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บทคัดย่อ
ปัญหาการด้ือยาของแบคทีเรียส่งผลกระทบไปท่ัวโลก ขณะเดียวกันสถานการณ์ระดับโลกพบว่าการค้นพบยา
ชนิดใหม่ๆ มีอัตราท่ีน้อยลง หนึ่งในแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีสามารถพัฒนาเป็นยาได้มาจากเชื้อกลุ่ม 
แอคติโนมัยซีท วัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้ท�ำเพื่อแยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทจากทุเรียนพันธุ์พื้นเมืองในจังหวัด
จันทบุรีที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียบางชนิดได้ และระบุชนิดของแอคติโนมัยซีทนั้น วิธีการศึกษาประกอบด้วยการแยก 
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทจากเนื้อเยื่อทุเรียนด้วยการฆ่าเชื้อที่พื้นผิว จากนั้นทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียเบื้องต้นด้วย
วิธีการขีดขวางและเลือกแอคติโนมัยซีทที่มีฤทธิ์ดีท่ีสุดส�ำหรับสกัดสารสกัดหยาบเพื่อใช้หาค่าความเข้มข้นต�่ำสุดท่ีสามารถ
ยับยั้งและฆ่าเชื้อแบคทีเรียทดสอบ (MIC และ MBC) ด้วยวิธี Broth microdilution และท�ำการระบุชนิดแอคติโนมัยซีท 
ด้วยการศึกษาสัณฐานวิทยาและวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ผลการวิจัยพบว่าสามารถแยก 
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทได้ทั้งหมด 10 ไอโซเลท โดยมีเฉพาะเชื้อไอโซเลท PM-R01 ท่ีสามารถยับยั้งเชื้อ Bacil-
lus cereus TISTR 2372 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ได้และมีระยะยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 14.33 ± 2.33 
และ 13.00 ± 1.00 mm ตามล�ำดับ หลังการสกัดสารสกัดหยาบพบว่าสารสกัดมีค่า MIC มากกว่า 1,024 µg/ml และท่ี
ความเข้มข้นเดียวกันนี้สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียท้ังสองได้ไม่น้อยกว่าร้อยละ 98 เมื่อท�ำการระบุชนิดพบว่าเชื้อไอโซเลท  
PM-R01 มีความคล้ายกับเชื้อ Streptomyces ardesiacus NRRL B-1773T ที่ร้อยละ 99.65 ผลการวิจัยทั้งหมดสรุปได้ว่า 
เชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทไอโซเลท PM-R01 ซึ่งคล้ายกับเชื้อ Streptomyces ardesiacus มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดได้ ดังนั้นจึงควรศึกษาและพัฒนาสารสกัดหยาบของเชื้อนี้เพิ่มเติมเพื่อน�ำไปใช้ประโยชน์ต่อไป
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Abstract
Background: The emergence of antibiotic-resistant bacteria poses a global health crisis, exacerbated by the declining 
rate of novel antibiotic discovery. Actinomycetes, bacteria renowned for producing diverse bioactive compounds, offer  
a promising source of potential drug leads. Objective: This study aimed to isolate and identify endophytic  
actinomycetes from native durian (Durio zibethinus L.) cultivars in Chanthaburi Province, Thailand, to evaluate their 
antibacterial activity. Methods: Endophytic actinomycetes from durian tissue were isolated using surface sterilization. 
Antibacterial activity was assessed through a Perpendicular streak method.
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บทน�ำ
การด้ือยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียหลายๆ ชนิดเป็นปัญหา
ใหญ่ที่ส่งผลกระทบไปทั่วโลก เป็นปรากฏการณ์ที่ท้ังเกิดขึ้น
ได้เองตามธรรมชาติและเกิดจากความกดดันจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะท่ีไม่เหมาะสม ปัจจุบันสามารถพบเชื้อท่ีสามารถ
ดื้อยาปฏิชีวนะได้มากกว่า 2 กลุ่ม ซึ่งหากไม่สามารถควบคุม
หรือชะลอการด้ือยาได้อาจท�ำให้วงการสาธารณสุขมีลักษณะ
เหมือนย้อนกลับไปสู่ยุคก่อนการพบยาปฏิชีวนะได้ ท�ำให้
เกิดปัญหาใหญ่กับระบบสาธารณสุขจนอาจถึงกับเป็นความ
ล้มเหลวของระบบสาธารณสุขในอนาคตได้ (World Health 
Organization, 2022) ขณะเดียวกันสถานการณ์ระดับโลก
พบว่ายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ (ยาตัวใหม่ๆ ) ถูกค้นพบได้ใน
อัตราที่น้อยลงมาก (Ventola, 2015) จนไม่ทันต่อการต่อสู้กับ 
เชื้อที่ด้ือยา ดังนั้นจึงมีความจ�ำเป็นอย่างมากที่จะต้องหาสาร
และแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ เพื่อแก้ไข
หรือลดความรุนแรงของสถานการณ์การดื้อยานี้ โดยสารออก
ฤทธิเ์หล่านีต้้องมปีระสิทธภิาพในการรกัษาทดแทนยาปฏชิวีนะ
ชนิดเดิมที่มีเชื้อดื้อยาไปแล้ว

	 แอคตโินมยัซที (Actinomycetes) เป็นจลุนิทรย์ีกลุม่หนึง่ 
ที่มีการศึกษามาก เนื่องจากสามารถสร้างสารเมแทบอไลท์ 
ทุติยภูมิ (Secondary metabolites) ได้ในจ�ำนวนมาก (Bérdy, 
2005) และมักเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive  
compound) มฤีทธิต่์างๆ เช่น ฤทธิต้์านจลุนิทรย์ี (Antimicrobial) 
ต้านมะเรง็ (Anticancer) ต้านการอกัเสบ (Anti-Inflammatory) 
หรอืแม้แต่ต้านอนมุลูอสิระ (Antioxidant) เป็นต้น แอคตโินมยัซที 
มักพบในดินและในระบบนิเวศต่างๆ เช่น ในดินรอบรากพืช  
ในน�้ำจืด ในน�้ำทะเล ในถ�้ำ นอกจากนี้ยังพบได้ภายในเนื้อเยื่อ
สัตว์หรือเนื้อเยื่อพืชโดยในเนื้อเยื่อพืชสามารถพบได้จาก
ส่วนราก เหง้า ต้น กิ่ง ใบ หรือแม้แต่ในส่วนของผล เรียกเชื้อ 
แอคตโินมยัซทีท่ีพบในเนือ้เยือ่พชืและไม่ก่ออนัตรายต่อเนือ้เยือ่ 

