
 
 

27 

2. วสัด ุอุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

2.1 วัสด ุ
 
2.1.1 จุลินทรีย สําหรับการทดสอบ 

แบคทีเรยี 
- Staphylococcus aureus ATCC 25923 
- Staphylococcus aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin สายพันธุ SK1 (MRSA SK1) 

ไดรับความอนุเคราะหจาก ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

- Escherichia coli ATCC 25922 
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

ยีสต 
- Candida albicans ATCC 90028 
- Cryptococcus neoformans ATCC 90112 

รา 
- Microsporum gypseum SH-MU-4 ท่ีแยกไดจากผูปวย ไดรับความอนุเคราะห

จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร ศิริราชพยาบาล  
มหาวิทยาลัยมหิดล 

 
2.1.2 สารเคมี 
2.1.2.1 อาหารเล้ียงเช้ือ (ภาคผนวก ก) 

- Corn meal agar (CMA) added antibiotic (Difco) 
- Malt extract agar (MEA)  (Difco) 
- Mueller Hinton agar (MHA)   (Difco) 
- Mueller Hinton broth (MHB)  (Difco) 
- Nutrient broth (NB)    (Merck) 
- Nutrient agar (NA)    (Merck) 
- Potato dextrose agar (PDA)   (Difco) 



 
 

 

 
 

28 

- Potato dextrose broth (PDB)   (Difco) 
- Sabouraud dextrose agar (SDA)  (Difco) 
- Sabouraud dextrose broth (SDB)  (Difco) 

2.1.2.2 ยาตานจุลินทรีย (Antimicrobial agents) 
Standard antibiotic discs 

Amphotericin B (10 µg/disc) (เตรียมเอง ภาคผนวก ก)  
Gentamicin (10 µg/disc)  (Difco) 
Miconazole nitrate (10 µg/disc) (Difco) 
Vancomycin (30 µg/disc)   (Difco) 

Antibacterial agents 
Tetracycline   (Sigma) 
Ampicillin    (Oxoid) 
Vancomycin   (Fujisawa, USA) 
Gentamicin   (Oxoid) 

Antifungal agents 
Amphotericin B   (Bristal-Myers Squibb) 
Miconazole nitrate   (Oxoid) 

2.1.2.3 สารเคมีท่ัวไป 
- 0.1 N HCl 
- 0.1 M Phosphate buffer, pH 7.9 
- 0.85% NaCl, normal saline solution (NSS)  
- Lacto phenol cotton blue 
- 5% Sodium hypochlorite (Clorox) (Haiter)  
- 70% Ethanol   (Fluka) 
- 95% Ethanol   (Fluka) 
- Paraffin oil    (วิทยาศรม) 
- 15% Glycerol   (Merck) 
- McFarland Standard (ภาคผนวก ก) 

2.1.2.4 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหดวยวิธีทางชีวโมเลกุล (ภาคผนวก ข) 
- CTAB lysis buffer (O’ Donnell et al., 1997) 
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- Tris-hydrochloric acid (pH 8)  
- Tris-EDTA (TE) buffer (pH 8.0) 
- TAE buffer (Tris Acetate EDTA buffer, pH 8.0)  
- 6X Loading dye    
- Ammonium acetate   (Bio Basic Inc.) 
- Phenol    (Carlo Erba reagenti) 
- Chloroform    (Lab-Scan Analytical Sciences) 
- Isoamyl alcohol   (Bio Basic Inc.) 
- Isopropanol    (Bio Basic Inc.) 
- Absolute ethanol   (Carlo Erba reagenti) 
- 70% Ethanol    (Carlo Erba reagenti) 
- 95% Ethanol   (Carlo Erba reagenti) 
- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Bio Basic Inc.) 
- 1% Agarose minigel    (Research Organics) 
- Ethidium bromide   (Fluka) 
- 50mM MgCl2   (Fermentas)   
- 10X PCR buffer   (Fermentas) 
- 10 mM dNTPs mix   (Fermentas) 
- Taq DNA polymerase  (Fermentas) 

2.1.2.5 Universal fungal primers (White et al., 1990) 
- ITS5  (5’ GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 3’) 
- ITS4  (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’)  
 

2.1.3 โปรแกรมวิเคราะหการจัดเรียงลําดับเบส DNA และสราง phylogenetic tree 
- BioEdit Version 7.0.5 (Hall, 2005)   
- PAUP* Version 4.0b10 (Swofford, 2003) 

 
2.1.4 อุปกรณวิทยาศาสตร 

- จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes)  (Pyrex) 
- ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flasks) (Pyrex) 
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- กระบอกตวง (Cylinders)  (Kimax) 
- หลอดทดลอง (Test tubes)  (Pyrex)  
- หลอดฝาเกลียว (Screw cap tubes) (Pyrex)  
- ปเปตแกว (Glass pipettes)  (Pyrex) 
- บีกเกอร (Beakers)   (Pyrex)  
- Micro tubes    (Eppendorf)  
- Pasture’s pipettes   (Pyrex) 
 

2.1.5 เครื่องมือวิทยาศาสตร 
- กลอง Stereo zoom    (Olympus) 
- กลองจุลทรรศน    (Olympus)  
- กลองดิจิตอล   (Pentax)  
- Automatic pipette   (Gilson)   
- Multi channel automatic pipette (Eppendorf)  
- Tip     (Treflab)  
- Vortex mixer   (Ginie)  
- Hot plate stirrer   (Thermolyne)  
- Water bath    (Memmert)  
- Gel electrophoresis machine  (Amersham Bioscience)  
- Power supply   (Bio-Rad)  
- Biosafety cabinet class II  (Astec microflow)  
- Autoclave    (Tomy)  
- Hot air oven    (Binder)  
- Shaker incubator 35 0C  (New Brunswick Scientific)  
- Incubator 25 0C   (Sanyo)  
- Incubator 35 0C   (Gallenkamp)  
- Freezer -20 0C   (Sanyo)  
- Deep freezer -80 0C   (Sanyo)  
- Refrigerator    (Sanyo)  
- Electronic balance   (Sartorius)  
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- Freeze dryer    (Labconco) 
- Ultracentrifuge   (Eppendorf, Centrifuge 5417R) 
- PCR machine   (MJ Research,  

