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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารของแบคทีเรียเอนโด

ไฟท์ที่แยกได้จากเสาวรส ด้วยวิธี cross streak diffusion และ agar plug diffusion ผลจากการทดลองพบว่า

ไอโซเลท PFY1 และ PFY2 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได้ทั้งสามชนิด โดยให้ผลดีที่สุดในการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อ Kocuria rhizophila ATCC 9341 Staphyloccus aureus ATCC 25923 และ 

Bacillus subtilis ATCC 6633 ตามลำดับ ผลการจัดจำแนกสายพันธุ์ของเชื้อด้วยวิธีทางจีโนไทป์ (genotypic 

characterization) โดยอาศัยลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA นำไปเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์

บนยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานบนฐานข้อมูล Ezbiocloud พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์บน

ยีน 16S rRNA ของไอโซเลท PFY1 และ PFY2 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ Bacillus velezensis CR-502 

Bacillus siamensis KCTC 13613 Bacillus subtilis NCIB 3610 และ Bacillus amyloloquefaciens 

DSM 7 ตามลำดับ 

คำสำคัญ : แบคทีเรียเอนโดไฟท์ แบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร เสาวรส ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Abstract 

 The aim of this study is to determine antibacterial activity of endophytic bacteria isolated 

from passion fruit against the growth of bacteria causing foodborne illness by cross streak diffusion 

and agar plug diffusion methods. The result found that isolates, PFY1 and PFY2, could inhibit the 

growth of all tested strains. The highest antibacterial activity of endophytic bacteria was obtained 

after tested with Kocuria rhizophila ATCC 9341, Staphyloccus aureus ATCC 25923, and Bacillus 

subtilis ATCC 6633, respectively. The result of genotypic characterization based on the nucleotide 

sequences of 16S rRNA from isolate PFY1 and PFY2 compared with nucleotide sequences of 16S 

rRNA of bacterial type strain in Ezbiocloud database revealed that isolate PYF1 and PYF2 were 

closely related with Bacillus velezensis CR-502, Bacillus siamensis KCTC 13613, Bacillus subtilis 

NCIB 3610, and Bacillus amyloliquefaciens DSM 7, respectively. 

Keywords : Endophytic bacteria, Foodborne pathogenic bacteria, Passion fruit, Antibacterial 

activity  
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

    ในปัจจุบันพบว่ามีปัจจัยหลายชนิดที่ก่อให้เกิดโรคในทางเดินอาหาร โดยก่อให้พิษการติดเชื้อ การติดเชื้ออาจ
มาจากการติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคทำให้เกิดอาหารเป็นพิษ เกิดการอักเสบบริเวณทางเดินอาหาร ซึ่งพบได้
บ่อยครั้ง อาจมีผลข้างเคียงถึงขั้นเสียชีวิต ทำให้ส่งผลต่อการดำเนินชีวิตในประจำวันเป็นอย่างมาก หากกล่าวถึง
การก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารซึ ่งเกิดจากจุลินทรีย์ การติดเชื ้อแบคทีเรีย เนื ่องจากแบคทีเรียพบได้ใน
สิ่งแวดล้อม การรับประทานอาหาร หรือแม้กระทั่งการสัมผัส โยเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคนี้อาจก่อให้เกิดความ
เสียหายให้กับระบบทางเดินอาหารได้ เช่น ท้องเสีย ท้องร่วง และ ลำไส้อักเสบ เป็นต้น จาการศึกษาข้อมูลพบว่า
แบคทีเรียที่ได้จากพืชหรือเรียกว่าแบคทีเรียเอนโดไฟท์นั้นสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลากหลาย
ชนิด ในด้านของการแพทย์ ทางเภสัชกรรม อุตสาหกรรม และการเกษตร (Sun et al., 2014; Jia et al., 2016; 
Martinez-Kilmova et al., 2017) เช่นสารต้านฤทธิ์การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค วิตามิน แร่ธาตุ  และ
แบคทีเรียทำปฏิกิริยากับเชื้อก่อโรคในทางเดินอาหาร จากความน่าสนใจข้างต้นจึงทำการศึกษาเกี่ยวกับ
แบคทีเรียเอนโดไฟท์จากธรรมชาติ เพื่อยับยั้งการเกิดแบคทีเรียก่อโรคที่ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อระบบ
ทางเดินอาหาร โดยทำการศึกษาเบื้องต้น นำแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากเสาวรส ซึ่งเป็นผลไม้ที่มีฤทธิ์ทั้งยัง
เป็นกรดและพบในง่ายทั่วไป นอกจากนี้พืชที่นำมาศึกษาฤทธิ์พบว่า สารที่ได้จากเสาวรสมีฤทธิ์ช่วยในระบบ
ทางเด ินอาหารและสามารถยับย ั ้ง  ได ้แก ่ Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus 
Pseudomonas และ Salmonella paratyphi (Akanbi และคณะ) และจากใบของเสาวรสรวมถึงดอกของ
เสาวรสสามารถยับยั้งการเตริญของแบคทีเรียก่อโรค ได้แก่ Vibrio cholerae  Eschericia coli และ Bacillua 
subtilis (Ingale และ Hivrale, 2010) 

ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงทำการศึกษาการคัดเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากเสาวรส มาทำการทดสอบหา

ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร ดังนี้ Bacillus Subtillis ATCC 6633 Kocuria 

rhizophila ATCC 9341  และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1) เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากเสาวรส 
2) เพ่ือจัดจำแนกและระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากเสาวรสที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญ

ต้านแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

 ทำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาซึ่งประกอบไปด้วยการศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 

การศึกษารูปร่าง การเรียงตัวและการติดสีแกรม และทดสอบความสามารถการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค รวมถึงจัด

จำแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

       1)  ทราบถึงสายพันธุ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร         

     2) เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่สำคัญการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารจากสารสำคัญท่ีแบคทีเรีย

เอนโดไฟท์สร้างขึ้น 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 เอนโดไฟท์ (Endophytes) 

      สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่สามารถพบในต้นไม้ได้ทุกชนิด ซึ่งความแตกต่างของเอนโดไฟท์กับจุลินทรีย์ก่อโรค คือ 

เอนโดไฟต์จะไม่ทำอันตรายต่อพืชแต่จุลินทรีย์ก่อโรคทำลายโครงสร้างของพืช เช่น การสร้างสารพิษของเชื้อ

แบคทีเรียก่อโรคในพืช แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ตามวงจรชีวิต ได้แก่ กลุ่ม obligate endophyte กลุ่ม facultative 

endophyte กลุ่ม passive endophyte เป็นต้น ซึ่งกลุ่มแรก ไม่สามารถเจริญภายนอกต้นไม้ได้ กลุ่มที่สอง 

สามารถเจริญผ่านทางรอยแผลของพืช กลุ่มสุดท้าย สามารถเจริญเข้าสู่ต้นพืชผ่านทางแผลเปิดที่ขนราก (Hardoim 

et al., 2008)  

 

2.2 แบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

      แบคทีเรียเอนไฟท์ คือ ที่มีช่วงชีวิตหรือทั้งชีวิต อาศัยอยู่บริเวณ ราก กิ่ง ใบ ลำต้น เป็นต้น และสามารถคัด

แยกชิ้นส่วนของพืชโดยนำมาฟอกฆ่าเชื้อ โดยแบคทีเรียเอนโดไฟท์จะไม่ส่งผลที่เป็นด้านต่อพืชแต่ช่วยในด้านสร้าง

ภูมิคุ้มกันของพืชให้มีความสัมพันธ์ที่เป็นโยชน์ซึ่งกันและกัน นอกจากได้รับประโยชน์จากพืช คือ สารอาหารและที่

อยู่อาศัย ยังให้ประโยชน์ทั้งทางตรงและทางอ้อม ในทางตรง เช่น การตรึงไนโตรเจน การละลายฟอสเฟต และการ

ผลิตฮอร์โมนพืช เช่นไซโตโคนิน (Cytokinins) ออกซิน (Auxin) เป็นต้น และในทางอ้อม ได้แก่ การแย่งชิง

สารอาหาร (nutrient compettition)  และ การผลิตสารแบคทีเรียและเชื ้อราก่อโรค (production of 

antibacterial and antifungal agent) ซึ่งวงจรชีวิตนี้จะขึ้นอยู่กับชนิด และสุขภาพของพืช (Gaiero et al., 

2013) 

 

2.3 การกระจายเชื้อของแบคทีเรียเอนโดไฟท์เข้าสู่ในพืช 

      การเข้าสู ่เซลล์พืชอาศัยของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ เนื ่องจากแบคทีเรียเอนโดไฟท์สามารถนำมาใช้เป็น

สารอาหารได้ โดยวิธีการเข้าสู่เซลล์พืชอาศัยของแบคทีเรียเอนโดไฟท์มีทั้งหมด 3 วิธี ได้แก่ การเกิดจากบาดแผล
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ของเนื้อเยื่อพืชบริเวณนั้น การผลิตเอนไซม์ท่ีช่วยให้แบคทีเรียเข้าสู่ผนังเซลล์พืชได้ และ การอาศัยพาหะ เช่น แมลง 

ซึ่งในระยะแรกของการที่จะเข้าไปอาศัยในพืชแบคทีเรียจะเติบโตเริ่มจากชิ้นส่วน และ เซลล์ในชั้นที่ตายแล้ว (Dead  

Cortex cells) ซึ่งสามารถพบแบคทีเรียเอนโดไฟท์ได้หลากหลายสายพันธุ์ ขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมที่อาศัยอยู่ เมื่อ

มีการเข้าสู่เซลล์รากพืชในระยะแรกแบคทีเรียจะเข้าอาศัยอยู่ระหว่างเซลล์แล้วเพิ่มปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ ภายใน

