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บทคดัย่อ 

 

            การคดักรองรานาเกลือท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียจ์าํนวน 100 สายพนัธ์ุ พบวา่อาหารเหลวท่ีเล้ียงรา  19  

สายพนัธ์ุ (ร้อยละ 19) แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์ Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella 

Typhimurium ATCC 13311, Bacillus cereus TISTR 008,   B. subtilis TISTR 121, Candida albicans ATCC 

10231 และ C. albicans ATCC 90028 อยา่งนอ้ยชนิดใดชนิดหน่ึง โดยวิธี agar well diffusion  เม่ือสุ่มนาํสาร

สกดัเอธิลอซิเตทของอาหารท่ีเล้ียงราและใหผ้ลยบัย ั้งจุลินทรีย ์  17 สาร และท่ีไม่ใหผ้ลยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 17 สาร 

มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียด์ว้ยวิธี disc diffusion     พบวา่ความสามารถในการยบัย ั้งแตกต่างกนั  ไม่

สอดคลอ้งกบัผลทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือ แต่ผลยบัย ั้งข้ึนกบัชนิดรานาเกลือและจุลินทรียท์ดสอบ จากสารสกดัท่ี

ทดสอบ  34 สาร สารสกดัท่ียบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบไดอ้ยา่งนอ้ย 1 ชนิด มี  24 สาร (ร้อยละ 70.6)   สารสกดัจาก

อาหารเล้ียงรา  SS 031  SS 066  SS 069 SS 070  SS 076   SS 078  SS  079  SS 091  SS 097  และ SS 099   แสดง

ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียห์ลายชนิดไดดี้และส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  สารสกดัจากอาหารเล้ียงราสายพนัธ์ุ 

SS 069 และ SS 076 แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ มีค่า MIC อยูร่ะหวา่ง 

32-128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การจดัจาํแนกเบ้ืองตน้พบวา่ รา SS 069 คือ Aspergillus sp. ส่วน SS 076 คือ                     

A. fumigatus สารสกดัจากจากอาหารเล้ียงราสายพนัธ์ุ SS 070 มีค่า  minimal inhibitory concentration (MIC) 

ตํ่าสุด  คือค่า MIC ต่อ B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลาํดบั  การจดัจาํแนกเบ้ืองตน้พบวา่ รา SS 070 คือ Bipolaris sp./Cochliobolus sp. 

 

คาํสําคญั:  รา  นาเกลือ  สารสกดั  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

  Screening of 100 fungi from solar salterns for antimicrobial activity revealed that broth cultures of 

nineteen fungi (19%) inhibited at least one tested microorganism; Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC 13311, Bacillus cereus TISTR 008, B. subtilis TISTR 121, 

Candida albicans ATCC 10231 and C. albicans ATCC 90028, by agar well diffusion method. When acetate-

extracts from fermentation broths of 17 and 17 fungi which were random selected from fungi with positive 

and negative results by agar well test, respectively, were tested by agar disc methods. The variation of results 

was obtained depended on pair of fungal strains and tested bacteria.  Twenty four (70.6%) out of 34 broth 

extracts could inhibit at least one tested microorganism. Broth extracts from SS 031, SS 066, SS 069, SS 070, 

SS 076, SS 078, SS 079,   SS 091,   SS 097 and SS 099  inhibited several tested microorganisms, mostly Gram 

positive bacteria. Broth extracts from SS 069 and SS 076 inhibited both Gram positive and Gram negative 

bacteria. The minimal inhibitory concentration (MIC) were between 32-128 microgram per milliliter. SS069 

and SS 076 were preliminary identified as Aspergillus sp. and A. fumigatus, respectively. Broth extract from 

SS 070 showed minimal MIC against B. cereus TISTR 008 and S. aureus ATCC 25923 equal to 8 and 16 

microgram per milliliter, respectively. The preliminary identification indicated SS 070 was Bipolaris sp. / 

Cochliobolus sp. 

 

Keywords:  Fungi, Solar salterns, Extracts, Antimicrobial activity 
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บทที ่ 1 

บทนํา 

จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคในมนุษยมี์ทั้ง แบคทีเรีย ยสีต ์ รา โปรโตซวั และริกเกตเซีย เป็นตน้ 

แบคทีเรียก่อโรคท่ีพบบ่อยมีหลายวงศ ์ ตวัอยา่งเช่น แบคทีเรียวงศ ์ Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียท่ีมี

ความสาํคญัในการก่อโรคทางเดินอาหารในคน ตวัอยา่งท่ีพบไดแ้ก่ Salmonella, Shigella, Escherichia และ 

Yersinia Escherichia coli บางสายพนัธ์ุ ยงัเป็นสาเหตุทาํใหติ้ดเช้ือในกระแสเลือด แบคทีเรียวงศ ์ 

Streptococcaceae ในสกลุ Staphylococcus  ส่วนใหญ่เป็นเช้ือประจาํถ่ินและเป็นเช้ือฉวยโอกาส  ในสภาวะท่ีโฮสท์

อ่อนแอ Staphylococcus 12 ชนิด สามารถก่อโรคไดใ้นคน (Joklik et al.,1988)  แบคทีเรียสกลุ Staphylococcus ท่ีมี

ความสาํคญัทางการแพทยม์ากท่ีสุดคือ S. aureus  เพราะทาํใหเ้กิดการติดเช้ือกบัทุกบริเวณของร่างกาย  เช่น การ

ติดเช้ือท่ีผวิหนงั ก่อใหเ้กิดหนอง การติดเช้ือในกระแสเลือด (Bacteremia) และอาจก่อใหเ้กิดโรคต่างๆ        เช่น 

ล้ินหวัใจอกัเสบ ปอดอกัเสบ (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2551) นอกจากน้ีแบคทีเรียก่อโรคส่วนใหญ่  ยงัมีปัญหาด้ือต่อยา

ปฏิชีวนะ ท่ีเกิดจากการท่ีแบคทีเรียด้ือต่อยาถ่ายทอดพลาสมิดซ่ึงมีจีนท่ีทาํใหด้ื้อยาไปสู่เช้ืออ่ืนๆ ทาํใหอ้ตัราการ

ด้ือยาในแบคทีเรียต่างๆ เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว (อภิรดี ปิลนัธนภาคย,์ 2554) และนอกจากแบคทีเรียยงัมียสีตแ์ละรา

ก่อโรคในมนุษย ์ แมว้า่จะมีเพยีงไม่ก่ีชนิดกต็าม ยสีตแ์ละราก่อโรคในมนุษยท่ี์พบบ่อยท่ีสุด คือสกลุ Candida, 

Cryptococcus และ Aspergillus (Repentigny, 2010) ปัจจุบนัยสีต ์C. albicans  เป็นสาเหตุสาํคญัของการติดเช้ือใน

มนุษย ์โดยเฉพาะผูท่ี้มีระบบภูมิคุม้กนัตํ่า (Odds et al., 2006) โดยทาํใหเ้กิดโรคในระบบทางเดินอาหาร ช่องปาก 

ช่องคลอด และผวิหนงั (Mavor et al., 2005) 

ปัจจุบนัปัญหาจากเช้ือจุลินทรียก่์อโรค โดยเฉพาะอยา่งยิง่เช้ือด้ือยา กลายเป็นปัญหาสาํคญัทาง

สาธารณสุข เน่ืองจากไม่มียาปฏิชีวนะท่ีสามารถควบคุมเช้ือด้ือยาไดท้ั้งหมด (Walsh and Amyes, 2004)  เช้ือ

ด้ือยาสามารถทาํใหเ้กิดการติดเช้ือฉวยโอกาส  ในผูป่้วยท่ีบกพร่องทางภูมิคุม้กนั      และยงัเป็นสาเหตุของการ

ติดเช้ือในโรงพยาบาล   จึงมีความตอ้งการสารตา้นจุลินทรียแ์ละสารออกฤทธ์ิชีวภาพมาผลิตยาชนิดใหม่เพิ่มข้ึน 

ทาํใหมี้การศึกษาแหล่งท่ีมากนัอยา่งกวา้งขวาง ในทางจุลชีววิทยาการศึกษาจะเร่ิมจากการคดัเลือกสายพนัธ์ุของ

เช้ือจุลินทรียท่ี์สร้างสารยบัย ั้งจากธรรมชาติ ตรวจหาคุณสมบติัในการยบัย ั้งแบคทีเรียโดยใชจุ้ลินทรียส์าเหตุของ
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โรคท่ีตอ้งการควบคุมมาทดสอบ เม่ือไดส้ายพนัธ์ุท่ีใหผ้ลยบัย ั้งจึงหาสภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสมในการผลิตสาร

ต่อไป  (นุกลู อินทระสงัขา, 2551)  

ราเป็นส่ิงมีชีวติท่ีมีการปรับตวัไดดี้ จึงพบการแพร่กระจายในระบบนิเวศท่ีหลากหลาย แมจ้ะเป็น 

ระบบนิเวศท่ีไม่เหมาะสมกบัจุลินทรียท์ัว่ไป  เช่น ราท่ีเจริญในระบบนิเวศท่ีมีค่า water activity (aw) ตํ่า หรือรา

กลุ่มท่ีสามารถเจริญในระบบนิเวศท่ีมีความเคม็หรือความเขม้ขน้ของแร่ธาตุสูง ราท่ีเจริญไดดี้ในท่ีท่ีมีความเคม็

สูง จดัวา่เป็นราชอบเคม็ (Halophilic fungi, Halophile) ขณะท่ีราท่ีเจริญไดห้รือทนอยูไ่ดใ้นท่ีท่ีมีความเคม็สูง 

จดัวา่เป็นราทนเคม็ (Halotolerant fungi)  (Tuomela et al., 2000)  มีรายงานวา่ราสายหลายกลุ่ม  โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ราท่ีอยูใ่นส่ิงแวดลอ้มพิเศษหรือส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม ซ่ึงตอ้งมีกลไกพิเศษในการปรับตวัเพื่อให้

อาศยัอยูไ่ด ้  สามารถผลิตสารแลว้ส่งออกนอกเซลล ์ (Extrolites) (Frisvad and Samson, 2004) ซ่ึงอาจเป็น

สารประกอบทุติยภูมิ เอนไซม ์หรือกรด (Margesin and Schinner, 2001; Behal, 2003) สารประกอบทุติยภูมิท่ี

ราสร้างข้ึนหลายชนิดมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลายและมีประสิทธิภาพสูง (Hyde, 2001; Kurtboke and Swings, 

2004) เช่นมีฤทธ์ิตา้นจุลินทรีย ์ตา้นไวรัส ตา้นอนุมูลอิสระ และตา้นเซลลม์ะเร็ง  เป็นตน้ (Phongpichit et al., 2006, 

2007) ดงันั้นราสายท่ีเป็น Halotolerant  ท่ีพบในสภาพแวดลอ้มทางทะเล (Bernan et al., 1997; Ireland et al., 

1988, 1993; Kobayashi and Ishibashi, 1993) ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีมีปัจจยัทางกายภาพแตกต่างจากสภาพแวดลอ้ม

ทัว่ไป จึงเป็นแหล่งท่ีน่าสนใจสาํหรับการคน้หาราท่ีผลิตสารออกฤทธ์ิชีวภาพชนิดใหม่ โดยมีรายงานคร้ังแรก

เก่ียวกบัความหลากหลายของราท่ีอาศยัในนาเกลือกลุ่ม Halotolerant และ Halophilic ในหลายประเทศตั้งแต่ปี 

ค.ศ. 2000 (Gunde-Cimerman et al., 2005) ตั้งแต่นั้นมา มีราสายพนัธ์ุใหม่จาํนวนมากถูกพบในสภาพแวดลอ้ม

ท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือสูงทัว่โลก แต่ในประเทศไทยซ่ึงมีพื้นท่ีติดกบัทะเลและมีแหล่งผลิตเกลือทะเลท่ีสาํคญั

หลายจงัหวดั เช่น สมุทรสาคร สมุทรสงคราม สมุทรปราการ ชลบุรี และเพชรบุรี (Chatchawan et al., 2011)   ยงั

ไม่มีผูใ้ดศึกษาชนิดและคุณสมบติัการสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์

งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดักรองราสาย ท่ีสามารถสร้างสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค จาก

นาเกลือในในประเทศไทย รวมถึงศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของราท่ีผลิตสาร และคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของสาร

ออกฤทธ์ิท่ีราผลิตข้ีน 
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บทที ่2 

ทบทวนเอกสารและวรรณกรรม 

 

1. นาเกลือและระบบนิเวศทีมี่ความเคม็สูง 

      นาเกลือ (solar salterns, Marine salterns) เป็นระบบนิเวศทางทะเลประเภทหน่ึงท่ีมนุษยส์ร้าง (Man-made 

ecosystem) ระบบนิเวศนาเกลือ   มีสภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่างจากระบบนิเวศอ่ืนๆ      โดยมีปัจจยัส่ิงแวดลอ้ม

