

B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli 

IN1-2 ++ - - - 

IN1-3 ++ - - - 

IN1-4 ++ - - - 

IN1-5 ++ - - - 

IN1-7 ++ - - - 

IN2-2 ++ - - - 

IN2-4 ++ - - - 

IN2-5 ++ - - - 

IN2-8 ++ - - - 

IN2-10 ++ - - - 

IN2-11 ++ - - - 
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ตารางที ่4.6 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญแบคทเีรียทดสอบของเช้ือแอคติโนมัยสีท (ต่อ) 

 

ไอโซเลต 
การยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ 

B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli 

IN2-12 - - - - 

IN2-14 ++ - - - 

P1-1 ++ - - - 

P1-2 ++ - - - 

P1-3 ++ - - - 

P1-6 - - - - 

P1-9 ++ - - - 

P1-10 ++ - - - 

P1-11 ++ - - - 

P1-12 - - - - 

P2-2 - - - - 

P3-1 - - - - 

F1-3 - - - - 

F2-2 + - - - 

A-8 ++ - - - 

A-10 - - - - 

BB1-7 ++ - - - 

BB1-9 - - - - 

BB1-10 - - - - 

BB1-11 ++ +++ ++ +++ 

BB1-13 +++ - - - 

BB1-14 ++ - - - 
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ตารางที ่4.6 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญแบคทเีรียทดสอบของเช้ือแอคติโนมัยสีท (ต่อ) 

 

ไอโซเลต 
การยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ 

B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli 

BB2-1 - - - - 

BB2-2 - - - - 

BB2-3 - - - - 

BB2-4 - - - - 

BB2-5 - - - - 

BB2-6 - - - - 

BB2-7 - - - - 

BB2-8 - - - - 

BB2-9 - - - - 

BB3-3 - - - - 

BB3-6 - - - - 

BB4-5 - - - - 

VS1-1 ++ - - - 

VS1-2 - - - - 

VS1-3 - - - - 

VS1-4 ++ - - - 

VS1-5 + - - - 

VS1-6 - - - - 

VS1-7 ++ - - - 

VS1-8 ++ - - - 

VS1-9 - - - - 

VS1-10 ++ - - - 
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ตารางที ่4.6 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญแบคทเีรียทดสอบของเช้ือแอคติโนมัยสีท (ต่อ) 

 

ไอโซเลต 
การยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ 

B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli 

VS1-12 - - - - 

VS1-14 ++ - - - 

VS1-15 ++ - - - 

VS1-16 ++ - - - 

VS2-1 ++ - - - 

VS2-9 ++ - - - 

VS2-10 ++ - - - 

VS2-11 ++ - - - 

VS2-14 + - - - 

VS2-18 ++ - - - 

8/5 +++ ++ ++ ++ 

 

 หมายเหตุ: +++ หมายถึง บริเวณยบัย ั้งมากกวา่ 15 มิลลิเมตร 

++  หมายถึง บริเวณยบัย ั้ง 7-15 มิลลิเมตร 

 + หมายถึง บริเวณยบัย ั้ง 1-7 มิลลิเมตร 

-     หมายถึง ไม่ยบัย ั้ง 

  

การสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยของไอโซเลท IN2-11 P1-1 

P1-2 P1-10 และ 8/5 ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบและเช้ือราทดสอบ ด้วยตวัทาํละลาย 

เอทิลอาซิเตต แล้วทาํการระเหยตวัทาํละลายโดยใช้เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary 

Evaporator) จนตวัทาํละลายแห้ง นาํขวดท่ีมีสารสกดับรรจุอยูไ่ปชัง่นํ้ าหนกั จะทาํให้ทราบนํ้ าหนกั

ของสารสกดัท่ีไดจ้ากแต่ละไอโซเลท ซ่ึงมีค่าดงัตารางท่ี 4.7 เพื่อจะนาํไปทดสอบฤทธ์ิของสารสกดั