 DNA Engine DYAD ALD1244)  
- UV-light transilluminator   (Gel Documentation,  

 Syngene Gene Genius SYDR 2/1729) 
 

2.1.6 อุปกรณอื่นๆ  
- Fine insect pins 
- Surgical blade 
- Loop, Needle 
- Magnetic bar 
- Stirring rod  
- Forceps 
- Vernier caliper 
- Glass slides 
- Cover slips 
- PCR tube 
- Mortar and Pestle 
- Spatula 
- Foil 
- กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
- กระดาษทิชชู 
- ถุงมือยาง 
- กระติกน้ําแข็ง 
- กรรไกร 
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2.2 การทดลอง  
 
2.2.2 การแยกราเอนโดไฟท 
2.2.2.1 การเก็บตัวอยางพืชสกุล Garcinia  

ทําการเก็บตัวอยางพืช ประกอบดวย สมแขก (Garcinia atroviridis) มะพูด (Garcinia 
dulcis) มังคุด (Garcinia mangostana) ชะมวง (Garcinia nigrolineata) และ Garcinia scortechinii 
โดยเก็บตัวอยางใบพืช และกิ่งท่ีมีลกัษณะสมบูรณ สเีขยีวเขม ไมมีลกัษณะอาการของโรค (รูปท่ี 8-
13) เก็บตัวอยางตนละ 5 ใบ และ 5 กิ่ง โดยพืช 1 ชนิด เกบ็ตัวอยาง ชนิดละ 1-3 ตน นําตัวอยางพืช
กลับมาทําการแยกราเอนโดไฟททันที โดยนําตัวอยางพืชมาลางดวย detergent และน้ําปะปา ผึ่งให
แหงภายใต laminar flow เม่ือตัวอยางพชืแหงแลว ใชใบมีดผาตัดจุม 95% ethanol นําไปผานไฟ 
แลวตัดสวนของ vein, midrib, lamina, petiole และ branch ออกเปนชิ้นเลก็ๆ ใหมีขนาด 1x1 ตาราง
เซนตเิมตร จํานวน 2, 3, 3, 4 และ 10 ชิ้น ตามลําดับ (รูปท่ี 14) สําหรับตัวอยางพืชท่ีเหลอื นําไปอดั
ทับดวยกระดาษหนังสือพิมพ แลวอบแหงท่ีอณุหภมู ิ60 oC นาน 48-72 ชั่วโมง เมือ่ตัวอยางพืชแหง
เปนอยางดีแลว ทําการสงตัวอยางพืชไปเก็บรักษาท่ีพิพิธภณัฑพืช มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
(PSU Herbarium) ตอไป โดยบันทึกรายละเอียด การเก็บตัวอยางของพืช ประกอบดวยชือ่
วิทยาศาสตร ชือ่พ้ืนเมือง รหัสพืช (plant code) รหัสสําหรับเก็บในพิพิธภณัฑพชื (collection 
number) สถานท่ีเก็บตัวอยาง วันที่เก็บตัวอยาง และลักษณะของพืช (ตารางท่ี 1) 

 

 
รูปที่ 8 ใบของตนสมแขก (G. atroviridis) จากจังหวัดยะลา  (1GA) 
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รูปท่ี 9 กิ่งมะพูด (G. dulcis) จากวัดหินเกลี้ยง จังหวัดสงขลา (1GD) 

 

(ก)   (ข) 
รูปที่ 10 กิ่งมะพูด (G. dulcis) จากวัดทรายขาว จังหวัดสงขลา (2GD)  

(ก) : ใบและผล     (ข) : กิ่งและใบ  
 

 
รูปที่ 11 กิ่งมังคดุ (G. mangostana) จากแปลงเพาะปลูกคณะทรัพยากรธรรมชาติมหาวิทยาลัย  

สงขลานครินทร (1GM) 
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 (ก)      (ข) 
รูปที่ 12 ตนชะมวง (G. nigrolineata) จากเขตรักษาพันธุสัตวปาโตนงาชาง จังหวัดสงขลา (1GN) 

(ก) : ลําตน     (ข) : กิ่งและใบ 
 

 (ก)  (ข) 
รูปที่ 13 ตน G. scortechinii จากเขตรกัษาพันธุสัตวปาโตนงาชาง จังหวัดสงขลา (1GS)  

(ก) : ลําตน     (ข) : กิ่งและใบ 
 

 
รูปที่ 14 สวนตางๆ ของพืชท่ีทําการแยกตัวอยาง (ดัดแปลงจาก Morales, 2006) 

branch 

laminar 

petiole 

vein 
midrib 
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ตารางท่ี 1 รายละเอียดการเก็บตัวอยางพืชสกุล Garcinia  

พืชสกุล Garcinia  ชื่อพ้ืนเมือง รหัสพืช   รหัสสําหรับ
พิพิธภัณฑพืช 

สถานท่ีเก็บตัวอยาง วันที่เก็บตัวอยาง ลักษณะของพืช 

Garcinia atroviridis สมแขก 1GA NR 003 อ. กาบัง จ. ยะลา 20 สิงหาคม 2547 ตนออนท่ีทําการเพาะชํามาจากตนใหญ ท่ีขึ้นเองตาม
ธรรมชาติ 

G. atroviridis สมแขก 2GA NR 004 อ. สะเดา จ. สงขลา 20 สิงหาคม 2547 ตนใหญท่ีข้ึนเองตามธรรมชาติ ตนใหญอายุ 4 ป สูง
ประมาณ 1.5 เมตร 

G.  atroviridis สมแขก 3GA - จ.ยะลา 4 มกราคม 2548 ตนสูงประมาณ 1-2 เมตร ขึ้นอยูในปา 
Garcinia dulcis มะพูด, พูด 1GD NR 001 วัดหินเกล้ียง จ. สงขลา 28 กรกฎาคม 2547 ตนสูงใหญ 4-5 เมตร อายุประมาณ 30 ป   
G.  dulcis มะพูด, พูด 2GD NR 002 วัดทรายขาว จ. สงขลา 28 กรกฎาคม 2547 ตนสูงขนาดกลาง 1-2 เมตร อายุประมาณ 6-7 ป พบลูกมาก