หลายประการท่ีมีผลต่อการดาํรงชีวิตของจุลินทรียร์วมทั้งราท่ีอาศยัอยูใ่นบริเวณน้ี ปัจจยัทางกายภาพท่ีมีผลใน

นาเกลือ ไดแ้ก่ ความเคม็ pH อุณหภูมิ ความเขม้แสง และปริมาณสารอาหาร (Nayak et al., 2012) ความเคม็มี

ผลต่อราในดา้นแรงดนัออสโมติก (osmotic pressure) (Greetchen, 2006) ความเคม็ในนาเกลืออยูใ่นช่วง 3-35% 

(Buchalo et al., 1998) ซ่ึงสูงมากเม่ือเทียบกบัความเคม็ของนํ้าทะเลปกติ  จึงจดัเป็น extreme environment เป็น

ระบบนิเวศท่ีมีความเคม็สูงแบบ hypersaline environment และจดัเป็นระบบนิเวศความเคม็สูง แบบ 

thalassohaline ซ่ึงเป็นระบบนิเวศท่ีมีมีอิออนของธาตุต่างๆสูง นาเกลือมีส่วนประกอบของแร่ธาตุหลกัในดิน

และนํ้า คือโซเดียมและคลอไรด ์ นอกจากน้ียงัพบวา่มีการตกตะกอนของสารประกอบ calcite, gypsum, halite, 

sylvite และ carnallite (Brock, 1979) ส่วนปัจจยัทางชีวภาพท่ีมีอิทธิพลโดยตรงคือพืชและอินทรียส์าร  ท่ีเป็น

ทั้งท่ีอยูอ่าศยัและแหล่งอาหารของรา ในต่างประเทศมีรายงานนาเกลือและระบบนิเวศท่ีมีความเคม็สูง ใน

ประเทศเปอร์โตริโก ประเทศฝร่ังเศส ประเทศสโลวีเนีย ประเทศสเปน ประเทศปอร์ตุเกส  และประเทศอินเดีย 

เป็นตน้ (Cantrell et al.,2006; Nayak et al., 2012) นอกจากนาเกลือแลว้  ยงัมีระบบนิเวศท่ีมีความเคม็สูงอ่ืน ๆ 

(hypersaline environment) ท่ีมีรากลุ่ม  halophile และ halotolerant อาศยัอยู ่ เช่น saline soil, hyper saline 

lagoon, salt lake และ Dead Sea เป็นตน้ (Buchlo et al., 1998; DasSarma and Arora, 2001, Cantrell et al., 

2011) 

ประเทศไทยมีพื้นท่ีทาํนาเกลือทั้งหมดประมาณ 81,485 ไร่    โดยจงัหวดัเพชรบุรีมีพื้นท่ีมากท่ีสุด   

ร้อยละ 47.0 รองลงมาไดแ้ก่จงัหวดัสมุทรสาคร  ร้อยละ 43.1 จงัหวดัสมุทรสงคราม ร้อยละ 7.7  นาเกลือใน

ภาคตะวนัออก มีท่ีจงัหวดัชลบุรีร้อยละ 1.0 จงัหวดัจนัทบุรี ร้อยละ 0.6 และจงัหวดัฉะเชิงเทรา ร้อยละ 0.2 

(http://www.mkh.in.th/index.php/2010-03-22-18-05-14/2010-03-26-05-53-43), ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะเล, 

http://www.mkh.in.th/index.php/2010-03-22-18-05-14/2010-03-26-05-53-43
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2010) สถานท่ีท่ีเหมาะสมแก่การทาํนาเกลือคือพื้นท่ีราบริมทะเลท่ีนํ้ าทะเลสามารถข้ึนไดต้ลอดปี เพราะดินเป็น

ดินเหนียว โดยเฉพาะอยา่งยิง่จงัหวดัริมทะเล พื้นท่ีท่ีมีการผลิตเกลือมาก ประมาณร้อยละ 90 ของผลผลิตทั้ง

ประเทศอยูท่ี่ 3 จงัหวดัคือ เพชรบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงคราม ส่วนพื้นท่ีท่ีมีการผลิตเกลือเพียงเลก็นอ้ย

ประมาณร้อยละ 10 ของผลผลิตเกลือทั้งประเทศ คือ จงัหวดัในภาคตะวนัออกและภาคใต ้ ไดแ้ก่ ชลบุรี จนัทบุรี 

ฉะเชิงเทรา และปัตตานี  

2.  ลกัษณะนาเกลือและการทาํนาเกลือในประเทศไทย 

การผลิตเกลือของประเทศไทย แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ เกลือทะเลหรือเกลือสมุทรและเกลือสินเธาว์

หรือเกลือหิน  เกลือทะเลหรือเกลือสมุทร (Sea salt) คือเกลือท่ีผลิตข้ึน โดยนาํนํ้าทะเลข้ึนมาตากแดดใหน้ํ้ าระเหย

ไปจนเหลือแต่ผลึกเกลือ ส่วนเกลือสินเธาว ์(Rock salt) คือเกลือท่ีไดจ้ากการนาํนํ้าผวิดินท่ีมีเกลืออยูห่รือเกลือบน

ผวิดินมาละลายนํ้าแลว้ตม้ หรือไดจ้ากเกลือหินท่ีอยูใ่ตดิ้น โดยใชว้ิธีฉีดนํ้าลงไปละลายเกลือในบ่อเกลือ หรือใช้

วิธีสูบนํ้าเกลือใตดิ้นข้ึนมาตากแดด หรือนาํไปตม้เพื่อใหไ้ดผ้ลึกเกลือ (ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะเล, 2010) แต่ใน

การศึกษาน้ีจะกล่าวถึงเฉพาะการผลิตเกลือสมุทร และเรียกสั้นๆวา่การทาํนาเกลือ การทาํนาเกลือในภาคกลางจะ

เร่ิมทาํประมาณเดือนพฤศจิกายนหรือฤดูแลง้ถึงเดือนพฤษภาคมของปีถดัไป ใชร้ะยะเวลาประมาณ 6-7 เดือน 

ข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ เน่ืองจากการทาํนาเกลือไม่สามารถทาํไดใ้นช่วงฤดูฝน และจะเร่ิมเกบ็ผลผลิตเกลือได้

ประมาณกลางเดือนมกราคมเป็นตน้ไป สาํหรับการทาํนาเกลือในภาคใตท่ี้จงัหวดัปัตตานี จะมีระยะเวลานาน

กวา่ภาคกลาง  โดยสามารถทาํนาเกลือไดปี้ละ 2 คร้ัง คร้ังแรกเร่ิมประมาณเดือนกมุภาพนัธ์ถึงเดือนมิถุนายน 

ช่วงเวลาประมาณ 5 เดือน และคร้ังท่ีสองเร่ิมประมาณเดือนกรกฎาคมถึงเดือนกนัยายน       เป็นช่วงเวลาประมาณ 

2 เดือน รวมมีช่วงเวลาการทาํนาเกลือประมาณ 8 เดือน ส่วนในช่วงเดือนตุลาคม ถึงเดือนมกราคม จะมีฝนตกชุก

จึงไม่สามารถทาํนาเกลือได ้(คลงัปัญญาไทย, ม.ป.ป.) 

 2.1 ส่วนประกอบของนาเกลือ (คลงัปัญญาไทย, ม.ป.ป. และปราชญช์าวบา้น) 

 นาเกลือประกอบดว้ยส่วนต่างๆ แบ่งออกเป็นแปลงคลา้ยคนันา แต่ละแปลงมีความเคม็แตกต่างกนั

และมีช่ือเรียกแตกต่างกนั  นอกจากน้ียงัแตกต่างกนัในแต่ละพื้นท่ี ตวัอยา่งการเรียกเช่น วงันํ้ าเป็นแปลงสาํหรับ

เกบ็นํ้าทะเลท่ีนาํเขา้มาสาํหรับเกบ็ไวใ้ชต้ลอดฤดูกาลทาํนาเกลือ นาตากหรือนาประเทียบเป็นแปลงสาํหรับให้

นํ้ าตากแดด เพื่อใหน้ํ้ าระเหยออกไปเป็นการเพิ่มความเคม็ นาเช้ือรองคือนาสาํหรับตากนํ้าท่ีมีความเขม้ขน้
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พอสมควร โดยจะตากนํ้าใหไ้ดค้วามเคม็ประมาณ 150 ส่วนในพนัส่วน (ppt) นาเช้ือเป็นนาสาํหรับเพาะเช้ือ

เกลือ ซ่ึงตอ้งตากนํ้าใหน้ํ้ ามีความเคม็สูงถึง 240 ppt นาปลงเป็นนาขั้นตอนสุดทา้ยสาํหรับตากนํ้าเคม็ เพื่อให้

เกลือตกผลึกเป็นเมด็เกลือ 

 

2.2.วิธีทาํนาเกลือ (คลงัปัญญาไทย, ม.ป.ป. และปราชญช์าวบา้น) 

 การทาํนาเกลือจะเร่ิมเม่ือฝนทา้ยฤดูจะผา่นไปหรือช่วงประมาณเดือนตุลาคม ขั้นตอนแรก คือการเตรียม

พื้นท่ีสาํหรับการทาํนาเกลือ เร่ิมจากกั้นนํ้าฝนท่ีขงัอยูใ่นนา เพื่อไวใ้ชส้าํหรับขดุรอกร่องนาและเสริมคนัดินใหม่

เพื่อใหค้นัดินสูงข้ึนสาํหรับใส่นํ้าเกลือในปีถดัไป จากนั้นขดุรางส่งนํ้าจากนาเกลือถึงชายทะเลและติดตั้งอุปกรณ์

วิดนํ้า  เพื่อเอานํ้าทะเลมาใชท้าํนาเกลือ ขั้นตอนต่อมาคือ วดินํ้าจากรางส่งนํ้า ใหเ้ตม็วงันํ้ า      และเร่ิมดนันํ้าเขา้สู่

นาตากหรือนาประเทียบ  หลงัจากนั้นดนัจึงนํ้าเขา้สู่นาเช้ือรองเป็นส่วนท่ี 3  ตากนํ้าไวป้ระมาณ   5-7 วนั แสงแดด

จะทาํใหน้ํ้ าระเหยจนปริมาณนํ้าลดลงและความเคม็เพิม่มากข้ึน สงัเกตจากคราบนํ้าท่ีจบัอยูริ่มบ่อ ขั้นตอนต่อมาคือ

ดนันํ้าจากนาเช้ือรองเขา้สู่นาเช้ือซ่ึงเป็นการเตรียมนํ้าสาํหรับใชใ้นนาปลง จากนั้นทาํการปรับพื้นท่ีนาปลงเพื่อ

รองรับนํ้าจากนาเช้ือ โดยใชว้สัดุกล้ิงบดทบัผวิดินใหเ้รียบแน่นไม่ใหมี้รอยแตก ประมาณ  4-5  คร้ัง คร้ังละ 3-5 วนั 

และการบดกล้ิงผวิดิน จะใชร้ะยะเวลาห่างกนัประมาณ 5-7 วนั ตามสภาพผวิดิน     จากนั้นดนันํ้าจากนาเช้ือเขา้สู่

นาปลง นํ้าเกลือจะค่อยๆ ตกผลึกเป็นเมด็เกลือและเกาะตวักนัหนา มีค่าความเคม็ประมาณ  820-870 ppt  ขั้นตอน

สุดทา้ยเป็นการเกบ็ผลึกเกลือ เร่ิมจากเกลือท่ีตกผลึกหนาประมาณ  2  เซนติเมตรข้ึนไป  จะใชร่ั้วซอยเกลือใหผ้ลึก

เกลือแตกออกจากกนั ทาํการซอยเกลือจนทัว่นา จากนั้นใชท้บัทา ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยจอบเกล่ียผลึกเกลือใหเ้ป็น

แถวยาวไปตามคนันา แลว้ใชท้บัทาซุ่ม (ตะล่อมเกลือ) รวมผลึกเกลือใหเ้ป็นกอง นาํเขา้เกบ็ในฉางหรือยุง้เกลือ 

 

2. การทบทวนวรรณกรรม 

 ในระบบนิเวศท่ีมีความเคม็สูง  ความหลากหลายของราอาจจะนอ้ยกวา่บริเวณอ่ืนๆ เน่ืองจากราในบริเวณน้ี

ตอ้งมีการปรับตวัทางสรีรวิทยาเพื่อให้ทนโซเดียมคลอไรด์สูง (Gunde-Cemerman et al., 2009; Ravindran          

et al., 2012; Ronsberg et al., 2013 ) ราชอบเคม็ชนิดแรกท่ีมีรายงานเป็นราจาก Dead Sea  คือรา Gymnascella 

marismoutui ( Buchalo et al., 1998) และรา Cladosporium like เป็นราชอบเคม็ชนิดแรกท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือ 
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จากประเทศสโลวีเนีย  (Gunde-Cemerman et al., 2000) ราทนเค็มชนิดเด่นท่ีพบได้ในบริเวณน้ี  ได้แก่ 

Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium และ Scopulariopsis (Gunde-Cemerman et al., 2009) 

จากการศึกษาของ  Grishkan et al. (2003)   ซ่ึงศึกษาการกระจายของราทนเคม็บริเวณ Dead Sea ได้

เกบ็ตวัอยา่งนํ้าและดินตะกอนในปี 1999-2000  พบราทั้งส้ิน 38 species  จาก 19 genera โดยพบราในกลุ่ม  

Oomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina และ Mitosporic fungi สาํหรับรากลุ่มเด่นท่ีพบมาก

ไดแ้ก่Penicillium weslingii (Frequency of occurrence 73 %), Cladosporium cladosporioides (64%), 

Beauveria alba (55%) และ Eurotium herbariorum (55%)  จากการศึกษาของ Cantrell et al. (2006) ท่ีศึกษา

ความหลากหลายของราในบริเวณชายฝ่ังตะวนัตกเฉียงใต ้เมือง Cabo Rojo โดยเกบ็ตวัอยา่งนํ้า ดินตะกอนและ 

microbial mat  ในนาเกลือ ท่ีมีความเคม็สูงประมาณ  600  psu (ppt) ในช่วงเดือนมิถุนายน 2003 และ 2004  รา

ท่ีคดัแยกไดจ้ากนํ้ามี 27 ชนิด (86  สายพนัธ์ุ) ดินตะกอนมี  8 ชนิด (44  สายพนัธ์ุ) และ microbial mat 16 ชนิด 

(53 สายพนัธ์ุ) ชนิดของราท่ีพบมากไดแ้ก่ Aspergillus spp., Penicillium spp., และCladosporium spp.โดยใน

นํ้าพบ C. Shaerospermum มากท่ีสุด (24 สายพนัธ์ุ)  ในดินตะกอนพบรากลุ่ม Sterile mycelium-Moniliaceae 

มากท่ีสุด  (16 สายพนัธ์ุ) และ microbial mat  พบ A. niger มากสุด (20 สายพนัธ์ุ) Nayak et al., (2012)  สาํรวจ

ราทนเคม็และราชอบเคม็ในนาเกลือจาก Goa ประเทศอินเดีย  พบวา่ราท่ีพบไดแ้ก่รา Aspergillus spp. รองลงมา

คือพบ Penicillium spp. และพบ Eurotium ประปราย 

ราในแหล่งท่ีมีเกลือสูง มีความสามารถในการปรับตวัใหอ้ยูร่อดได ้ ในท่ีมีเกลือสูงความเขม้แสง

อลัตราไวโอเลตสูง รวมถึงอยูร่อดไดใ้นท่ีท่ีมี pH อุณหภูมิและความดนัท่ีแตกต่างกนั (Chatchawan, et al., 

2011) ปัจจุบนัการศึกษาราในกลุ่ม halophillic ในบริเวณท่ีมีค่าความเคม็สูงมากๆ (hypersaline environment) 

เช่น นาเกลือ ทะเลสาบ และ Dead Sea เพิ่มมากข้ึนแต่ยงันบัวา่นอ้ยมาก  เม่ือเทียบกบัรากลุ่มอ่ืนๆ   เน่ืองจาก

พบคร้ังแรกไม่ถึง 20 ปีท่ีผา่นมา  ขณะท่ีมีรายงานวา่ราในนาเกลือมีความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิ 

เอนไซม ์ และกรดชนิดต่างๆ (Frisvad and Samson, 2004, Lu et al., 2008, Margesin and Schinner, 2001)   

ประกอบกบัจุลินทรียท์นเคม็และจุลินทรียช์อบเคม็กาํลงัเป็นท่ีสนใจมากข้ึน ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมุ่งศึกษา

ความสามารถของราในนาเกลือในการสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีมีความสาํคญัชนิดต่างๆ 
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         บทที ่3 

วสัดุอุปกรณ์และวธีิทดลอง 

 

1.    แหล่งตัวอย่างและการเกบ็ตัวอย่าง  

        ทาํการเกบ็ตวัอยา่งดินและนํ้าจากนาเกลือ  ในอาํเภอท่าขา้ม  จงัหวดัฉะเชิงเทรา  และอาํเภอท่าใหม่ 

จงัหวดัจงัหวดัจนัทบุรี   ในเดือนตุลาคม 2554  มกราคม 2555 เมษายน 2555 และเดือนกรกฎาคม 2555            

แต่ละแหล่งตวัอยา่งเกบ็ทั้งดินและนํ้าในแปลงเดียวกนั ในฤดูนํ้ามากซ่ึงไม่ใช่ฤดูทาํนาเกลือ (กรกฎาคม และ

ตุลาคม) ซ่ึงความเคม็ของนํ้าในแต่ละแปลงไม่แตกต่างกนัมากนกั ทาํการเกบ็จาก 3 แปลงท่ีอยูติ่ดกนั                

(ภาพท่ี 1) ส่วนในฤดูนํ้านอ้ย  (มกราคมและเดือนเมษายน) เกบ็ตวัอยา่งจากแปลงท่ีมีลกัษณะต่างกนั  และมี

ระดบัความเคม็แตกต่างกนั (ภาพท่ี 2)  ในแต่ละแปลงเกบ็ตวัอยา่งบริเวณใกลก้บัขอบแปลง 3 ขอบ  ตวัอยา่ง

ดินเกบ็ท่ีระดบัความลึก 0-10 เซนติเมตร โดยใชท่้อเกบ็ดินขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 5 เซนติเมตร  ตวัอยา่งนํ้า 

เกบ็โดยการหยอ่นขวดเกบ็นํ้าลงไปท่ีระดบัความลึกจากผวินํ้า 5 เซนติเมตร นาํตวัอยา่งดินและนํ้าใส่

ถุงพลาสติกท่ีสะอาดแช่ในนํ้าแขง็  นาํกลบัหอ้งปฏิบติัการเพื่อทาํการศึกษา ดินและนํ้าท่ีพบจะมีลกัษณะ

แตกต่างกนัไป     ข้ึนกบัชั้นดิน แปลงนาและฤคูกาลท่ีเกบ็  ตวัอยา่งแสดงในภาพท่ี 3 

 

ภาพที ่1 ลกัษณะนาเกลือนอกฤดูกาลทาํนาเกลือ; 1, 2 และ 3 เป็นแปลงท่ีเกบ็ตวัอยา่ง ลูกศรแสดงบริเวณใกล้

ขอบของแปลงซ่ึงเป็นบริเวณเกบ็ตวัอยา่ง   ลกัษณะท่ีเห็นภายนอกและความเคม็แตกต่างกนัไม่มาก 

2 

1 

3 
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ภาพที ่ 2 ลกัษณะนาเกลือในฤดูกาลทาํนาเกลือ; 1, 2 และ 3 เป็นแปลงท่ีเกบ็ตวัอยา่ง ลูกศรแสดงบริเวณใกล้

ขอบของแปลงทั้ง 3 ขอบซ่ึงเป็นบริเวณเกบ็ตวัอยา่ง  ลกัษณะท่ีเห็นภายนอกและความเคม็แตกต่างกนัชดัเจน 

2 

1 

3 
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ภาพที ่3 ลกัษณะหลากหลายของดินและนํ้าในนาเกลือในแปลงและฤดูกาลต่างๆกนั 
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2. สายพนัธ์ุจุลนิทรีย์ 

2.1. สายพนัธ์ุรา  

        ราท่ีแยกจากนาเกลือจงัหวดัฉะเชิงเทราและจงัหวดัจนัทบุรี จาํนวน  100 สายพนัธ์ุ ราทั้งหมดเกบ็เป็น 

stock culture ณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา 

2.2. สายพนัธ์ุแบคทเีรียและยสีต์ 

ใชเ้ป็นเช้ือทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัจากรานาเกลือ ทั้งหมดเป็นแบคทีเรียและยสีตท่ี์ได้

แยกจากผูป่้วยจดัซ้ือจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทยจ์งัหวดันนทบุรี 

 Escherichia  coli  ATCC 25922 

 Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853   

                Salmonella  Typhimurium ATCC 13311 

Staphylococcus  aureus  ATCC 25923    

Bacillus  cereus TISTR 121 

Candida albicans ATCC 10231  

Candida albicans ATCC 90028 

 

3. อาหารเลีย้งเช้ือ 

Potato dextrose agar (Difco, USA) ผสมนํ้าทะเลความเขม้ขน้ 30 ppt (PDA/sw)  

Potato dextrose broth (Difco, USA) / ผสมนํ้าทะเลความเขม้ขน้ 30 ppt (PDB/sw )   

              Potato dextrose broth/agar (Difco, USA) 

              Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco, USA) 

              Muller Hinton agar (MHA) (Difco, USA) 

                Muller Hinton agar + 2% glucose 

   Nutrient agar (NA) 

                Tryptic soy agar (TSA) 

   Tryptic soy broth (TSB) 

                RPMI 1640 Medium 
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4. การเลีย้งราและสารสกดัจากรา 

4.1. การเลีย้งรา 

      เล้ียงราจากนาเกลือท่ีจะทาํการตรวจหาสารยบัย ั้งจุลินทรียบ์นอาหาร PDA/sw  บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วนัใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร  เจาะช้ินวุน้บริเวณปลายเสน้ใย

รา 2 ช้ินใส่ลงในอาหาร PDB/sw  ปริมาตร 30 มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในขวดรูปกรวยขนาด 50 มิลลิลิตร บ่มท่ี

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยตั้งท้ิงไวเ้ป็นระยะเวลา  7  วนั  เม่ือครบกาํหนดนาํมากรองผา่นกระดาษกรอง 

Whatman เบอร์ 3 เพื่อแยกส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือและส่วนเสน้ใยออกจากกนั    เกบ็รักษาส่วนของอาหาร

เล้ียงเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

4.2. การเตรียมสารสกดัจากรานาเกลือ  

      นาํอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียงรา 40 มิลลิลิตร  มาสกดัดว้ย ethyl acetate 40 มิลลิลิตร 2 คร้ังแรงๆ  นานคร้ังละ

10-20 นาที นาํส่วนสกดั ethyl acetate ท่ีไดม้ารวมกนั นาํไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ความดนั 240 มิลลิบาร์ หมุนดว้ยความเร็วรอบ 100 คร้ังต่อนาที จนกระทัง่แหง้  ละลายสารสกดั

ท่ีไดด้ว้ย 50% Dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร 

 

5. การเตรียมจุลนิทรีย์ทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

 

 5.1.  การเตรียม 0.5 McFarland standards (CLSI, 2006) 

        ผสม 0.048 mol/L ของ BaCl2 (1.175% w/v BaCl2·2H2O) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กบั 0.18 mol/L H2SO4 

(1% v/v) ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกวนอยา่งต่อเน่ือง  ตรวจสอบความขุ่นของสาร

แขวนลอยท่ีเตรียม โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 nm โดยตอ้งมีค่า OD อยูใ่นช่วง 0.08-0.13  

เกบ็สารแขวนลอยท่ีเตรียมไดป้ริมาตร 4-6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว ขนาดเดียวกบัหลอดทดลอง

ท่ีใชก้บัเช้ือแบคทีเรียท่ีจะนาํมาปรับความขุ่น  เกบ็หลอดสารแขวนลอยในท่ีมืด  และเกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

 

 



12 

 

5.2.   การเตรียมแบคทเีรียทดสอบ (CLSI, 2006) 

        เพาะแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง เข่ีย

โคโลนีเด่ียว 3-5 โคโลนี ลงในอาหาร TSB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา        

2-6 ชัว่โมง ปรับความขุ่นของเช้ือทดสอบ ใหไ้ดค้วามขุน่เท่ากบัสารละลายมาตรฐาน 10-1 McFarland No. 0.5 

(ในกรณีทดสอบกบัอาหารเล้ียงเช้ือ)/ McFarland No. 0.5 (ในกรณีทดสอบกบัสารสกดั) ซ่ึง E. coli ATCC 

25922 จะมีเซลลป์ระมาณ 1 x107-2x107 CFU/ml  และ 1 x108- 2x108CFU/ml  ตามลาํดบั 

 

5.3   การเตรียมยสีต์ทดสอบ (ดดัแปลงจาก CLSI, 2002) 

       เข่ียเช้ือยสีตล์งบนอาหาร SDA จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  48 ชัว่โมง นาํ

โคโลนีเด่ียวของยสีตจ์าํนวน 1-2 โคโลนีลงในอาหาร SDB แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

4-6 ชัว่โมง   นาํเช้ือมาปรับใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบั  McFarland No. 0.5โดย suspend ใน 5 ml 0.85% NACl           

(กรณีทดสอบกบัอาหารเล้ียงเช้ือ)/10-1 McFarland No. 0.5 (กรณีทดสอบกบัสารสกดั) ซ่ึงจะมีเซลลป์ระมาณ 

1x106-5x106CFU/ml  และประมาณ  1x105-5x105 CFU/ml  ตามลาํดบั 

 