หยาบต่อไป 
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ตารางที ่4.7 นํ้าหนกัของสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต 

 

ไอโซเลททีท่าํการสกดัสาร นํา้หนักของสารสกดัหยาบ (มิลลกิรัม) 

IN2-11 3.3 

P1-1 5.4 

P1-2 43.3 

P1-10 0.2 

8/5 5.4 

 

  4.3.2.1 ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรียของสารสกดัด้วยวธีิ Disc diffusion method 

  จากการนําสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วยตัวทําละลายเอทิลอาซิเตต ของเช้ือ 

แอคติโนมยัสีทมาทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย ดว้ยวิธี Disc diffusion method และทาํการวดัขนาด

ของเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส เพื่อทดสอบสามารถตา้นเช้ือแบคทีเรียทดสอบได ้พบวา่สารสกดัท่ี

ไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ B. cereus เพียงชนิดเดียว โดยขนาด

ขนาดของเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสเป็นไปตามตารางท่ี 4.8 และภาพท่ี 4.9 

 

 

 

ภาพที ่4.9 ความสามารถในการตา้นเช้ือ B. cereus ของสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากไอโซเลต IN2-11 P1-

1 และ P1-10 
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ตารางที ่4.8 ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของสารสกดัดว้ยวธีิ disc diffusion method 

 

ไอโซเลท 
ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (มม.) 

B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli 

IN2-11 12.3 0 0 0 

P1-1 15.5 0 0 0 

P1-2 17.5 0 0 0 

P1-10 10.6 0 0 0 

8/5 0 0 0 0 

 

4.3.2.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรียของสารสกดัหยาบ ด้วยวธีิ Agar well 

  จากการนาํสารสกดัหยาบท่ีสกดัได้จากไอโซเลทเช้ือแอคติโนมยัสีทมาทดสอบ

ฤทธ์ิต่อเช้ือแบคทีเรียทดสอบ ดว้ยวิธี Agar well พบวา่สารสกดัหยาบของไอโซเลท IN2-11 P1-1 

P1-2 8/5 สามารถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ไดเ้พียงชนิดเดียว โดยขนาดของวงใสท่ีสารสกดัสามารถ

ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ดงัตารางท่ี 4.9 และภาพท่ี 4.10 

 

 
 

ภาพที ่4.10 ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบต่อเช้ือ B. cereus ดว้ยวธีิ Agar well 
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ตารางที ่4.9 ผลของการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวธีิ Agar well 

 

ไอโซเลท 
ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (มม.) 

B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli 

IN2-11/1 14.8 0 0 0 

IN2-11/2 0 0 0 0 

P1-1/1 8.4 0 0 0 

P1-1/2 0 0 0 0 

P1-2 11.7 0 0 0 

P1-10/1 0 0 0 0 

P1-10/2 0 0 0 0 

8/5 7.1 0 0 0 

 

 4.3.3 การหาค่า MIC ของสารสกดัหยาบ ด้วยวธีิ Broth micro dilution 

 จากการนาํสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยเอทิลอาซิเตตของเช้ือแอคติโนมยัสีท มาหาค่า MIC 

ของสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิต่อเช้ือ B. cereus ดว้ยวิธี Broth micro dilution พบวา่สารสกดัหยาบท่ีสกดัได้

จากไอโซเลท P1-1/1 P1-2/ และ 8/5 มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus เป็น 1:4 ของสารสกดั

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 4.11 
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ภาพที่ 4.11 MIC ของสารสกดัหยาบต่อเช้ือ B. cereus ดว้ยวิธี Broth micro dilution โดยเจือจางสาร