ของพืชว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีท (Endophytic  
actinomycetes) ซึ่งสามารถแยกให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์และ 
สามารถสรา้งสารเมแทบอไลท์ทตุยิภมูทิีม่ปีระโยชนไ์ด้ (Wink 
et al., 2017)

	 จากอดีตถึงปัจจุบันมีรายงานการศึกษาเชื้อ​ 
แอคติโนมัยซีทในดินอย่างแพร่หลายมาก ซึ่งยา กที่จะพบ 
เชื้อชนิดใหม่หรือสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิชนิดใหม่ ผู้วิจัย 
จงึสนใจศกึษาเชือ้แอคตโินมยัซทีจากพชืในท้องถิน่ ประกอบกับ 
ทเุรยีนเป็นพชืท่ีมกีารเพาะปลกูมากในจงัหวดัจนัทบรุ ีและยงัม ี
การปลูกทุเรียนพันธุ์พื้นเมืองด้วย ซึ่งมีลักษณะเด่นคือทั้งแข็ง
แรง ทนต่อโรค อายุยืน ทนต่อสภาพอากาศและศัตรูพืช และ
จากการศึกษารายงานการแยกเชือ้เอนโดไฟตกิแอคตโินมยัซที
จากพชืพบว่ายงัมผีูท้ีส่นใจแยกเชือ้จากทเุรยีนไม่มาก งานวจิยันี ้
จงึมวีตัถปุระสงค์เพือ่แยกเช้ือเอนโดไฟตกิแอคตโินมยัซทีจาก
ทุเรียนพันธุ์พื้นเมืองของจังหวัดจันทบุรี และศึกษาฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อก่อโรคในมนุษย์บางชนิด

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา

1. การแยกเช้ือเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซทีจากใบ กิง่ และ
รากของทุเรียนพันธุ์กระปุกทองดี นกหยิบ และพวงมณี 
ด้วยวิธี Surface sterilization
	 น�ำตัวอย่างชิ้นส่วนใบ ก่ิง และรากของทุเรียนพันธุ์
พื้นเมืองที่เก็บจากอ�ำเภอขลุง อ�ำเภอเมือง และอ�ำเภอท่าใหม่ 
จังหวัดจันทบุรี พันธุ์ละ 5 ตัวอย่าง จากนั้นล้างตัวอย่างด้วย 
น�้ำประปา 1 ครั้ง และล้างต่อด้วยเครื่องอัลตราโซนิคเป็นเวลา 
10 นาท ีจากนัน้ตดัตวัอย่างให้ได้ขนาดประมาณ 1.0 x 1.0 cm  
แล้วแช่ตัวอย่างในสารละลาย 0.1% (v/v) Tween 20 นาน  
1 นาที แช่ใน 70% (v/v) Alcohol นาน 5 นาที แช่ใน 6% (v/v) 
Sodium hypochlorite นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�ำ้กลัน่ปลอดเชือ้ 
จ�ำนวน 3 น�้ำๆ ละ 30 วินาที และแช่ใน 10% (w/v) Sodium 

	 The most effective isolate underwent crude extract preparation and determination of MIC and MBC values 
against test bacteria via broth microdilution. Identification of the active isolate was conducted using morphological 
traits and 16S rRNA gene sequencing. Results: Ten isolates of endophytic actinomycetes were obtained from native  
durian varieties in Chanthaburi Province, Thailand. Among these, only isolate PM-R01 exhibited antibacterial  
activity against Bacillus cereus TISTR 2372 and Staphylococcus aureus ATCC 25923, with average inhibition zones 
of 14.33 ± 2.33 mm and 13.00 ± 1.00 mm, respectively. The MIC of PM-R01 crude extract was above 1,024 µg/ml.  
At this concentration, the extract achieved 98% bacterial kill. The identification of PM-R01 revealed 99.65% similarity  
to Streptomyces ardesiacus NRRL B-1773T. Conclusion: These findings suggest that PM-R01 is Streptomyces  
ardesiacus as a promising source for antibacterial agents. Further studies are needed to elucidate the extract’s  
composition and evaluate PM-R01’s efficacy against a broader range of microorganisms.

Keywords:	 Endophytic actinomycete, antibacterial activity, native durian varieties, Chanthaburi Province,  
Streptomyces ardesiacus
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bicarbonate นาน 10 นาที ตามล�ำดับ แล้วผึ่งตัวอย่างให้แห้ง
บนผ้าขาวบางปลอดเชื้อ น�ำน�้ำกลั่นที่ใช้ล้างชิ้นตัวอย่างน�้ำ 
ท่ีสามปริมาตร 200 µl เกลี่ยลงบนอาหาร International  
Streptomyces Project-2 agar (ISP-2 agar) (Shirling & 
Gottlieb, 1966) และน�ำชิ้นตัวอย่างที่ผ่านการฆ่าเชื้อที่พื้นผิว
แล้ว ป้ายบนอาหาร ISP-2 agar เพื่อทดสอบประสิทธิภาพ
ของการฆ่าเชือ้ท่ีพืน้ผวิ ซึง่ไม่ควรมเีชือ้ใดๆ เจรญิ จากนัน้วาง 
ชิน้ตวัอย่างทีผ่่านการฆ่าเชือ้ทีพ่ืน้ผวิแล้วลงบนอาหาร Humic 
acid vitamin (HV) agar (Otoguro et al., 2001) บ่มทีอุ่ณหภมูิ 
30 ̊ C เป็นเวลา 3-4 สปัดาห์ สงัเกตการเจรญิของเอนโดไฟตกิ
แอคติโนมัยซีทรอบชิ้นเนื้อเยื่อพืช ซึ่งมีลักษณะคล้ายผงแป้ง 
ท�ำการแยกเชื้อให้ได้เชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร ISP-2 agar และ
เก็บเชื้อในรูปแบบของสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือที่บริสุทธ์ิ
ใน 20% (v/v) Glycerol ที่อุณหภูมิ -70 ˚C

2. การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธีการขีด
ขวาง (Perpendicular streak method)
	 น�ำเอนโดไฟตกิแอคตโินมยัซทีท่ีคัดแยกได้ขดีลงบน
อาหาร Muller hinton agar (MHA) โดยใช้พื้นที่ 1 ใน 4 ส่วน
ของเพลต บ่มที่อุณหภูมิ 30 ˚C นานอย่างน้อย 3 วัน หรือ
จนกว่าเชื้อจะสร้างสปอร์ และเตรียมเชื้อแบคทีเรียทดสอบ
ก่อนวนัทดสอบ 24 ชัว่โมง ได้แก่เชือ้ B. cereus TISTR 2372,  
S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 และ  
Pseudomonas aeruginosa ATCC 28753 ในอาหาร  
Nutrient broth (NB) จากนั้นท�ำการปรับความเข้มข้นของ 
เชื้อด้วยสารละลาย 0.85 % (w/v) NaCl โดยให้มีความขุ่น
เท่ากับ McFarland standards No. 0.5 จะได้ความเข้มข้น 
ของเซลล์ประมาณ 1.5 × 108 CFU/ml จากนั้นใช้ไม้พันส�ำลี
ขนาดมาตรฐานปลอดเชื้อชุบเชื้อทดสอบ แล้วขีดตั้งฉากห่าง
จากรอยขดีของเชือ้แอคตโินมยัซที 0.5 cm โดยขดียาวประมาณ 
4 cm บ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการ
เจริญและการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบ (ท�ำการทดลอง 3 
ซ�้ำ) ส่วนชุดควบคุมมีเฉพาะเชื้อทดสอบเท่านั้น

3. การสกดัสารสกดัหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซที 
ที่ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบได้
	 น�ำเชือ้แอคตโินมยัซทีท่ียบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีทดสอบได้
ดีทีสุ่ดจ�ำนวน 1 ไอโซเลท Streak ให้เตม็ผวิหน้าอาหาร ISP-2  
agar จ�ำนวน 200 เพลท บ่มที่อุณหภูมิ 30 ˚C นานจนกว่า
เชือ้จะสร้างสปอร์ จากนัน้ตดัอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมเีชือ้เจรญิด้วย 
ใบมีดให้เป็นชิ้นขนาดเล็ก ใส่ลงในโหลแก้วให้ได้ประมาณ 
1 ใน 3 ส่วนของโหล แล้วเติมตัวท�ำละลาย Ethyl acetate 
ให้ท่วมชิ้นวุ้น ปิดฝาให้แน่น แช่ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้นน�ำ 
สารสกัดท่ีได้มากรองผ่านส�ำลีและกระดาษกรอง Whatman 

No. 1 แล้วน�ำไประเหยตัวท�ำละลายออกด้วยเครื่อง Rotary 
vacuum evaporator ให้เหลือแต่สารสกัดหยาบ ท�ำการชั่งน�้ำ
หนักและบันทึกลักษณะของสารสกัดหยาบ

4. การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังและฆ่าเช้ือแบคทีเรียทดสอบ
ของสารสกัดหยาบจากเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีท
	 4.1 การหาค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัด
หยาบที่สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ 
(Minimal inhibitory concentration, MIC)
	 ท�ำการทดลองตามมาตรฐานของ CLSI (2018)  
เริ่มจากเตรียมสารสกัดหยาบของเชื้อแอคติโนมัยซีท 
โดยละลายให้สมบูรณ์ด้วยสารละลาย Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) และเตรียมให้ได้ความเข้มข้นเป็น 2 ถึง 2,048 µg/
ml โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller hinton broth (MHB)  
ใน 96 well plate ปริมาตร 100 µl ต่อหลุม จากนั้นเตรียม 
เชื้อแบคทีเรียทดสอบด้วยอาหาร MHB ให้มีความเข้มข้น 
เป็น 2 × 105 CFU/ml และเตมิลงในแต่ละหลมุปรมิาตร 100 µl 
จะได้ความเข้มข้นของสารสกัดเป็น 1 ถงึ 1,024 µg/ml ตามล�ำดับ 
โดยมีปริมาตรรวมเป็น 200 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ใช้ยา Gentamicin ในช่วงความเข้มข้น 0.015625 
ถงึ 16.00 µg/ml เป็นชดุควบคมุบวก (Positive control) และใช้ 
สารละลาย DMSO ความเข้มข้นร้อยละ 5 (v/v) เป็นชดุควบคมุ
ลบ (Negative control) สังเกตการเจริญของเชื้อในแต่ละหลุม 
หากเชือ้เจรญิจะท�ำให้อาหารขุน่ โดยหลมุทีใ่ส (ไม่ขุน่) หลมุใด
มีความเข้มข้นของสารสกัดต�่ำสุด ให้รายงานค่าความเข้มข้น
ของหลุมนั้นเป็นค่า MIC ในหน่วย µg/ml ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ

	 4.2 การหาค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัด
หยาบที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียทดสอบ (Minimal  
bactericidal concentration, MBC) และค่าร้อยละของ 
การฆ่าเชื้อของสารสกัดหยาบ
	 หลังหาค่า MIC แล้ว ท�ำการดูดสารแขวนลอยของ
เช้ือทดสอบในทุกหลุมท่ีไม่ขุ่นปริมาตรหลุมละ 10 µl แล้ว
ท�ำการเกลีย่ลงบนอาหาร Trypticase soy agar (TSA) แต่หาก
ขุ่นท้ังหมดให้ใช้ทุกหลุมท่ีมีสารสกัดหยาบเข้มข้นสูงสุดแทน  
บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 ̊ C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้ตรวจสอบการ
เจรญิเป็นโคโลนขีองเชือ้แบคทีเรยีทดสอบ โดยสารแขวนลอย
จากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีการเจริญเป็นโคโลนีหลุมใดมีความ
เข้มข้นของสารสกัดต�ำ่สดุให้รายงานความเข้มข้นของหลมุนัน้
เป็นค่า MBC ในหน่วย µg/ml แต่หากพบการเจริญเป็นโคโลน ี
ให้นับจ�ำนวนโคโลนีแล้วท�ำการค�ำนวณหาค่าร้อยละของ 
ความสามารถในการฆ่าเชื้อของสารสกัดหยาบในความเข้ม
ข้นนั้นๆ แล้วรายงานค่า MBC ของความเข้มข้นนั้นๆ พร้อม
ค่าร้อยละของความสามารถในการฆ่าเชือ้ ท�ำการทดลอง 3 ซ�ำ้
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5. การศกึษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือเอนโดไฟติก 
แอคติโนมัยซีทที่คัดเลือกโดยเตรียมสไลด์ด้วยวิธี Slide 
culture
	 ท�ำการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทที่ต้องการศึกษาท่ี
ด้านข้างทั้ง 4 ด้านของอาหาร ISP-2 agar รูปสี่เหลี่ยมจัตุรัส
ขนาดด้านละ 0.5 cm ซึ่งวางบนสไลด์แก้วแล้วปิดด้วยกระจก
ปิดสไลด์ วางท้ังหมดในจานเพาะเชือ้ทีป่ราศจากเชือ้พร้อมส�ำล ี
ให้ความชื้น บ่มที่อุณหภูมิ 30 ˚C สังเกตการเจริญของเชื้อ 
หรือจนกว่าเชื้อจะสร้างสปอร์ จากนั้นน�ำกระจกปิดสไลด์ออก 
แล้วน�ำด้านที่มีเชื้อวางบนหยดสี Lactophenol cotton blue 
ตรงกลางของสไลด์แผ่นใหม่ น�ำสไลด์ไปสังเกตลักษณะของ
เชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พร้อมบันทึกภาพและใส่สเกล 
ในภาพเพื่ออ้างอิงขนาด

6. การศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA  
และการสร้าง Phylogenetic tree เพื่อระบุชนิดของเช้ือ 
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีท
	 เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทที่ต้องการศึกษาในอาหาร 
ISP-2 broth สังเกตการเจริญของเชื้อเพื่อน�ำไปสกัดดีเอ็นเอ
ด้วยการต้มตามวิธีของ Cook and Meyers (2003) แล้วเพิ่ม
จ�ำนวนดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 
โพลิเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) โดยใช้  
Primer 27F (5’-GAGTT TGATCCTGGCTCAG-3’) และ 1525R 
(5’-AAGGAGG TGATCCAGCC-3’) (Chun & Goodfellow, 
1995) ใช้อุณหภูมิ Denaturation เป็น 94 °C นาน 30 วินาที 
ใช้อุณหภูมิ Annealing เป็น 56 ˚C นาน 30 วินาที และใช้
อุณหภูมิ Extension เป็น 72 ˚C นาน 1 นาที 45 วินาที ท�ำ
ปฏิกิริยาจ�ำนวน 30 รอบ ตรวจสอบผลผลิต PCR โดยการท�ำ 
Gel electrophoresis ผลผลิต PCR ที่ได้น�ำไปท�ำให้บริสุทธิ์
ด้วยชุดน�้ำยา GenepHlow™ PCR Cleanup Kit (Geneaid, 
Taiwan) แล้วตรวจสอบผลผลิต Purified PCR โดยการท�ำ  
Gel electrophoresis อกีครัง้ จากนัน้น�ำผลผลติ Purified PCR 
ไปหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) ที่บริษัท 1st Base 
ประเทศมาเลเซีย โดยใช้ Primer ทั้งหมด 4 ชนิด ได้แก่ 27F, 
692F, 800R และ 1492R น�ำล�ำดับนวิคลโีอไทด์ทีไ่ด้มาประกอบ
รวมล�ำดับให้สมบูรณ์ แล้ววิเคราะห์ผลโดยการเปรียบเทียบ
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank และ EzBioCloud 
เพือ่ให้ทราบถงึสกุลและชนดิทีใ่กล้เคียงของเชือ้แอคตโินมยัซที  
จากนัน้น�ำผลท่ีได้จากการ BLAST มาสร้าง Phylogenetic tree 

ด้วยโปรแกรม MEGA v7.0 ด้วยวิธี Neighbor–Joining (NJ) 
และใช้ค่า Bootstrap เป็น 1000

ผลการศึกษา

1. เช้ือเอนโดไฟติกแอคตโินมัยซทีทีแ่ยกได้จากใบ กิง่ และ
รากของทุเรียนพันธุ์กระปุกทองดี นกหยิบ และพวงมณี  
ที่ผ่านการท�ำ Surface sterilization
	 การแยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทจากใบ ก่ิง 
และรากของทุเรยีนพนัธุพ์ืน้เมอืง ได้แก่ กระปกุทองดี นกหยบิ 
และพวงมณี ที่ผ่านการท�ำ Surface sterilization บนอาหาร  
HV agar พบเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทเจริญออกจาก 
เนือ้เยือ่ของทุเรยีนซึง่เป็นเส้นใยและสปอร์ขนาดเลก็มลีกัษณะ 
คล้ายผงแป้งสีขาว เหลือง เทา หรือสีชมพู สามารถแยกเชื้อ 
ได้ทั้งหมด 10 ไอโซเลท โดยได้จากพันธุ์พวงมณีและกระปุก 
ทองดีจ�ำนวน 7 และ 3 ไอโซเลท ตามล�ำดับ แต่ไม่สามารถแยก 
ได้จากพันธุ์นกหยิบ ซึ่งได้จากก่ิงของพันธุ์พวงมณีมากที่สุด 
จ�ำนวน 4 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 40 แสดงใน Table 1 ลกัษณะ 
ของเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีททั้งหมดมี Aerial hyphae 
เป็นสีขาวหรอืสีเทา Substrate hyphae ท้ังหมดมสีีเหลอืงอ่อน 
สปอร์มท้ัีงสีขาว เทา และด�ำ ส่วนโคโลนมีสีขีาวและเหลอืงอ่อน

