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บทที ่5 

 

อภิปรายผล สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

 จากการทดลองการแยกแอคติโนมยัสีทจากดินบริเวณมหาวทิยาลยัทกัษิณ วทิยาเขตพทัลุง 

จาํนวน 3 จุด ดว้ยวธีิ dilution spread plate บนอาหาร 3 ชนิด คือ SCA OMA และ HVA โดยทาํการ

แยกเช้ือแอคติโนมยัสีทจากตวัอยา่งดินท่ีเตรียมดว้ยวธีิการต่างๆ 3 วธีิ คือ การเจือจางตวัอยา่งดว้ย 

yeast extract เขม้ขน้ 6% และ SDS เขม้ขน้ 0.05% การเจือจางตวัอยา่งดว้ย phenol ความเขม้ขน้ 

1.5%  และการอบตวัอยา่งดินท่ีอุณหภูมิ 120 oC นาน 1 ชัว่โมง พบวา่จาํนวนแอคติโนมยัสีทท่ีนบัได้

จากดินบริเวณฟาร์มโคนมอยูร่ะหวา่ง  1×104 ถึง 2.2×105 CFU/กรัม ซ่ึงมีความสอดคลอ้งกบังานวจิยั

ของกิตฑามาศและคณะ (2550) ทาํการแยกและคดัเลือกแอคติโนมยัสีทจากดินถํ่าจากผลการทดลอง

พบวา่สามารถแยกไดท้ั้งหมด 50 ไอโซเลท โดยการใชว้ธีิ dilution plate technique บนอาหาร SCA  

จากผลการทดลองแสดงวา่แอคติโนมยัสีทสามารถเจริญไดบ้นอาหารชนิดน้ี จากนั้นคดัเลือกแอคติ

โนมยัสีทจากตวัอยา่งดินทั้ง 6 จุด จาํนวน 90 ไอโซเลท โดยเลือกจากดินบริเวณนาขา้วขา้งหอพกั

อินทนิล 25 ไอโซเลท แปลงทดลองขา้งตึกโดม 18 ไอโซเลท ฟาร์มโคนม 7 ไอโซเลท บริเวณตึก

โดม 31 ไอโซเลท บริเวณป่าขา้งตึกวทิยบริการ 5ไอโซเลท และดินจากแปลงนาขา้วบริเวณตึกโดม 

4 ไอโซเลท เม่ือนาํมาทดสอบการสร้างสารปฏิชีวนะดว้ยวธีิ cross streak โดยทดสอบกบัเช้ือ

แบคทีเรียท่ีเป็น clinical strains 6 ชนิด ไดแ้ก่ P. aeruginosa, S. aureus, A. baumannii, E. coli, 

CoNS และ K. pneumoniae และเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเป็น lab strains 5 ชนิด ไดแ้ก่  P. 

aeruginosa, S. aureus, Salmonella sp.,  B. cereus,  Klebsiella sp. และยสีต ์1 ชนิด คือ S. cerevisiae  

จากการทดสอบพบวา่ แอคติโนมยัสีทจาํนวน 61 ไอโซเลทท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ทดสอบไดอ้ยา่งนอ้ยท่ีสุด 1 ชนิด คิดเป็นร้อยละ 67.8 โดยสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเป็น 

clinical strains แกรมบวก 24 ไอโซเลท (34%)  ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 25 ไอโซเลท (35%) 

และไม่ยบัย ั้ง 22 ไอโซเลท (31%)  และสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเป็น lab strains แกรม

บวก 21 ไอโซเลท (35%)  ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 10 ไอโซเลท (17%) ยบัย ั้งยสีต ์3 ไอโซเลท 

(5%) ไม่ยบัย ั้ง 11 ไอโซเลท (18%) และไม่ไดท้าํการทดสอบ 15 ไอโซเลท (25%) เม่ือนาํแอคติโน