สกดัในอาหาร MHB ใน microtiter plate (96 well plates) C = Control A = สารสกดัของ 

ไอโซเลท IN2-11/1 B = สารสกดัของไอโซเลท IN2-11/2 C = สารสกดัของไอโซเลท P1-

1/1 D = สารสกดัของไอโซเลท P1-1/2 E = สารสกดัของ     ไอโซเลท P1-2 F = สารสกดั

ของไอโซเลท P1-10/1 G = สารสกดัของไอโซเลท P1-10/2 H = สารสกดัของ 

ไอโซเลท 8/5 

 

4.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านการเจริญของเช้ือราก่อโรคพชื 

4.4.1 การทดสอบความสามารถในการสร้างสารต่อต้านเช้ือรา โดยวธีิ Dual culture 

จากการนาํแอคติโนมยัสีทจาํนวน 75 ไอโซเลทมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 บ่มเล้ียง

เช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 วนั ทาํการเจาะช้ินวุน้ และใชป้ากคีบ คีบมาวางบนอาหาร PDA โดย

วางเช้ือราทดสอบไวต้รงกลาง และวางเช้ือแอคติโนมยัสีท โดยวางเช้ือแอคติโนมยัสีทห่างจากเช้ือ

ราทดสอบเป็นระยะ 2.5 เซนติเมตร พบว่าการยบัย ั้งเช้ือราทดสอบของเช้ือแอคติโนมยัสีทโดย

เปรียบเทียบค่าการยบัย ั้งกบัชุดควบคุม (ตารางท่ี 4.10) โดยใชเ้กณฑใ์นการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา

ทดสอบไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 พบวา่ มีจาํนวน 6 ไอโซเลท (8%) ของแอคติโนมยัสีทท่ีสามารถยบัย ั้ง

เช้ือราทดสอบทั้ง 4 ชนิด 17 ไอโซเลท (22.7%) สามารถยบัย ั้งเช้ือราทดสอบได ้3 ชนิด  14 ไอโซ

เลท (18.7%) สามารถยบัย ั้งเช้ือราทดสอบได ้2 ชนิด  29 ไอโซเลท (38.7%) สามารถยบัย ั้งเช้ือรา

ระดับความเจือจาง 
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ทดสอบได ้1 ชนิด  และ 9 ไอโซเลท (12%) ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบได ้ดงัภาพ

ท่ี 4.12 และ 4.13 และ ตารางท่ี 4.10) 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.12 ประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือราทดสอบ โดยใชเ้กณฑ์ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราท่ี

ใชใ้นการทดสอบมากกวา่ร้อยละ 50 

  1 - สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบทั้ง 4 ชนิด   

  2 - สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบได ้3 ชนิด 

   3 - สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบได ้2 ชนิด 

 4 - สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบได ้1 ชนิด 

 5 - ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบ 
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ภาพที ่4.13 บริเวณการยบัย ั้งของเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นเวลา 5 วนั 

ต่อเช้ือ Alternaria sp. (ก ข) Cervularia sp. (ค ง) C.  gloeosporioides (จ ฉ) Fusarium sp. 

(ช ซ) (ซา้ย : ชุดควบคุม และขวา : การทดสอบของเช้ือแอคติโนมยัสีท) 

ก            ข 

ค            ง 

จ            ฉ 

ช            ซ 
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ตารางที ่4.10 ความสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืช 

 

ไอโซเลท 

เช้ือรา 

Fusarium Alternaria Cervularia Colletotrichum 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%)  

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%)  

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%)  

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%)  