6. การทดสอบการยบัยั้งจุลนิทรีย์ของอาหารเลีย้งเช้ือ ด้วยวธีิ Agar well diffusion 

ป้ายแบคทีเรียทดสอบ / ยสีตท์ดสอบ  ท่ีมีความขุ่นเทียบเท่า 10-1 McFarland No.0.5 ลงบนผวิหนา้ NA ให้

ทัว่สาํหรับยสีตใ์ชอ้าหาร SDA ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร เจาะวุน้ออกปิเปตอาหาร

เล้ียงเช้ือ 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลุมท่ีเจาะไว ้ (สาํหรับตวัควบคุมผลลบ ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือเหลวปลอดเช้ือ) 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง บนัทึกการยบัย ั้งของเช้ือจากวงใสรอบ well (ทาํ 2 ซํ้า) 

 

7. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจารานาเกลือในการยบัยั้งการเจริญของแบคทเีรียก่อโรค ด้วยวธีิ disc 

diffusion (CLSI, 2006) 

ใชไ้มพ้นัสาํลีท่ีฆ่าเช้ือจุ่มเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเตรียมไว ้ จากนั้นบิดสาํลีใหห้มาดๆกบัผวิภายในของ

หลอดทดลอง  ป้ายเช้ือลงบนอาหาร MHA ใหท้ัว่ทั้งผวิหนา้อาหาร  ป้าย 3 ระนาบทาํมุม 60 องศา   หยดสาร

สกดัลงบนแผน่ดิสกป์ริมาตร 20 ไมโครลิตร ผึ่งใหแ้หง้  จากนั้นนาํแผน่ดิสกไ์ปวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ โดย
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ใชแ้ผน่ดิสกจุ่์มสารละลาย  50% DMSO 20 ไมโครลิตรเป็นตวัควบคุมผลลบ และใชดิ้สกย์า gentamycin 

(10ไมโครกรัมต่อดิสก)์/ fluconazole (25ไมโครกรัมต่อดิสก)์ เป็นตวัควบคุมผลบวก  สาํหรับทดสอบแบคทีเรีย

และยสีตต์ามลาํดบั  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง   อ่านผลโดยวดัขนาดวงใสท่ี

เกิดข้ึน บนัทึกหน่วยเป็นมิลลิเมตร  ทาํการทดลอง 2 ซํ้า     สารสกดัท่ีใหผ้ลยบัย ั้งดี      จะนาํมาทดสอบ 2 ซํ้ า

อีกคร้ังหน่ึง   

 กรณียสีตใ์ชว้ธีิท่ีดดัแปลงจากวิธีขา้งตน้ โดยเปล่ียนมาใชอ้าหาร MHA+2% glucose (ดดัแปลงจาก 

NCCLS, 2004) 

 

8. การทดสอบหาค่าความเข้มข้นตํา่สุดในการยบัยั้งการเจริญ (minimum inhibitory  

        concentation, MIC) ของแบคทเีรียด้วยวธีิ broth micro dilution (CLSI, 2006)  

      นาํอาหาร MHB ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ หยอดใส่ในหลุม micro dilution plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร       

นาํสารสกดัจากรานาเกลือ 100 ไมโครลิตรความเขม้ขน้ 1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรหยอดลงในหลุมท่ี 1 

ของ micro dilution plate    จากนั้นทาํการเจือจางคร้ังละ 2 เท่า ในหลุมถดัๆไป          เพื่อใหมี้ความเขม้ขน้ของ

สารสกดัตั้งแต่ 512-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  นาํเช้ือทดสอบท่ีเตรียมไว ้มาเจือจางลงใหไ้ดป้ริมาณเซลเท่ากบั 

107 cfu/ml จากนั้นนาํมาหยดลงหลุม micro dilution plate  หลุมละ 5 ไมโครลิตรทุกหลุม  (5x104 cfu/well) บ่ม 

plate  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  ชัว่โมง อ่านค่า MIC  ใชย้า gentamicin เป็นสารควบคุม

ผลบวก 

ในกรณีท่ีตอ้งการทราบค่า  MBC นาํอาหารเล้ียงเช้ือในหลุมท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือมา เกล่ียบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ TSA บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาตรวจดูการเจริญของเช้ือบนจานอาหาร 

โดยบนัทึกค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัตํ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือบนจากอาหาร 

 

9. การทดสอบหาค่าความเข้มข้นตํา่สุดในการยบัยั้งการเจริญ (minimum inhibitory  

        concentation, MIC) ของยสีต์ด้วยวธีิ broth micro dilution (ดดัแปลงจาก CLSI, 2002) 

       นาํอาหาร RPMI 1640 ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้หยอดใส่ในหลุม micro dilution plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร

นาํสารสกดัจากรานาเกลือ 100 ไมโครลิตรความเขม้ขน้ 2,048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรหยอดลงในหลุมท่ี 1 
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ของ micro dilution plate จากนั้นทาํการเจือจางคร้ังละ 2 เท่า ในหลุมถดัๆไป         เพื่อใหมี้ความเขม้ขน้ของ

สารสกดัตั้งแต่  1,024-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมสุดทา้ยดูดท้ิง 100 ไมโครลิตร) นาํเช้ือทดสอบท่ีเตรียม

ไว ้ มาเจือจางดว้ยอาหาร RPMI 1640 1000 เท่า  (1:50 ตามดว้ย 1:20)  ซ่ึงจะไดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 1x103– 

5x103cfu/ml  จากนั้นเจือจางต่ออีก 1 เท่าดว้ยอาหารเดียวกนั นาํมา  100 ไมโครลิตร หยอดลงหลุม micro 

dilution plate (0.5x103– 2.5x103cfu/ml) บ่ม plate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมงอ่านค่า 

MIC ชุดควบคุมการทดลองใชย้า fluconazole ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 256-0.125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรสาํหรับ

ทดสอบ C. albicans ATCC 10231 และยา fluconazole ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 8-0.125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สาํหรับทดสอบ C. albicans ATCC 90028  

 

หมายเหตุ ในการหาค่า MIC ในหลุมสุดทา้ยและรองสุดทา้ยจะใชเ้ป็น diluent control และ negative 

control โดย diluent control เติม อาหารเล้ียงเช้ือ 100 ไมโครลิตรกบั DMSO 100 ไมโครลิตร แลว้ดูดท้ิง100 

ไมโครลิตร  จากนั้นเติมเช้ือทดสอบ 100 ไมโครลิตร  ส่วน negative control ทาํเช่นเดียวกนัแต่ไม่เติมเช้ือ 

ในกรณีท่ีตอ้งการทราบค่า  MBC  นาํอาหารเล้ียงเช้ือในหลุมท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือมา เกล่ียบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ SDA บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  48 ชัว่โมง  เม่ือครบเวลาตรวจดูการเจริญของเช้ือบนจาน

อาหาร โดยบนัทึกค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัตํ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือบนจากอาหาร 

10. การจัดจําแนกราทางสัณฐานวทิยา 

      ศึกษาลกัษณะการเจริญของราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ stereo และ ศึกษาโครงสร้างสืบพนัธ์ุของราโดย

เทคนิคการเพาะเช้ือบนบนสไลด ์ (slide culture) ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound บนัทึกลกัษณะ

การเจริญพร้อมทั้งถ่ายภาพ สาํหรับการจาํแนกชนิดของราเทียบกบั  Key Illustrated genera of imperfect fungi 

(Barnett & Hunter, 2006) 

11. การจัดจําแนกราทางอณูพนัธุศาสตร์ 

11.1. การสกดัดีเอน็เอ  ใชว้ิธีของ  Atkins and Clark ( 2004)   
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         นาํเสน้ใยรามาทาํใหแ้ขง็ดว้ยไนโตรเจนเหลว  บดเสน้ใยใหเ้ป็นผง ทาํใหเ้สน้ใยแตกดว้ย lysis buffer 

(100 mM Tris-Cl, 100 mM NaCl, 20 mM EDTA และ 2% SDS)   สกดัโปรตีนดว้ย Phenol และ Chloroform-

Isoamyl alcohol  ภายหลงัตกตะกอน DNA ดว้ย ethanol  ละลายใน TE buffer และเกบ็สารละลายดีเอน็เอท่ี

อุณหภูมิ-20 °C 

 

11.2. การทาํปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 

        นาํดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดัปริมาตร 2 µl มาใชเ้ป็นแม่แบบสาํหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์  โดยผสม

องคป์ระกอบต่าง ๆ ตามลาํดบั ลงในหลอดสาํหรับทาํพซีีอาร์  ดงัแสดงในตารางท่ี 1    ไพร์เมอร์ท่ีใช ้  เป็นคู่

ไพร์เมอร์ยนิูเวอร์ซลัสาํหรับเพิ่มปริมาณยนี 18S rRNA  NS1 และ NS8   (White et al., 1990)  แสดงดงัตาราง

ท่ี 2 นาํหลอดปฏิกิริยาท่ีเตรียมไดไ้ปดาํเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ในเคร่ือง thermal cycler ซ่ึงดาํเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์

เป็นจาํนวน 35 รอบ โดยสภาวะของการดาํเนินปฏิกิริยามีขั้นตอนการดาํเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 3   ตรวจสอบผลิตภณัฑด์ว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  

   11.3.   การทาํบริสุทธ์ิผลติภัณฑ์พซีีอาร์ 

         การทาํบริสุทธ์ิผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทาํโดยการเซนตริฟิวจ ์ ตามวิธีของชุด Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promeca)  

 

  11.4.   การอ่านลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีทาํบริสุทธ์ิแลว้ ส่งไปยงับริษทัไบโอดีไซน์ จาํกดัเพื่ออ่านลาํดบันิวคลีโอไทดโ์ดย

ใชไ้พร์เมอร์ชุดเดียวกบัท่ีทาํพีซีอาร์ (NS1 และ NS8) 

  11.5.   การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

        ตรวจสอบความถูกตอ้งของขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด ์  ของยนี 18S rRNA ของราทะเลท่ีศึกษา โดย

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลสาธารณะในฐานขอ้มูล NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://

www.ncbi.nlm.nih.gov) ใชโ้ปรแกรม Basic alignment search tool (BLASTn) จากนั้นนาํขอ้มูลลาํดบันิวคลี
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โอไทดข์องราแต่ละไอโซเลทท่ีไดจ้ากการอ่านโดยใชไ้พร์เมอร์แต่ละเสน้มาสร้าง contig โดยใชโ้ปรแกรม 

BioEdit 

12. การเกบ็รักษาเช้ือ 

      นาํเช้ือท่ีแยกไดม้า subculture ในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ บ่มท่ี อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนกวา่เช้ือจะ

เจริญ  ใส่นํ้ามนัพาราฟินปราศจากเช้ือจนท่วมอาหารท่ีมีอยูใ่นหลอด  พนัจุกหลอดดว้ยพาราฟิลม์ เกบ็รักษาท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ราท่ีคาดวา่เป็นราชนิดใหม่หรือมีคุณสมบติัน่าสนใจ จะส่งไปเกบ็รักษาไวท่ี้ศูนย์

รวบรวมสายพนัธ์ุรา  Biotec Culture Collection (BCC) 

ตารางที ่1  องคป์ระกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มจาํนวนยนี 18S rRNA  

องค์ประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

นํ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ 35 - 

10X reaction buffer  5.0 1X 

50 mM MgCl2 1.5 1.5 mM 

10 mM dNTP (mix) 1.0 0.2 mM 

10 µM Primer  

            - NS 1 (Forward) 

            - NS 8 (Reward) 

 

2.5 

2.5 

 

0.5 µM 

0.5 µM 

100 ng µl-1 DNA template  2.0 100 ng 

5 U µl-1Pfu DNA polymerase 0.5 2.5 U 

ปริมาตรรวม 50 - 
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ตารางที ่2 คู่ไพร์เมอร์ยนิูเวอร์ซลั NS1 และ NS8 

 

ไพร์เมอร์ ลาํดับนิวคลโีอไทด์ (5’3’) Tm (°C) ขนาดผลติภัณฑ์ (bp)* 

NS1 

NS8 

GTA GTC ATA TGC TTG TCT C 

TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA 

56 

65 

1,800 

 * ขนาดผลิตภณัฑท่ี์ไดต้ดัขอ้มูลส่วนอินทรอนแลว้ 

 

   ตารางที ่3  ขั้นตอนของการดาํเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลาทีใ่ช้ต่อรอบ จํานวนรอบ 

Initial denaturation   

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Final extension 

96 

94 

55 

72 

72 

2 นาที 

45 วินาที 

30 วินาที 

2 นาที 

10 นาที 

1 

 

35 

 

1 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1.   การคดักรองรานาเกลือในการยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

        จากการนาํราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือ 100 สายพนัธ์ุ ( SS 001-SS 100)  ไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว potato 

dextrose broth (PDB)  30 มิลลิลิตร แลว้นาํส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ  (culture filtrate)  จากราอาย ุ7 วนั ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร มาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค 6 ชนิด (7 สายพนัธ์ุ)  คือ  E. coli ATCC 