เซลล์ จากนั้นจึงเคลื่อนที่เข้าสู่บริเวณเนื้อเยื่อของท่อลำเลียง (Hurek et al., 1994; Hallmann et al., 1997; 

Kobayashi 

and Palumbo, 2000) นอกจากนี้ แบคทีเรียบางชนิดอาศัยโครงสร้างแฟลกเจลลา (Flagella) ในการเคลื่อนที่ไป

ยังบริเวณต่างๆ เพื่อเข้าสู่เซลล์ (Campodónico et al., 2010; Mukherjee and Kearns, 2014; Ludueña et 

al., 2018) การดำรงชีวิตอยู่ร่วมกับพืชอาศัยนั้น มีการพิสูจน์แล้วว่าแบคทีเรียสามารถกระตุ้นหรือเหนี่ยวนำพชืให้

เกิดความต้านทานต่อเชื้อโรคที่เข้ามาทาลาย และ สามารถเจริญอยู่ได้ในสภาวะอากาศที่ไม่เหมาะสม 

 

2.4 การประยุกต์ใช้ประโยชน์จากแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

      แบคทีเรียเอนโดไฟท์มีความโดดเด่นในทางการประยุกต์นำมาใช้โดยสารที่แยกออกมาใช้คือสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพคือสารที่ได้มาจากธรรมชาติ สารเหล่านี้สามารถออกฤทธิ์กับสิ่งมีชีวิต ตัวอย่าง

ของสาร ได้แก่ สารปฏิชีวนะ (Antibiotics) สารต้านออกซิเดชั่น (Antioxidant) สารต้านมะเร็ง (Anticacer 

compounds) เป็นต้น ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจะต้องมีประสิทธิภาพที่ดีและมีความเป็นพิษที่ต่ำต่อเซลล์

สิ่งมีชีวิต สารเหล่านี้สามารภประยุกต์ใช้มนทางด้านการแพทย์ ด้านเกษตรกรรม ด้านอุตสาหกรรม เป็นต้น 

      แบคทีเรียตัวอย่างจากการศึกษาที่สามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีกิจกรรมในการต้านแบคทีเรียก่อโรคและเชื้อรา

ก่อโรคในแบคทีเรียจีนัส Bacillus ซึ่งสามารถพบในสิ่งแวดล้อมท่ัวไป เช่น ดิน บริเวณโคนรากของพืช แต่จะมีความ

ปลอดภัยและใช้ประยุกต์ในด้านเกษตรกรรม การแพทย์ และอุตสาหกรรม เป็นต้น  

      หนึ่งในจุลินทรีย์ที่สําคัญที่สุดในฐานะเชื้อโรคท่ีสําคัญในมนุษย์หรือเกี่ยวข้องกับความเสียหายด้านคุณภาพสกุล

บาซิลลัสเช่นB. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus และ B. Thuringiensis ฯลฯ เป็นแบคทีเรียแกรม

บวกรูปแท่งที่พบได้ตามธรรมชาติในดินและพืชพรรณ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง B. cereus และ B. anthrax เป็น

แบคทีเร ียที ่สร ้างสปอร ์ท ี ่ท ําให ้เก ิดโรคตัวแทนและ B. subtil is, B. stearothermophilus  และB. 

amyloliquefaciens เป็นแบคทีเรียหลักท่ีทําให้เกิดการย่อยสลายของอาหารแปรรูป ดังนั้นการฆ่าสปอร์บาซิลลัส

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ที่เก่ียวข้องกับการก่อโรคและการเสื่อมสภาพจึงมีความสําคัญต่อการฆ่าเชื้ออาหารแปรรูป (Higgins and Dworkin, 

2012; Higgins and Dworkin, 2012) Leuschner และ Lillford, 2003)          

      2.4.1 สารปฏิชีวนะ (Antibiotic) 

     ยาปฏิชีวนะ สารเคมีต้านจุลชีพที่เกิดจากสิ่งมีชีวิต โดยทั่วไปคือจุลินทรีย์ ซึ่งเป็นอันตรายต่อจุลินทรยี์

อ่ืนๆ ยาปฏิชีวนะโดยทั่วไปผลิตโดยจุลินทรีย์ในดินและอาจเป็นตัวแทนวิธีการที่สิ่งมีชีวิตในสภาพแวดล้อมท่ีซับซ้อน 

เช่น ดิน ควบคุมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่แข่งขันกัน จุลินทรีย์ที่ผลิตยาปฏิชีวนะที่มีประโยชน์ในการป้องกัน

หรือรักษาโรค ได้แก่ แบคทีเรียและเชื้อรา โดยสารปฏิชีวนะท่ีได้จากแบคทีเรียเอนโดไฟท์สามารแบ่งเป็นหลายกลุ่ม 

เช่น อัลคาลอยด์ สเตียรอยด์ ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น (Yu et al., 2010)  สารจำพวกนี้มีฤทธิ์ยับยั้งผนังเซลล์ของเชื้อ

แบคทีเรีย และจำลองการต้านเชื้อแบคทีเรีย 

     2.4.2  สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant agent) 

     สารต้านอนุมูลอิสระโดยปกติจะเกี่ยวข้องกับออกซิเจนหรือไนโตรเจนของสิ่งมีชีวิต สารนี้ถือเป็นโมเลกุล

ที่มีความสามารถในการยับยั้งการเกิดออกซิเดชั่นของอีกโมเลกุลหนึ่งได้ อนุมูลอิสระสามรถกำหนดได้ว่าเป็น

สารเคมีที่ทำปฏิกิริยาต่อเนื่องซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายต่อองค์ประกอบหลานอย่างของสิ่งมีชีวิตได้ โดยทำหน้าที่

เป็นตัว Oxidation หรือ Reduction โดยจะรับหรือบริจาคอิเล็กตรอนตามลำดับ ในขั้นตอนการทำปฏิกิริยาออกซิ

เดชั่นอาจเกิดความไม่สมดุลระหว่างการผลิตอนุมูลอิสระและป้องกันสารต้านอนุมูลอิสระที่จำเป็น ดังนั้นการ

ป้องกันความเสียหายเหล่านี้ จึงเป็นสิ่งสำคัญในการป้องกันไขมัน กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก และเอนไซม์ต่างๆได้ 

เป็นต้น ประเภทของสารต้านอนุมูลอิสระแบ่งออกเป็นทั้งจากร่างกายและอาหาร 

 

2.5 เสาวรส 

      เสาวรส (Passion fruit) หรือกะทกรกฝรั่ง เป็นพืชที่อยู่ในสกุล Passiflora ในประเทศไทยพบ 2 ชนิดตาม

ลักษณะสีของผลสุกได้แก่ พันธุ์ผลสีม่วง (Passiflora edulis Sims) และพันธุ์ผลสีเหลือง (Passiflora edulis f. 

flavicarpa O. Deg.) ในวงการอุตสาหกรรมการแปรรูปน้ำผลไม้ นิยมใช้เสาวรสเพราะในผลมีน้ำมาก มีรสเปรี้ยว

และมีกลิ่นหอมเฉพาะตัว ผลสุกมีคุณค่าทางอาหารมาก จึงเหมาะสำหรับการนำมาบริโภคเป็นเครื่องดื่มหรืออาหาร

สุขภาพ และนอกจากส่วนเนื้อในผลที่มีประโยชน์มากแล้ว ในต่างประเทศมีงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์และทางการ

แพทย์มีการนำส่วนอื่นๆ ของเสาวรสมาใช้ประโยชน์ เช่น ดอก ใบ เปลือกผล ลำต้น และเมล็ด และพบว่ามีฤทธิ์ทาง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เภสัชวิทยาที่มีประโยชน์มากมาย ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบและบรรเทาปวด ลดความดันโลหิต

สูง ลดไขมัน ต้านเบาหวาน ต้านมะเร็ง บรรเทาอาการหอบหืด และฤทธิ์คลายเครียดและความวิตกกังวล  

  

2.6 แบคทีเรียก่อโรค 

      2.6.1 Bacillus subtilis 

     Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียแกรม สามารถสร้างเอ็นโดสปอร์ เคลื่อนที่ได้ มีรูปร่างคล้ายแท่ง แก

รมบวก  มักพบในดินและพืชพรรณที่มีอุณหภูมิการเจริญเติบโตที่เหมาะสมระหว่าง 25 -35 องศาเซลเซียส B. 

subtilis มีความสามารถในการผลิตและหลั่งยาปฏิชีวนะ โครงสร้างจีโนมของจุลินทรีย์นี้มียีนเปปทิเดส ช่วยส่ง

สัญญาณให้ยีนที่มีความสำคัญต่อการหลั่งยาปฏิชีวนะเหล่านี ้ และยังสามารถหลั ่ง polymyxin, difficidin, 

subtilin และ mycobacillin ได้ ยาปฏิชีวนะจะถูกหลั่งออกมาระหว่างการสร้างสปอร์เพ่ือเพ่ิมโอกาสรอดชีวิตของ

จุลินทรีย์และฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่มีภาวะแข่งขันกัน B.subtilis ใช้เป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบในการศึกษาการสร้างเอนโด

สปอร์ในแบคทีเรีย เอนโดสปอร์ และพบว่ายัง สามารถทนต่อสภาพแวดล้อมที่รุนแรง เช่น การสัมผัสรังสียูวีและ

อุณหภูมิสูง (Serra CR et. Al., 2014), ( Hirooka K. et. Al., 2014) 

      2.6.2 Kocuria rhizophila 

     Kocuria rhizophila เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีการเรียงตัวเป็นคู่ สายโซ่สั้น และเป็นกระจุก มักก่อ