IN2-11 36.4:20.4 43.95 25.1:12.6 25.10 40.8:17.2 57.84 45.1:22.7 49.67 

IN3-1 - - - - 39.1:9.2 79.28 - - 

P1-1 36.4:11.2 69.23 25.1:10.6 57.77 - - 45.1:13.4 70.29 

P1-2 36.4:12.5 65.65 - - - - 45.1:14.7 67.41 

P1-3 36.4:15.3 57.97 25.1:13.5 46.22 - - - - 

P1-6 - - - - - - - - 

P1-7 39.2:12.2 68.88 35.6:8.4 76.40 39.1:8.1 79.28 38.1:9.7 74.54 

P1-9 36.4:11.3 68.96 - - - - - - 

P1-10 36.4:15.7 56.87 25.1:12.2 51.40 40.8:15.9 61.02 45.1:19.2 57.43 

P1-11 - - 25.1:12.2 51.40 - - 45.1:13.4 70.28 

P1-14 - - 35.6:9.7 72.75 - - - - 

P1-15 - - 35.6:9.2 74.16 39.1:10.5 73.15 - - 

F1-1 39.2:12.7 67.60 35.6: 10.3 71.07 39.1: 9.2 76.47 - - 

F1-2 39.2:12.4 68.72 35.6:9.5 76.40 39.1:12.1 69.05 - - 

F2-7 - - - - 39.1:12.6 67.77 38.1:8.6 77.43 

F9-1 - - - - 39.1:9.1 76.73 - - 

IN 1-3 31.1:16.1 48.23 23.3: 11.1 52.36 39.1: 14.4 63.17 - - 

IN 1-4 31.1: 16.1 48.23 23.3: 11.1 52.36 39.1: 14.9 61.89 42.6: 12.2 71.36 

IN 1-5 31.1: 14.1 54.66 23.3: 11.1 52.36 39.1: 14.1 63.93 42.6: 12.2 71.36 

IN 1-7 31.1: 15.1 51.44 23.3: 11.4 51.07 39.1: 12.3 68.54 42.6: 12.2 71.36 
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ตารางที ่4.10 ความสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืช (ต่อ) 

 

ไอโซเลท 

เช้ือรา 

Fusarium Alternaria Cervularia Colletotrichum 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