ขนาดเล็ก มีสีเขียวออน มันวาว มียางสีเหลือง  
G. dulcis มะพูด, พูด 1Gd* - วัดหินเกล้ียง จ.สงขลา 2 ธันวาคม 2547 ตนเดียวกับ NR001 
Garcinia mangostana มังคุด 1GM NR 007 แปลงเพาะปลูก  

คณะทรัพยากรธรรมชาต ิ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

9 กุมภาพันธ 2548 ตนสูงประมาณ 1-2 เมตร อายุประมาณ 3-5 ป 

G. mangostana มังคุด 2GM  NR 008 สวนมังคุด จ.สุราษฎรธาน ี 17 เมษายน 2548 ตนสูงใหญ ประมาณ 6-8 เมตร ลําตนใหญ อายุ มากกวา 30 
ป พบลูก สีมวงอมแดง 

G. mangostana มังคุด 3GM - สวนมังคุด จ.สุราษฎรธาน ี 17 เมษายน 2548 ตนสูงใหญ ประมาณ 6-8 เมตร ลําตนใหญ อายุ มากกวา 30 
ป 

Garcinia nigrolineata ชะมวง 
 

1GN NR 006 เขตรักษาพันธุสัตวปา 
โตนงาชาง จ.สงขลา 

18 ธันวาคม 2547 ตนสูงใหญ 6-7 เมตร ไมทราบอายุแนนอน ลําตนมีสีน้ําตาล 
เปลือกแข็ง ใบมีขนาดเล็ก สีเขียวออน พบดอกตูมขนาดเล็ก 
สีเหลืองนวล 

Garcinia scortechinii - 1GS NR 005 เขตรักษาพันธุสัตวปา  
โตนงาชาง จ.สงขลา 

18 ธันวาคม 2547 ตนสูงใหญ 7-8 เมตร ไมทราบอายุแนนอน ลําตนมีสีดําเขม 
เปลือกแข็ง มคีราบยาง พบดอก ขนาดเลก็ประมาณ 0.3-0.5 
ซม. ใบยาว สีเขม มันวาว 

หมายเหตุ  *  = ทําการเก็บตัวอยางซ้ําอีกครั้งท่ีตนเดิมคือตน 1GD 
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2.2.2.2 การแยกเชื้อรา (ดัดแปลงจากวิธีของ Mekkamol and Whalley 1998) 
นําตัวอยางพืชท่ีตัดเปนชิ้นๆ มากําจัดเชื้อบริเวณผิว โดยแชใน 95% ethanol นาน 30 วินาที  

หลังจากนั้นนําไปแชใน 5% sodium hypochlorite นาน 5 นาที แลวนําไปแชใน 95% ethanol อีก
ครั้ง นาน 30 วินาที นําตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อแลว นาน 3-5 วินาที แลวจึงนําตัวอยางพืช
ไปวางบนอาหาร corn meal agar (CMA) ท่ีเติมยา tetracycline และ ampicillin ความเขมขน 50 
mg/L นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 3-5 วัน สังเกตผลทุกวัน เม่ือพบวามีการเจริญของ
เชื้อรางอกมาจากชิ้นตัวอยางพืช (รูปท่ี 15) ใหทําการตัดสวน hyphal tip ของเชื้อรา ภายใตกลอง 
stereo zoom นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ท่ีไมเติมยาปฏิชีวนะ โดยทํา
การเก็บตัวอยางเชื้อราเปนเวลา 7 วัน นับจากวันแรกท่ีพบการงอกของเชื้อราจากชิ้นตัวอยาง เม่ือ
แยกไดเชื้อราบริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อใน 15% glycerol แลวนําไปแชใน deep freezer อุณหภูม ิ    
-80 oC  

 

 (ก)  (ข) 
รูปที่ 15 การแยกเชื้อราเอนโดไฟทจากตัวอยางพืชสกลุ Garcinia บนอาหารCMA ที่ผสมยาปฏชิีวนะ 

ท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 5 วัน 
(ก) : ชิ้นสวนพืชบรเิวณ lamina   (ข) : ชิ้นสวนพืชบรเิวณ vein  

 
2.2.3 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟทในอาหารเหลวเพ่ือใชทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรีย 

นําราเอนโดไฟทท่ีแยกได ซึ่งมีลักษณะของ colony ท่ีแตกตางกัน นํามาเพาะเลี้ยงใน PDA 
ท่ี 25 0C นาน 3-4 วัน หรือจนกวาจะพบวามีการเจริญของ colony ของเชื้อรา ใชใบมีดผาตัดจุม 95% 
ethanol นําไปผานไฟ แลวรอใหเย็น หลังจากนั้นนําไปตัดชิ้นสวนบริเวณขอบ colony ใหมีขนาดชิ้น
ละ 1x1 ตารางเซนติเมตร จํานวน 5 ชิ้น แลวทําการถายเชื้อลงในอาหารเหลว PDB ปริมาตร 300 ml 
ท่ีบรรจุใน flask ขนาด 500 ml นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 สัปดาห (รูปท่ี 16) ทําการ
เก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงเชื้อราในสัปดาหท่ี 2 และ 3 เพ่ือนําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเบ้ืองตน  
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รูปที่ 16 การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทในอาหารเหลว PDB ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 สัปดาห สําหรับ 

นําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลนิทรีย 
 

2.2.4 การสกัดน้ําเล้ียงเช้ือราดวยตัวทําละลายทางเคมี เพ่ือหาสารยับย้ังจุลินทรีย  
เม่ือพบวาน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟทใด สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียได จะนําไปสกดัดวยตัว

ทําละลายทางเคมี เพ่ือหาสารตานจุลินทรียท่ีราเอนโดไฟทชนิดนั้นๆ สรางขึ้น (รูปท่ี 17) โดยทําการ
กรองแยกเสนใยของเชื้อรา โดยกรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และทําการสกัดน้ําเลี้ยง
เชื้อรา (culture fitrate) และเสนใยของเชื้อรา (fungal mycelium)  
 