2. ฤทธิ์ยับย้ังเช้ือแบคทีเรียทดสอบด้วยวิธีการขีดขวาง 
(Perpendicular streak method)
	 เมื่อน�ำเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีททั้งหมดมา
ทดสอบความสามารถในการยังยั้งเชื้อแบคทีเรียบางชนิด 
กลุ่มแกรมบวก ได้แก่ เชื้อ B. cereus TISTR 2372 และ S. 
aureus ATCC 25923 กลุม่แกรมลบ ได้แก่ เชือ้ E. coli ATCC 
25922 และ P. aeruginosa ATCC 28753 ด้วยวิธีขีดขวาง 
พบเชื้อเพียงไอโซเลทเดียว คือ PM-R01 ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกได้ แสดงใน Figure 1 โดยมีระยะการ
ยับยั้งเชื้อ B. cereus TISTR 2372 อยู่ในช่วง 13.00 ถึง 16.00 
mm ค่าเฉลี่ยคือ 14.33 ± 2.33 mm และมีระยะการยับยั้งเชื้อ  
S. aureus ATCC 25923 อยู่ในช่วง 12.00 ถึง 14.00 mm 
ค่าเฉลี่ยคือ 13.00 ± 1.00 mm แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ E. coli ATCC 25922 และ  
P. aeruginosa ATCC 28753 ได้ ดังนั้นจึงเลือกเชื้อเอนโด 
ไฟติกแอคติโนมัยซีทไอโซเลท PM-R01 ในการศึกษา 
ขั้นตอนต่อไป
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3. ฤทธิ์ยับย้ังและฆ่าเช้ือ B. cereus TISTR 2372 และ  
S. aureus ATCC 25923 ของสารสกัดหยาบจากเช้ือ 
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทไอโซเลท PM-R01
	 น�ำเช้ือแอคติโนมัยซีทไอโซเลท PM-R01 มา
ท�ำการสกัดให้ได้สารสกัดหยาบโดยใช้ Ethyl acetate เป็นตัว 
ท�ำละลาย หลงัการสกัดพบว่าได้สารสกัดหยาบเป็นของเหลวหนดื 
สีน�้ำตาลเข้ม เมื่อน�ำมาเจือจางและทดสอบหาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ  
B. cereus TISTR 2372 และ S. aureus ATCC 25923 พบว่า 
ไม่สามารถยับยั้งเชื้อท้ังสองในช่วงความเข้มข้น 1 – 1,024 
µg/ml ได้ จึงระบุค่า MIC ได้ว่ามากกว่า 1,024 µg/ml แต่หลัง
จากถ่ายสารแขวนลายของเชือ้ทีม่สีารสกัดหยาบความเข้มข้น  
1,024 µg/ml ลงบนอาหาร Trypticase soy agar (TSA) แล้ว
ท�ำการเกลี่ยเชื้อ พบว่าแบคทีเรียทดสอบเจริญได้ โดยพบ 
โคโลนีของเช้ือ B. cereus TISTR 2372 อยู่ในช่วง 2 - 3  
โคโลนี เฉลี่ย 2.67 ± 0.58 โคโลนี ส่วนเชื้อ S. aureus ATCC 
25923 พบโคโลนอียูใ่นช่วง 15 - 23 โคโลน ีเฉลีย่ 18.00 ± 4.36  

โคโลนี หลังน�ำจ�ำนวนโคโลนีมาค�ำนวณหาค่าร้อยละของการ
ฆ่าเชื้อสามารถระบุได้ว่าสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
1,024 µg/ml สามารถฆ่าเชื้อ B. cereus TISTR 2372 และ 
S. aureus ATCC 25923 ได้ท่ีร้อยละ 99.73 และ 98.20  
ตามล�ำดับ หรอืสามารถฆ่าเชือ้แบคทีเรยีท้ังสองได้ไม่น้อยกว่า
ร้อยละ 98 ภายหลังสัมผัสกับสารสกัดหยาบท่ีความเข้มข้น 
1,024 µg/ml (MBC มากกว่า 1,024 µg/ml)

4. ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือเอนโดไฟติกแอคติโน 
มัยซีทไอโซเลท PM-R01
	 เมื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อแอคติโน 
มัยซีทไอโซเลท PM-R01 พบวา่โคโลนีของเชื้อนี้เมื่ออายุน้อย
มีสีเหลือง มีการสร้าง Substrate mycelium เป็นสีเหลืองและ
ขาว และ Aerial mycelium เป็นสีเทา ดัง Figure 2(a) เมื่อ
สงัเกตลกัษณะเส้นใยของเชือ้ภายใต้กล้องจลุทรรศน์พบว่าสาย
สปอร์เรยีงตวัแบบ Whorls และมแีขนงแบบ Umbels ทีเ่รยีกว่า  
Verticillati แสดงใน Figure 2(b)

Table 1 	 The endophytic actinomycetes were isolated from leaf, branch and root of native durian varieties  
(Krapookthongdee, Nokyib and Phuangmanee) by surface sterilization technique.

Native durian varieties
Part of plant

Total
Leaf Branch Root

Krapookthongdee KP- L01 KP- S02 KP- R01 3

Nokyib - - - 0

Phuangmanee PM-L01
PM-L02

PM-S01
PM-S02
PM-S03
PM-S04

PM-R01 7

Total 3 5 2 10
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Figure 1 Preliminary screening for antibacterial 

activity. Control was the plate without actinomycetes 

(a) and 7-day-old endophytic actinomycetes (PM-

R01) against S. aureus ATCC 25923 (Sa), E. coli 

ATCC 25922 (Ec), P. aeruginosa ATCC 28753 (Pa), 

and B. cereus TISTR 2372 (Bc) by Perpendicular 

streak method (b). 

 

3. ฤทธิ� ยบัยั �งและฆ่าเชื�อ B. cereus TISTR 2372 และ 

S. aureus ATCC 25923 ของสารสกดัหยาบจากเชื�อ

เอนโดไฟติกแอคติโนมยัซีทไอโซเลท PM-R01 

 นําเชื�อแอคตโินมยัซทีไอโซเลท PM-R01 มาทาํ

การสกัดสารสกัดหยาบโดยใช้  Ethyl acetate เป็น 

ตวัทําละลาย หลงัการสกัดพบว่าได้สารสกัดหยาบเป็น

ของเหลวหนืดสนํี�าตาลเขม้ เมื�อนํามาเจอืจางและทดสอบ

ห า ฤ ท ธิ �ยั บ ยั � ง เชื� อ  B. cereus TISTR 2372 แ ล ะ  

S. aureus ATCC 25923 พบว่าไม่สามารถยบัยั �งเชื�อทั �ง

สองในช่วงความเขม้ขน้ 1 – 1,024 µg/ml ได ้จงึระบุค่า 

MIC ได้ ว่ าม ากก ว่า 1,024 µg/ml แ ต่ห ลังจ ากถ่ าย 

สารแขวนลายของเชื�อที�มีสารสกัดหยาบความเข้มข้น 

1,024 µg/ml ลงบนอาหาร Trypticase soy agar (TSA) 

แล้วทําการเกลี�ยเชื�อ พบว่าแบคทีเรยีทดสอบเจริญได ้

โดยพบโคโลนีของเชื� อ  B. cereus TISTR 2372 อยู่

ในช่วง 2 - 3 โคโลนี เฉลี�ย 2.67 ± 0.58  โคโลนี ส่วน

เชื�อ S. aureus ATCC 25923 พบโคโลนีอยู่ในช่วง 15 - 

23 โคโลนี เฉลี�ย 18.00 ± 4.36 โคโลนี หลงันําจํานวน 

โคโลนีมาคํานวณหาค่าร้อยละของการฆ่าเชื�อสามารถ

ระบุได้ว่าสารสกัดหยาบที�ความเข้มข้นเท่ากับ 1,024 

µg/ml สามารถฆ่ าเชื� อ  B. cereus TISTR 2372 และ  

S. aureus ATCC 25923 ได้ที�รอ้ยละ 99.73 และ 98.20 

ตามลําดับ หรือสามารถฆ่าเชื�อแบคทีเรียทั �งสองได้ไม่

น้อยกว่าร้อยละ 98 ภายหลงัสมัผสักับสารสกัดหยาบที�

ค วาม เข้ม ข้น  1,024 µg/ml (MBC ม ากก ว่ า  1,024 

µg/ml) 