25922,  P. aeruginosa ATCC 27853, S. Typhimurium ATCC 13311,  Staphylococcus  aureus  ATCC 2592,        

B. cereus TISTR 121, Candida albicans ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028  โดยวิธี agar  well diffusion

พบวา่รา 19 สายพนัธ์ุ  (ร้อยละ19.0) สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิในอาหารเล้ียงเช้ือและยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคท่ี

นาํมาทดสอบ ไดอ้ยา่งนอ้ยหน่ึงชนิด รา 19 สายพนัธ์ุ  (ร้อยละ19.0)  สามารถสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ ได้

อยา่งนอ้ยหน่ึงชนิดและส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  รา SS 063 และ SS 085  สร้างสารยบัย ั้ง  E. coli ได ้ แต่

ไม่สมบูรณ์  พบโคโลนีเช้ือส่วนหน่ึงในวงใส  รา SS 060   ยบัย ั้ง P. aeruginosa ไดไ้ม่สมบูรณ์เช่นกนั       รา                 

2    สายพนัธ์ุ  (ร้อยละ 2.0)  สามารถสร้างสารยบัย ั้งยสีตท์ดสอบได ้1 สายพนัธ์ุ  ราท่ีใหผ้ลยบัย ั้งแสดงในตารางท่ี 4

ตวัอยา่งผลบวกแสดงในภาพท่ี 4 

 

              ภาพที ่4   ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย B.cereus TISTR 121 ของอาหารเล้ียงเช้ือรานาเกลือ ทดสอบโดยวิธี agar well   

diffusion; 1: SS 090, 2: SS 091, 3: SS 093, 4: SS 094, 5: อาหารเล้ียงเช้ือปลอดเช้ือใชเ้ป็นตวัควบคุมผลลบ 

1 2 

3 4 

5 
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ตารางที ่4   ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียของอาหารเล้ียงเช้ือจากรานาเกลือ 

 

Escherichia coli  ATCC  25922,  PA = Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  27853,    SA = Staphylococcus aureus ATCC 25923,           

ST= Salmonella Typhimurium  ATCC 13311,      BC = Bacillus cereus TISTR 121,  CA1 และ CA2 = Candida albicans  ATCC 

10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้   - คือไม่ยบัย ั้ง 

ลาํดับ 

อาหารเลีย้ง

เช้ือของรา 

  ค่าเฉลีย่เส้นผ่าศูนย์กลางวงใสแบคทเีรียทดสอบ (มิลลเิมตร) 

  EC PA ST SA BC CA1 CA2 

1 SS 026  - - - 12* - - - 

2 SS 027  - - - 10* - - - 

3 SS 032  - - - 10* - 9* - 

4 SS 033  - - - 11 10 - - 

5 SS 038  - - - 10* - - - 

6 SS 045  - - - 11 11 - - 

7 SS 047  - - - 11 10 - - 

8 SS 048  - - - 12 11 - - 

9 SS 057  - - - 13* - - - 

10 SS 060  - 9* - - - - - 

11 SS 063  24* - - - - - - 
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ตารางที ่4  ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียของอาหารเล้ียงเช้ือจากรานาเกลือ (ต่อ) 

 

Escherichia coli  ATCC  25922,  PA = Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  27853,    SA = Staphylococcus aureus ATCC 25923,           

ST= Salmonella Typhimurium  ATCC 13311,      BC = Bacillus cereus TISTR 121,  CA1 และ CA2 = Candida albicans  ATCC 

10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้   - คือไม่ยบัย ั้ง 

 

 

 

 

ลาํดับ 

อาหารเลีย้ง

เช้ือของรา 

  ค่าเฉลีย่เส้นผ่าศูนย์กลางวงใสแบคทเีรียทดสอบ (มิลลเิมตร) 

  EC PA ST SA BC CA1 CA2 

12 SS 069  - - - 16 14 - - 

13 SS 074  - - - 12* - - - 

14 SS 076  - - - 10* - - - 

15 SS 078  - - - 10* - 9* - 

16 SS 085  12* - - 11 10 - - 

17 SS 089  - - - 10* - - - 

18 SS 091  - - - 11 11 - - 

19 SS 099  - - - 11 10 - - 
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4.2.  ผลของสารสกดัอาหารเลีย้งเช้ือจากรานาเกลือในการยบัยั้งแบคทเีรีย 

        เม่ือนาํสารสกดั 20 ไมโครลิตร    ท่ีสกดัไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือ  80 มิลลิลิตร       ของรา  17 สายพนัธ์ุ   ท่ีใหผ้ล

การยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยอาหารเล้ียงเช้ือ  และ 17 สายพนัธ์ุท่ีผลการทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรียข์องอาหารเล้ียงเช้ือ

เป็นลบ   มาละลายดว้ยตวัทาํละลาย  50% DMSO 1 มิลลิลิตร     แลว้นาํมาทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยวิธี  disc 

diffusion พบวา่สารสกดัท่ีใหย้บัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบไดอ้ยา่งนอ้ย 1 ชนิดมี  24 สาร     จากจาํนวนสารท่ีทดสอบ  

34 สาร  (ร้อยละ 70.6)    สารสกดัอาหารเล้ียงเช้ือจากรา 24 สายพนัธ์ุ  สามารถสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบได้

อยา่งนอ้ยหน่ึงชนิดและส่วนใหญ่ยงัคงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  (ตารางท่ี 5) และพบวา่สารสกดัสามารถยบัย ั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ  เห็นไดจ้ากวงใสท่ีชดัเจน ยกเวน้ในกรณี  S. aureus ATCC 25923 

ท่ีพบวา่มีแบคทีเรียส่วนหน่ึงเจริญในวงใสได ้     สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา 10 สายพนัธ์ุ  (ร้อยละ 29.4)  สามารถ

สร้างสารยบัย ั้งยสีตท์ดสอบไดอ้ยา่งนอ้ยหน่ึงสายพนัธ์ุ   

สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา 4 สายพนัธ์ุ คือ SS 031  SS 076   SS 078 และ SS 091  สามารถสร้างสารยบัย ั้ง

ยสีตท์ดสอบไดท้ั้งสองสายพนัธ์ุ รวมทั้งยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก   บางคร้ังพบการยบัย ั้งยสีตท์ดสอบเกิดไม่

สมบูรณ์  พบยสีตส่์วนหน่ึงเจริญในวงใสได ้   (เช่นเดียวกบัการยบัย ั้งยสีตท์ดสอบของสารสกดัส่วนใหญ่)                 

สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SS 069  เท่านั้นท่ียบัย ั้งแบคท่ีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ได้

เลก็นอ้ย  (เสน้ผา่ศูนยก์ลางวงใส 9 มิลลิเมตร)   และสารสกดัจากอาหารเล้ียงรา  SS 078 เท่านั้น    ท่ียบัย ั้งแบคทีเรีย

แกรมลบ  Salmonella Typhimurium ได ้ แต่ผลท่ีไดไ้ม่แน่นอน   การศึกษา 2 ซํ้ า 2  รอบ   ใหผ้ลต่างกนั  

(เสน้ผา่ศูนยก์ลางเฉล่ีย 0 และ 14 มิลลิเมตรในแต่ละรอบ) สารสกดัจากอาหารเล้ียงรารหสั SS 031  SS 066  SS 069 

SS 070 SS 076   (SS 078) SS 079  SS 091  SS 097 และ SS 099 จากทั้งหมด 34 สาร (29.4%)  แสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง

จุลินทรียห์ลายชนิดไดดี้  สามารถพบเสน้ผา่ศูนยก์ลางวงใสไดม้ากกวา่ 13 มิลลิเมตร  เม่ือทดสอบกบัจุลินทรีย์

ต่างๆกนั ข้ึนกบัชนิด/ สายพนัธ์ุท่ีทดสอบ ตวัอยา่งวงใสแสดงในภาพท่ี  5-6 

เม่ือพจิารณาสารสกดัท่ีใหผ้ลยบัย ั้งดี (เสน้ผา่ศูนยก์ลางวงใสไดม้ากกวา่ 15 มิลลิเมตร) พบวา่  ผลจากการ

ทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียด์ว้ยอาหารเล้ียงเช้ือและสารสกดัไม่จาํเป็นตอ้งสอดคลอ้งกนั  สารสกดัท่ีใหผ้ลวงใส

ขนาดใหญ่อาจใหผ้ลทดสอบกบัอาหารเล้ียงเช้ือเป็นลบ 
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ตารางที ่5  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลชีพของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ 

 

 

 

ลาํดับที ่

สารสกดัของ 

ราสายพนัธ์ุ 

ค่าเฉลีย่เส้นผ่าศูนย์กลางวงใสแบคทเีรียทดสอบ (มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

1 SS 006 - - - 12 9 - - 

2 SS 014 - - - 11 13 - - 

3 SS 022 - - - - - - - 

4 SS 026 - - - 8* 8 - - 

5 SS 027 - - - 9* 8 - - 

6 SS 031 - - - 17* - 13 20* 

7 SS 033 - - - - 10 - - 

8 SS 034 - - - - 8 - - 

9 SS  035 - - - 8* - - - 

10 SS  038 - - - - - - - 

11 SS  039 - - - - - - - 

EC = Escherichia coli ATCC 25922, PA = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,                    

SA = Staphylococcus aureus ATCC25923, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 13311,                    

BC = Bacillus cereus TISTR 121, CA1 และ CA2 = Candida albicans ATCC 10231 และ        

C. albicans ATCC 90028, - คือไม่ยบัย ั้ง* คือยบัย ั้งบางส่วน 
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ตารางที ่5  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลชีพของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ (ต่อ) 

 

ลาํดับที ่

สารสกดัของ 

ราสายพนัธ์ุ 

ค่าเฉลีย่เส้นผ่าศูนย์กลางวงใสแบคทเีรียทดสอบ (มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

12 SS  045 - - - 8* 7 - - 

13 SS 047 - - - 8* 8 - 8* 

14 SS 048 - - - - 8 - 8* 

15 SS 057 - - - 9* - - - 

16 SS 060 - - - - - - - 

17 SS 063 - - - - - - - 

18 SS 064 - - - - - - - 

19 SS 066 - - - 17 14 - - 

20 SS 067 - - - - - - - 

21 SS 069 - 9 - 19 16.5 - - 

22 SS 070 - - - 12 13.5 - 27* 

EC = Escherichia coli ATCC 25922, PA = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,                          

SA = Staphylococcus aureus ATCC 25923, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 13311,                    

BC = Bacillus cereus TISTR 121, CA1 และ CA2 = Candida albicans ATCC 10231 และ                  

C. albicans ATCC 90028, - คือไม่ยบัย ั้ง* คือยบัย ั้งบางส่วน 
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ตารางที ่5  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลชีพของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ (ต่อ) 

Escherichia coli  ATCC  25922,  PA = Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  27853,    SA = Staphylococcus aureus ATCC 25923,           

ST= Salmonella Typhimurium  ATCC 13311,      BC = Bacillus cereus TISTR 121,  CA1 และ CA2 = Candida albicans  ATCC 

10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้   - คือไม่ยบัย ั้ง 

 

ลาํดับที ่

สารสกดัของ 

ราสายพนัธ์ุ 

ค่าเฉลีย่เส้นผ่าศูนย์กลางวงใสแบคทเีรียทดสอบ (มิลลเิมตร) 

  EC PA ST SA BC CA1 CA2 

23 SS 072 - - - - 9.5 - - 

24 SS 074 - - - - 8 - - 

25 SS 076 - - - 12.5 12.5 17* 14* 

26 SS 077 - - - - - - - 

27 SS 078** - - 0,14 15 15 11* 14.5* 

28 SS 079 - - - 15 16 - 18* 

29 SS 084 - - - - - - - 

30 SS 087 - - - - - - - 

31 SS 089 - - 7 8* 8 - - 

32 SS 091 - - - 16 18 15* 22.5* 

33 SS 097 - - - 13 12 - 18.5 

34 SS 099 - - - 12 14 - 8* 
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ภาพที ่5  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย  Staphylococcus aureusATCC 25923 (ก)   และ B. cereus TISTR 121 (ข) ของ

สารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ทดสอบโดยวิธี  disc diffusion; 1: สารสกดัจาก SS 069, 2: สารสกดัจาก SS 

067, 3: สารสกดัจาก SS 064,  4: สารสกดัจาก SS 038, 5: สารสกดัจาก SS 047, 6: สารสกดัจาก SS 099, 7: disc 

สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นตวัควบคุมผลลบ 

 

 
 

 

ภาพที ่ 6 ฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์ C. albicans ATCC 10231 ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ทดสอบโดยวิธี 

disc diffusion; 1: สารสกดัจาก SS 063, 2: สารสกดัจาก SS 066, 3: สารสกดัจาก SS 072, 4: สารสกดัจาก SS 

074, 5: สารสกดัจาก SS 075, 6: สารสกดัจาก SS 076, 7: disc สารละลาย 50% DMSO      ใชเ้ป็นตวัควบคุม