ตัวเป็นโคโลนีทรงกลมสีขาวขนาด 2-3 มิลลิเมตรถูกนำมาใช้ทดสอบความเป็นหมัน เพ่ือทดสอบประสิทธิผลของยา

ปฏิช ีวนะและสารฆ่าเช ื ้อรา แลสำหร ับการทดสอบความไวต่อยา doxycycline tetracycline และ 

chloramphenicol แบคทีเรียชนิดนี้ถือว่าเป็นเชื้อโรคฉวยโอกาสจาการศึกษาพบว่าผู้ที่ป่วยเป็นโรค Kocuria 

rhizophila เกิดขึ้นในเด็กอายุ 6 ขวบที่ติดเชื้อ Port-A-Carth ที่ปนเปื้อน ก่อให้เกิดโรคติดเชื้อตับอ่อนอักเสบ

เฉียบพลัน ซึ่งจะพบในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องเท่านั้น 

       2.6.3 Staphylococcus aureus 

     Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียที่จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม ถูกจัดให้อยู่ในวงศ์ 

Micrococcaceae เจริญได้ในที่มีอากาศและไม่มีอากาศแต่เจริญได้ดีในสภาวะที่มีอากาศ มีรูปร่างเป็นทรงกลม

(coccus)ขนาด 0.5 – 1.0 ไมครอน แกรมบวก (Gram positive bacteria) มักเรียงตัวเป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น 

หรือเป็นคู่หรือเป็นสายสั้นๆ ไม่เคลื่อนที่เจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ6-46 องศาเซลเซียส pH 4.0-10.0 แต่เจริญได้ดีที่ 

35-40 องศาเซลเซียส pH 7.0-7.5 วอเตอร์แอคทิวิตี (water activity, aw) อยู่ในช่วง 0.85 – 0.99 สามารถทนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เกลือสูงถึง15-18% และทนต่อการฉายรังสี (food irradiation) 

 การบริโภคอาหารที่มีสารพิษเพียงน้อยกว่า 1 ไมโครกรัม สามารถทำให้ผู ้บริโภคเกิดอาหารเป็นพิษ 

Stapyhloenterotoxicosisและ Staphylorenterotoxemia โดยสร้างสารพิษเมื่อมีเชื้อเจริญอยู่100,000 เซลล์

ต่อกรัม ในอาหารการตรวจไม่พบ หรือพบเชื้อปริมาณเล็กน้อยในอาหารไม่ได้หมายความว่าอาหารปลอดภัยจาก

สารพิษ เนื่องจากถ้ามีเชื้อปนเปื้อนอยู่ในอาหารระหว่างขั้นตอนการผลิตจนสามารถสร้างสารพิษได้ เมื่อผ่าน

กระบวนการผลิต ปริมาณเชื้อจะลดลงจนมีปริมาณน้อยและอาจตรวจไม่พบ แต่สารพิษยังคงอยู่ดังนั้นการผลิต

อาหารจึงมีการควบคุมสุขลักษณะการผลิตให้ดีพอ 

 

2.7 ลักษณะทางจีโนไทป์ 

 การศึกษาเกี่ยวกับกรดนิวคลีอิกของจุลินทรีย์มีความสำคัญต่อยีนอย่างยิ่ง เนื่องจากการศึกษายีน 16 S 

rRNA ช่วยทำให้สามารรู้ถึงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนั้นได้ ดังนั้นจึงเป็นสิ่งสำคัญอย่างมากในการจัดอนุกรมวิธาน 

 

2.8 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

         2.8.1 การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์           

               ลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต  ไม่สามารถมองเห็นได้  แต่สามารถประเมินหรือวัด คำนวณค่าได้

จากการทดลอง  ถูกควบคุมโดย Gene  ซึ่งอยู่ในโครโมโซมในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต  เพ่ือควบคุมให้สิ่งมีชีวิตมีลักษณะ

ต่างๆ  เมื่อสิ่งมีชีวิตเจริญเติบโตขึ้นภายใต้สภาพแวดล้อมหนึ่งๆลักษณะทางพันธุ์จะส่งผลให้มีการปรับตัวอย่างค่อย

เป็นค่อยไปทำเกิดรูปลักษณ์ที่เราสามารถมองเห็นได้   

        2.8.1.1 หลักการสกัดดีเอ็นเอ 

         หลักการสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียเริ่มจากการทําลายผนังเซลล์และเยื่อหุ้มของแบคทีเรีย จากนั้น

กําจัดออร์แกเนลล์อื ่น ๆ ภายในเซลล์ที่ไม่ต้องการออกเพื่อให้ได้มาซึ่งดีเอ็นเอและในขั้นตอนสุดท้ายคือการ

ตกตะกอนดีเอ็นเอและการทําให้ดีเอที่ได้มีความบริสุทธิ์ ขั้นตอนที่ใช้ในการทําลายผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ และ

องค์ประกอบต่าง ๆ ภายในเซลล์ที่ไม่ต้องการนั้นมี 3 วิธี คือ การทําลายโดยใช้สารเคมี การทําลายโดยใช้เอนไซม์ 

และการทําลายโดยวิธีทางกล (Chauhan, 2018) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินการงานวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้งาน 

3.1.1 บีกเกอร์ 

3.1.2 หลอดทดลอง 

3.1.3 ปิเปตพลาสติก ขนาด 10 มิลลิลิตร 

3.1.4 Micropipette ขนาด 200 และ 1000 ไมโครลิตร 

3.1.5 Micropipette Tip ขนาด 200 และ 1000 ไมโครลิตร 

3.1.6 ลูปสำหรับเขี่ยเชื้อ (Innoclating loop) 

3.1.7 หลอดกาแฟ 

3.1.8 โหลแก้ว 

3.1.9 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

3.1.10 เครื่องปั่น (Vortex mixer) 

3.1.11 เครื่องสเปกโครโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

3.1.12 คีมคีบ (Forceps) 

3.1.13 จานเพาะเชื้อแก้วขนาดเล็กและขนาดใหญ่ (Petri disc) 

3.1.14 น้ำกลั่น (Distilation Water) 

3.1.15 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

3.1.16 ขวด Duran ขนาด 250 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.1.17 ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อ 

3.1.18 ตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety Cabinet Class I) 

3.1.19 ตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator) 

3.1.20 ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) 

3.1.21 ตู้บ่มเชื้อสภาวะเขย่า (Shaker Incubator) 

3.1.22 เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ำแรงดันสูง (Autoclave) 

3.1.23 ตู้เย็นสำหรับเก็บรักษาเชื้อ (Refrigerator) 

3.1.24 ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 

3.1.25 ไม้พันสำลี (Cotton swab) 

3.1.26 สไลด์และกระจกปิดสไลด์ (Slide and Coverslip) 

3.1.27 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light Microscope) 

3.1.28 เครื่องชั่งสารแบบทศนิยม 2 ตำแหน่ง (Precision Balance 2 Dights) 

3.1.29 กระบอกตวง ขนาด 10 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

3.1.30 กล่องใส่ทิปปลอดเชื้อ Pipette (tips box) 

3.1.31 สำลีปลอดเชื้อ (Cottons) 

3.1.32 แร็ควางหลอดทดลอง (Test Tube Rack Stainless) 

3.1.33 ช้อนตักสารสแตนเลส (Stainless spatula) 

3.1.34 กระดาษเช็ดเลนส์ (Lens tissue paper) 

3.1.35 พาราฟิล์ม เอ็ม (Parafilm M) 

3.1.36 กระดาษกรอง วอทแมน (Filter paper Grade 1 diameter 90 mm Whatman) 

3.1.37 เครื่องอิเล็กโตรโฟไลซิส (Electrophoresis) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.1.38 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine) 

3.1.39 เครื่องไมโครเวฟ (Microwave) 

3.1.40 กระบอกสแตนเลสใส่จานเพาะเชื้อ (Petri dish can) 

3.1.41 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 

3.1.42 ไฟแช็ค (Gas Lighter) 

3.1.43 เครื่องดูดจ่ายสารอัตโนมัติ (Pipette controller) 

3.1.44 ชุดคิทส์ทดสอบการสกัดดีเอ็นเอชุด BIOFACTTM Genomic DNA Prep Kit For Gram (+)  

         Bacterium 

3.1.45 กระดาษทำความสะอาดอเนกประสงค์ 

 

3.2 สารเคมี 

3.2.1 สารละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 75% โดยปริมาตรต่อปริมาตร (v/v) 

3.2.2 สารละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 95% โดยปริมาตรต่อปริมาตร (v/v) 

3.2.3 Normal Saline 0.89% โดยน้ำหนักต่อปริมาตร (w/v) 

3.2.4 Phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) 

3.2.5 Tryptic Soy Broth (TSB) 

3.2.6 Plate count agar (PCA) 

3.2.7 Agar Powder 

3.2.8 Mueller Hinton Broth (MHB) 

3.2.9 สารละลายคริสตัลไวโอเลต  

3.2.10 สารละลายซาฟรานิน  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.2.11 สารละลายไอโอดีน  

3.2.12 สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3% โดยน้ำหนักต่อปริมาตร (w/v) 

3.2.13 อิมเมอร์ชั่นออยล์ 

3.3 เชื้อสำหรับทดสอบ 

3.3.1 Bacillus Subtillis ATCC 6633 

3.3.2 Kocuria rhizophila ATCC 9341  

3.3.3 Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 

3.4.การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้น 

       3.4.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานทางวิทยา รูปร่าง และการเรียงตัว การติดสีแกรม 

    ทำการเพาะเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างเสาวรสลงบนอาหาร TSA ด้วยวิธี Cross streak 

plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จดบันทึกการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็งโดยสังเกต 

