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2. วสัด ุอุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

2.1 วัสด ุ
 
2.1.1 จุลินทรีย สําหรับการทดสอบ 

แบคทีเรยี 
- Staphylococcus aureus ATCC 25923 
- Staphylococcus aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin สายพันธุ SK1 (MRSA SK1) 

ไดรับความอนุเคราะหจาก 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 ท่ีแยกไดจากผูปวย ไดรับความอนุเคราะห

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

2.1.2.2 ยาตานจุลินทรีย (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 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหดวยวิธีทางชีวโมเลกุล (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 โปรแกรมวิเคราะหการจัดเรียงลําดับเบส DNA และสราง phylogenetic tree 
- BioEdit Version 7.0.5 (Hall, 2005)   
- PAUP* Version 4.0b10 (Swofford, 2003) 

 
2.1.4 อุปกรณวิทยาศาสตร 

- จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes)  (Pyrex) 
- ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flasks) (Pyrex) 
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- กระบอกตวง (Cylinders)  (Kimax) 
- หลอดทดลอง (Test tubes)  (Pyrex)  
- หลอดฝาเกลียว (Screw cap tubes) (Pyrex)  
- ปเปตแกว (Glass pipettes)  (Pyrex) 
- บีกเกอร (Beakers)   (Pyrex)  
- Micro tubes    (Eppendorf)  
- Pasture’s pipettes   (Pyrex) 
 

2.1.5 เครื่องมือวิทยาศาสตร 
- กลอง Stereo zoom    (Olympus) 
- กลองจุลทรรศน    (Olympus)  
- กลองดิจิตอล   (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 อุปกรณอื่นๆ  
- 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 การเก็บตัวอยางพืชสกุล Garcinia  

ทําการเก็บตัวอยางพืช ประกอบดวย สมแขก (Garcinia atroviridis) มะพูด (Garcinia 
dulcis) มังคุด (Garcinia mangostana) ชะมวง (Garcinia nigrolineata) และ Garcinia scortechinii 
โดยเก็บตัวอยางใบพืช และกิ่งท่ีมีลกัษณะสมบูรณ สเีขยีวเขม ไมมีลกัษณะอาการของโรค (รูปท่ี 8-
13) เก็บตัวอยางตนละ 5 ใบ และ 5 กิ่ง โดยพืช 1 ชนิด เกบ็ตัวอยาง ชนิดละ 1-3 ตน นําตัวอยางพืช
กลับมาทําการแยกราเอนโดไฟททันที โดยนําตัวอยางพืชมาลางดวย detergent และน้ําปะปา ผึ่งให
แหงภายใต laminar flow เม่ือตัวอยางพชืแหงแลว ใชใบมีดผาตัดจุม 95% ethanol นําไปผานไฟ 
แลวตัดสวนของ vein, midrib, lamina, petiole และ branch ออกเปนชิ้นเลก็ๆ ใหมีขนาด 1x1 ตาราง
เซนตเิมตร จํานวน 2, 3, 3, 4 และ 10 ชิ้น ตามลําดับ (รูปท่ี 14) สําหรับตัวอยางพืชท่ีเหลอื นําไปอดั
ทับดวยกระดาษหนังสือพิมพ แลวอบแหงท่ีอณุหภมู ิ60 oC นาน 48-72 ชั่วโมง เมือ่ตัวอยางพืชแหง
เปนอยางดีแลว ทําการสงตัวอยางพืชไปเก็บรักษาท่ีพิพิธภณัฑพืช มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
(PSU Herbarium) ตอไป โดยบันทึกรายละเอียด การเก็บตัวอยางของพืช ประกอบดวยชือ่
วิทยาศาสตร ชือ่พ้ืนเมือง รหัสพืช (plant code) รหัสสําหรับเก็บในพิพิธภณัฑพชื (collection 
number) สถานท่ีเก็บตัวอยาง วันที่เก็บตัวอยาง และลักษณะของพืช (ตารางท่ี 1) 