 

4. ลักษณ ะสัณ ฐานวิทยาของเชื�อ เอนโดไฟติก 

แอคติโนมยัซีทไอโซเลท PM-R01 

 เมื� อศึกษาลักษณะสัณ ฐานวิทยาของเชื� อ 

แอคตโินมยัซทีไอโซเลท PM-R01 พบว่าโคโลนีของเชื�อ

นี� เมื� อ อ ายุ น้ อ ย มี สี เห ลื อ ง  มี ก ารส ร้า ง  Substrate 

mycelium เป็นสีเหลืองและขาว และ Aerial mycelium 

Figure 1 Preliminary screening for antibacterial activity. 
Control was the plate without actinomycetes (a) and  

7-day-old endophytic actinomycetes (PM-R01) against  
S. aureus ATCC 25923 (Sa), E. coli ATCC 25922 (Ec),  
P. aeruginosa ATCC 28753 (Pa), and B. cereus TISTR 

2372 (Bc) by Perpendicular streak method (b).

  

                   

เป็นสเีทา ดงัรูปที� 2(a) เมื�อสงัเกตลกัษณะเสน้ใยของเชื�อ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าสายสปอร์เรียงตัวแบบ 

Whorls และมีแขนงแบบ Umbels ที�เรียกว่า Verticillati 

แสดงในรปูที� 2(b) 

 

 
 

Figure 2 Cultural and morphological characteristics 

of the endophytic actinomycete isolate PM-R01. 

Cultural characteristic of isolate PM-R01 on ISP-2 

agar after 7 days (a). Microscopic characteristics of 

isolate PM-R01 observed through a light 

microscope (b). 

 

5. ชนิดของเชื�อเอนโดไฟติกแอคติโนมยัซีทไอโซเลท 

PM-R01 ที�ได้จากการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ

ยนี 16S rRNA และการสร้าง Phylogenetic tree 

 เมื�อทําการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S 

rRNA ด้วยการทํา PCR พบว่าได้ผลผลิต PCR ขนาด

ประมาณ 1,500 bp โดยเปรยีบเทียบกับ DNA marker 

และเมื�อส่งผลผลิต  PCR ที�บริสุทธิ �แล้วไปหาลําดับ 

นิวคลโีอไทด์ พบว่าได้นิวคลโีอไทด์จํานวน 1,522 เบส 

จากนั �นนําลําดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวไปฝากไว้ใน

ฐ า น ข้ อ มู ล  Genbank ไ ด้  Accession number คื อ 

LC381944 และทําการเปรยีบเทียบลําดบันิวคลโีอไทด ์

ที�ได้กบัลําดบันิวคลโีอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank และ 

EzBioCloud พบว่าเชื�อนี�จ ัดอยู่ในสกุล Streptomyces 

และมคีวามใกล้เคยีงกบัเชื�อ Streptomyces ardesiacus 

NRRL B-1773 (Type strain) ที�ร้อยละ 99.65 และเมื�อ

ทาํการสรา้งและวเิคราะห์ Phylogenetic tree โดยใชเ้ชื�อ 

Kitasatospora seate KM 6054 (Type strain) เ ป็ น 

Outgroup ไดผ้ลดงัรปูที� 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Cultural and morphological characteristics  
of the endophytic actinomycete isolate PM-R01. Cultural 

characteristic of isolate PM-R01 on ISP-2 agar after  
7 days (a). Microscopic characteristics of isolate PM-R01 

observed through a light microscope (b).
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5. ชนิดของเช้ือเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทไอโซเลท  
PM-R01 ที่ได้จากการศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA และการสร้าง Phylogenetic tree
	 เมื่อท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA 
ด้วยการท�ำ PCR พบว่าได้ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 
1,500 bp โดยเปรียบเทียบกับ DNA marker และเมื่อ 
ส่งผลผลติ PCR ท่ีบรสิทุธิแ์ล้วไปหาล�ำดับนวิคลโีอไทด์ พบว่า
ได้นวิคลโีอไทด์จ�ำนวน 1,522 เบส จากนัน้น�ำล�ำดับนวิคลโีอไทด์ 
ดังกล่าวไปฝากไว้ในฐานข้อมูล Genbank ได้ Accession 

number คือ LC381944 และท�ำการเปรียบเทียบล�ำดับ 
นวิคลโีอไทด์ทีไ่ด้กับล�ำดับนวิคลโีอไทด์ในฐานข้อมลู Genbank 
และ EzBioCloud พบว่าเชื้อนี้จัดอยู่ในสกุล Streptomyces  
และมีความใกล้เคียงกับเชื้อ Streptomyces ardesiacus  
NRRL B-1773 (Type strain) ที่ร้อยละ 99.65 และเมื่อท�ำ 
การสร้างและวิเคราะห์ Phylogenetic tree โดยใช้เชื้อ  
Kitasatospora seate KM 6054 (Type strain) เป็น Outgroup 
ได้ผลดัง Figure 3

Figure 3 Phylogenetic tree based on nearly completed 16S rRNA gene sequences showing the relative positions  
of isolate PM-R01 and its closest type strains of Streptomyces species. The tree was constructed using  

the neighbour–joining (NJ) method. Bar indicates the nucleotide substitutions per site.

วิจารณ์และสรุปผล
การแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทจากทุเรียนพันธุ์พื้นเมือง 
ของจังหวัดจันทบุรี ได้แก่พันธุ ์กระปุกทองดี นกหยิบ  
และพวงมณี จากส่วนใบ ก่ิง และราก ด้วยการฆ่าเชื้อที ่
ผวิเนือ้เยือ่ และวางเนือ้เยือ่บนอาหาร HV agar พบว่าสามารถ
แยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทได้ทั้งหมด 10 ไอโซเลท 
โดยแยกได้จากพันธุ์พวงมณี จ�ำนวน 7 ไอโซเลท คิดเป็น 
ร้อยละ 70 ได้จากส่วนใบ 2 ไอโซเลท กิ่ง 4 ไอโซเลท และ
ราก 1 ไอโซเลท ได้จากพันธุ์กระปกุทองดี จ�ำนวน 3 ไอโซเลท  