ผลลบ 

1 

2 

3 

4

 

5 

6 

7 7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

ข 

1 
2 

3 5 

4 

7 

6 
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4.3.    การทดสอบยืนยนัการประสิทธิภาพของสารสกดัจากอาหารเลีย้งราในการยบัยั้งแบคทีเรีย 

        เม่ือนาํสารสกดัจากอาหารเล้ียงราท่ีดีจาํนวนหน่ึงคือ   SS 066  SS 069 SS 070 SS 076  SS 078 และ SS 

099 มาทาํการทดสอบดว้ยวธีิ disc diffusion (100 µg/disk)  เทียบกบัสารสกดัของ  SS 033 และ SS 034 ท่ีมี

ฤทธ์ิยบัย ั้งนอ้ย  และเทียบกบั  disk ยา gentamycin (10 µg/disk) พบวา่สารสกดัท่ีใหเ้สน้ผา่ศูนยก์ลางมากกวา่ 

13 มิลลิเมตรจากตารางท่ี  2 (SS 066  SS 069 SS 070 SS 076 SS 078 และ SS 079)  แสดงใหเ้ห็นวงใสท่ีชดัเจน 

สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา  SS 069 มีฤทธ์ิดีท่ีสุด คือสามารถยบัย ั้ง  P. aeruginosa ATCC 27853  ให้

เสน้ผา่ศูนยก์ลางวงใส 9 มิลลิเมตร สามารถยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ไดดี้ท่ีสุดคือ 26 มิลลิเมตร รองลงมา

คือยบัย ั้ง B. cereus TISTR 1211  9.5  มิลลิเมตร ตามลาํดบั  (ตารางท่ี 6 และภาพท่ี 7) 

 

ตารางที ่6  ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ SS 069 

สารสกดัรานาเกลือ 

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางเฉลีย่วงใส (มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC 

SS 066    17 15 

SS 069 - 9 - 26,24 20,20 

SS 070 - - - 19, 18 18,19 

SS076 14 - 12 25,25 19,19 

SS 078 - - - 18,18 20,20 

SS 099 - - - 19,19 16,17 

Gentamycin (Gm) 10 23 25 24 22 

เช้ือทดสอบ; EC = Escherichia coli ATCC 25922, PA = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, SA = Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 13311, BC = Bacillus cereus TISTR 121, - = ไม่ยบัย ั้ง 
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ภาพที ่7  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923 (ก) และ Bacillus cereus TISTR 121 (ข)  

ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ SS 069  (100 µg/disk)   (ลูกศรช้ี) ทดสอบโดยวิธี  disc diffusion  เทียบ

กบั disc ยา gentamycin  (GM,10 µg/disk)   ใชส้ารละลาย  50% DMSO เป็นตวัควบคุมผลลบ 

 

4.4.   การทดสอบหาค่า minimum inhibitory concentration  (MIC)  ของจุลนิทรีย์ก่อโรค  

        เม่ือนาํสารสกดัจากอาหารเล้ียงเช้ือรารหสั  SS 066  SS 069  SS 070  SS 076  SS 078 และ SS 099 มา

ทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) และทาํลาย (MBC) แบคทีเรีย ดว้ยวิธี broth 

micro dilution พบวา่สารสกดัจากจากอาหารเล้ียงรา SS 070  SS 078 และ SS 069 / SS 076    มีค่า MIC  ต่อ

จุลินทรียส่์วนใหญ่ตํ่าสุดเรียงตามลาํดบั    SS 070  และ SS 078 สามารถยบัย ั้งไดเ้ฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก  

ขณะท่ี SS 069  และ SS 076  ยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  ค่า MIC ของ SS 076  ต่อ                     

B. cereus TISTR 121,  S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853  และ Salmonella Typhimurium 

ATCC 13311 เท่ากบั 64, 32, 128  และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั   ค่า MIC  ของ SS 069 ต่อ         

B. cereus TISTR 121, S. aureus ATCC 25923 และ P. aeruginosa ATCC 27853 เท่ากบั 32, 64 และ 128 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ค่า MIC ของ SS 099 ต่อ  B. cereus TISTR 121 และ S. aureus ATCC 

25923 มีค่าเท่ากนัคือ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SS 066 มีค่า MIC ต่อเช้ือ

ทดสอบสูงกวา่สารสกดัท่ีกล่าวมา 1-4 ระดบั ค่า MIC ของ SS 070 มีค่าตํ่าสุดคือ มีค่า MIC  ต่อ                      

SS033 

SS034 

SS0 66 

SS069 

 

SS070 

GM 

50%DMSO 

SS070 

GM 

SS033 

SS034 

SS0 66 

SS069 

 

50%DMSO 

ก --ข 
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B.cereus  TISTR 008  และ S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั 8 และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั 

(ตารางท่ี 7) 

เม่ือหาระดบั MIC ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SS 069 ต่อยสีต ์Candida ทั้งสองสายพนัธ์ุ พบวา่มี

ค่า  MIC ต่อยสีต ์Candida albicans  ATCC 10231 และ C. Albicans ATCC 90028 เท่ากบั 1024 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรเท่ากนั 

 

ตารางที ่7   MIC ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือต่อแบคทีเรียทดสอบ 

 

สารสกดั 

รานาเกลือ 

MIC ของสารสกดัจากอาหารเลีย้งรานาเกลือต่อแบคทเีรียทดสอบ (µg/ml) 

EC PA ST SA BC 

MIC MBC   MIC   MBC      MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

SS 066 

 

 

 

 
   128   256 128 256 

SS 069 128  512 
 

    64 256 32 32 

SS 070 

  

 
    16 32 8 16 

SS 076 128 512 
 

128 512      32 128 64 128 

SS 078 
     

     32 64 16 32 

SS 099 
 

     64 128 64 64 

เช้ือทดสอบ; EC = Escherichia coli ATCC 25922, PA = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, SA = Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, ST = Salmonella Typhimurium ATCC 13311, BC = Bacillus cereus TISTR 121 

 

4.5.   การจัดจําแนกราทีใ่ช้ในการศึกษา 

ทาํการจดัจาํแนกรา SS 069  SS 070 SS 076  และราอ่ืนๆทางสณัฐานวิทยารวม 71 สายพนัธ์ุ  พบวา่ราท่ี

จดัจาํแนกไดท้ั้งหมด  52 สายพนัธ์ุ   เป็นรากลุ่มอะนามอร์พ  ซ่ึงพบเฉพาะการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ   รา 19  

สายพนัธ์ุ   ไม่สามารถจาํแนกทางสณัฐานวิทยาเน่ืองจากไม่สร้างโครงสร้างสืบพนัธ์ุ   ผลการจดัจาํแนก แสดงใน

ตารางท่ี 8 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราท่ีใหผ้ลยบัย ั้ง มีดงัน้ี 
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ตารางที ่8  ผลการจดัจาํแนกราท่ีใชใ้นการศึกษา 71 สายพนัธ์ุ 

 

กลุ่ม/สกลุ จํานวน สายพนัธ์ุรา 

Acremonium sp. 1 SS 001, SS 043, SS 066 

Alternariaalternata 3 SS 052, SS 104 

Aspergillus candidus 2 SS 002, SS 003 

Aspergillus flavus 3 SS 035, SS 068, SS 071 

Aspergillus fumigatus 5 SS 024, SS 030, SS 048, SS 073, SS 076,             

SS 110 

Aspergillus niger 1 SS 105 

Aspergillus spp. 5 SS 039, SS 060, SS 061, SS 069 

Bipolaris sp. 2 SS 031, SS 047 

Cladosporium cladosporioides 7 SS 010, SS 027, SS 032, SS 033, SS 041,     

SS 049, SS 051 

Cladosporium sphaerospermum 3 SS 037, SS 038, SS 045 

Colletotrichum sp. 2 SS 062, SS 065 

Curvuralia lunata 3 SS 006, SS 007, SS 059 

Fusarium oxysporum 2 SS 014, SS 018 

Fusarium sp. 4 SS 017, SS 022, SS 026, SS 034 

Nigrospora sphaerica 1 SS 055 

Penicillium spp. 4 SS 042, SS 044, SS 056, SS 109 

Pithomyces spp. 4 SS 005, SS 011, SS 012, SS 013 

Unidentified mycelia sterilias 19 SS 004, SS 008, SS 009, SS 015, SS 019, 

SS 023, SS 028, SS 029, SS 040, SS 050,     

SS 053, SS 054, SS 057, SS 058, SS 063,                

SS 064, SS 067, SS 070, SS 072, SS 078,         

SS 099 
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การระบุชนิดของราทีส่ร้างสารยบัยั้งได้ด ี

 

การจัดจําแนกรา SS066 

การจดัจาํแนกรารหสั SS 066 โดยใชข้อ้มูลทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนีเม่ือเล้ียงราบนอาหาร 

potato dextrose agar ความเคม็ 30 ppt (PDA/sw 30 ppt ) อาย ุ7 วนั พบวา่ SS 066 มีลกัษณะโคโลนีขาวบาง

ค่อนขา้งเรียบติดผวิอาหาร  เม่ือแก่ผวิโคโลนีเป็นผงสีครีมถึงนํ้าตาลอมเหลือง        ขอบดา้นหลงัโคโลนีสีนํ้าตาล

อมเหลือง  โคโลนีมีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 5.5 เซนติเมตร ลกัษณะเสน้ใยเป็นแบบมีผนงักั้นใสไม่มีสี สร้าง

conidia รูปรียาวขนาดประมาณ  1 x 2-3 ไมโครเมตร เกิดเป็นกลุ่มเกาะกนับนปลายโคนิดิโอฟอร์ท่ีเรียบตรง ไม่

แตกแขนง (ภาพท่ี 8) เม่ือวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อ

เปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอไทด ์   ท่ีปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล   GenBank         พบวา่ขอ้มูล

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 066 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (98%) กบัราในจีนสั 

Acremonim อยา่งนอ้ย 2 สปีชีส์ คือ A. radiatum และ A. breve (ตารางท่ี 9) อีกทั้งขอ้มูลลกัษณะสณัฐานดงัท่ี

กล่าวขา้งตน้ไม่ไดบ่้งช้ีอยา่งชดัเจนวา่ SS 066 มีลกัษณะตรงกบัราทั้งสองสปีชีส์น้ี ในเบ้ืองตน้จึงระบุแทกซอน 

ของรา SS 066 ไดเ้พยีงระดบัจีนสั คือ Acremonium sp. SS 066 โดยท่ีราสายพนัธ์ุน้ีอาจเป็นสปีชีส์ใหม่ 

 

                      

 

ภาพที ่8  ลกัษณะของรา Acremonium sp. SS 066 บนอาหาร PDA/sw 30 ppt; ก: ลกัษณะโคโลนีอาย ุ7 วนั บน

อาหาร  ข: ลกัษณะเสน้ใยและโครงสร้างสืบพนัธ์ุของรา SS 066 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope 

กาํลงัขยาย 40x 

ข

 
 
 
 
                             

 

 

ก
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ตารางที ่ 9 ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 066

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 

 

SS  066_18srrna Query cover Mix ident. 

Acremonium radiatum strain CBS 142.62 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
99% 98% 

Acremonium breve strain CBS 150.62 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
99% 98% 

Acremonium sp. ZH11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
98% 98% 

Acremonium gamsii strain CBS 726.71 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 96% 

Acremonium sp. 1 FW2SW3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 95% 

Acremonium roseolum strain CBS 289.62 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 94% 

Hypocreales sp. GMG_C1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 

2, partial sequence 

99% 94% 

Volutella ciliata 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), internal 

transcribed spacer 1 (ITS1) and internal transcribed spacer 2 (ITS2), strain BBA 70047 

99% 94% 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_336181091
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_336181069
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_405778395
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_336181079
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_401891084
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_336181093
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239606182
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239606182
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239606182
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_17426919
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_17426919
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การจัดจําแนกรา SS 069 

การจดัจาํแนกรารหสั SS 069 โดยใชข้อ้มูลทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงราบนอาหาร 

PDA/sw 30 ppt อาย ุ 7 วนั พบวา่ SS 069 มีลกัษณะโคโลนี เป็นผงสีนํ้าตาล  ขอบโคโลนีไม่เรียบ ดา้นหลงั

โคโลนีสีนํ้าตาลอมเหลือง หยกัเป็นร่อง โคโลนีมีขนาด 6 เซนติเมตร ลกัษณะเสน้ใยเป็น แบบมีผนงักั้นใสไม่มีสี 

สร้าง conidia  รูปกลม ขนาด 2.5 ไมโครเมตร บน sterigma  แบบ  phialide  บนหวั vesicle     พบ foot cell ท่ีฐาน

โคนิดิโอฟอร์ เม่ือทาํการจดัจาํแนกเบ้ืองตน้พบวา่คือ Aspergillus sp. (ภาพท่ี 9)  เม่ือวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยนี 18S rRNA ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยู่

ในฐานขอ้มูล GenBank พบวา่ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 069 แสดงความ

คลา้ยคลึงสูงสุด (99%) กบั Aspergillus niger (ตารางท่ี 10) อยา่งไรกต็ามเม่ือพิจารณาลกัษณะโคโลนีและ

สณัฐานของราสายพนัธ์ุน้ีพบวา่  มีลกัษณะโดยทัว่ไปแตกต่างไปจาก A. niger ดงันั้นในการศึกษาน้ี    จึงระบุ

แทกซอนของรา SS 069 เป็น Aspergillus sp. SS 069 โดยท่ีราสายพนัธ์ุน้ีอาจเป็นสปีชีส์ใหม่ 

 

 

 

 
 

ภาพที ่9  ลกัษณะของรา Aspergillus sp. SS 069 บนอาหาร PDA/sw 30 ppt; ก: ลกัษณะโคโลนีอาย ุ14 วนับน

อาหาร  ข: ลกัษณะเสน้ใยและโครงสร้างสืบพนัธ์ุของรา SS 069 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope 

กาํลงัขยาย 40x 

 

ก

 
 
 
 
                             

 

 

ข
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ตารางที ่ 10  ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 069

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 

 

SS 069_18srRNA Query cover Mix ident. 