 

 
รูปที่ 8 ใบของตนสมแขก (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 ตนชะมวง (G. nigrolineata) จากเขตรักษาพันธุสัตวปาโตนงาชาง จังหวัดสงขลา (1GN) 

(ก) : ลําตน     (ข) : กิ่งและใบ 
 

 (ก)  (ข) 
รูปที่ 13 ตน G. scortechinii จากเขตรกัษาพันธุสัตวปาโตนงาชาง จังหวัดสงขลา (1GS)  

(ก) : ลําตน     (ข) : กิ่งและใบ 
 

 
รูปที่ 14 สวนตางๆ ของพืชท่ีทําการแยกตัวอยาง (ดัดแปลงจาก Morales, 2006) 

branch 

laminar 

petiole 

vein 
midrib 
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ตารางท่ี 1 รายละเอียดการเก็บตัวอยางพืชสกุล Garcinia  

พืชสกุล Garcinia  ชื่อพ้ืนเมือง รหัสพืช   รหัสสําหรับ
พิพิธภัณฑพืช 

สถานท่ีเก็บตัวอยาง วันที่เก็บตัวอยาง ลักษณะของพืช 

Garcinia atroviridis สมแขก 1GA NR 003 อ. กาบัง จ. ยะลา 20 สิงหาคม 2547 ตนออนท่ีทําการเพาะชํามาจากตนใหญ ท่ีขึ้นเองตาม
ธรรมชาติ 

G. atroviridis สมแขก 2GA NR 004 อ. สะเดา จ. สงขลา 20 สิงหาคม 2547 ตนใหญท่ีข้ึนเองตามธรรมชาติ ตนใหญอายุ 4 ป สูง
ประมาณ 1.5 เมตร 

G.  atroviridis สมแขก 3GA - จ.ยะลา 4 มกราคม 2548 ตนสูงประมาณ 1-2 เมตร ขึ้นอยูในปา 
Garcinia dulcis มะพูด, พูด 1GD NR 001 วัดหินเกล้ียง จ. สงขลา 28 กรกฎาคม 2547 ตนสูงใหญ 4-5 เมตร อายุประมาณ 30 ป   
G.  dulcis มะพูด, พูด 2GD NR 002 วัดทรายขาว จ. สงขลา 28 กรกฎาคม 2547 ตนสูงขนาดกลาง 1-2 เมตร อายุประมาณ 6-7 ป พบลูกมาก

ขนาดเล็ก มีสีเขียวออน มันวาว มียางสีเหลือง  
G. dulcis มะพูด, พูด 1Gd* - วัดหินเกล้ียง จ.สงขลา 2 ธันวาคม 2547 ตนเดียวกับ NR001 
Garcinia mangostana มังคุด 1GM NR 007 แปลงเพาะปลูก  

คณะทรัพยากรธรรมชาต ิ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

9 กุมภาพันธ 2548 ตนสูงประมาณ 1-2 เมตร อายุประมาณ 3-5 ป 

G. mangostana มังคุด 2GM  NR 008 สวนมังคุด จ.สุราษฎรธาน ี 17 เมษายน 2548 ตนสูงใหญ ประมาณ 6-8 เมตร ลําตนใหญ อายุ มากกวา 30 
ป พบลูก สีมวงอมแดง 

G. mangostana มังคุด 3GM - สวนมังคุด จ.สุราษฎรธาน ี 17 เมษายน 2548 ตนสูงใหญ ประมาณ 6-8 เมตร ลําตนใหญ อายุ มากกวา 30 
ป 

Garcinia nigrolineata ชะมวง 
 

1GN NR 006 เขตรักษาพันธุสัตวปา 
โตนงาชาง จ.สงขลา 

18 ธันวาคม 2547 ตนสูงใหญ 6-7 เมตร ไมทราบอายุแนนอน ลําตนมีสีน้ําตาล 
เปลือกแข็ง ใบมีขนาดเล็ก สีเขียวออน พบดอกตูมขนาดเล็ก 
สีเหลืองนวล 