2.2.4.1 การสกัดน้ําเล้ียงราเอนโดไฟท  
 ทําการสกัดโดยใช ethyl acetate (EtOAc, AR grade) โดยผสมน้ําเลี้ยงเชื้อรา กับ EtOAc ใน
อัตราสวน 2:1 ในกรวยแยก (separatory funnel) แลวเขยาใหเขากัน ต้ังท้ิงไวใหแยกชั้น โดยท่ี 
EtOAc จะลอยอยูดานบน และน้ําเลี้ยงเชื้อราอยูดานลาง หลังจากนั้นทําการแยกน้ําเลี้ยงเชือ้ราทีส่กดั
แลวออกมา แลวเท EtOAc ไวใน flask อีกใบหนึ่ง นําน้ําเลี้ยงเชื้อราไปสกัดดวย EtOAc ซ้ําอีกครั้ง 
แลวนํา EtOAc ท่ีไดจากการสกัดท้ังสองคร้ังมารวมกัน แลวใสสารกําจัดน้ํา (dehydrating agent) คือ 
sodium sulphate anhydrous ลงไป เขยา หลังจากนั้นกรองสารละลาย EtOAc ท่ีไดโดยใชสําลี ใส
สารละลาย EtOAc ท่ีกรองไดในขวดรูปลูกแพร แลวนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง rotary evaporator ที่
อุณหภูมิประมาณ 40-45 0C หลังจากสารแหง  ทําการเก็บสารสกัดใน vial แลวทําการปมดวย 
vacuum pump เมื่อสารแหงสนิท ไดสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟท (BE, Broth EtOAc) 
แลวจึงนําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย และตรวจองคประกอบทางเคมีเบ้ืองตนดวย TLC และ 1H 
NMR ตอไป 
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2.2.4.2 การสกัดเสนใยของราเอนโดไฟท 
 ทําการสกัดคลายกับการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อรา โดยนําเสนใยของเชื้อราแชใน methanol 
(MeOH, commercial grade) เปนเวลา 2 วัน นําสารละลาย MeOH ไปทําใหเขมขนโดยระเหยตัวทํา
ละลายบางสวนออกไป จากนั้นเติมน้ําลงไป แลวสกัดดวย hexane (AR grade) ในอัตราสวน 2:1 
โดยทําการสกัดซ้ํา 2 ครั้ง แลวนํา hexane ท่ีไดจากการสกัดไปทําแหง หลังจากนั้นนําสารละลาย 
aqueous MeOH ท่ีผานการสกัดดวย hexane แลว นําไปสกัดตอดวย  EtOAc ในอัตราสวน 2:1 
เชนกัน โดยสกัดดวย EtOAc 2 ครั้ง ซึ่งจากการสกัดดังกลาวจะไดสารสกัด 2 สวน คือ CH (Cell 
hexane) และ CE (Cell EtOAc) ตามลําดับ นําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย และตรวจองคประกอบ
ทางเคมีเบ้ืองตนดวย TLC และ 1H NMR ในการศึกษาครั้งนี้ทําการสกัดเสนใยเชื้อราบาง isolate 
เทานั้น 
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รูปที่ 17 แผนภูมิการสกัดทางเคมีของราเอนโดไฟท ดวยตัวทําละลายชนดิตางๆ  

ราเอนโดไฟทท่ีเลี้ยงในอาหาร PDB 

EtOAc 

สกดัดวย EtOAc 2 คร้ัง 

สกดัดวย hexane 2 คร้ัง 

แชใน MeOH นาน 2 วัน 

สารสกดัหยาบจากน้ําเลี้ยงเชือ้รา 
(BE, Broth EtOAc) 

ทําแหงดวย evaporator 

ทําแหงดวย evaporator 

สกดัดวย EtOAc 2 ครั้ง 

สารสกดัหยาบจากเสนใย 
เชือ้ราดวย hexane 
(CH, Cell hexane) 

สารสกดัหยาบจากเสนใย 
เชือ้ราดวย EtOAc  
(CE, Cell EtOAc) 

Hexane Aqueous MeOH 

ทําแหงดวย evaporator 

- ระเหยตัวทําละลายออกบางสวน 
- เติมน้ํา 

น้ําเลี้ยงเชือ้รา 
(Culture filtrate) 

เสนใย 
(Fungal mycelium) 
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2.2.5 การทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรีย 
 
2.2.5.1 การทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรียเบื้องตน สําหรับน้ําเลี้ยงเช้ือรา ดวยวิธี agar well diffusion 

(Lorian, 1996) 
 
2.2.5.1.1 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย และเช้ือยีสต 

เตรียม inoculum ดวยการ streak เชื้อแบคทีเรีย S. aurues ATCC29523, MRSA, E. coli 
ATCC25922 และ P. aeruginosa ATCC27853 บน NA และเชื้อยีสต C. albicans ATCC90028 และ 
C. neoformans ATCC90012 บน SDA แลวนําไป incubate ที่ 35 0C นาน 18-24 ชั่วโมง ยกเวน      
C. neoformans ATCC90012 incubate ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 48 ชั่วโมง เม่ือพบวามีการโตของ
เชื้อจุลินทรีย ใหทําการเขี่ยเชื้อ 3-5 single colonies ลงในอาหาร NB สําหรับแบคทีเรีย และ SDB 
สําหรับเชื้อยีสต นําไป incubate ไวท่ี 35 0C 3-5 ชั่วโมง ใน shaker incubator เขยาท่ีความเร็ว 150 
รอบตอนาที เพ่ือใหเชื้อโตอยูในชวง log phase หลังจากนั้นนํามาปรับใหไดความขุน 0.5 และ 2.0 
McFarland standard สําหรับแบคทีเรีย และยีสตตามลําดับดวย NSS ทําการลงเชื้อโดยใช sterile 
cotton swab จุมเชื้อ แลวบิดใหหมาด ทําการ swab ใหท่ัว plate อาหารท่ีมีความหนา 4 mm โดย
แบคทีเรียใชอาหาร MHA และยีสตใช SDA plate หลังจากลงเชื้อแลว จึงทําการเจาะวุนอาหารดวย
ปลายที่จับของ Pasteur’s pipette ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm 17 หลุมตอ plate หลังจากนั้น
หยอดน้ําเลี้ยงเชื้อของราเอนโดไฟทท่ีเพาะเลี้ยงใน PDB ท่ีอายุ 2 และ 3 สัปดาห ปริมาตร 80 µl ลง
ในหลุมที่เจาะไวแลว โดยชุดควบคุมทดสอบดวยแผนยาปฏิชีวนะ สําหรับแบคทีเรีย S. aureus ใชยา 
vancomycin 30 µg/แผน E. coli ATCC25922 และ P. aeruginosa ATCC27853 ใชยา gentamicin 
10 µg/แผน สวนยีสตใช amphotericin B 10 µg/แผน จากนั้นนําไป incubate ที่ 35 0C 18-24 ชั่วโมง  
แตสําหรับ C. neoformans ATCC90012 นําไป incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 48 ชั่วโมง เม่ือครบ
กําหนดเวลาจึงทําการอานผลโดยการวัดเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone โดยใช Vernier 
caliper หนวยการวัดเปน mm 