มยัสีทดงักล่าวบางสายพนัธ์ุ ไปเล้ียงในอาหารเหลว 2 ชนิดคือ YM broth และ Bennet’s broth แลว้

นาํนํ้าเล้ียงเช้ือไปทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค ดว้ยวธีิ disc diffusion โดยการ

ทดสอบกบัแบคทีเรียทดสอบท่ีเป็น clinical strains 6 ชนิด คือ P. aeruginosa, S. aureus, A. 
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baumannii  E. coli CoNS และ K. pneumoniae และเช้ือทดสอบท่ีเป็น lab strains  5 ชนิด ไดแ้ก่  P. 

aeruginosa  S. aureus  Salmonella sp.  B. cereus และ K. pneumonia  และยสีต ์1 ชนิด ไดแ้ก่ S. 

cerevisiae  พบวา่เฉพาะแอคติโนมยัสีทท่ีเล้ียงในอาหารเหลว YM broth เท่านั้นท่ีสามารถแสดง

ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบ และยบัย ั้งไดเ้ฉพาะ S. aureus  ชนิดเดียวเท่านั้น ไม่แสดง

ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญในแบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืน โดยยบัย ั้ง S. aureus  ท่ีเป็น clinical strains จาํนวน 

12 ไอโซเลท และยบัย ั้ง  S. aureus  ท่ีเป็น lab strains  จาํนวน 5 ไอโซเลท ซ่ึงผลไม่สอดคลอ้งกบั

การทดสอบโดยวธีิ cross streak ทั้งน้ีอาจจะมีสาเหตุมาจากการทดสอบกบัเช้ือแบคทีเรียทาํท่ี

อุณหภูมิหอ้ง ซ่ึงอาจจะไม่เหมาะสมกบัการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีใชใ้นการทดลอง จึงทาํ

ใหผ้ลการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียมากกวา่ความเป็นจริง ดงันั้นจึงไดท้าํการทดสอบอีกแบบ คือ 

agar plug และทาํการทดสอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทดสอบกบัแบคทีเรีย 4 ชนิด ไดแ้ก่ 

B. cereus, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli  จากการทดสอบพบวา่แอคติโนมยัสีทสามารถยบัย ั้ง

เช้ือแบคทีเรียทดสอบได ้ จาํนวนไอโซเลทคิดเป็น 61%  ของปริมาณเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีนาํมา

ทดสอบ ซ่ึงไอโซเลท  BB1-11 และ 8/5 สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบทั้ง 4 ชนิดไดดี้ท่ีสุด คิด

เป็น 2% ของเช้ือท่ีนาํมาทดสอบ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของรัชนี (2552) ซ่ึงนาํแอคติโนมยัสีทมา

ทดสอบความสามารถในการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบซ่ึงไดแ้ก่ B. 

cereus, S. aureus, E. coli, Candida albicans, Erwinia carotovora pv. carotovora, Ralstonia 

solanacearum และ Xanthomonas campestris pv. glycine บนอาหาร ISP2 ดว้ยวธีิราดทบั พบวา่มี

แอคติโนมยัสีทจาํนวน 233 ไอโซเลท หรือคิดเป็น 73.5% สามารถยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบไดอ้ยา่ง

นอ้ยหน่ึงชนิด และสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบไดน้อ้ยกวา่แบคทีเรียแกรมบวก 

จากการนาํแอคติโนมยัสีทจาํนวน 75 ไอโซเลท ทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือราดว้ยวิธี dual culture  

พบว่าการยบัย ั้งเช้ือราทดสอบของเช้ือแอคติโนมยัสีทโดยเปรียบเทียบค่าการยบัย ั้งกบัชุดควบคุม 

โดยใชเ้กณฑใ์นการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 พบวา่ มีจาํนวน 6 ไอโซ

เลท (8%) ของแอคติโนมยัสีทท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือราทดสอบทั้ง 4 ชนิด 17 ไอโซเลท (22.7%) 