Garcinia scortechinii - 1GS NR 005 เขตรักษาพันธุสัตวปา  
โตนงาชาง จ.สงขลา 

18 ธันวาคม 2547 ตนสูงใหญ 7-8 เมตร ไมทราบอายุแนนอน ลําตนมีสีดําเขม 
เปลือกแข็ง มคีราบยาง พบดอก ขนาดเลก็ประมาณ 0.3-0.5 
ซม. ใบยาว สีเขม มันวาว 

หมายเหตุ  *  = ทําการเก็บตัวอยางซ้ําอีกครั้งท่ีตนเดิมคือตน 1GD 
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2.2.2.2 การแยกเชื้อรา (ดัดแปลงจากวิธีของ Mekkamol and Whalley 1998) 
นําตัวอยางพืชท่ีตัดเปนชิ้นๆ มากําจัดเชื้อบริเวณผิว โดยแชใน 95% ethanol นาน 30 วินาที  

หลังจากนั้นนําไปแชใน 5% sodium hypochlorite นาน 5 นาที แลวนําไปแชใน 95% ethanol อีก
ครั้ง นาน 30 วินาที นําตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อแลว นาน 3-5 วินาที แลวจึงนําตัวอยางพืช
ไปวางบนอาหาร corn meal agar (CMA) ท่ีเติมยา tetracycline และ ampicillin ความเขมขน 50 
mg/L นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 3-5 วัน สังเกตผลทุกวัน เม่ือพบวามีการเจริญของ
เชื้อรางอกมาจากชิ้นตัวอยางพืช (รูปท่ี 15) ใหทําการตัดสวน hyphal tip ของเชื้อรา ภายใตกลอง 
stereo zoom นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ท่ีไมเติมยาปฏิชีวนะ โดยทํา
การเก็บตัวอยางเชื้อราเปนเวลา 7 วัน นับจากวันแรกท่ีพบการงอกของเชื้อราจากชิ้นตัวอยาง เม่ือ
แยกไดเชื้อราบริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อใน 15% glycerol แลวนําไปแชใน deep freezer อุณหภูม ิ    
-80 oC  

 

 (ก)  (ข) 
รูปที่ 15 การแยกเชื้อราเอนโดไฟทจากตัวอยางพืชสกลุ Garcinia บนอาหารCMA ที่ผสมยาปฏชิีวนะ 

ท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 5 วัน 
(ก) : ชิ้นสวนพืชบรเิวณ lamina   (ข) : ชิ้นสวนพืชบรเิวณ vein  

 
2.2.3 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟทในอาหารเหลวเพ่ือใชทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรีย 

นําราเอนโดไฟทท่ีแยกได ซึ่งมีลักษณะของ colony ท่ีแตกตางกัน นํามาเพาะเลี้ยงใน PDA 
ท่ี 25 0C นาน 3-4 วัน หรือจนกวาจะพบวามีการเจริญของ colony ของเชื้อรา ใชใบมีดผาตัดจุม 95% 
ethanol นําไปผานไฟ แลวรอใหเย็น หลังจากนั้นนําไปตัดชิ้นสวนบริเวณขอบ colony ใหมีขนาดชิ้น
ละ 1x1 ตารางเซนติเมตร จํานวน 5 ชิ้น แลวทําการถายเชื้อลงในอาหารเหลว PDB ปริมาตร 300 ml 
ท่ีบรรจุใน flask ขนาด 500 ml นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 สัปดาห (รูปท่ี 16) ทําการ
เก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงเชื้อราในสัปดาหท่ี 2 และ 3 เพ่ือนําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเบ้ืองตน  
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รูปที่ 16 การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทในอาหารเหลว PDB ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 สัปดาห สําหรับ 

นําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลนิทรีย 
 

2.2.4 การสกัดน้ําเล้ียงเช้ือราดวยตัวทําละลายทางเคมี เพ่ือหาสารยับย้ังจุลินทรีย  
เม่ือพบวาน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟทใด สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียได จะนําไปสกดัดวยตัว

ทําละลายทางเคมี เพ่ือหาสารตานจุลินทรียท่ีราเอนโดไฟทชนิดนั้นๆ สรางขึ้น (รูปท่ี 17) โดยทําการ
กรองแยกเสนใยของเชื้อรา โดยกรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และทําการสกัดน้ําเลี้ยง
เชื้อรา (culture fitrate) และเสนใยของเชื้อรา (fungal mycelium)  
 
2.2.4.1 การสกัดน้ําเล้ียงราเอนโดไฟท  
 ทําการสกัดโดยใช ethyl acetate (EtOAc, AR grade) โดยผสมน้ําเลี้ยงเชื้อรา กับ EtOAc ใน
อัตราสวน 2:1 ในกรวยแยก (separatory funnel) แลวเขยาใหเขากัน ต้ังท้ิงไวใหแยกชั้น โดยท่ี 
EtOAc จะลอยอยูดานบน และน้ําเลี้ยงเชื้อราอยูดานลาง หลังจากนั้นทําการแยกน้ําเลี้ยงเชือ้ราทีส่กดั
แลวออกมา แลวเท EtOAc ไวใน flask อีกใบหนึ่ง นําน้ําเลี้ยงเชื้อราไปสกัดดวย EtOAc ซ้ําอีกครั้ง 
แลวนํา EtOAc ท่ีไดจากการสกัดท้ังสองคร้ังมารวมกัน แลวใสสารกําจัดน้ํา (dehydrating agent) คือ 
sodium sulphate anhydrous ลงไป เขยา หลังจากนั้นกรองสารละลาย EtOAc ท่ีไดโดยใชสําลี ใส
สารละลาย EtOAc ท่ีกรองไดในขวดรูปลูกแพร แลวนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง rotary evaporator ที่
อุณหภูมิประมาณ 40-45 0C หลังจากสารแหง  ทําการเก็บสารสกัดใน vial แลวทําการปมดวย 
vacuum pump เมื่อสารแหงสนิท ไดสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟท (BE, Broth EtOAc) 
แลวจึงนําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย และตรวจองคประกอบทางเคมีเบ้ืองตนดวย TLC และ 1H 
NMR ตอไป 
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2.2.4.2 การสกัดเสนใยของราเอนโดไฟท 
 ทําการสกัดคลายกับการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อรา โดยนําเสนใยของเชื้อราแชใน methanol 
(MeOH, commercial grade) เปนเวลา 2 วัน นําสารละลาย MeOH ไปทําใหเขมขนโดยระเหยตัวทํา
ละลายบางสวนออกไป จากนั้นเติมน้ําลงไป แลวสกัดดวย hexane (AR grade) ในอัตราสวน 2:1 
โดยทําการสกัดซ้ํา 2 ครั้ง แลวนํา hexane ท่ีไดจากการสกัดไปทําแหง หลังจากนั้นนําสารละลาย 
aqueous MeOH ท่ีผานการสกัดดวย hexane แลว นําไปสกัดตอดวย  EtOAc ในอัตราสวน 2:1 
เชนกัน โดยสกัดดวย EtOAc 2 ครั้ง ซึ่งจากการสกัดดังกลาวจะไดสารสกัด 2 สวน คือ CH (Cell 
hexane) และ CE (Cell EtOAc) ตามลําดับ นําไปทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย และตรวจองคประกอบ
ทางเคมีเบ้ืองตนดวย TLC และ 1H NMR ในการศึกษาครั้งนี้ทําการสกัดเสนใยเชื้อราบาง isolate 
เทานั้น 
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รูปที่ 17 แผนภูมิการสกัดทางเคมีของราเอนโดไฟท ดวยตัวทําละลายชนดิตางๆ  