IN 2-2 31.1: 15.2 51.12 23.3: 13.4 42.48 39.1: 13.3 65.98 42.6: 12.2 71.36 

IN 2-4 31.1: 14.4 53.69 23.3: 15.4 33.90 39.1: 14.1 63.93 42.6: 13.3 68.77 

IN 2-5 31.1: 16.1 48.23 23.3: 14.2 39.05 39.1: 15.8 59.59 42.6: 13.3 68.77 

IN 2-11 31.1: 10.2 67.20 23.3: 12.1 48.06 39.1: 13.3 65.98 42.6: 7.2 83.09 

IN 2-14 31.1: 15.9 48.87 23.3: 12.2 47.63 39.1: 14.4 63.17 42.6: 13.3 68.77 

IN 3-1 31.1: 15.2 51.12 23.3: 12.2 47.63 39.1: 14.3 63.42 42.6: 13.3 68.77 

P1-1 31.1: 15.2 51.12 23.3: 12.2 47.63 39.1: 15.1 61.38 42.6: 13.3 68.77 

P1-2 31.1: 15.2 51.12 23.3: 13.4 42.48 39.1: 14.4 63.17 42.6: 13.3 68.77 

P1-6 31.1: 15.5 50.16 23.3: 12.2 47.63 39.1: 14.4 63.17 42.6: 11.1 73.94 

P1-9 31.1: 16.1 48.23 23.3: 14.3 38.62 39.1: 15.2 61.12 42.6: 13.3 68.77 

P1-10 31.1: 14.4 53.69 23.3: 13.7 41.20 39.1: 15.1 61.38 42.6: 12.2 71.36 

P1-11 31.1: 15.5 50.16 23.3: 12.2 47.63 39.1: 14.4 63.17 42.6: 13.3 68.77 

P1-7 31.1: 16.1 48.23 23.3: 13.3 42.91 39.1: 16.1 58.82 42.6: 14.9 65.02 

P1-12 31.1: 15.4 50.48 23.3: 14.1 39.48 39.1: 16.2 58.56 42.6: 12.2 71.36 

P1-15 31.1: 13.3 57.23 23.3: 12.2 47.63 39.1: 15.5 60.35 42.6: 12.2 71.36 

P2-2 31.1: 12.2 60.77 23.3: 13.3 42.91 39.1: 14.9 61.89 42.6: 10.5 75.35 

P3-1 31.1: 15.5 50.16 23.3: 11.1 52.36 39.1: 16.1 58.82 42.6: 8.5 80.04 

F1-1 31.1: 15.9 48.87 23.3: 11.1 52.36 39.1: 13.1 66.49 42.6: 12.2 71.36 

F2-1 31.1: 15.2 51.12 23.3: 10.2 56.22 39.1: 12.2 68.79 42.6: 8.2 80.51 

1 - - - - - - 36.1:18.3 49.30 
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ตารางที ่4.10 ความสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืช (ต่อ) 

 

ไอโซเลท 

เช้ือรา 

Fusarium Alternaria Cervularia Colletotrichum 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

3 24.4:16.1 34.01 20.1:12.2 39.30 24.4:14.4 40.98 36.1:11.1 69.25 

4 - - 20.1:11.1 44.77 24.4:14.4 40.98 36.1:13.7 62.04 

5 - - - - 24.4:16.1 34.01 36.1:16.1 55.40 

6 24.4:16.1 34.01 20.1:12.7 36.81 24.4:16.6 31.96 36.1:16.1 55.40 

10 24.4:14.3 41.39 20.1:13.3 33.83 24.4:15.1 38.11 36.1:14.5 59.83 

11 - - - - - - 36.1:23.3 35.45 

12 24.4:15.5 36.47 20.1:12.2 39.30 24.4:13.8 43.44 36.1:15.5 57.06 

13 24.4:15.9 34.83 - - 24.4:15.5 36.47 36.1:15.5 57.06 

14 24.4:15.9 34.83 20.1:13.7 31.84 24.4:14.4 40.98 36.1:18.3 49.30 

16 - - 20.1:12.7 36.81 24.4:13.3 45.49 36.1:18.3 49.30 

17 - - 20.1:11.3 43.78 - - 36.1:11.1 69.25 

18 24.4:15.9 34.83 20.1:12.7 36.81 24.4:16.6 31.96 36.1:16.1 55.40 

20 24.4:16.6 31.96 20.1:13.3 33.83 24.4:15.4 36.88 36.1:16.1 55.40 

21 24.4:16.1 34.01 20.1:12.7 36.81 24.4:13.8 43.44 36.1:14.3 60.38 

22 24.4:16.11 34.01 20.1:12.2 39.30 24.4:13.7 43.85 36.1:11.5 68.41 

26 - - - - - - 36.1:18.3 49.30 

27 24.4:17.2 29.50 20.1:12.2 39.30 24.4:13.3 45.49 36.1:11.6 67.86 

28 24.4:16.1 34.01 20.1:10.5 47.76 24.4:11.1 54.50 36.1:11.6 67.86 

29 24.4:15.5 36.47 20.1:10.5 47.76 24.4:12.2 50.00 36.1:10.4 71.19 

31 24.4:15.9 43.83 20.1:13.7 31.84 24.4:14.8 39.34 36.1:14.4 60.11 



47 

 

ตารางที ่4.10 ความสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคพืช (ต่อ) 

 

ไอโซเลท 

เช้ือรา 

Fusarium Alternaria Cervularia Colletotrichum 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

Control/

ค่ายบัยั้ง 

ยบัยั้ง

(%) 