ขนาด สี ขอบ ความนูน ของโคโลนี  

       3.4.2 การศึกษาการเรียงตัวของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

       ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์บนอาหารอาหารแข็ง ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง หลังจากนั้นทำการทำ Gram stain เพื่อย้อมดูการเรียงตัวศึกษาลักษณะการจัดเรียงตัวของของแบคทีเรีย

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยกำลังขยายทั้งหมด 100 เท่า โดยนำน้ำกลั่นหยดลงบนสไลด์ และใช้ Loop ลากเชื้อจาก

อาหารแข็ง TSA ให้ทั่วพื้นผิว รอให้แห้ง ลนไฟตรึงผิวเชื้อ หยด Crystal Violet ทิ้งไว้ 1 นาที ล้างออกด้วยน้ำกลั่น

ชำระล้างสีออก หยด Iodine ทิ้งไว้ 1 นาที ล้างออกด้วยน้ำกลั่น หยด Alcohol 95% ลง 10-15 หยด ล้างออก

ด้วยน้ำกลั่น และหยด Safranin ทิ้งไว้ 30 วินาที ล้างออกด้วยน้ำกลั่น จากนั้นนำไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือ

สังเกตการติดสีของเชื้อทั้งสองตัว และการเรียงตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และบันทึกผล 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.5 การเตรียมเชื้อทดสอบ 

      3.5.1 การเตรียมเชื้อทดสอบแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

              นำเชื้อทดสอบจากอาจารย์ Cross Streak เชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์ลงบนอหาร Trystic soy Agar 

(TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็งและ

ระยะเวลาที่เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ดีแล้วทำการบันทึกผล 

      3.5.2 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร 

     นำเชื้อทดสอบจากตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส cross – streak เชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis 

Kocuria rhizophila และ Staphylococcus aureus ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ตรวจสอบลักษณะการเจริญของโคโลนีเชื้อบนอาหารแข็ง  

     

3.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคจากแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

      3.6.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธี Cross streakDiffusion                

              เตรียมเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่ใช้ในการทดสอบ โดยเพาะเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์ลงบนอาหาร TSA 

ด้วยวิธี Cross streak plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สำหรับเชื้อที่เจริญได้ดีที่ 24 

ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมงสำหรับเชื้อที่เจริญได้ดีที่ 48 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวขีดลงบนอาหาร MHA Agar 

สำหรับทดสอบฤทธิ ์ต ้านเชื ้อก่อโรคในทางเดินอาหาร เพื ่อให้แบคทีเรียเอนโดไฟ ท์ผลิตสาร Secondary 

metabolite จากนั้นเตรียมเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร โดยเพาะเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหาร TSA 

สำหรับทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคในทางเดินอาหาร ด้วยวิธี Cross streak plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นทำ Dilute Suspension โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวจากอาหารแข็ง TSA ลงในหลอดทดลอง

ที่มี Normal  saline 0.89% ในการทำเจือจางเพื่อวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้มีค่าความขุ่น

เท่ากับ 0.8-0.13 แล้วจึงขีดลงบนอาหาร MHA Agar สำหรับทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคในทางเดินอาหาร โดย

สังเกตลักษณะ clear zone พร้อมทั้งวัดระยะที่เกิดขึ้นโดยใช้ไม้บรรทัด และบันทึกผล 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 3.1 แสดงการทำการ Cross streak ลงบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 

 

      3.6.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธี Agar Plugs Difussion 

               เตรียมเชื้อทดสอบโดยเพาะเชื้อลงบนอาหาร TSA ด้วยวิธี Cross Streak บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และนำมาเพาะเชื้ออีกครั้ง โดยเพาะเชื้อด้วยวิธี Cross Streak ให้รอยแรกมีความหนา

ของเชื้อที่มากสำหรับการทำ Plugs บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือให้แบคทีเรียเอนโด

ไฟท์สร้างสาร Secondary Metabolite จากนั้นเตรียมเตรียมเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร เพาะเชื้อลงบน

อาหาร TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นทำ Dilute Suspension โดยเขี่ยโคโลนี

เดี่ยวจากอาหารแข็ง TSA ลงในหลอดมี Normal  saline 0.89% ในการทำเจือจางเพ่ือวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 

625 นาโนเมตร ให้มีค่าความขุ่นเท่ากับ 0.8-0.13 แล้วจึงนำมา Swab โดยใช้สำลีก้านในการ Swab เชื้อให้ทั่วบน

อาหาร MHA สำหรับใช้ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร ทิ้งไว้ให้แห้ง หลังจากนั้น เตรียม

หลอดกาแฟปลอดเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะลงบนอาหาร TSA เพ่ือใช้เป็น Control ในการวาง 

Plugs ของเชื้อแบคทีเรียเอนไฟท์เพ่ือให้ทำปฏิกิริยากับเชื้อแบคทีเรียก่อโรค โดยนำหลอดกาแฟปลอดเชื้อเจาะบน

รอย Streak รอยแรก บนอาหาร TSA ใช้ลูปเขี่ยเชื้อบนผิว Plugs ให้มีความหนาแน่นที่น้อยลงของเชื้อ เพราะ

เนื่องจากเป็นเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่มีความสามารถในการเจริญของเชื้อที่มีความหนาแน่นของตัวเชื้อ ภายหลัง

นำ Plugs แบคทีเรียเอนไฟท์ที่ได้และ Control นำมาวางบนอาหาร MHA ที่ Swab เชือ้แบคทีเรียก่อโรคแล้วด้วย 

Bent  Needle บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง สังเกตลักษณะ clear zone พร้อมทั้งวัดระยะ

ที่เกิดขึ้นโดยไม้บรรทัด และบันทึกผล 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 3.2 แสดงการทำ Agar plugs ลงบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 

 

3.7 การจัดจำแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

      3.7.1 การเตรียมความเข้มข้นที่เหมาะสมของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ สำหรับการสกัดสารพันธุกรรม (DNA)  

     เพาะเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์มาเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง TSA ในสภาวะปกติที่ 37 °C เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง และนำมาเลี้ยงในอาหารเหลว TSB แล้วบ่มในสภาวะเขย่า 175 รอบต่อนาที 37°C เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง  

      3.7.2 การสกัดสารพันธุกรรม (DNA) ของแบคทีเรียเอนโดไฟท ์ 

               สกัดสารพันธุกรรมของแบคทีเรียเอนโดไฟท์โดยใช้ชุด BIOFACTTM Genomic DNA Prep Kit For 

Gram(+) Bacterium เพาะเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้ง 2 สายพันธุ์ลงบนอาหารแข็ง TSA โดยวิธีการ Cross 

streak นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อจำนวน 1 โคโลนีลงในอาหาร

เหลว TSB นำไปบ่มในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 175 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 

12-16 ชั่วโมง นำเชื้อมาปรับค่าความขุ่นให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตรเท่ากับ 0.2 (ความ

เข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 1 x 108 CFU/mL) จากนั ้นปิเปตสารละลายเชื ้อปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

ลงหลอดไมโครทิวบ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลังจากนั้นใช้ชุดสกัดสำเร็จรูปซึ่งสามารถอธิบายวิธีการได้ดังนี้ 

    1) เติม GD1 200 ไมโครลิตร ซึ่งได้ผสมกับเชื้อปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร(ความเข้มข้นของเซลล์

เท่ากับ 1 x 108 CFU/mL) เติม Lysozyme (10 mg/ml) 2 ไมโครลิตร เขย่าสารทั้งหมดด้วยเครื่องผสมสาร 

(Vortex) 1 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

    2) เติม GD2 200 ไมโครลิตร ซึ่งจะผสมกับ Proteinase (20 mg/ml) 5 ไมโครลิตร และ RNase A (4 

mg/ml) 2 ไมโครลิตร เขย่าสารทั้งหมดด้วยเครื่องผสมสาร (Vortex) 10 วินาที บ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้น บ่มต่อที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที นำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 13 ,000 

รอบต่อวินาที เป็นเวลา 5 นาที 

    3) ดูดสารละลายส่วนใสลงหลอดไมโครทิวป์อันใหม่และเติม GB 200 ไมโครลิตร ทำการผสมสารโดย

ใช้นิ้วผสม จำนวน 10-20 ครั้ง 

               4) ทำการใส่ Spin Column ประกอบกับ Collection Tube ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติม Help B 

buffer 200 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 10,000 รอบต่อวินาที เป็นเวล 30 วินาที  

     5) ทิ้งของเหลวส่วนใสที่ไม่ต้องสารออกและใส่สารลงบน Spin Column นำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 7,000 

รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสที่ต้องการจาก Spin Column ลงใน ไมโครทิวป์อันใหม่ ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร 

     6) เติม WB (80% Ethanol) โดยปริมาตรต่อปริมาตร (V/V) 500 ไมโครลิตร ลง Spin Column 

นำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 13,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 30 วินาที และดูดส่วนใสที่ไหลผ่าน Spin Column ทำซ้ำ

จำนวน 2 ครั้ง  

     7) นำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 13,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 3 นาที ทำการทิ้งส่วนที่เป็นของเหลวที่ผ่าน 

Spin Column ย้าย Spin Column ใส่ลงไมโครทิวป์อันใหม่ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 

     8) เติม DNA Hydration Solution 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที นำไปปั่น

เหวี่ยง 13,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้ง Spin Column หลังจากนั้นตรวจสอบความถูกต้องสำหับการที่

ทำให้บริสุทธิ์ของการสกัดดีเอ็นเอ ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช้วุ้น Agarose 1% (w/v) 