ราเอนโดไฟทท่ีเลี้ยงในอาหาร PDB 

EtOAc 

สกดัดวย EtOAc 2 คร้ัง 

สกดัดวย hexane 2 คร้ัง 

แชใน MeOH นาน 2 วัน 

สารสกดัหยาบจากน้ําเลี้ยงเชือ้รา 
(BE, Broth EtOAc) 

ทําแหงดวย evaporator 

ทําแหงดวย evaporator 

สกดัดวย EtOAc 2 ครั้ง 

สารสกดัหยาบจากเสนใย 
เชือ้ราดวย hexane 
(CH, Cell hexane) 

สารสกดัหยาบจากเสนใย 
เชือ้ราดวย EtOAc  
(CE, Cell EtOAc) 

Hexane Aqueous MeOH 

ทําแหงดวย evaporator 

- ระเหยตัวทําละลายออกบางสวน 
- เติมน้ํา 

น้ําเลี้ยงเชือ้รา 
(Culture filtrate) 

เสนใย 
(Fungal mycelium) 
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2.2.5 การทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรีย 
 
2.2.5.1 การทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรียเบื้องตน สําหรับน้ําเลี้ยงเช้ือรา ดวยวิธี agar well diffusion 

(Lorian, 1996) 
 
2.2.5.1.1 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย และเช้ือยีสต 

เตรียม inoculum ดวยการ 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 แลวนําไป incubate ที่ 35 0C นาน 18-24 ชั่วโมง ยกเวน      
C. neoformans ATCC90012 incubate ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 48 ชั่วโมง เม่ือพบวามีการโตของ
เชื้อจุลินทรีย ใหทําการเขี่ยเชื้อ 3-5 single colonies ลงในอาหาร NB สําหรับแบคทีเรีย และ SDB 
สําหรับเชื้อยีสต นําไป incubate ไวท่ี 35 0C 3-5 ชั่วโมง ใน shaker incubator เขยาท่ีความเร็ว 150 
รอบตอนาที เพ่ือใหเชื้อโตอยูในชวง log phase หลังจากนั้นนํามาปรับใหไดความขุน 0.5 และ 2.0 
McFarland standard สําหรับแบคทีเรีย และยีสตตามลําดับดวย NSS ทําการลงเชื้อโดยใช sterile 
cotton swab จุมเชื้อ แลวบิดใหหมาด ทําการ swab ใหท่ัว plate อาหารท่ีมีความหนา 4 mm โดย
แบคทีเรียใชอาหาร MHA และยีสตใช SDA plate หลังจากลงเชื้อแลว จึงทําการเจาะวุนอาหารดวย
ปลายที่จับของ Pasteur’s pipette ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm 17 หลุมตอ plate หลังจากนั้น
หยอดน้ําเลี้ยงเชื้อของราเอนโดไฟทท่ีเพาะเลี้ยงใน PDB ท่ีอายุ 2 และ 3 สัปดาห ปริมาตร 80 µl ลง
ในหลุมที่เจาะไวแลว โดยชุดควบคุมทดสอบดวยแผนยาปฏิชีวนะ สําหรับแบคทีเรีย S. aureus ใชยา 
vancomycin 30 µg/แผน E. coli ATCC25922 และ P. aeruginosa ATCC27853 ใชยา gentamicin 
10 µg/แผน สวนยีสตใช amphotericin B 10 µg/แผน จากนั้นนําไป incubate ที่ 35 0C 18-24 ชั่วโมง  
แตสําหรับ C. neoformans ATCC90012 นําไป incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 48 ชั่วโมง เม่ือครบ
กําหนดเวลาจึงทําการอานผลโดยการวัดเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone โดยใช Vernier 
caliper หนวยการวัดเปน mm 

 
2.2.5.1.2 การทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือรา (ดัดแปลงจากวิธีของ Huang et al., 2000) 