ZL-2008 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 98% 

Aspergillus flavipes strain CBS 260.73 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100% 98% 

Aspergillus sp. LQ21 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100% 98% 

Aspergillus awamoristrain HB-03 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100% 98% 

Fennellia flavipes gene for 18S rRNA, partial sequence 100% 98% 

Aspergillus terreus 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed 

spacer 2, partial sequence 

100% 98% 

Aspergillus niger strain IMT 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100% 98% 

Aspergillus sp. Ar-4jing-1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 

transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal 

transcribed spacer 2, partial sequence 

100% 98% 

Aspergillus niger contig An03c0110, genomic contig 
100% 99% 

Aspergillus niger contig An03c0100, genomic contig 100% 98% 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190887219
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323371154
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310645217
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_281324607
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2588669
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255761302
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255761302
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255761302
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_254777777
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_148767759
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_148767759
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_148767759
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_134057889
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_134057864
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การจัดจําแนกรา SS 070 และ SS 099 

ลกัษณะโคโลนีของราทั้ง 2 สายพนัธ์ุคลา้ยคลึงกนัมาก  เม่ือนาํมาศึกษาทางพนัธุศาสตร์พบวา่เป็น

Cochliobolus/Bipolaris เหมือนกนั ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 070 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw 30 ppt         

อาย ุ7 วนั พบวา่มีลกัษณะโคโลนีขาวเป็นปุย ขอบฟูเลก็นอ้ย ดา้นหลงัโคโลนีสีเทาดาํ  ขอบโคโลนีขาวโคโลนีมี

ขนาด 5 เซนติเมตร  เม่ือแก่โคโลนีเปล่ียนเป็นสีเขียวอมเทา ดา้นหลงัโคโลนีสีนํ้าตาลอมเหลือง ไม่สร้างสปอร์

ทั้งแบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 099  เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw 30 ppt      อาย ุ

7 วนั พบวา่มีลกัษณะโคโลนีและลกัษณะทางสนัฐานวิทยาคลา้ยคลึงกบัรา SS 070 คืออาย ุ 7 วนั มีขนาด

เสน้ผา่ศูนยก์ลางโคโลนี  4.8 เซนติเมตร สนันิษฐานวา่น่าจะเป็นราชนิดเดียวกนั               และเม่ือวิเคราะห์ลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ดว้ยโปรแกรม BLASTn  เพื่อเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยู่

ในฐานขอ้มูล GenBank พบวา่ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 070 แสดงความ

คลา้ยคลึงสูงสุด (99%) กบัราหลายสปีชีส์ในจีนสั Cochliobolus (anamorph) และ Bipolaris (teleomorph) 

รวมถึง Setosphaeria monoceras ท่ีมีลกัษณะสณัฐานคลา้ยคลึงกบัราในจีนสัทั้งสองน้ี ดงัแสดงในภาพท่ี 10 

และตารางท่ี 11 ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงยงัไม่สามารถระบุแทกซอนของ SS 070 ไดอ้ยา่งชดัเจน ในเบ้ืองตน้จึง

ไดร้ะบุเป็น Cochliobolus sp. /Bipolaris sp. โดยคาดวา่น่าจะเป็นราสปีชีส์ใหม่          และเน่ืองจากขอ้มูลลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 099 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (98%) กบัราในจีนสั 

Cochliobolus/Bipolaris และ Setosphaeria monoceras (ภาพท่ี 10 และตารางท่ี 12)              ในเบ้ืองตน้จึงระบุ

แทกซอนของรา SS 099 เป็น Cochliobolus sp./Bipolaris sp. เช่นเดียวกบั SS 070 

                      
 

ภาพที ่10  ลกัษณะโคโลนีของรา Cochliobolus sp. /Bipolaris sp. SS 099  บนอาหาร PDA/sw 30 ppt;                     

ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอาย ุ6 วนั  ข: ลกัษณะดา้นหนา้และดา้นหลงัโคโลนีอาย ุ14 วนั 

ก

 
 
 
                             

 

 

ข
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ตารางที ่ 11 ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 070

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 

SS 070_18srRNA Query 

cover 

Mix ident. 

Cochliobolus sativus strain NBRC 100205 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial sequence 

>gb|JN941631.1|  

100% 99% 

Cochliobolus sativus 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 100% 99% 

Bipolaris sp. JF2 18S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 1, partial sequence 100% 99% 

Bipolaris eleusines 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal 

RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence 

99% 99% 

Cochliobolus geniculatus strain NBRC 7406 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

100% 99% 

Cochliobolus hawaiiensis strain NBRC 32570 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

100% 99% 

Cochliobolus hawaiiensis strain NBRC 100201 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

100% 99% 

Cochliobolus lunatus strain NBRC 100173 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial sequence 100% 99% 

Cochliobolus lunatus strain NBRC 100164 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial sequence 

>gb|JN941610.1|  

100% 99% 

Setosphaeria monoceras 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 

100% 99% 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544742
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544742
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1209733
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_260182040
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85001731
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85001731
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544733
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544733
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544725
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544725
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544720
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544721
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544721
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_16233821


36 

 

ตารางที ่ 12 ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 099

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 

SS  099_18srRNA Query cover Mix ident. 

Cochliobolus sativus 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 98% 

Bipolaris eleusines 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S 

ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence 

99% 98% 

Bipolaris sp. JF2 18S ribosomal RNA gene andITS 1, partial sequence 99% 98% 

Cochliobolus geniculatus strain NBRC 7406 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

99% 98% 

Cochliobolus hawaiiensis strain NBRC 32570 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

99% 98% 

Cochliobolus hawaiiensis strain NBRC 100201 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

99% 98% 

Cochliobolus lunatus strain NBRC 100173 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

99% 98% 

Cochliobolus lunatus strain NBRC 100164 18S ribosomal RNA (SSU) gene, partial 

sequence 

99% 98% 

Setosphaeria monoceras 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 

99% 98% 

Cochliobolus lunatus 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S 

ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence 

99% 98% 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1209733
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85001731
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85001731
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_260182040
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544733
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544733
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544725
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544725
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544720
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544720
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544721
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_363544721
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_16233821
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85001730
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85001730
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การจัดจําแนกรา SS 076 

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 076 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw 30 ppt อาย ุ7 วนั พบวา่มีลกัษณะโคโลนี 

เป็นผงเขียวอมดาํ  ดา้นหลงัโคโลนีสีนํ้าตาลอ่อน โคโลนีมีขนาด 6 เซนติเมตร สร้างสปอร์แบบไม่อาศยัเพศ 

สปอร์รูปกลม ไม่มีสี เกิดบน sterigma ดา้นบนหวั vesicle ขนาดใหญ่ประมาณ 2/3 ของหวั   เรียงตวัชั้นเดียว

(ภาพท่ี11) เม่ือวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  18S rRNA  ดว้ยโปรแกรม BLASTn       เพื่อเปรียบเทียบ

ความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank พบวา่ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง

ยนี 18S rRNA ของรา SS 076 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (99 %) กบั Aspergillus fumigatus (ตารางท่ี 13) เม่ือ

พิจารณาลกัษณะสณัฐานร่วมกบัขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA จึงระบุแทกซอนของรา SS 076 

เป็น Aspergillus fumigatus SS 076 

 

 

 

                                                     

 

 

ภาพที ่11 ลกัษณะโครงสร้างสืบพนัธ์ุของรา SS 076 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope กาํลงัขยาย 40x 
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ตารางที ่ 13 ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 076

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 

SS 076_18srRNA Query cover Mix ident. 

Aspergillus fumigatus gene for 18S rRNA, partial sequence 
100% 99% 

Aspergillus fumigatus small subunit ribosomal RNA 
100% 99% 

Aspergillus fumigatus small subunit ribosomal RNA 
100% 99% 

Aspergillus fumigatus strain UPSC 1771 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
98% 99% 

Aspergillus fumigatus strain UPSC 2006 18S ribosomal RNA gene, partial sequence  98% 99% 

Neosartorya fischeri 18S small subunit rRNA gene 100% 98% 

Aspergillus fumigatus strain FS160 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100% 98% 

Aspergillus sp. FE8 gene for 18S rRNA 100% 98% 

Aspergillus fumigatus strain SK1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 99% 

Aspergillus clavatus gene for 18S rRNA, partial sequence 100% 98% 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2588670
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_173756
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_166499
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_33334375
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_709802
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226441657
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_47678946
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_383930752
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2588667
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การจัดจําแนกรา SS 078 

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 078 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw 30 ppt อาย ุ7 วนั พบวา่มีลกัษณะโคโลนี 

เทาอมเขียว  ค่อนขา้งฟู  ดา้นหลงัโคโลนีนํ้าตาลอมเหลือง โคโลนีมีขนาด 5.5 เซนติเมตรไ ม่สร้างสปอร์ทั้งแบบ

อาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ (ภาพท่ี12) เม่ือวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ดว้ยโปรแกรม 

BLASTn เพือ่เปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank พบวา่

ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 078 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (97%) กบั

Cochliobolus heterostrophus (anamorph) และ Bipolaris acchari (teleomorph) ดงัแสดงในตารางท่ี 14 เม่ือ

พิจารณาลกัษณะสณัฐานร่วมกบัขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA มีความเป็นไปไดสู้ง        ท่ีรา

สายพนัธ์ุน้ีจะเป็นสปีชีส์ใหม่ท่ียงัไม่เคยมีผูใ้ดรายงานหรือจดัเกบ็ขอ้มูลไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank โดยใน

เบ้ืองตน้ระบุแทกซอนของรา SS 078 เป็น Cochliobolus sp./Bipolaris sp. (ตารางท่ี 14)  

 

                          

 

ภาพที ่ 12  ลกัษณะโคโลนีของราCochliobolus sp./Bipolaris sp.SS 078 บนอาหาร PDA/sw 30 ppt;                        

ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอาย ุ7 วนั   ข: ลกัษณะดา้นหลงัโคโลนีอาย ุ7 วนั 

 

 

 

 

ข

 
 
 
                             

 

 

ก
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ตารางที ่ 14 ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 18S rRNA ของรา SS 078

เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 

SS 078_ITS Query cover MIX ident 

Cochliobolus heterostrophus strain BM internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S r RNA 

gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28Sr RNA gene, partial sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus isolate NLF61 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S r RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S rRNA gene, 

partial sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus isolate NLF28 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S r RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S r RNA gene, 

partial sequence 

100% 97% 

Cochliobolus heterostrophus isolate NLF07 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S r RNA gene,, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S r RNA 

gene, partial sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus isolate Delhi 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 

1, 5.8S r RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S r RNA gene, partial 

sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus strain 6028 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 

1, 5.8S r RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S r RNA gene, partial 

sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus isolate SH01 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S r RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S  r RNA 

gene, partial sequence 

100% 97% 

Bipolarissacchari gene for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete 

sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus strain 1 18S r RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 

5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 

100% 97% 

Cochliobolusheterostrophus strain BM32 18S r RNA gene,, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S r RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S r RNA gene, 

partial sequence 

98% 97% 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452891094
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452891094
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429567
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429567
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429567
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429565
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429565
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443429565
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302371661
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302371661
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302371661
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302371660
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302371660
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302371660
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_260081897
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_260081897
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_260081897
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_48762509
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_48762509
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299891181
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299891181
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299891181
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_34872155
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_34872155
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_34872155
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บทที ่5 

สรุปและอภิปรายผล 

 

จากการศึกษาท่ีผา่นมา พบวา่ นาเกลือเป็นแหล่งท่ีสาํคญัของรา           ท่ีสามารถนาํมาตา้นแบคทีเรีย

แกรมบวก  ราร้อยละ  17 สามารถสร้างสารตา้นแบคทีเรียแกรมบวกได ้ ราเหล่าน้ีสามารถผลิตสารน้ีไดเ้ร็วคือ   