      3.7.3 การทำให้บริสุทธิ์และเพิ่มปริมาณสารทางพันธุกรรม ด้วยวิธี PCR 

               ทำการเพ่ิมจำนวนยีนเป้าหมายบริเวณ 16s rRNA ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดย

ใช้ไพรเมอร์ 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCA -3’) และไพรเมอร์ 1492R 5’-(GGTTACCTTGTTACGACTT-

3’)  

ตารางท่ี 3.1 ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR (ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร) 

ลำดับที่ สารละลาย ความเข้มข้นสุดท้าย  ปริมาตรที่ใช้ 
 

1 27F 10 µM 5.0 µL เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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นำส่วนของผสมของปฏิกิริยา ไปทำปฏิกิริยาในเครื่อง Thermo cycle (GeneAmp® PCR System 

2700) ด้วยสภาวะอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา (Thermal reaction condition) ดังแสดงใน 

 

ตารางท่ี 3.2 PCR condition 

 

 

 

 

 

 

ซึ่งในหลอดปฏิกิริยาจะประกอบด้วย ในปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยสารพันธุกรรมแม่แบบ 

(DNA template) 2 ไมโครลิตร dNTPs 25 ไมโครลิตร 10X Standard Taq Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

และน้ำกลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 304 ไมโครลิตร ทำปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง Thermo cycle 

2 1492R 10 µM 5.0 µL 
3 dNTPs 2 mM 

 
2.5 µL 

4 Standard Taq 
Buffer 

10X 5.0 µL 

5 Taq DNA 
Polymerase 

5U/ µL 0.1 µL 

6  DeIonizef Water 
(DI) 

- 30.4 µL 

7 DNA Template - 2.0  µL 
8 Total - 50 µL 

PCR condition 35 Cycles 
Stage Temp (องศาเซลเซียส) Time (วินาที) 

Initial denaturation 94 180 
Denaturation 94 30 

Annealing 55 60 
Extension 72 90 

Final Extension 72 180 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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(GeneAmp® PCR System 2700) โดยมีกระบวนการดังนี้ กระบวนการ Initial denaturation อุณหภูมิเริ่มต้น 

94 องศาเซลเซียส 5 นาที จำนวน 35 รอบ การแยกสายดีเอ็นเอ (Denaturing step) 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 

การเข ้าค ู ่สายใหม ่ของด ี เ อ็นเอ (Annealing step) อ ุณหภ ูม ิ  54 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 1 นาที  

เพ ิ ่ มความยาวของสายด ี เ อ ็น เอ ( Extens ion s tep)  อ ุณหภ ูม ิ  72  องศา เซล เซ ี ยส  1 .30 นาที  

และเพิ ่มความยาวของสายดีเอ ็นเอสุดท้าย  (Final extension) อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 12 นาที  

 

      3.7.4 การตรวจสอบการมีอยู่และคุณภาพของสารพันธุกรรมด้วยวิธี Gel electrophoresis 

              ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ด้วยวิธี Agarose Gel Electrophoresis ใช้ agarose gel 1.5% (w/v) 

โดยช ั ่ งผง  Aga rose  4 .5  กร ัม  ใส ่ ลง ใน 1X Tr i s -Bora te -EDTA (TBE )  Buf fe r  30 ม ิลล ิ ล ิ ตร 

นำไปละลายในไมโครเวฟจนเข้ากันดีแล้วจึงเทลงในถาด (Tray) ที่ประกอบหวี (Comb) ตั้งทิ้งไว้จนเจลแข็งตัว 

เมื่อเจลแข็งตัวนำใส่ลงใน Chamber บนเครื่อง Gel Electrophoresis โดยให้ด้านที่มีหลุมบนเจลอยู่ทางขั้วลบ 

จากน ั ้น เท 1X TBE จนท ่วมถาด ผสม PCR BIO Ladder I   ก ับ  Loading dye 1 ไมโครล ิตร 

แล้วปิเปตลงบนหลุมแรกของเจล ผสมผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ 4.5 ไมโครลิตรผสมกับ Safe dye 0.5 ไมโครลิตร 

Loading dye 1 ไมโครลิตร รันด้วยกำลังไฟฟ้า 80 โวลต์ 45 นาที ตรวจสอบขนาดและเปรียบเทียบตำแหน่งของ

ผลิตภัณฑ์บนเจลด้วยเครื่อง Gel Doc system (ImageLab6.0) แล้วจึงส่งตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 

      3.7.5 การจัดจำแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ด้วยวิธีการ Genotypic characterization โดย

อาศัยลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA 

    นำ PCR product ที่ได้ ส่งไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท SolGent Co.,Ltd., สาธารณรัฐ

เกาหลี โดยใช้ universal primer 2 คู่ท่ีมีความจำเพาะต่อยีน 16S rRNA ได้แก่ 27F/1492R primer หลังจากนั้น

ว ิ เคราะห ์ความส ัมพ ันธ ์ทางว ิว ัฒนาการโดยใช้ ลำด ับเบสท ี ่ ใกล ้ เค ียงก ันในฐานข ้อม ูล  GenBank 

แล้วนำมาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม bioedit และ นำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ไป

เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานในฐานข้อมูล Ezbiocould 

(www.ezbiocloud .net/eztaxon)   

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

http://www.ezbiocloud/
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

4.1 การเก็บตัวอย่าง และการคัดแยกแบคทีเรีย 

      ตัวอย่างที่นำมาใช้ในการศึกษาหาฤทธิ์ยับยั้งจากตัวอย่างเสวรสนำมาจากตู่ -80 °C แยกออกเป็นจำนวน 

      ทั้งหมด 2 ไซเลท คือ PFY1 และ PFY2  ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

 

ตารางท่ี 4.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากเสวรส 

สถานที่นำตัวอย่างมา

ศึกษา 

ตัวอย่าง ไอโซเลต 

 

ตู้ -80 °C 

 

เสาวรส 

PFY1 

PFY2 

 

4.2 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยานเบื้องต้นของแบคทีเรียที่คัดแยก 

     การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของแอคติโนแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกได้ตัวอย่างคือเสาวร ส

จำนวน 2 ไอโซเลต พบว่าเป็นแบคทีเรียทรงกลม แกรมบวก การติดสีเป็นสีม่วงเกาะกันเป็นกลุ่มและ การเรียงตัว  

       ไอโซเลท PFY1 เป็นแบคทีเรียเป็นเชื้อที่มีความหนาแน่นของเชื้อค่อนข้างมาก พ้ืนผวโดโลนีลักษณะเป็นแผ่น

มีขอบหยัก สีขาวขุ่น แบคทีเรียเรียมีการจัดเรียงตัวเป็นกลุ่ม ติดสีแกรมสีม่วง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เจริญได้ดีบน

อาหาร TSA   

ไอโซเลท PFY2 เป็นแบคทีเรียเป็นเชื้อที่มีความหนาแน่นของเชื้อค่อนข้างมาก พื้นผิวโคโลนีลักษณะเป็น

แผ่นมีขอบหยัก สีขาวขุ่น ซึ่งมีลักษณะการเจริญที่หนาแน่น กว่า ไอโซเลท PFY1 แบคทีเรียเรียมีการจัดเรียงตัวเป็น

กลุ่ม ติดสีแกรมสีม่วง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เจริญได้ดีบนอาหาร TSA ( ตารางภาคผนวกท่ี 1 )  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.2  ลักษณะการเจริญของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างเสาวรสบนอาหาร เพาะเลี้ยง 

                 ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ไอโซเลท ลักษณะการเจริญ สีโคโลนีของเชื้อ การติดแกรม/การจัดเรียงตัว 

PFY1 เจริญได้ดี ขาวขุ่น ติดสีม่วงแกรมบวก 

เป็นกลุ่มและกระจายตัว 

PFY2 เจริญได้ดี ขาวขุ่น ติดสีม่วงแกรมบวก 

เป็นกลุ่มและกระจายตัว 

 

4.3 การคัดเลือกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

       4.3.1 การทดสอบฤทธิ์การต้านเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Cross Streak diffusion 

                การทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Coss Streak diffusion ของแบคทีเรียเอน

โดไฟต์จากตัวอย่างเสาวรส ผลการทดสอบพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์จำนวน 2 ไอโซเลท แสดงฤทธิ์ต้านการเจริญ

ของจุลินทรีย์ทดสอบ คือ ไอโซเลท PFY 1 โดยแสดงฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแกรมบวกได้ทั้งหมด  

 

ตารางท่ี 4.3 ฤทธิ์การต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแต่ละไอโซเลทด้วยวิธี Cross Streak diffusion 

 

         

 

เชื้อแบคทีเรียก่อโรค ไอโซเลท/บริเวณยับยั้ง (มม.) ค่าเฉลี่ย 
PFY1.1 PFY1.2 

Bacillus subtilis 1 5 5 5±0.00 
Kocuria rhizophila 1 15 17 16±1.41 

Staphylococcus aureus 1 14 15 14.5±0.70 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3.2 การทดสอบฤทธิ์การต้านเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Agar plug diffusion 

        การทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Agar plug diffusion ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์

จากตัวอย่างเสาวรส ผลการทดสอบพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟท์จำนวน 1 ไอโซเลท แสดงฤทธิ์ต้านการเจริญของ

จุลินทรีย์ทดสอบ คือ ไอโซเลท PFY 1 โดยแสดงฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแกรมบวกได้ทั้งหมด ผู้

ทดลองจึงมีความสนใจนำเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์ PFY1 มาทำให้บริสุทธิ์ ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ และพิสูจน์จัด

จำแนกสายพันธุ์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA สืบไป 

 

ตารางท่ี 4.4 ฤทธิ์การต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแต่ละไอโซเลทด้วยวิธี Agar Plug diffusion 

 