 
2.2.5.1.2 การทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือรา (ดัดแปลงจากวิธีของ Huang et al., 2000) 

เตรียม inoculum ของเชื้อรา โดยเลี้ยง M. gypseum บนอาหาร SDA นําไป incubate ท่ี 25 0C 
3-4 วัน ใหได colony ท่ีมีลักษณะกลม และขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 cm หลังจากนั้นใช 
Pasteur’s pipette เจาะวุนอาหารท่ีอยูรอบ colony ของเชื้อรา M. gypseum ใหหางจากขอบของ 
colony ประมาณ 0.5 cm แลวหยอดน้ําเลี้ยงเชื้อของราเอนโดไฟทที่เพาะเลี้ยงใน PDB ที่อายุ 2 และ 
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3 สัปดาห ปริมาตร 80 µl ลงในหลุมที่เจาะไวแลว โดยทดสอบควบคุมดวยยา miconazole nitrate 
(30 µg/แผน) แลวจึงนําไป incubate ที่ 25 0C เปนเวลา 3-4 วัน สังเกตผลการยับย้ังเชื้อทุกวัน หากมี
การยับยั้งจะพบ inhibition zone เปนรอยเวาหรือพบวาเชื้อไมสามารถเจริญเลยหลุมไปได  

 
2.2.5.2 การทดสอบฤทธ์ิตานจลิุนทรีย สําหรับสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท โดยวิธี agar disc 

diffusion (Lorian, 1996) 
นําสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟทมาละลายดวย DMSO ใหไดความเขมขน 10 mg/ml 

เก็บไวเปน stock solution ท่ีอุณหภูมิ -20 0C แลวทําการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเชนเดียวกับวิธี 
agar well diffusion แตจะใช sterile blank disc (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm) วางบนผิวหนาของ
วุนอาหาร แทนการเจาะหลุม แลวทําการหยดสารสกัด (10 mg/ml) ปริมาตร 10 µl ทําใหไดปริมาณ
สารสกัด 100 µg/แผน แลวทําการ incubate วัดขนาดของ inhibition zone นําสารสกัดท่ีใหคาขนาด
เสนผานศูนยกลางของ inhibition zone มากกวาหรือเทากับ 8 mm ไปทดสอบเพ่ือหาคา minimal 
inhibitory concentration (MIC)  
 
2.2.5.3 การหาคา MIC ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟท โดยวิธี agar microdilution 

(Lorian, 1996) 
 
2.2.5.3.1 การเตรียมยาตานจุลินทรียมาตรฐาน 

ชั่งยาตานจุลินทรียมาตรฐาน (standard antibiotic) โดยใชเครื่องชั่ง 4 ตําแหนง สําหรับยา 
vancomycin, gentamicin เตรียมความเขมขนเริ่มตน 16 mg/ml สวนยา amphotericin B เตรียม 10 
mg/ml หลังจากนั้นละลายยาโดยใชน้ํากลั่นไรเชื้อ แบงใสหลอด eppendorf แลวเก็บไวเปน stock 
solution ท่ีอุณหภูมิ -20 0C  

 
2.2.5.3.2 การทดสอบหาคา MIC ตอเช้ือแบคทีเรีย 

ทําการเตรียม inoculum แบบเดียวกับการทดสอบ agar well diffusion test สําหรับยาตาน   
จุลินทรียมาตรฐาน เพ่ือใชควบคุมในการทดสอบ จะใชยา vancomycin สําหรับเชื้อ S. aureus 
ATCC25922 และ MRSA และใช gentamicin สําหรับเชื้อ E. coli ATCC29523 และ P. aeruginosa 
ATCC27853 โดยเจือจาง 1:50 จาก stock solution ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ ใหไดความเขมขนเทากบั 0.32 
mg/ml (320 µg/ml) แลวนําไปเจือจางแบบ 2 fold dilution ท้ังหมด 10 ความเขมขน  
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สําหรับสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท ทําการทดสอบท่ีความเขมขนเริ่มตน 0.512 mg/ml 
(512 µg/ml) เตรียมโดยเจือจางจาก stock solution (10 mg/ml) ใหไดความเขมขน 5.12 mg/ml แลว
เจือจางแบบ 2 fold dilution ท้ังหมด 10 ความเขมขน แลวทําการผสมสารสกัดแตละความเขมขน 
กับอาหารเลี้ยงเชื้อ ดวยการดูดสารสกัดหยาบ 80 µl ผสมกับ MHA ท่ีหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 45-60 0C ปริมาตร 720 µl (อัตราสวน 1:10) จะทําใหไดสารสกัดมีความเขมขนเริ่มตน
เทากับ 0.512 mg/ml (512 µg/ml) แลวดูดอาหารท่ีผสมแลว ใสในแตละหลุมของ microtiter plate 
หลุมละ 200 µl ความเขมขนละ 3 หลุม ซึ่งสารสกัดหยาบจะมีความเขมขนอยูในชวง 512-1 µg/ml 
สําหรับยาตานจุลินทรียมาตรฐาน ทดสอบที่ความเขมขน 32-0.0625 µg/ml 