สามารถยบัย ั้งเช้ือราทดสอบได ้3 ชนิด  14 ไอโซเลท (18.7%) สามารถยบัย ั้งเช้ือราทดสอบได ้2 

ชนิด  29 ไอโซเลท (38.7%) สามารถยบัย ั้งเช้ือราทดสอบได ้1 ชนิด  และ 9 ไอโซเลท (12%) ไม่

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราทดสอบได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของศิริภรณ์ (2550) ทาํการ

คดัแยกแอคติโนมยัสีทจากดินในจงัหวดัต่างๆได ้115 ไอโซเลท และทาํการทดสอบความสามรถใน

การยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคพืชได ้66% และไอโซเลทท่ีไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคไดคิ้ดเป็น 33.04%  

การสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของไอโซเลทท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียและเช้ือ

ราก่อโรคไดแ้ก่ไอโซเลท IN2-11, P1-1, P1-2, P1-10 และ8/5 ดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต แลว้ทาํ
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การระเหยตวัทาํละลายโดยใช้เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary Evaporator) จนตวัทาํ

ละลายแห้งทาํการชั่งนํ้ าหนัก และนาํไปทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ B. cereus,             

S. aureus, P. aeruginosa และE. coli ดว้ยวิธี disc diffusion method พบวา่สารสกดัหยาบของ         

ไอโซเลท P1-2 สามารถยบัย ั้ง B. cereus ได ้ซ่ึงมีขนาดของวงใสในการยบัย ั้งเท่ากบั 17.5 มิลลิเมตร 

จากนั้นนาํสารสกดัท่ีไดไ้ปหาค่า MIC ต่อเช้ือ B. cereus ดว้ยวิธี Broth microdilution พบวา่สารสกดั

หยาบของไอโซเลท P1-1, P1-2 และ 8/5 สามารถยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus ท่ีระดบัความเจือจาง 

1:4 และการทดสอบการยบัย ั้งของสารสกดัหยาบต่อเช้ือแบคทีเรียทดสอบดว้ยวิธี Agar well พบวา่

สารสกดัหยาบของไอโซเลท IN2-11/1, P1-2, P1-1/1 และ8/5 สามารถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ซ่ึงมี

ขนาดของวงใสท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus เป็น 14.8, 11.7, 8.4 และ7.1 มิลลิเมตร ตามลาํดบั จาก

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบดว้ย 3 วิธีขา้งตน้สารสกดัท่ีสกดัไดส้ามารถยบัย ั้งเฉพาะเช้ือ      

B. cereus เพียงชนิดเดียวซ่ึงไม่สอดคลอ้งกบัณัฐชยั (2550) สามารถแยกแอคติโนมยัสีทไดท้ั้งหมด       

77 สายพนัธ์ุจากดิน และทรายตวัอย่างจากบริเวณชายหาด และป่าชายเลน 4 จงัหวดัในประเทศ     

เม่ือนาํมาสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอะซิเตต โดยวิธีคอลมัน์โครมาโท  

กราฟีและทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของส่วนท่ีแยกได ้พบวา่ส่วนของสารท่ีแยกไดส้ามารถยบัย ั้งการ

เจริญของ B. cereus, S. aureus และ P. aeruginosa เน่ืองจากตวัทาํละลายเอทิอาซิเตตท่ีใชใ้นการ

สารสกดัสาํหรับการทดลองน้ีไม่สามารถสกดัสารออกฤทธ์ิท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนได ้

จึงทาํใหส้ารสกดัท่ีสกดัไดไ้ม่สามารถยบัย ั้งเช้ือ  P. aeruginosa, S. aureus และ E. Coli ได ้จึงควรจะ

ใชต้วัทาํละลายชนิดอ่ืน ท่ีสามารถสกดัสารออกฤทธ์ิต่อเช้ือแบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืนนอกจากเช้ือ 