พบการยบัย ัง้จุลินทรีย ์ เม่ือใชเ้วลาเล้ียงเพยีง 7 วนัในอาหารเหลว 30 มิลลิลิตร  นอกจากน้ียงัมีประสิทธิภาพดี

ใกลเ้คียงหรืออาจดีกวา่ราเอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้ากพืชสกลุมงัคุด  โดยเม่ือนาํอาหารเล้ียงเช้ือรานาเกลือ 100 

ไมโครลิตรมาทดสอบการยบัย ั้ง เปรียบเทียบกบัรายงานของราเอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้ากพืชสกลุมงัคุด ท่ีนาํ

อาหารเล้ียงเช้ือ 80 ไมโครลิตร เล้ียงเป็นเวลา 3 สปัดาห์ ในอาหารเหลว 300 มิลลิลิตร มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง

จุลินทรียเ์บ้ืองตน้โดยวิธีเดียวกนั   พบมีอาหารเล้ียงเช้ือร้อยละ 18.6       สามารถสร้างสารตา้นจุลินทรียก่์อโรค 

S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 90028 

ชนิดใดชนิดหน่ึง (Phongpaichit et al., 2006) 

ประสิทธิภาพท่ีดีของสารสกดั ยงัเห็นไดจ้ากการใชส้ารสกดัเพียงความเขม้ขน้ตํ่า (100µg/disk)  

สามารถตา้นการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค ไดใ้กลเ้คียงกบั disc ยา gentamycin มาตรฐาน  (10 µg/disk)   ซ่ึง

ความแตกต่าง 10 เท่าของความเขม้ขน้ท่ีใชน่้าจะยอมรับได ้  เน่ืองจากเป็นการทดสอบเปรียบเทียบเบ้ืองตน้  

ประกอบกบัสารท่ีสกดัไดเ้ป็นเพียงสารสกดัหยาบ  ยงัมีสารอ่ืน ๆ เจือปนอยูม่าก   สภาวะท่ีเล้ียงและสภาวะท่ีใช้

ทดสอบเป็นสภาวะท่ีใชก้นัทัว่ไปในเบ้ืองตน้   ยงัไม่ไดมี้การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเจาะจงต่อราสายพนัธ์ุท่ี

ผลิตสารยบัย ั้ง  

ผลจากการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ บางคร้ังราชนิดเดียวกนั เม่ือนาํอาหารเล้ียงเช้ือมาทดสอบและเม่ือ

นาํสารสกดัมาทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรีย ์ ผลท่ีไดแ้ตกต่างกนั การท่ีผลของอาหารเล้ียงเช้ือและสารสกดัในการ

ยบัย ั้งแตกต่างกนัมีไดห้ลายสาเหตุ คืออาจเน่ืองจากความแตกต่างของปริมาณ     และความบริสุทธ์ิของสาร

ออกฤทธ์ิ  หรือความมีขั้วท่ีแตกต่างกนัของสารออกฤทธ์ิ กรณีท่ีอาหารเล้ียงเช้ือใหผ้ลบวกส่วนสารสกดั ethyl 

acetate ใหผ้ลลบ อาจเน่ืองจาก ethyl acetate  เป็นทาํละลายท่ีมีขั้วปานกลาง      จึงสามารถดึงสารเฉพาะท่ีมีขั้ว

ปานกลางออกจากอาหาร แต่ไม่สามารถดึงสารท่ีมีขั้วสูงหรือสารท่ีมีขั้วตํ่าท่ีออกฤทธ์ิในอาหารออกมาได ้ (Ramos 

et al., 2006) ในกรณีน้ีจึงควรทดลองเปล่ียนตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดัสาร  ส่วนในกรณีท่ีอาหารเล้ียงเช้ือ
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ใหผ้ลลบ ส่วนสารสกดั ethyl acetate ใหผ้ลบวก อาจเน่ืองจากสารออกฤทธ์ิท่ีมีอยูใ่นอาหารเหลวมีนอ้ยเกินไป 

หรืออาจมีสารเจือปนในอาหารท่ียบัย ั้งการออกฤทธ์ิ ดงันั้นหากตอ้งการคดักรองราท่ีสามารถสร้างสารออกฤทธ์ิ

ก่อนนาํไปสกดัสาร  อาจตอ้งเปล่ียนวิธีใหม่คดักรองใหม่หรือเปล่ียนชนิดอาหารท่ีเล้ียง 

ทั้งอาหารเล้ียงเช้ือและสารสกดั ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus ATCC 2592, B. cereus 

TISTR008 และ B. subtilis TISTR 121ไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ E. coli ATCC 25922,  P. aeruginosa 

ATCC 27853 และ S. Typhimurium ATCC 13311 สอดคลอ้งกบัรายงานของราจากหลากหลายแหล่ง    มี

รายงานวา่สารสกดัจากราท่ีแยกไดจ้ากปะการังทะเล สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B.subtilis 20019 และ                         

S. aureus ATCC 6538P ไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ E. coli ATCC 25922 (Wang et al., 2011)                                   

การท่ีราจากนาเกลือส่วนใหญ่ สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งหรือทาํลายเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก ทาํให้

สนันิษฐานไดว้า่ กลไกท่ีใชน่้าจะเป็นการยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์ มีรายงานวา่การท่ีสารสกดัสามารถยบัย ั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกไดม้ากกวา่แบคทีเรียแกรมลบ   มาจากความแตกต่างของโครงสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย

แกรมบวกและแกรมลบ (Forbes, et al., 2002) แบคทีเรียแกรมลบมีผนงัเซลลท่ี์ซบัซอ้นกวา่แบคทีเรียแกรมบวก 

(Nanninga, 1998) โดยมีเยือ่หุม้เซลลแ์ละผนงัเซลล ์รวมถึงมี Periplasmic space กั้นกลางระหวา่งชั้นทั้งสอง  และ

ยงัมีเปปติโดไกลแคนชั้นบางๆ 1-2 ชั้นแทรกอยู ่ (Kock, 1998) เยือ่หุม้ชั้นนอกของแบคทีเรียแกรมลบจึงมี

คุณสมบติัตา้นการผา่นของสารไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมบวก       ท่ีมีเพียงผนงัเซลลท่ี์ประกอบดว้ยชั้นของสาร 

เปปติโดไกลแคนหรือมิวรีนท่ีหนาซอ้นกนัหลายชั้น (Reith and Mayer, 2011) และการท่ียสีตถู์กยบัย ั้งดว้ยสาร

สกดัไม่ดีแตกต่างจากแบคทีเรีย อาจเน่ืองมาจากผนงัเซลลมี์องคป์ระกอบแตกต่างกนัออกไป คือมีกลูแคนและ

แมนแนน อยา่งไรกต็ามยงัไม่ไดท้าํการศึกษากลไกอยา่งแน่ชดัในการศึกษาน้ี 

การยบัย ั้งแบคทีเรียบางชนิดและยสีตเ์ห็นเป็น  turbid zone       อาจเน่ืองจากความเขม้ขน้ของสารสกดัไม่

เพยีงพอท่ีจะยบัย ั้งเช้ือไดอ้ยา่งสมบูรณ์ หรืออาจเน่ืองจากจุลินทรียบ์างชนิดปรับตวัใหท้นต่อยาได ้     (Ahmad, et 

al., 1950, Cavallito et al., 1945) และในกรณีท่ีจุลินทรียโ์ดยเฉพาะอยา่งยิง่   Candida albicans ATCC 10231 

สามารถเจริญรอบ disc สารสกดั ทาํใหเ้ห็นเป็น turbid zone อาจเน่ืองจากถูกกระตุน้โดยปัจจยัในส่ิงแวดลอ้มหรือ

จากการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัของจุลินทรีย ์ (Sadeghi et al., 2008) 

การพบวา่ราบางชนิด (SS 069 และ SS 076)  ยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  และพบวา่

SS 070 SS 078 และ SS 099 เป็นราท่ีสามารถสร้างสารตา้นการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกต่างๆไดดี้   
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รวมถึงค่า MIC  ของสารสกดัราจากนาเกลือหลายสายพนัธ์ุ  มีค่าค่อนขา้งตํ่า คืออยูร่ะหวา่ง 32-128 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร แสดงใหเ้ห็นแนวโนม้วา่หากไดรั้บการเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสม และในสภาพท่ีเป็นสารบริสุทธ์ิ

น่าจะมีประสิทธิภาพท่ีดีในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคไดดี้ 

การศึกษาเบ้ืองตน้พบวา่  ราท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งดี มีค่า MIC ตํ่า หลายสายพนัธ์ุ         ท่ีคดัเลือก

มาจดัจาํแนกทางพนัธุศาสตร์  โดยวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบัเบส 18S rRNA gene   ไม่สามารถ

ระบุสปีชีส์แน่ชดั  เน่ืองจากพบวา่ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีเคร่ืองหมายน้ี  มีความคลา้ยคลึงกนัสูงมาก

ในราแต่ละชนิด สาเหตุท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากยนีดงักล่าวมีลกัษณะท่ีอนุรักษสู์งมาก ทาํใหมี้อตัราของการเกิด

วิวฒันาการไดค่้อนขา้งชา้    ดงันั้นจึงสามารถกล่าวไดว้า่    ยนีน้ีอาจไม่สามารถใหร้ายละเอียดของขอ้มูลลาํดบั

นิวคลีโอไทดท่ี์สามารถบ่งช้ีความแตกต่างของราในระดบัสปีชีส์หรือระดบัจีนสัได ้  ซ่ึงในการจดัจาํแนกราใน

ระดบัสปีชีส์โดยวิธีน้ี มีความจาํเป็นตอ้งอาศยัการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี หรือโมเลกลุดีเอน็เอ

เคร่ืองหมายอ่ืน ๆ ท่ีมีอตัราของการเกิดววิฒันาการท่ีเร็วกวา่ยนี 18S rRNA เช่น ITS (internal transcribed 

spacer) หรือ ยนีท่ีนาํรหสั elongation factor เป็นตน้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ SS 078 ซ่ึงมีแนวโนม้สูงวา่น่าจะเป็น

ราสปีชีส์ใหม่  

การสร้างสารออกฤทธ์ิกวา้งของ Aspergillus SS 069  และ SS 076  ในการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบั Abdullah 

and Zafrul (2010) ท่ีรายงานวา่ Aspergillus sp. เป็นแหล่งของสารตา้นจุลินทรีย ์ โดยสารสกดัเอธิลอซิเตท จาก 

Aspergillus แสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกคือ  B. cereus,  B. megaterium, B. subtilis,  Sarcina lutea

และ    S. aureus  และยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด รวมทั้ง  E. coli,  P. aeruginosa และ Salmonella ท่ีนาํมา

ทดสอบ  อยา่งไรกต็ามรายงานการศึกษา Aspergillus ท่ีสามารถสร้างสารปฏิชีวนะ ส่วนใหญ่แยกไดจ้ากดิน (Dix 

and Webster, 1995; Klich, 2002; Thompson et al., 1994)  ดงันั้นหาก SS 069  และ  SS 076     เป็น Aspergillus 

สปีชีส์ใหม่ท่ีพบในระบบนิเวศน์ทนเคม็ท่ีต่างไป  กมี็แนวโนม้ท่ีจะใหส้ารตา้นจุลชีพชนิดใหม่  ท่ีสามารถนาํมา

พฒันาเป็นยาตา้นจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพ 

 เป็นท่ีน่าสงัเกตวา่ SS 070 SS 078 และ SS 099 ซ่ึงต่างกเ็ป็นราท่ีสามารถสร้างสารตา้นการเจริญของ

แบคทีเรียแกรมบวกต่างๆไดดี้ เป็นราในแทก็ซอนเดียวกนัคือ Bipolaris/Cochliobolus แต่ทั้งหมดไม่สร้าง

โครงสร้างสืบพนัธ์ุใดๆ  ซ่ึงอาจเป็นเพราะสภาพแวดลอ้มในนาเกลืออาจรุนแรงเกินไป   อยา่งไรกต็าม   การท่ีราน้ี

สามารถปรับตวัใหเ้จริญไดใ้นนาเกลือ  และมีค่า MIC ต่อแบคทีเรียแกรมบวกตํ่า  ช้ีใหเ้ห็นวา่ราในสกลุน้ีน่าจะมี
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แนวโนม้ท่ีจะใหส้ารตา้นจุลชีพชนิดใหม่  ท่ีสามารถนาํมาพฒันาเป็นยาตา้นจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพ  และน่าจะ

เป็นสารคนละประเภทกบัสารท่ีสร้างจาก Aspergillus SS 069 และ A. fumigatus SS 076    ซ่ึงออกฤทธ์ิกวา้งกวา่

จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีรายงานวา่ Bipolaris/Cochliobolus สร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพไดห้ลากหลาย เช่น 

phytotoxin,  silvernano particles, antioxidant, anti MRSA (Nakajima , 1998; Saha et al., 2010; Arunpanichlert 

et al., 2012) 
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