ทําการเตรียมแบคทีเรีย ตามขอท่ี 2.2.4.1.1 โดยนําเชื้อมาปรับความขุนใหได 0.5 
McFarland standard แลวเจือจางดวย 0.85% NSS ในอัตราสวน 1:200 แลวนําไปหยดลงในแตละ
หลุม ของ microtiter plate หลุมละ 20 µl (จะไดเชื้อ 1x104 CFU/หลุม) โดยใช multichannel pipette 
และทําการทดสอบควบคุมสําหรับสารละลายดวย DMSO (ท่ีไมมียา หรือสารสกัด) และทดสอบ
ภาวการณไรเชื้อของอาหารดวยการใสแตอาหารอยางเดียว ไมตองหยดเชื้อลง นําไป incubate ท่ี
อุณหภูม ิ35 0C 16-18 ชั่วโมง ยกเวน vancomycin อานผลที่ 24 ชั่วโมง แลวทําการอานคา MIC ซึ่ง
เปนคาความเขมขนสุดทายของสารสกัดที่สามารถยับย้ังเชื้อแบคทีเรียไดโดยไมพบการเจรญิของเชือ้
บนผิวหนาอาหาร 

 
2.2.5.3.3 การทดสอบหาคา MIC ตอเช้ือยีสต 

ทําการทดสอบเชนเดียวกับแบคทีเรีย แตอัตราสวนระหวางสารสกัดหยาบกับอาหาร ใช
อัตราสวน 1:50 โดยเตรียม inoculum แบบเดียวกับการทดสอบ disc diffusion test ยาตานจุลินทรีย
มาตรฐาน เพ่ือใชควบคุมในการทดสอบ สําหรับเชื้อยีสตจะใชยา amphotericin B โดยเจือจาง จาก 
stock solution ใหไดความเขมขนเทากับ 0.8 mg/ml (800 µg/ml) แลวนําไปเจือจาง แบบ 2 fold 
dilution ทั้งหมด 10 ความเขมขน 

ทําการเตรียมสารสกัดหยาบ ซึ่งจะทําการทดสอบท่ีความเขมขนเร่ิมตน 0.128 mg/ml (128 
µg/ml)เตรียมโดยเจือจาง จาก stock solution (10 mg/ml) ใหไดความเขมขนเริ่มตนท่ี 6.4 mg/ml 
แลวเจือจาง แบบ 2 fold dilution ท้ังหมด 10 ความเขมขน แลวจึงทําการผสมสารสกัดหยาบแตละ
ความเขมขน กับอาหารเลี้ยงเชื้อหลอมเหลว ดวยการดูดสารสกัด 16 µl ผสมกับ SDA หลอมเหลวที่
อุณหภูมิประมาณ 45-60 0C ปริมาตร 784 µl (อัตราสวน 1:50) จะทําใหไดสารสกัดความเขมขน
เร่ิมตนท่ี 0.128 mg/ml (128 µg/ml) แลวดูดอาหารท่ีผสมแลว ใสในแตละหลุมของ microtiter plate 
หลุมละ 200 µl ความเขมขนละ 3 หลุม ซึ่งจะทําใหไดความเขมขนของสารสกัดหยาบอยูในชวง 
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128-0.25 µg/ml (เนื่องจากสารสกัดท่ีไดมีปริมาณนอย จึงเร่ิมตนท่ีความเขมขน 128 µg/ml) และ
สําหรับยาตานจุลินทรียมาตรฐาน amphotericin B ทดสอบท่ีความเขมขนตํ่า 16-0.03125 µg/ml 

เตรียมเชื้อยีสตโดยนําเชื้อมาปรับความขุนใหได 2.0 McFarland standard แลวเจือจางตอ
ดวย 0.85% NSS อัตราสวน 1:20 นําไปหยดลงในแตละหลุม ของ microtiter plate หลุมละ 20 µl 
(จะไดเชื้อ 1x104 CFU/หลุม) โดยใช multichannel pipette ทําการทดสอบควบคุม DMSO และ
ตรวจสอบภาวการณไรเชื้อของอาหารทํานองเดียวกัน นํา microtiter plate ไป incubate ท่ี 35 0C เปน
เวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับ        C. albicans ATCC9028 และท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
สําหรับ C. neoformans ATCC90012 เมื่อครบกําหนดจึงทําการอานคา MIC  

 
2.2.5.3.4 การทดสอบหาคา MIC ตอเช้ือรา M. gypseum 

 ทดสอบหาคา MIC โดยดัดแปลงจากวิธี broth dilution ของ NCCLS M38-A (NCCLS, 
2002) โดยนําเชื้อ M. gypseum มาเพาะบนอาหาร SDA ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 สัปดาห จากนั้น
เตรียม spore suspension ใหไดความเขมขนของ spore 1x104-1x105 cfu/ml นําสารสกัดท่ีละลายใน 
DMSO มาเจือจางในอาหารเหลว SDB แบบ 2-fold dilution ใน 96-well microtiter plates (100 µl) 
แลวเติม spore suspension ลงไปหลุมละ 100 µl  ความเขมขนละ 3 หลุม จะไดความเขมขนสุดทาย
ของสารสกัดเทากับ 128-0.25 µg/ml นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
อานคา MIC ซึ่งเปนคาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับย้ังเชื้อราได ยาตานราท่ีใช
ทดสอบเปรียบเทียบคือ miconazole ทดสอบท่ีความเขมขน 128-0.25 µg/ml 

 
2.2.6 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological study) 
 
2.2.6.1 Macroscopic morphological characters 

เลือกศึกษาเฉพาะราเอนโดไฟทท่ีสรางสารตานจุลินทรีย หรือสรางสารท่ีมี NMR profile 
นาสนใจ โดยเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทบนอาหาร PDA แลวศึกษาถึงลักษณะของเชื้อรา โดยสังเกต
ดวยตาเปลา และดูภายใตกลอง stereo zoom ลักษณะที่ศึกษาไดแก รูปแบบของ colony และเสนใย 
สีของ colony อัตราการเจริญเติบโต ทําการถายภาพบันทึกผลการสังเกต 
2.2.6.2 Microscopic morphological characters 