32 24.4:16.1 34.01 - - 24.4:12.2 50.00 36.1:15.5 57.06 

33 24.4:16.1 34.01 20.1:13.7 31.84 24.4:12.2 50.00 36.1:12.2 66.20 

40 24.4:15.9 34.83 20.1:13.3 33.83 24.4:11.1 54.50 36.1:12.2 66.20 

IN 1-1 - - - - - - 36.1:22.6 37.39 

IN 1-2 24.4:15.5 36.47 - - 24.4:16.1 34.01 36.1:23.3 35.45 

IN 1-6 24.4:14.4 40.98 20.1:12.7 36.81 24.4:13.3 45.49 36.1:14.4 60.11 

IN  2-6 24.4:13.7 43.85 20.1:12.2 39.30 - - 36.1:23.3 35.45 

IN  2-8 24.4:14.4 40.98 20.1:13.7 31.84 24.4:13.3 45.49 36.1:15.9 55.95 

IN  2-9 24.4:14.4 40.98 20.1:12.2 39.30 24.4:13.3 45.49 36.1:13.3 63.15 

IN  2-12 24.4:13.3 45.49 20.1:12.2 39.30 24.4:13.8 43.44 36.1:13.3 63.15 

PI 3 24.4:13.7 45.49 20.1:12.2 39.30 24.4:13.3 45.59 36.1:13.3 63.15 

P1-4 24.4:13.7 43.85 20.1:12.2 39.30 24.4:14.8 39.34 36.1:13.2 63.43 

P1-13 24.4:15.1 38.11 20.1:13.3 33.83 24.4:15.1 38.11 36.1:13.3 63.15 

P1-14 24.4:16.1 34.01 20.1:13.7 31.84 24.4:16.1 34.01 36.1:15.1 58.17 

F9-1 24.4:14.4 40.98 20.1:12.6 37.31 24.4:15.5 36.47 36.1:13.3 63.15 

 

หมายเหตุ -  ไม่มีการยบัย ั้งเช้ือราทดสอบ 
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4.4.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราของสารสกดัหยาบด้วยวิธี Disc diffusion method 

 จากการนาํสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต ของเช้ือแอคติโนมยัสีท มา

ทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือรา ดว้ยวิธี Disc diffusion method เพื่อทดสอบสามารถตา้นเช้ือราทดสอบของ

สารสกดัหยาบท่ีสกดัไดจ้ากตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต พบวา่สารสกดัท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือแอคติโนมยั

สีทไอโซเลท P1-10 สามารถยบัย ั้งเช้ือรา C. gloeosporioides ไดเ้พียงชนิดเดียว (ภาพท่ี 4.14) 

 

 

 
 

ภาพที ่4.14 ความสามารถของสารสกดัหยาบต่อการตา้นเช้ือรา (ก) Alternaria sp. (ข) Fusarium sp. 

(ค) Cuvularia sp. และ (ง) C. gloeosporioides  

 

 

 

 

 

ก             ข 

ค             ง 
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4.5 การจําแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ 

 4.5.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

ทาํการเพาะเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดท้ั้ง 90 ไอโซเลท บนอาหาร ISP 2 เป็นเวลา 7 วนั 

เพื่อดูลกัษณะสีโคโลนีของเช้ือแต่ละไอโซเลท พบวา่สามารถแบ่งกลุ่มเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีแยกได้

ตามสีของโคโลนีเป็น 12 กลุ่ม (ตารางท่ี 4.11 และภาพท่ี 4.15) คือ กลุ่มท่ีมีสปอร์สีขาว มี substrate 

mycelium สีครีมและไม่สร้าง pigment 16 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีเทา มี substrate mycelium สี

เหลือง และสร้าง pigment สีเหลือง 10 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีเทาอมนํ้ าตาล มี substrate 

mycelium สีนํ้ าตาลอ่อน และไม่สร้าง pigment 4 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีเทาอมนํ้ าตาล มี 

substrate mycelium สีเหลือง และสร้าง pigment สีเหลือง 1 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีเขียวแก่ มี 

substrate mycelium สีดาํ และไม่สร้าง pigment 4 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีขาวอมชมพู มี substrate 

mycelium สีนํ้ าตาล และไม่สร้าง pigment 3 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีเหลืองอมชมพู มี substrate 

mycelium สีส้ม และไม่สร้าง pigment 3 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีเหลือง มี substrate mycelium สี

นํ้าตาลอ่อน และไม่สร้าง pigment 2 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีขาวอมเหลือง มี substrate mycelium 