คิดเป็นร้อยละ 30 โดยได้จากแต่ละส่วนๆ ละ 1 ไอโซเลท  
แต่ไม่สามารถแยกได้จากทุเรยีนพนัธุน์กหยบิ โดยสรปุสามารถ
แยกเชือ้ได้มากทีส่ดุจากก่ิงของพนัธุพ์วงมณจี�ำนวน 4 ไอโซเลท  
คิดเป็นร้อยละ 40 และเพื่อเป็นการยืนยันว่าเช้ือแอคติโน 
มัยซีทที่แยกได้นั้นเป็นเชื้อเอนโดไฟต์จริงจึงตรวจสอบด้วย
การน�ำน�้ำกลั่นท่ีใช้เป็นน�้ำล้างเนื้อเยื่อน�้ำที่ 3 จากการท�ำ  
Surface sterilization ปริมาตร 200 µl ท�ำการเกลี่ยบนอาหาร 
ISP-2 agar และการน�ำชิ้นเนื้อเยื่อที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อที่ผิว
แล้วมาป้ายหรือกลิ้งบนอาหาร ISP-2 agar แล้วบ่มที่อุณหภูมิ
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ห้องเป็นเวลา 7 วัน ซึ่งจากการทดลองไม่พบเชื้อใดๆ เจริญ 
บนอาหารทดสอบ ท�ำให้เชื่อได้ว่าเชื้อแอคติโนมัยซีทที่แยก 
ได้นั้นเป็นเชื้อกลุ่มเอนโดไฟต์จริง (Mingma et al., 2014)  
การวิจัยนี้ผู้วิจัยแยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทได้ใน 
จ�ำนวนทีไ่ม่มาก ท้ังนีอ้าจเนือ่งจากผูว้จิยัไม่ได้ท�ำการบดตวัอย่าง
เนือ้เยือ่ของทเุรยีนก่อนน�ำไปท�ำการแยกเชือ้บนอาหารท่ีเหมาะสม 
อย่างเช่นงานวจิยัของ Mingma et al. (2014) จงึอาจเป็นเหตผุล
ท่ีท�ำให้เชื้อออกจากเนื้อเยื่อพืชได้ยากและท�ำให้ปริมาณเชื้อ 
ที่แยกได้จากเนื้อเยื่อของทุเรียนน้อย

	 การแยกเชื้อที่ได้ในจ�ำนวนที่ไม่มากนี้คล้ายกับงาน
วิจัยของ Gos et al. (2017) ที่แยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโน
มัยซีทจากพืชสมุนไพรชื่อ Vochysia divergens ในประเทศ
บราซิล ได้เช้ือจ�ำนวน 10 ไอโซเลท และจัดอยู่ใน 8 สกุล 
ประกอบด้วยสกลุ Actinomadura (2 ไอโซเลท), Aeromicrobium, 
Microbacterium, Microbispora (2 ไอโซเลท), Micrococcus, 
Sphaerisporangium, Streptomyces และ Williamsia

	 หลงัทดสอบฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทีเรยีทดสอบ
ในเบือ้งต้น พบว่าเฉพาะเชือ้แอคตโินมยัซทีไอโซเลท PM-R01 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่  
B. cereus TISTR 2372 และ S. aureus ATCC 25923 ได้  
แต่ไม่มีไอโซเลทใดเลยท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่เชื้อ E. coli ATCC 25922 และ  
P. aeruginosa ATCC 28753 ซึ่งอาจเป็นเพราะแบคทีเรีย
แกรมบวกมีผนังเซลล์ที่ประกอบด้วยชั้นของ Peptidoglycan 
เพียงอย่างเดียวซึ่งไม่ซับซ้อนท�ำให้สารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ 
ที่เชื้อแอคติโนมัยซีทสร้างขึ้นผ่านเข้าไปในเซลล์ได้ง่าย ใน
ขณะท่ีแบคทีเรียแกรมลบมีองค์ประกอบของผนังเซลล์ที ่
ซบัซ้อนกว่าท่ีประกอบด้วยชัน้ Outer membrane, Periplasmic 
space และ Peptidoglycan ซึง่ก้ันหรอืขดัขวางไม่ให้สารต่างๆ 
เข้าสู่เซลล์ได้ง่าย (Madigan et al., 2009) โดยผลยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบของเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโน
มยัซทีในครัง้นีม้คีวามสอดคล้องกับงานวจิยัของ Taechowisan  
et al. (2017) ที่แยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีทจาก 
ต้นกระชาย (Boesenbergia rotunda (L.) Mansf A.) ซึง่มฤีทธิ์
ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ S. aureus ATCC 
25932, B. cereus ATCC 7064 และ B. subtilis ATCC 6633 
ได้เช่นกัน หรือกรณีที่แยกเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีท 
จากต้นกระทือ (Zingiber zerumbet (L.) Smith) คือเชื้อ  
Streptomyces zerumbet W14 พบว่ามีฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะ
แบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ S. aureus ATCC 25923 และ 
Methicillin Resistance S. aureus (MRSA) Sp6 (Clinical 
isolate) เช่นกัน (Taechowisan et al., 2019)

	 เมื่อท�ำการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเชื้อ 
แอคติโนมัยซีทไอโซเลท PM-R01 โดยใช้ Ethyl acetate 