หากพบวาราเอนโดไฟทชนิดใด มีโครงสรางการสืบพันธุ (reproductive structure) จะ
ทําการศึกษาโดยยอมดวยสี lactophenol cotton blue แลวศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน ศึกษาถึง
ลักษณะของการมี/ไมมีผนังกั้น สีของเสนใย การสราง spore และถายภาพบันทึกผลการทดลอง 
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2.2.7 การจัดจําแนกเช้ือราดวยขอมูลทางพันธุกรรม  
 
2.2.7.1 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟทเพ่ือสกัด DNA 

เพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทใน flask ขนาด 250 ml ดวยอาหาร PDB ปริมาตร 50 ml แลว 
incubate ไวท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห หรือจนกวาจะพบวาราเอนโดไฟทมีการ
เจริญเติบโตเต็มท่ี หลังจากนั้นนําเชื้อราท่ีไดไปกรองผานกรวยแกวท่ีรองดวยผากอซท่ีผานการฆา
เชื้อแลว ลางเสนใยเชื้อราดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ (อุณหภูมิประมาณ 40-50 0C) อยางนอย 2 ครั้ง หรือ
จนกวาเสนใยเชื้อราจะสะอาด ซับน้ําออกจากเสนใยเชื้อราใหมากท่ีสุดดวยกระดาษทิชชูไรเชือ้ แลว
ถายเสนใยเชื้อราใสในครกบดยา (mortar) ไรเชื้อ แลวนําไปแชในตูแชเยือกแข็ง deep freezer -80 0C 
นาน 1-2 ชั่วโมง หรือท่ีอุณหภูมิ -20 0C ขามคืน จากนั้นบดเสนใยเชื้อราใหละเอียด เพ่ือจะนําไป
สกัด DNA ตอไป  
 
2.2.7.2 การสกัด DNA ดวยวิธี CTAB method (ดัดแปลงจาก O’ Donnell et al., 1997) 
 นําเสนใยของเชื้อราที่บดจนไดเปนผงละเอียด น้ําหนักประมาณ 50-100 mg ใสในหลอด 
microtube ขนาด 1.5 ml แลวเติม CTAB lysis buffer ปริมาตร 500 µl ปนดวย vortex mixer ผสมให
เขากันดี นําไปแชใน water bath ที่อุณหภูม ิ70 0C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําไปหมุนเหว่ียง 
ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 10 นาที ถายสวนใส 
(supernatant) ใสหลอดใหม เติมสารผสม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ใน
ปริมาตรเทากัน แลวเอียงหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหสารผสมเขากัน นําไปหมุนเหว่ียง ท่ีความเรว็รอบ 
14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสใสหลอดใหม เติมสารผสม 
chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตรท่ีเทากัน เอียงหลอดไปมาเบาๆ แลวนําไปหมุน
เหว่ียงแบบเดิม หลังจากนั้นทําซ้ําขั้นตอนนี้อีกหนึ่งครั้ง หรือจนกวาจะใส นําสวนใสใสหลอดใหม 
เติม 7.5 M ammonium acetate คร่ึงปริมาตรของสวนใสและเติม absolute ethanol ท่ีแชเย็นปริมาตร 
650 µl นําไปแชท่ีอุณหภูม ิ-20 0C เปนเวลา 30 นาที หรือจนกวาจะพบวามีการตกตะกอนของ DNA 
หลังจากนั้นนําไปหมุนเหว่ียงท่ี 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 0C เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสท้ิง
ไป ถาสามารถสกัด DNA ไดมากจะพบ DNA pellet สีขาวติดอยูกนหลอด ลาง DNA ท่ีได 2 ครั้ง
ดวย 75% ethanol ที่แชเย็น ปริมาตร 500 µl ท้ิงไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง ละลาย DNA ท่ีไดดวย 50 
µl TE buffer หรือน้ํา nanopure ไรเชื้อ เก็บ DNA ท่ีสกัดได ที่อุณหภูม ิ-20 0C เพ่ือรอใชในการศกึษา
ตอไป 
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2.2.6.3 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ท่ีสกัดได 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ท่ีสกัดไดดวย 1% agarose gel electrophoresis ใน 

TAE buffer ถาตรวจสอบแลวมี band DNA เกิดขึ้น ทําการเจือจาง DNA ดวยน้ํา nanopure ใน
อัตราสวน 1:10 หรือ 1:100 กอนทํา PCR กรณีไมพบ band DNA ใหนําตัวอยาง DNA ไปใชทํา 
PCR ไดโดยไมตองทําการเจือจาง 
 
2.2.6.4 การเพ่ิมปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) ของยีน rRNA โดยปฏิกริยา PCR 

เพ่ิมปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 โดยใช universal fungal primers (White et al., 1990) 
ไดแก ITS5 (5’ GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 3’) และ ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC 3’) ดังแสดงตําแหนงในรูปท่ี 18 

 

  
รูปท่ี 18 ตําแหนงของสวน ITS และบริเวณการจับของ primers (conserved region) ท่ีอยูในยีน 

ribosomal RNA ของเชื้อรา 
2.2.6.4.1 การเตรียมสวนผสมของ PCR (PCR mixture) 

ชุดปฏิกิริยาของ PCR (ปริมาตรรวม 50 µl) จะบรรจุอยูในหลอด PCR ปริมาตร 0.2 ml ซึ่ง
รายละเอียดของสวนผสม แสดงไวในตารางที่ 2 

 
ตารางท่ี 2 สวนผสมของปฏิกิริยา PCR (PCR mixture) 

สวนผสม ความเขมขนเร่ิมตน ปริมาตร (µl) ความเขมขนสุดทาย 
(ปริมาตรรวม 50 µl) 