4.4 การศึกษาอนุกรมวิธานของไอโซเลท PFY1  

       4.4.1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ 

               การศึกษาลักษณะสัณฐานทางวิทยาของแบคทีเรียไอโซเลท PFY1 ที่เจริญบนอาหาร TSAเพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าไอโซเลท PFY1 จัดเป็นแบคทีเรียชนิด โคโลนีสีขาวขุ่นผิวเรียบ 

มีรอยหยัก โดยการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์แบคทีเรีย  

              

เชื้อแบคทีเรียก่อโรค ไอโซเลท/บริเวณยับยั้ง (มม.) ค่าเฉลี่ย 
PFY1.1 PFY1.2 PFY1.1 PFY1.2 

Bacillus subtilis 1 9 9 9 9 10 9 9±0.00 9.33±0.58 
Kocuria rhizophila 1 11 12 11 12 12 12 11.33±0.58 12±0.00 

Staphylococcus aureus 1 11 10 12 10 12 11 11±1.00 11±1.00 
   

Bacillus subtilis 2 9 10 9 10 9 10 9.33±0.58 9.67±0.58 
Kocuria rhizophila 2 10 11 11 13 13 13 10.67±0.58 13±0.00 

Staphylococcus aureus 2 11 11 11 12 12 13 11±0.00 12.33±0.58 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



21 
 

 

      4.4.2 ลักษณะการเจริญ 

    เป็นแผ่นมีขอบหยัก สีขาวขุ่น แบคทีเรียเรียมีการจัดเรียงตัวเป็นกลุ่ม ติดสีแกรมสีม่วง เป็นแบคทีเรียแก

รมบวก เจริญได้ดีบนอาหาร TSA   

 

4.5 การคัดเลือกฤทธิ์ทางชีวภาพของไอโซเลท PFY2 

      4.5.1 การทดสอบฤทธิ์การต้านเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Cross Streak diffusion 

              การทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Cross Streak diffusion ของแบคทีเรียเอน

โดไฟต์จากตัวอย่างเสาวรส ผลการทดสอบพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์จำนวน 2 ไอโซเลท แสดงฤทธิ์ต้านการเจริญ

ของจุลินทรีย์ทดสอบ คือ ไอโซเลท PFY 1 โดยแสดงฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแกรมบวกได้ทั้งหมด 

  

ตารางท่ี 4.5 ฤทธิ์การต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแต่ละไอโซเลทด้วยวิธี Cross Streak Diffusion 

 

          4.5.2 การทดสอบฤทธิ์การต้านเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Agar plug diffusion 

                  การทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี Agar plug diffusion ของแบคทีเรียเอน

โดไฟท์จากตัวอย่างเสาวรส ผลการทดสอบพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟท์จำนวน 1 ไอโซเลท แสดงฤทธิ์ต้านการเจริญ

ของจุลินทรีย์ทดสอบ คือ ไอโซเลท PFY 1 โดยแสดงฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแกรมบวกได้ทั้งหมด ผู้

ทดลองจึงมีความสนใจนำเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟท์ PFY1 มาทำให้บริสุทธิ์ ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ แลพิสูจน์จัด

จำแนกสายพันธุ์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA สืบไป 

เชื้อแบคทีเรียก่อโรค ไอโซเลท/บริเวณยับยั้ง (มม.) ค่าเฉลี่ย 
PFY2.1 PFY2.2 

Bacillus subtilis 2 5 7 6±1.41 
Kocuria rhizophila 2 15 14 14.5±0.70 

Staphylococcus aureus 2 15 14 14.5±0.70 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



22 
 

ตารางท่ี 4.6 ฤทธิ์การต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคแต่ละไอโซเลทด้วยวิธี Agar Plug Difussion 

 

4.6 การศึกษาอนุกรมวิธานของไอโซเลท PFY2  

      4.6.1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ 

    การศึกษาลักษณะสัณฐานทางวิทยาของแบคทีเรียไอโซเลท PFY2 ที่เจริญบนอาหาร TSAเพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าไอโซเลท PFY2 จัดเป็นแบคทีเรียชนิดโคโลนีสีขาวขุ่นผิวเรียบ 

มีรอยหยัก โดยการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์แบคทีเรียมีรูปร่างกลม 

        4.6.2ลักษณะการเจริญ 

               พื้นผิวโคโลนีลักษณะเป็นแผ่นมีขอบหยัก สีขาวขุ่น ซึ่งมีลักษณะการเจริญที่หนาแน่น กว่า ไอโซเลท 

PFY1 

 

4.7 การศึกษาฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 

      จากการศึกษาฤทธิ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่มีความสามรถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคที่คัด

แยกได้จากตัวอย่างเสาวรส จำนวน 2 ไอโซเลท พบว่าวิธี Cross streak มีผลการการศึกษาพบว่าไอโซเลท PFY1 

และ PFY2 มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคแกรมบวกท้ัง 3 ชนิด ได้แก่ Bacillus subtilis Kocuria rhizophila 

เชื้อแบคทีเรียก่อโรค ไอโซเลท/บริเวณยับยั้ง (มม.) ค่าเฉลี่ย 
PFY2.1 PFY2.2 PFY2.1 PFY2.2 

Bacillus subtilis 1 11 11 11 10 11 10 11±0.00 10.33±0.58 
Kocuria rhizophila 1 11 11 12 11 12 11 11.33±0.58 11.33±0.58 

Staphylococcus aureus 1 12 12 11 12 13 12 11.67±0.58 12.33±0.58 
   

Bacillus subtilis 2 11 11 11 10 10 10 11±0.00 10±0.00 
Kocuria rhizophila 2 10 9 9 10 10 10 9.33±0.58 10±0.00 

Staphylococcus aureus 2 14 14 14 11 11 12 14±0.00 11.33±0.58 
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และ Staphylococcus aureus หลังจากนั้นทำการทดสอบด้วยวิธี Agar plug มีผลการการศึกษาพบว่าไอโซเลท 

ทั้ง 2 ไอโซเลท มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคแกรมบวกทั้ง 3 ชนิด ซึ่งมีความสามารถยับยั้ง K. rhizophila 

ได้ดีที่สุดเช่นเดียวกับการทดสอบด้วยวิธี Cross streak โดยวิธี Cross streak ไอโซเลท PFY 1 พบบริเวณยับยั้ง 

เท่ากับ 17 มิลลิเมตร และ ไอโซเลท PFY2 พบบริเวณยับยั้ง 15 มิลลิเมตร และ วิธี Agar plug ไอโซเลท PFY1 พบ

บริเวณยับยั้ง 13 มิลลิเมตร และ ไอโซเลท PFY2 พบบริเวณยับยั้ง 14 มิลลิเมตร (ดังตารางที่ 4.1-4.4) 

  

4.8 การจัดจำแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

      จากการศึกษาการเพ่ิมปริมาณของสายพันธุกรรม 16S rRNA ด้วย ไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิด คือ 27F และ 1492R 

พบว่า PCR Product ที่ได้เมื่อใช้โปรแกรม Gel Doc เพ่ือใช้ดูลักษณะ Banned ขนาดที่ได้อยู่ในช่วง 1700 bp  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

รูปที่ 3 PCR Product ของ 16S rRNA ที่สกัดจากแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากเสาวรสไอโซเลท PFY1 และ  

         PFY2  
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       เมื่อจัดจำแนกสายพันธุ์แบคทีเรียเอนโดไฟท์จากเสาวรสจำนวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ PFY1 และ PFY2 ด้วย

การศึกษาเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลโดยการหาลำดับเบสของยีน 16S rRNA เทียบความเหมือนกับฐานข้อมูลลำดับ

เบสใน GenBank พบว่าแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้ง 2 ไอโซเลท มีความใกล้เคียงกับ Bacillus velezensis FZB42 ซ่ึง

เป็นแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes อยู่ในวงศ์ Bacillaceae มีลักษณะเป็นท่อน แกรมบวก  ต้องการอากาศในการ

เจริญเติบโต สามารถสร้างเอนโดสปอร์ที่ทนความร้อน และ สามารถผลิตยาปฏิชีวนะหลายชนิดได้มีการศึกษานี้เรา

แสดงให้เห็นว่า B. velezensis FZB42 สามารถต่อต้าน P. sojae ได้อย่างมีประสิทธิภาพ กลไกพื้นฐานสําหรับ

การยับยั้งพบว่า การกลายพันธุ์ของ FZB42 ที่สังเคราะห์ไลโปเปปไทด์ (bacillomycin D และ fengycin) ซึ่งเป็น

ที่ทราบกันดีว่ามีฤทธิ์ต้านเชื้อรา และโพลีคีไทด์ (บาซิลลาอีน ดิฟฟิซิดิน และแมคโครแลคติน) และยังมีฤทธิ์ต้านเชื้อ

แบคทีเรีย (Xingshan H et. Al., 2021) 

      โดยมีงานวิจัยศึกษาแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. velezensis สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากแบคทีเรีย 

Ralstonia solanacearum และเชื้อรา ได้แก่ Botrytis cinerea, Fulvia fulva, Fusarium graminearum, F. 

oxysporum, F. verticillioides, Phytophthora nicotianae และ Ustilaginoidea virens นอกจากนั้นยัง

สามารถยับยั้งไส้เดือนฝอยรากปม Meloidogyne incognita (Calvo et al., 2020; Cao et al., 2018; Chen et 

al., 2018; Guo et al., 2020; Jiang et al., 2019; Myo et al., 2019; Wang et al., 2020) โดยมีรายงานการ

วิเคราะห์จีโนมิกส์ของ B. velezensis พบมีกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์สารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ

ซึ ่งมีบทบาทสำคัญ ในการยับยั ้งเชื ้อสาเหตุโรคพืช กลุ ่ม cyclic lipopeptides ได้แก่ iturin, surfactin, 

bacillomycin-D, fengicin และ bacillibactin กลุ ่ม antibacterial polyketide ได้แก่ macrolactin, 

bacillaene และ difficidin และ antibacterial dipeptide ได้แก่ bacilicin (Chen et al., 2007; Liu et al., 

2020; Pandin et al., 2018; Rabbee et al., 2019) 

      Macrolactin ซึ่งเป็นสารประกอบโพลีคีไทด์ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง C. gloeosporioides และจากการศึกษา B. 

subtilis บางสายพันธุ์ พบว่ามีการผลิตสารกลุ่มlipopeptide ได้ตั้งแต ่หนึ่งชนิดขึ้นไปเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวต่าง

ชนิดกัน (Dunlap et al., 2011; Kwon and Kim, 2014) แบคทีเรียจีนัส Bacillus เช น B. subtilis และ B. 

siamensis รายงานว่า สามารถผลิตสารกลุ่ม lipopeptide ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคในจีนัส Colletotrichum, 

Fusarium และ Rhizoctonia ได้ (Dunlap et al., 2011; Hussain and Khan, 2021; Huang et al., 2022) 

ดังนั้น Bacillus subtilis DB016 และ Bacillus siamensis DB071 

      จากการศึกษาพบว่า งานวิจัยของ Yu et al. (2022) ยังรายงานว่า B. velezensis YA215 ซึ่งแยกได้จากป่า

ชายเลนมีการสารชีวโมเลกุลในกลุ่มของ lipopeptides ทั้ง surfactin. Iturin และ fengycin ซึ่งสารในกลุ่มของ 
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lipopeptides มีคุณสมบัติในการเป็นสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพด้วยในงานวิจัยนี้จึงได้มีการศึกษาความไม่ชอบ

น้ำ (BATH assay) และความสามารถในการเกิด E24 (emulsification index, E24) ซึ่งผลจาก BATH assay B. 

velezensis ให้เปอร์เซ็นต์ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 4.10-46.86% ส่วน ค่า E24 มีค่าอยู่ในช่วง 38.97-51.92% 

ซึ ่งจากงานวิจัยของ Syahriansyah and Hamzah (2016) และ Mouafi et al. (2016) ซึ ่งตรวจสอบ

ความสามารถในการเกิด E24 ของ B. subtilis และ B. brevis เพื่อระบุความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ทางชีวภาพ พบว่ามีค่า E24 เพียง 17% และ 46.6% ตามลำดับ 

      Bacillus velezensis FZB42 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่เป็นตัวแทนของไรโซแบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

พืช (PGPR) สามารถสร้างฟิล์มชีวะที่แข็งแกร่งและผลิตยาปฏิชีวนะหลายชนิดเพื่อต่อต้านเชื ้อราจากพืชใน

ธรรมชาติ ในการศึกษานี้ การทดลองที่เป็นปฏิปักษ์ยังแสดงให้เห็นว่า เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ไวด์ สายพันธุ์ 

sprT แสดงการยับยั้ง Staphylococcus aureus ATCC-9144 และ Phytophthora sojae ที่ลดลงอย่างมี

นัยสำคัญ ซึ่งการหยุดใช้งาน ส่งผลให้การผลิตยาปฏิชีวนะบาซิลีซินลดลง การวิเคราะห์ PCR เปิดเผยว่า sprT 

ควบคุมการแสดงออกของยีนสำหรับการสังเคราะห์ทางชีวภาพของ bacilysin ลง ผลลัพธ์ของเราชี้บ่งบอกว่ายีน 

sprT มีบทบาทควบคุมในลักษณะหลายประการของ B. velezensis FZB42 รวมถึงการสร้างฟิล์มชีวะ การจับกลุ่ม 

การสร้างสปอร์ และการผลิตยาปฏิชีวนะ 
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บทท่ี 5 

   สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

      จาการศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากเสาวรส สามารคัดแยกได้จำนวน 2 ไอโซเลท ประกอบด้วย 

PFY1 และ PFY2 เมื่อนำมาตรวจสอบฤทธิ์การยับยั้งของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้ง 2 ไอโซเลทที่มีผลต่อแบคทีเรียก่อ

โรคทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ Bacillus Subtillis ATCC 6633  Kocuria rhizophila ATCC 9341  และ Staphylococcus 

aureus ATCC 25923  โดยใช้วิธี Cross streak และ Agar plug พบว่า PFY1 เป็นเชื้อที่มีความสามารถสร้างสาร

ปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคได้ทั้งสิ้น ตามลำดับ โดยสามารยับยั้ง Kocuria rhizophila 

ATCC 9341มีประสิทธิภาพดีที่สุด และ สามารยับยั้ง Bacillus Subtillis ATCC 6633    มีประสิทธิภาพน้อยที่สุด 

และเชื้อ PFY 2 มีความสามารถสร้างสารปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคได้ทั้งสิ้น ตามลำดับ 

โดยสามารยับยั้ง Kocuria rhizophila ATCC 9341มีประสิทธิภาพดีที่สุด และ สามารยับยั้ง Bacillus Subtillis 

ATCC 6633    มีประสิทธิภาพน้อยที่สุด หลังจากนั้นนำไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดทดสอบและการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วย PCR polymerase ผ่านการดูการเกิดดีเอ็นเอด้วยวิธี Gel electrophoresis และสังเกตการเกิด 

banned ด้วยเครื่อง Gel Documentaryr พบว่าการเกิด Banned ของ เชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท อยู่ในช่วง 1,700 bp 

และเมื่อส่งให้บริษัททดสอบในฐานข้อมูลของ BLAST  พบว่าได้แบคทีเรียสปีชีส์ใหม่จำนวน 1 ไอโซเลท คือ 

Bacillus velezensis FZB42 ภายหลังนำผลที่ได้จากบริษัททำการลำดับเบสบนยีน 16S rRNA โดยใช้ไพรเมอร์ 1 

คู่ ได้แก่ 27F และ 1492R พบว่า เมื่อเปรียบเทียบความใกล้เคียงของสายพันธุ์ของเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท มีความคลึง

ของสายพันธุ์ตามลำดับ ได้แก่ PFY1 มีความคล้ายของสายพันธุ์ ดังนี้ Bacillus velezensis CR-502 99.64%  

Bacillus siamensis KCTC 13613 99.30%  Bacillus subtilis NCIB 3610 99.02% และ Bacillus 

amyloloquefaciens DSM 7 99.02%  PFY2 มีความคล้ายของสายพันธุ์ ดังนี้  Bacillus siamensis KCTC 

13613 99.65%  Bacillus velezensis CR-502 99.64%  Bacillus subtilis NCIB 3610 99.36% และ Bacillus 

amyloloquefaciens DSM 7 99.36% 
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5.2 ข้อเสนอแนะ  

      เนื่องจากในการศึกษานี้พบว่ามีจํานวนไอโซเลตที่ผลิตสารออกฤทธิ์ต้านการเจริญจุลินทรีย์ ได้ทั้ง 2 ไอโซเลท 

มีความเป็นไปได้ว่าบริเวณที่เก็บตัวอย่างเพ่ือคัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์อาจจะมาจากแหล่งเดียวกัน จึงทำให้มีผล

ที่ไม่ต่างกัน ซึ่งสภาพสิ่งแวดล้อมนี้อาจส่งผลให้แบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกมีความหลากหลายไม่มากเท่าที่ควร 

ดังนั้นในการเก็บตัวอย่างในการศึกษาต่อไปควรเก็บตัวอย่างต่างถิ่นเพื่อหาความหลากหลายทางชีวภาพ การ

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการต้านการเจริญแบคทีเรียก่อโรคนี้ ในงานวิจัยนี้ได้ทําการทดสอบฤทธิ์ต้าน

การเจริญของเชื้อก่อโรค การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA และการระบุสายพันื การศึกษาต่อไปควรมีการ

ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรสารต้านอนุมูลอิสระและต้านมะเร็ง เนื่องจากแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ข้างต้นมี

บทบาทสําคัญเกี่ยวข้องกับสารต้านอนุมูลอิสระและสารต้านมะเร็ง นอกจากนี้การพัฒนาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

สําหรับประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ในการต้านอนุมูลอิสระแม้กระทั่งทำเป็นผลิตภัณฑ์บริโภคในอนาคตควรมีการศึกษา

ความเป็นพิษต่อเซลล์ชนิดอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องกับผิวหนังเช่น เซลล์ผิวหนังชนิด HaCaT (Human keratinocyte cell 

line) ตลอดจนศึกษากลไกการออกฤทธิ์และคุณสมบัติอื่น ๆ เช่น การดูดซึม การแพร่กระจายของสาร และกลไก

การขับออกจากร่างกาย เป็นต้น 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.อาหารสำหรับคัดแยกและเพาะเลี้ยงเชื้อ 

1.1 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar (TSA) 

 Pancreatic Digest of Casein   15 g 

 Enzymatic Digest of Soybean Meal  5 g 

 Sodium Chloride    5 g 

 Agar      15 g 

Distilled water     1000 ml 

pH      7.3 ± 0.2 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมด 1000 มิลลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องอบฆ่าเชื้อด้วนความดันไอแรงสูง 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

      1.2 การเตรียมหารเพาะเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy broth  

 Pancreatic Digest of Casein   15 g 

 Enzymatic Digest of Soybean Meal  5 g 

 Sodium Chloride    5 g 

Distilled water     1000 ml 

pH      7.3 ± 0.2 

  ละลายส่วนผสมทั้งหมด 1000 มิลลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องอบฆ่าเชื้อด้วนความดันไอแรงสูง 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 1.3 การเตรียมหารเพาะเลี้ยงเชื้อ Muller Hinton Agar (MHA) 