สีครีม และไม่สร้าง pigment 2 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีขาวอมเทา มี substrate mycelium สี

นํ้าตาลอ่อน และไม่สร้าง pigment 3 ไอโซเลท กลุ่มท่ีมีสปอร์สีขาวอมม่วง มี substrate mycelium สี

ครีม และไม่สร้าง pigment 1 ไอโซเลท และกลุ่มท่ีมีสปอร์สีขาวอมนํ้ าตาล มี substrate mycelium สี

ครีม และไม่สร้าง pigment 1 ไอโซเลท  
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ตารางที ่4.11 การจดักลุ่มเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากคุณสมบติัการสร้างสีบนอาหาร ISP 2 

 

กลุ่ม สีสปอร์ 
สี substrate 

mycelium 

pigment บน

อาหาร ISP 2 

จํานวน 

ไอโซเลท 

1 สีขาว สีครีม 

 

- 25 

2 สีเทา สีเหลือง สีเหลือง 33 

3 สีเทาอมนํ้าตาล สีนํ้าตาล - 5 

4 สีเทาอมนํ้าตาล สีเหลือง สีเหลือง 1 

5 สีเขียวแก่ ดาํ - 4 

6 สีขาวอมชมพ ู สีเหลือง - 3 

7 สีเหลืองอมชมพู สีส้ม - 5 

8 สีเหลือง สีนํ้าตาลอ่อน - 3 

9 สีขาวอมเหลือง สีครีม - 2 

10 สีขาวอมเทา สีนํ้าตาลอ่อน - 3 

11 สีขาวอมม่วง สีครีม - 1 

12 สีขาวอมนํ้าตาล สีครีม - 5 

รวม 90 

 

 
กลุ่มท่ี 1 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีขาว (ข) สีใตผ้วิอาหารสีครีม 

 

ก             ข 
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กลุ่มท่ี 2 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีเทา (ข) สีใตผ้วิอาหารสีเหลือง 

 

 
กลุ่มท่ี 3 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีเทาอมนํ้าตาล (ข) สีใตผ้วิอาหารสีนํ้าตาล 

 

 
กลุ่มท่ี 4 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีเทาอมนํ้าตาล (ข) สีใตผ้วิอาหารสีนํ้าตาล และสร้าง 

pigment สีเหลือง  

ก          ข 

ก          ข 

ก        ข 
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กลุ่มท่ี 5 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีเขียวแก่ (ข) สีใตผ้วิอาหารสีดาํ  

 

 
กลุ่มท่ี 6 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีขาวอมชมพ ู(ข) สีใตผ้วิอาหารสีเหลืองอ่อน 

 

 
กลุ่มท่ี 7 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีชมพอูมเหลือง (ข) สีใตผ้วิอาหารสีส้ม 

ก        ข 

ก        ข 

ก        ข 
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กลุ่มท่ี 8 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีเหลือง (ข) สีใตผ้วิอาหารสีเหลือง  

 

 
กลุ่มท่ี 9 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์ขาวอมสีเหลือง (ข) สีใตผ้วิอาหารสีเหลือง  

 

 
กลุ่มท่ี 10 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีขาวอมเทา (ข) สีใตผ้วิอาหารสีนํ้าตาลอ่อน 

ก        ข 

ก        ข 

ก          ข 
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กลุ่มท่ี 11 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีขาวอมม่วง (ข) สีใตผ้วิอาหารสีครีม 

 

 
กลุ่มท่ี 12 (ก) เช้ือแอคติโนมยัสีทกลุ่มสปอร์สีขาวอมนํ้าตาล (ข) สีใตผ้วิอาหารสีครีม  

 

ภาพที ่4.15 การจดักลุ่มเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากคุณสมบติัการสร้างสีบนอาหาร ISP 2 

 