B. cereus และการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือราของสารสกดัจากไอโซเลท IN2-11/1, P1-2,P1-1/1 และ 

8/5 ดว้ยวิธี disc diffusion method เพื่อทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราทดสอบของสาร

สกดัหยาบท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอาซิเตต พบวา่สารสกดัท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือแอคติโนมยัสีทไอ

โซเลท P1-10 สามารถยบัย ั้งเช้ือรา  C. gloeosporioides ไดเ้พียงชนิดเดียว ซ่ึงจากรายงานการวิจยั

ของสุทธ์ินนั (2551) เม่ือนาํสารสกดัหยาบจากการเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัสีทไอโซเลท CMU-PA101 

ในอาหารเหลวมาสกดัด้วยตวัทาํละลาย 5 ชนิดได้แก่ hexeane, diethyl ether, ethyl acetate, 

chloroform และ butanol พบวา่สารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายดงักล่าวสามรถยบัย ั้งเช้ือราก่อโรค

ทดสอบไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพดี โดยเฉพาะสารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลาย ethyl acetate และ 

butanol สามารถยบัย ั้งเช้ือ C. gloeosporioides ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด  

 จากการจดัจาํแนกแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจ้ากดินตวัอยา่ง โดยศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน

วทิยาเช่น ลกัษณะสีโคโลนี สีของเส้นใยอาหาร สีของเส้นใยอากาศ และการสาร้างสารสีบนอาหาร 

ISP2 สามารถจดักลุ่มไดอ้อกเป็น 12 กลุ่ม  ซ่ึงค่อนขา้งนอ้ยกวา่รายงานการวิจยัของ รัชนี (2552) ท่ี
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คดัแยกแอคติโนมยัสีทจากรากและดินรอบรากพืชตระกูลถัว่พบวา่เม่ือจดักลุ่มแอคติโนมยัสีทท่ีแยก

ไดต้ามสีสปอร์ สีเส้นใยอาหารและความสามารถในการสร้างสารสีบนอาหาร ISP 3 พบวา่สามารถ

จดัจาํแนกได ้71 กลุ่ม ซ่ึงอาจจะเป็นไปไดท่ี้ความหลากหลายของแอคติโนมยัสีทในดินตวัอยา่งของ

มหาวทิยาลยัทกัษิณ มีความหลากหลายนอ้ยกวา่ดินท่ีเก็บจากบริเวณรากของพืช จากนั้นนาํแอคติโน

มยัสีทบางสายพนัธ์ุ ท่ีมีค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคพืชในระดบัท่ีสูงกวา่ร้อยละ 50 เพื่อจดั

จาํแนกชนิดของแอคติโนมยัสีทดงักล่าวโดยศึกษาลกัษณะของสปอร์ดว้ยวิธีการใช้เทคนิคการปัก

กระจกปิดสไลดด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พบวา่ สปอร์มีลกัษณะกลม ผิวเรียบ เรียงตวัเป็นกลุ่ม และเป็น

เส้นสายคลา้ยลูกโซ่ กระจดักระจายอยูต่ามเส้นใย จากลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และเทคนิคการปัก

กระจกปิดสไลด์ลกัษณะดงักล่าวน่าจะเป็นแอคติโนมยัสีทในสกุล Streptomyces  แต่อยา่งไรก็ตาม

ขอ้มูลท่ีไดย้งัไม่เพียงพอต่อการจดัจาํแนก จึงตอ้งทาํการจดัจาํแนกดว้ยวิธีอ่ืน จึงตอ้งใชเ้ทคนิคทาง

ชีวโมเลกุลเขา้มาช่วยในการจดัจาํแนก โดยการนาํแอคติโนมยัสีทท่ีคดัเลือก มาเพิ่มปริมาณ 16S 

rDNA  ด้วยเทคนิค PCR  โดยนาํไอโซเลทท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท์ดสอบ

จาํนวน 20 ไอโซเลท นาํมาสกดัดีเอ็นเอเพื่อเป็น template DNA ในการทาํ PCR ดว้ยวิธีการตม้ โดย