  Beef extract powder    2 g 

 Acid Digest of Casein    17.5 g 

 Soluble stratch    1.5 g 

 Agar      15 g 

 Distilled water     1000 ml 

pH      7.3 ± 0.1 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมด 1000 มิลลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องอบฆ่าเชื้อด้วนความดันไอแรงสูง 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

       1.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) 

 Approximate Formula Per Liter 

Pancreatic Digest of Casein    5 g 

Yeast Extract      2.5 g 

Dextrose      1 g 

Agar       15  g 

 pH      7.0 ± 0.2 

 Distilled water     1000 ml 

  ละลายส่วนผสมทั้งหมด 1000 มิลลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องอบฆ่าเชื้อด้วนความดัน

ไอแรงสูง 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. สารละลายและสารเคมีในการทำวิจัย 

       2.1 การเตรียมสารละลายNormal saline (0.89% NaCL) 

 NaCl      0.89 g เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 Distilled water     100 ml 

  ละลายส่วนผสมทั้งหมด 100 มิลลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องอบฆ่าเชื้อด้วนความดันไอแรงสูง 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  

       2.2 การเตรียม 70% Alcohol จาก 95% Alcohol 

 95% Alcohol     750 ml 

 Distilled water     250 ml 

       2.3 การเตรียมสารละลาย Crystal violet  

 สารละลาย A  

 Crystal violet     2 g 

 95% Ethyl alcohol    20 ml 

 สารละลาย B 

 Ammonium oxalate    0.8 g 

 Distilled water     80 ml 

  ผสมสารละลายทั้ง 2 สาร เข้าด้วยกัน ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง กรองผ่านกระดาษกรองจะได้เป็น 

Crystal violet staining reagent 

       2.4 การเตรียมสารละลายไอโอดีน 

 Iodine      1 g 

 Distilled water     100 ml 

 Potassium iodide    20 g 

  ใช้น้ำเพียงเล็กน้อยละลายไอโอดีนและโพแทสเซียมไอโอไดด์จนหมดจึงเติมน้ำที่เหลือลงไปแล้ว

ผสมให้เข้ากันดี 
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2.5 การเตรียมสารละลาย Safranin (counterstain) 

 ทำการละลาย Safranin O ร้อยละ 2.5 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร (W/V) ใน Ethyl alcohol ความเข้มข้น 

10 มิลลิตร เติมน้ำกลั่นให้มีปริมาตรสุดท้าย 100 มิลลิตร  
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ภาคผนวก ข 

ตารางท่ี 1 การแสดงลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ PFY1 และ PFY2 

Isolation ภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ ลักษณะสัณฐานเบื้องต้น 

 

 

PFY 1 

 

โคโลนีเป็นขอบหยักสีขาวขุ่น ไม่มี

ความนูนของผิวเชื้อ มีความ

หนาแน่นของเชื้อค่อนข้างมาก 

 

 

PFY 2 

 

โคโลนีเป็นขอบหยักสีขาวขุ่น ไม่มี

ความนูนของผิวเชื้อ มีความ

หนาแน่นของเชื้อค่อนข้างมาก 
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ตารางท่ี 2 ภาพแสดงการส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง การติดสีแกรม 

Isolation ภาพภายใต้การส่องกล้องจุลทรรศน์

แบบใช้แสง 

การเรียงตัวและการติดสีแกรม 

 

 

PFY 1 

 

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เป็นรูป

ท่อนสั้น มีการเรียงตัวทั้งการ

กระจายและแบบกลุ่ม การติดสีแก

รมเป็นสีม่วง 

 

 

PFY 2 

 

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เป็นรูป

ท่อนสั้น มีการเรียงตัวทั้งการ

กระจายและแบบกลุ่ม การติดสีแก

รมเป็นสีม่วง 

 

ตารางท่ี 3 การแสดงฤทธิ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค ด้วยวิธี Cross streak  

Isolation ภาพแสดงฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค ผลของฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีรีย

ก่อโรค 

 

 

PFY 1 

 

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

Bacillus subtilis Kocuria 

varians และ Staphylococcus 

aureus 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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PFY 2 

 

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

Bacillus subtilis Kocuria 

varians และ Staphylococcus 

aureus 

 

ตารางท่ี 4 การแสดงฤทธิ์ของแบคทเรียเอนโดไฟท์ยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค ด้วยวิธี Agar plugs  

Isolation ภาพของฤทธิ์ของแบคทเรียเอนโด

ไฟท์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 

ผลของฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีรีย

ก่อโรค 

 

Bacillus subtilis 

1 

  

ไอโซเลท PFY 1 และ PFY2 มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง  

Bacillus subtilis 

 

 

Bacillus subtilis 

2 

  

ไอโซเลท PFY 1 และ PFY2 มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง  

Bacillus subtilis 

 

 

Kocuria rhizophila 

1 

  

ไอโซเลท PFY 1 และ PFY2 มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง  

Kocuria rhizophila 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Kocuria rhizophila 

2 

  

ไอโซเลท PFY 1 และ PFY2 มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง  

Kocuria rhizophila 

 

 

Staphylococcus aureus 

1 

 

ไอโซเลท PFY 1 และ PFY2 มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง  

Staphylococcus aureus 

 

 

Staphylococcus aureus 

2 

 

ไอโซเลท PFY 1 และ PFY2 มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง  

Staphylococcus aureus 

 

ตารางท่ี 5 การคำนวณหาปริมาณจุลินทรีย์ ด้วยวิธี Drop plate เพื่อใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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1.การลำดับเบสนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA ของไพรเมอร์ 27F และ 1492R ของ PFY1 และ PFY2 

ภาพที่ 1.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA จากแบคทีเรีย PFY1 c1 Forward และ Reward 

TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA 

CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA 

TGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG 

GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC 

CGACCTGAGAGGGTGATCGGTCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA 

GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT 

GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCCGTTCAAAT 

AGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG 

CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCG 

GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG 

GAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT 

GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA 

AGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT 

AAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG 

GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA 

GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA 

ATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC 

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG 

ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGA 

ACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT 

CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC 

GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC 

ACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGTGACAGGAAATTC 

 

ภาพที่ 1.2 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA จากแบคทีเรีย PFY1 c2 Forward และ Reward 

TATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGG 

TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA 

TACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTT 

ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT 

GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT 

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC 

GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTT 

CAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 

AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGC 

AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA 

CTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 

GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA 

G CTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGG 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT 

CCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATT 

GGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA 

GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCA 

GTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCG 

GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCT 

GCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGT 

TCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT 

CCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC 

AGCACTAAGGGGC 

 

ภาพที่ 1.3 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA จากแบคทีเรีย PFY2 d1 Forward และ Reward 

CTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGG 

TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA 

TACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTT 

ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT 

GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT 

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC 

GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTT 

CAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 

AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGC 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA 

CTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 

GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA 

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA 

GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG 

CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 

GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC 

TGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTG 

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCT 

TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 

TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 

ACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTT 

CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 

ATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT 

GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGA 

 

ภาพที่ 1.4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA แบคทีเรีย PFY2 d2 Forward และ Reward 

TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA 

CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA 

TGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG 

GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG 

GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG 

ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG 

GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 

GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT 

TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA 

ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT 

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG 

CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA 

GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG 

AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC 

ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT 

CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG 

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC 

CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT 

GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC 

AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG 

CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC 

GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC 

CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCA 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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งานทะเบียนคณะวิทยาศาสตร์ 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

คำรับรองเล่มโครงงานพิเศษ/ปัญหาพิเศษ/สหกิจศึกษา 

 

วันที่............เดือน................................พ.ศ............. 

 ข้าพเจ้า นาย พงษ์พิสิษฐ์ กิตติลาภ รหัสประจำตัว 63050504 

นักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชา จุลชีวิทยาอุตสาหกรรม ภาควิชา ชีววิทยา ขอรับรองว่าโครงงาน

พิเศษ เรื่อง 

ชื่อภาษาไทย การศึกษากิจกรรมต้านแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จาก

เสาวรส 

ชื่อภาษาอังกฤษ STUDY ON ANTIBACTERIAL ACTIVITY AGAINST FOODBORNE PATHOGENIC BACTERIA 

OF ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATED FROM PASSION FRUIT  

ปีการศึกษา 2566 

เป็นผลงานวิจัยที่มิได้คัดลอกหรือละเมิดลิขสิทธิ์ของผู้อื่นและได้ผ่านการตรวจสอบความซ้ำซ้อนเรียบร้อยแล้ว และ

ได้แนบเอกสารการตรวจสอบการลอกเลียนงานวรรณกรรมที่ตรวจสอบจากเล่มโครงงานพิเศษ/ปัญหาพิเศษ/สหกิจ

ศึกษาฉบับสมบูรณ์แล้ว 

โปรแกรมอักขราวิสุทธิ์ 0.42 %    หรือโปรแกรม Turnitin - % 

 

ลงชื่อ............................................         ลงชื่อ............................................      ลงชื่อ....................................... 

      (                             )                     (                             )                   (                          ) 

     นักศึกษา                 นักศึกษา                           นักศึกษา 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ข้าพเจ้า ผศ.ดร. กานต์ วงศาริยะ อาจารย์ที่ปรึกษาโครงงานพิเศษ ได้ตรวจสอบโครงงานพิเศษของนักศึกษาข้างต้น 

แล้ว ขอรับรองว่าเป็นผลงานวิจัยของนักศึกษาจริงและมีเนื้อหาสมบูรณ์  จึงลงชื่อไว้เป็นหลักฐาน 

 

ลงชื่อ...............................................       ลงชื่อ...............................................    ลงชื่อ........................................ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