4.5.2 การศึกษาลกัษณะเส้นใย และสปอร์โดยใช้เทคนิคการปักกระจกปิดสไลด์ 

 จากการใชเ้ทคนิคการปักกระจกปิดสไลดศึ์กษาลกัษณะสปอร์โดยเพาะเช้ือบนอาหารOMA 

และ ISP 2 บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั พบวา่โคโลนีของเช้ือมีลกัษณะเป็นปุย มีส่วนของเส้น

ใยท่ีฝ่ังแน่นลงไปใตผ้ิวของอาหาร แลว้นาํกระจกปิดสไลด์ออกมายอ้มดว้ย crystal violet เม่ือส่อง

ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์จะเห็นเส้นใยของสปอร์ และสปอร์มีลกัษณะกลมผิวเรียบ เรียงตวักนัอยา่งเป็น

กลุ่ม และกระจดักระจายตามเส้นใย ซ่ึงยงัไม่สามารถจาํแนกได ้เน่ืองจากขาดความชาํนาญ และไม่มี

คู่มือสาํหรับจาํแนกเช้ือแอคติโนมยัสีท จึงจาํเป็นตอ้งส่งใหผู้ช้าํนาญช่วยจาํแนก (ภาพท่ี 4.16) 
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ภาพที่ 4.16 ลกัษณะเส้นใยและการจดัเรียงตวัของสปอร์แอคติโนมยัสีท ไอโซเลท P1-4, P1-11 

DHSY-10 และ DHSY-13 ตามลาํดบั ท่ีกาํลงัขยาย 1000 เท่า 

 

4.5.3 การเพิม่จํานวนสารพนัธุกรรมของยีน 16S rRNAด้วยวธีิ PCR 

 การจดัจาํแนกเช้ือแอคติโนมยัสีทโดยวิเคราะห์ลาํดบัเบสบนยีน 16S rDNA โดยสกดัดีเอ็น

เอจากเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้าํนวน 20 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท IN1-7, IN2-12, IN2-11, IN2-

8, P1-1, P1-2, P1-4, P1-11, P1-15, IN1-2, P1-10 DSSY-2, DHSY-10, DHSY-13, DHSY-14, 

DHSY-16, DHSY-17, DHSY-19, DHSY-21และ DHPH-27  เพื่อนาํไปเป็น template DNA ในการ

ทาํ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') และ1525R (5'-

AAGGAGGTGWTCCARCC-3') สาํหรับเพิ่มจาํนวนช้ิน DNA บริเวณ 16S rDNA ดว้ยเทคนิค PCR 

พบวา่ไดช้ิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.4 kb จาํนวน 8 ไอโซเลท คือ IN1-7, IN2-12, P1-4, P1-10, IN1-2, 
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DSSY-2,sDHSY-13 และsDHPH-27  หลงัจากนั้นจะนาํ PCR product มาทาํให้บริสุทธ์ิเพื่อส่งไป

วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์เพื่อพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเช้ือดว้ยวธีิดงักล่าวต่อไป (ภาพท่ี 4.17) 

 

 

 

 

 

  

 

 

                        

                                                                                                                                                                               

          1.4 kb      11.4 kb. 1.4 

kb 

1111111              

                                                             

ภาพที ่4.17  แถบ 16S rDNA ของตวัอยา่งเช้ือไอโซเลทต่างๆ บน 1% agarose gel ซ่ึงมีขนาด 

  1.4 kb เปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน  

จากภาพ  หมายเลข 1  =  IN1-7            หมายเลข 5  = P1-1             หมายเลข  9    =  P1-15         

       หมายเลข 2  =   IN2-12         หมายเลข 6  =  P1-2            หมายเลข  10 =  IN1-2   

     หมายเลข 3  =   IN2-11         หมายเลข  7 =  P1-4            หมายเลข  11 =  P1-10                          

    หมายเลข 4  =    IN2-8          หมายเลข 8 =  P1-11 
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