เป็นตัวท�ำละลาย เนื่องจาก Ethyl acetate เป็นสารอินทรีย์
ที่มีคุณสมบัติเป็นสารขั้วกลางซึ่งจะสามารถดึงสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพที่มีขั้วกลางด้วยกันออกมาได้มากและง่ายต่อการ
ระเหยตัวท�ำละลายออก (Asmah et al., 2020; Darya et al., 
2022) จากนั้นท�ำการทดสอบหาค่า MIC และ MBC ต่อเชื้อ B. 
cereus TISTR 2372 และ S. aureus ATCC 25923 โดยวิธี 
Broth microdilution จากการทดลองพบว่าสารสกัดหยาบนี ้
ไม่สามารถยับยั้งเชื้อทั้ง 2 ได้ในช่วงความเข้มข้น 1 ถึง 1,024 
µg/ml จงึสรปุได้เพยีงว่าสารสกัดหยาบนีส้ามารถยบัยัง้เชือ้ทัง้ 
2 ได้โดยมีค่า MIC มากกว่า 1,024 µg/ml ส่วนค่า MBC ของ
สารสกัดหยาบนี้ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1,024 µg/ml สามารถ
ฆ่าเชือ้ B. cereus TISTR 2372 และ S. aureus ATCC 25923 
ได้ที่ร้อยละ 99.73 และ 98.20 ตามล�ำดับ เท่านั้น คือยังพบ 
โคโลนขีองเช้ือท้ัง 2 ชนดิ (พบโคโลนขีองเชือ้ B. cereus TISTR 
2372 อยู่ในช่วง 2 - 3 โคโลนี ส่วนเชื้อ S. aureus ATCC 
25923 พบโคโลนอียูใ่นช่วง 15 - 23 โคโลน)ี และเนือ่งจากการ
ทดลองนีใ้ช้เชือ้ทดสอบเริม่ต้นทีค่วามเข้มข้น 1 × 105 CFU/ml  
ท�ำให้ค�ำนวณจ�ำนวนเช้ือท่ีรอดชีวิตได้เท่ากับร้อยละ 0.27  
และ 1.80 ตามล�ำดับ ซึ่งจ�ำนวนเชื้อที่รอดชีวิตเกินกว่า 
ร้อยละ 0.1 จึงมีค่า MBC มากกว่า 1,024 µg/ml โดยอาจเป็น
ไปได้ว่าสารออกฤทธิ์ท่ีเป็นองค์ประกอบของสารสกัดหยาบ
นี้มีคุณสมบัติเป็นแบบ Bacteriostatic (Pankey & Sabath, 
2004) และยังพบว่าประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบนี้ยับยั้ง 
เชื้อแบคทีเรียทดสอบท้ัง 2 ได้น้อยกว่ายา Gentamicin 
เนื่องจากยาที่ความเข้มข้น 0.0625 µg/ml สามารถฆ่าเชื้อทั้ง 
2 ชนิดได้ที่ร้อยละ 100 ซึ่ง Gentamicin เป็นยาต้านแบคทีเรีย
ทีจ่ดัอยูใ่นกลุม่อะมโินกลยัโคไซด์ กลไกการออกฤทธิข์องยานี้ 
คือการเชื่อมต่อกับไรโบโซม (Ribosome) ที่หน่วยย่อย 30S  
ของแบคทีเรีย ทําให้เกิดความผิดพลาดในการอ่านรหัสของ 
ทอีาร์เอน็เอ (t-RNA) และท�ำให้แบคทเีรยีไม่สามารถสังเคราะห์
โปรตีนเพื่อการเจริญเติบโตได้ (Yoshizawa et al., 1998)

	 หลังจากศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาท้ังจาก
ลกัษณะโคโลน ีลกัษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA การสร้างและวิเคราะห์ 
Phylogenetic tree ของยีน 16S rRNA ร่วมกับเชื้อใกล้เคียงที่
เป็นเชื้อต้นแบบ (Type strain) ของเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโน
มัยซีทไอโซเลท PM-R01 ท�ำให้ทราบว่าเชื้อนี้จัดอยู่ในสกุล 
Streptomyces และมีความใกล้เคียงกับเช้ือ Streptomyces  
diastaticus subsp. ardesiacus หรือ Streptomyces  
ardesiacus NRRL B-1773 (Type strain) ที่ร้อยละ 99.65 
และเมือ่ท�ำการสบืค้นข้อมลูเพิม่เตมิพบว่าเชือ้มลีกัษณะโคโลนี
และลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีตรง
กันกับเชื้อแอคติโนมัยซีท Streptomyces ardesiacus NRRL 
B-1773 ที่ปรากฏในหนังสือ Bergey’s manual of systematic 
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bacteriology Vol. 5 The Actinobacteria คือลักษณะโคโลนี 
ของเชื้อนี้เมื่ออายุน้อยมีสีเหลือง มีการสร้าง Substrate  
mycelium เป็นสเีหลอืงและขาว และ Aerial mycelium เป็นสเีทา  
ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์มีสายสปอร์เรียงตัวแบบ  
Whorls และมีแขนงแบบ Umbels ที่เรียกว่า Verticillati  
(Goodfellow et al., 2012) จากการเทียบเคียงชนิดของ 
เชื้อที่ได้พบว่างานวิจัยนี้มีความแตกต่างไปจากงานวิจัย 
การคัดแยกเชื้อเอนโดไฟติกแบคทีเรียจากเปลือกของผล
ทเุรยีนของ Suhandono et al. (2014) ท่ีแยกเชือ้ได้จ�ำนวน 16  
ไอโซเลท แบ่งได้เป็นหลายกลุ่มและหนึ่งในนั้นเป็นเชื้อกลุ่ม
แอคติโนมัยซีท พบจ�ำนวน 3 ไอโซเลท ซึ่งผลจากการศึกษา 
ล�ำดับนวิคลโีอไทด์ของยนี 16S rRNA พบว่าเชือ้ท้ัง 3 ไอโซเลท  
มคีวามคล้ายคลงึกับเชือ้ Gordonia terrae, Brachybacterium  
rhamnosum และ Kocuria kristinae แต่ไม่พบเชื้อสกุล  
Streptomyces เลย

	 งานวิจัยท้ังหมดนี้สรุปได้ว่าสามารถแยกเชื้อเอนโด 
ไฟตกิแอคตโินมยัซทีจากทเุรยีนพนัธุพ์ืน้เมอืงในจงัหวดัจนัทบรุี
ได้ โดยได้เชือ้แอคตโินมยัซทีจากรากของทุเรยีนพนัธุพ์วงมณี
ที่มีความคล้ายกับเชื้อ Streptomyces ardesiacus ซึ่งมีฤทธิ์
ยับยั้งเชื้อ B. cereus TISTR 2372 และ S. aureus ATCC 
25923 ได้ และสารสกัดหยาบท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 1,024 
µg/ml สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียทั้งสองได้ไม่น้อยกว่าร้อยละ  
98 ดังนั้นจึงบอกได้ว่าเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยซีท 
ไอโซเลท PM-R01 มีศักยภาพในการยับยั้งแบคทีเรียแกรม 
บวกบางชนิดได้ และควรน�ำเช้ือนี้ไปศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียหรือเชื้อราอื่นๆ เพิ่มเติม หรือยับยั้งเชื้อไวรัส ยับยั้ง
เชือ้กลุม่ปรสิต ยบัยัง้เซลล์มะเรง็ชนดิต่างๆ หรอืยบัยัง้เอนไซม์
บางชนิด เช่น เอนไซม์ α-glucosidase, α-amylase, Nitric  
oxide synthase หรอื Cyclooxygenase หรอือาจน�ำไปศึกษาถงึ
ความเป็นพษิของสารสกัดหยาบกับเซลล์ปกต ิและควรท�ำการ
ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีที่มีในสารสกัดหยาบเพื่อให้ทราบ
ถึงชนิดและโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ต่างๆ ต่อไป
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