ใชย้นิูเวอร์ซลัไพรเมอร์ 27F และ1525R สําหรับเพิ่มจาํนวนช้ินDNA บริเวณ 16S rDNA พบวา่ได้

ช้ินดีเอน็เอขนาด 1.4 kb จาํนวน 8 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ40  จากนั้นจะนาํ PCR products ท่ีไดท้าํให้

บริสุทธ์ิและจะส่งไป วเิคราะห์หาลาํดบัเบส แลว้นาํขอ้มูลดงักล่าวมาเปรียบเทียบกบัขอ้มูล 16S rDNA 

ของแบคทีเรียทั้งหมดท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูล Genbank เพื่อหาชนิดของแอคติโนมยัสีทดงักล่าว   การท่ี

บางไอโซเลตให้ผล PCR เป็นลบอาจเน่ืองมาจากสาเหตุจากการเตรียม DNA Template ไดไ้ม่

เหมาะสม ซ่ึงอาจจะต้องใช้วิธีอ่ืนในการสกัด DNA สําหรับไอโซเลทดังกล่าว เช่น การใช้

ไนโตรเจนเหลวในการบดเซลล ์เป็นตน้  วธีิการสกดัดีเอ็นเอโดยการนาํเซลล์ไปตม้ก็เป็นวิธีท่ีไดผ้ล

ในระดบัหน่ึงซ่ึงเป็นวธีิท่ีทาํไดง่้ายและค่าใชจ่้ายนอ้ย โดยมีการรายงานผลจากงานวิจยัของ Andrew 

(2003) และคณะ ไดท้าํการสกดัดีเอ็นเอของแอคติโนมยัสีทโดยการเล้ียงแอคติโนมยัสีทบนอาหาร

เหลว ISP1 และนาํเซลล์ไปตม้ในนํ้ าเดือด 100 องศาเซลเซียสและนาํเซลล์ท่ีไดไ้ปเพิ่มจาํนวนยีน 

16S rRNA ดว้ยเทคนิค RCR พบวา่สามารถเพิ่มจาํนวนดีเอน็เอได ้ ดงันั้นแสดงวา่วิธีการนาํเซลล์ไป

ตม้สามารถสกดัดีเอน็เอเพื่อนาํไปเพิ่มจาํนวนได ้ แต่อาจจะไม่เหมาะสมสําหรับแอคติโนมยัสีทบาง

สายพนัธ์ุ ซ่ึงไอโซเลทท่ี PCR ใหผ้ลลบ อาจจะมีสาเหตุจากการท่ีสายพนัธ์ุเหล่านั้นมีองคป์ระกอบทาง

เคมีของผนงัเซลลท่ี์ซบัซ้อน ทาํใหมี้ความแขง็แรงมากกวา่ปกติ  
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ข้อเสนอแนะ 

1. ปัจจยัในการเจริญและการสร้างสารตา้นจุลชีพของแอคติโนมยัสีทมีหลายประการ เช่น 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง ฯลฯ ดังนั้ นควรมี

การศึกษาหาปัจจยัท่ีเหมาะสมในการสร้างสารตา้นจุลชีพ  

2. ควรมีการวิเคราะห์องคป์ระกอบของผนงัเซลล์วา่เป็นแบบ   LL-DAP หรือ meso-DAP 

ดว้ยวธีิ thin layer chromatography 

3. ในการสกดัสารสกดัหยาบ ควรใช้ตวัทาํละลายชนิดอ่ืนๆ นอกจากสารละลาย Ethyl 

acetate เช่น n-hexeane, Diethyl ether, Chloroform, Hexane และ Ethanol เป็นตน้ 

4. ควรนาํ PCR product ของยนี 16S rRNA ท่ีไดไ้ปทาํใหบ้ริสุทธ์ิ และส่งไปวิเคราะห์ลาํดบั

เบส เพื่อพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเช้ือต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