Nanopure water  38  
MgCl2 50 mM 2.5 2.5 mM 
PCR buffer 10X 5.0 1X 
dNTPs mix  10 mM 1.0 0.2 mM 
Forward primer 10 µM 1.0 0.2 μM 
Reverse primer 10 µM 1.0 0.2 μM 
Taq DNA polymerase 2 units/µl 0.5 0.2 units 
DNA template 100-500 ng 1.0 2-10 ng 
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2.2.6.4.2 การทําปฏิกิริยา PCR 
เม่ือทําการผสมสวนผสมตางๆ ดังตารางที่ 2 เรียบรอยแลว นําไปทําปฏิกิริยาภายในเครื่อง 

PCR รุน MJ Research DYAD ALD 1244 
 

2.2.6.4.3 PCR profile 
ทําปฏิกิริยาตามขั้นตอนดังตอไปนี้ 
ขั้นท่ี 1  94 0C   2 นาที 

 ขั้นท่ี 2  94 0C   1 นาที 
 ขั้นท่ี 3  55 0C   1 นาที 
 ขั้นท่ี 4  72 0C   2 นาที 
 ขั้นท่ี 5  ทําซ้ําขั้นท่ี 2-4 ทั้งหมด 34 รอบ 
 ขั้นท่ี 6  72 0C   10 นาที 
 
2.2.6.5 การตรวจสอบปริมาณของ PCR product ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ PCR product ท่ีไดดวยเทคนิค agarose gel electro-
phoresis โดยผสม PCR product ปริมาตร 3 µl กับ 6X loading dye ปริมาตร 3 µl แลวตรวจสอบใน 
1% agarose gel ท่ีแชอยูใน TAE buffer กระแสไฟฟา 100 volts นาน 30-40 นาที ยอม agarose gel 
ดวย ethidium bromide  (ความเขมขนสุดทาย 2.5x10-5 mg/ml) เปนเวลา 10 นาที แลวตรวจสอบ 
PCR product ภายใตแสง UV ดวยเครื่อง  UV transilluminator และบันทึกภาพโดยใช Gel 
Documentation (Syngene Gene Genius) 
 
2.2.6.6 การกําจัดส่ิงเจือปนใน PCR product (PCR product purification) 

ทําการกําจัดสิ่งเจือปนใน PCR product ท่ีไดจากปฏิกริยา PCR ดวยชุด Nucleospin® 
Extract DNA purification kit (Macherery-Nagel, Cat. No. 740 609.50) ตามคําแนะนําในคูมือ โดย
เร่ิมจากนํา PCR product ผสมกับ binding buffer แลวหยดลงใน Nucleospin column ท่ีต้ังอยูใน 
collecting tube ขนาด 2 ml แลวนําไปหมุนเหว่ียง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
จะทําให PCR product ถูกจับอยูบน membrane ใน Nucleospin column หลังจากนั้นเติม washing 
buffer แลวนําไปหมุนเหว่ียง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ําขั้นตอนนี้อีก
คร้ัง เทของเหลวท่ีอยูดานลางท้ิงไป เติม elution buffer แลวตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง อยางนอย 1 
นาที แลวนํา Nucleospin column ไปใสหลอด microtube แลวนําไป centrifuge เพ่ือให DNA ตกลง
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มาในหลอด microtube ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ดวยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis อีกครั้ง หลังจากนั้นจึงทําการสง DNA ไปอานลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 
ตอไป 
 
2.2.6.7 การอานลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 

ทําการสง PCR products ท่ีกําจัดสิ่งปนเปอนแลว ไปทําการอานลําดับเบส DNA ท่ีบริษัท 
Macrogen Inc. ประเทศเกาหลี ซึ่งทางบริษัทดังกลาวจะสงผลของ DNA sequence ของ                  
ราเอนโดไฟทกลับมาในรูปแบบไฟลขอมูล สําหรับใชวิเคราะหดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรตอไป 
 
2.2.6.8 การจัดเรียงลําดับเบส DNA (multiple sequence alignment)  

ทําการตรวจสอบลักษณะและคุณภาพของลําดับเบส DNA สวน ITS ของราเอนโดไฟท 
โดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.5 (Hall, 2005) หลังจากนั้นนําลําดับเบส DNA ท่ีได ใสโปรแกรม 
BLAST search จากฐานขอมูลของ GenBank ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือหาเชื้อราท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกันมากท่ีสุด แลว
นําลําดับเบส DNA ของราเอนโดไฟท มาจัดเรียงเปรียบเทียบกับลําดับเบส DNA ของเชื้อราอื่นๆ ท่ี
มีความสัมพันธใกลเคียงกัน โดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.5 (Hall, 2005) ทําการจัดเรียงขอมูล
ลําดับเบส DNA บางสวนของ alignment ท่ีโปรแกรมคอมพิวเตอรไมสามารถจัดเรียงไดดีอีกครั้ง 
(manual adjustment) หาคา %Identity สวน ITS ของราเอนโดไฟทโดยเปรียบเทียบกับลําดับเบส 
DNA ท่ีมีความใกลเคียงที่สุด แลวจึงทําการแปลงไฟลขอมูลเพ่ือใชในการวิเคราะหความสัมพันธ
ของราเอนโดไฟทในขั้นตอนตอไป  
 
2.2.6.9 การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

วิเคราะหความสัมพันธของราเอนโดไฟท กับเชื้อราท่ีมีความสัมพันธใกลเคียง โดยใช
โปรแกรม PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) โดยใชวิธีการวิเคราะหแบบ maximum parsimony 
(100 replicates stepwise addition of sequence) โดยกําหนดใหชองวางในลําดับเบส DNA (gap) 
เปน missing data และกําหนดใหลําดับเบส  DNA ทุกตัวท่ีใชเปน character มีน้ําหนักและ
ความสําคัญเทากัน ซึ่งจะทําใหได Most Parsimonious Trees (MPTs) คํานวณคาสถิติซึ่ง
ประกอบดวย tree length, Consistency Index (CI), Retention Index (RI) และคาความเชื่อมั่น 
bootstrap ตามลําดับ เลือก MPTs ที่แสดงถึง topology ท่ีดีท่ีสุด จากวิธีทางสถิติ K-H test  (Kishino 
and Hasegawa, 1989) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