เตรียม inoculum ของเชื้อรา โดยเลี้ยง M. gypseum บนอาหาร SDA นําไป incubate ท่ี 25 0C 
3-4 วัน ใหได colony ท่ีมีลักษณะกลม และขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 cm หลังจากนั้นใช 
Pasteur’s pipette เจาะวุนอาหารท่ีอยูรอบ colony ของเชื้อรา M. gypseum ใหหางจากขอบของ 
colony ประมาณ 0.5 cm แลวหยอดน้ําเลี้ยงเชื้อของราเอนโดไฟทที่เพาะเลี้ยงใน PDB ที่อายุ 2 และ 
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3 สัปดาห ปริมาตร 80 µl ลงในหลุมที่เจาะไวแลว โดยทดสอบควบคุมดวยยา miconazole nitrate 
(30 µg/แผน) แลวจึงนําไป incubate ที่ 25 0C เปนเวลา 3-4 วัน สังเกตผลการยับย้ังเชื้อทุกวัน หากมี
การยับยั้งจะพบ inhibition zone เปนรอยเวาหรือพบวาเชื้อไมสามารถเจริญเลยหลุมไปได  

 
2.2.5.2 การทดสอบฤทธ์ิตานจลิุนทรีย สําหรับสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท โดยวิธี agar disc 

diffusion (Lorian, 1996) 
นําสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟทมาละลายดวย DMSO ใหไดความเขมขน 10 mg/ml 

เก็บไวเปน stock solution ท่ีอุณหภูมิ -20 0C แลวทําการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเชนเดียวกับวิธี 
agar well diffusion แตจะใช sterile blank disc (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm) วางบนผิวหนาของ
วุนอาหาร แทนการเจาะหลุม แลวทําการหยดสารสกัด (10 mg/ml) ปริมาตร 10 µl ทําใหไดปริมาณ
สารสกัด 100 µg/แผน แลวทําการ incubate วัดขนาดของ inhibition zone นําสารสกัดท่ีใหคาขนาด
เสนผานศูนยกลางของ inhibition zone มากกวาหรือเทากับ 8 mm ไปทดสอบเพ่ือหาคา minimal 
inhibitory concentration (MIC)  
 
2.2.5.3 การหาคา MIC ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟท โดยวิธี agar microdilution 

(Lorian, 1996) 
 
2.2.5.3.1 การเตรียมยาตานจุลินทรียมาตรฐาน 

ชั่งยาตานจุลินทรียมาตรฐาน (standard antibiotic) โดยใชเครื่องชั่ง 4 ตําแหนง สําหรับยา 
vancomycin, gentamicin เตรียมความเขมขนเริ่มตน 16 mg/ml สวนยา amphotericin B เตรียม 10 
mg/ml หลังจากนั้นละลายยาโดยใชน้ํากลั่นไรเชื้อ แบงใสหลอด eppendorf แลวเก็บไวเปน stock 
solution ท่ีอุณหภูมิ -20 0C  

 
2.2.5.3.2 การทดสอบหาคา MIC ตอเช้ือแบคทีเรีย 

ทําการเตรียม inoculum แบบเดียวกับการทดสอบ agar well diffusion test สําหรับยาตาน   
จุลินทรียมาตรฐาน เพ่ือใชควบคุมในการทดสอบ จะใชยา vancomycin สําหรับเชื้อ S. aureus 
ATCC25922 และ MRSA และใช gentamicin สําหรับเชื้อ E. coli ATCC29523 และ P. aeruginosa 
ATCC27853 โดยเจือจาง 1:50 จาก stock solution ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ ใหไดความเขมขนเทากบั 0.32 
mg/ml (320 µg/ml) แลวนําไปเจือจางแบบ 2 fold dilution ท้ังหมด 10 ความเขมขน  
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สําหรับสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท ทําการทดสอบท่ีความเขมขนเริ่มตน 0.512 mg/ml 
(512 µg/ml) เตรียมโดยเจือจางจาก stock solution (10 mg/ml) ใหไดความเขมขน 5.12 mg/ml แลว
เจือจางแบบ 2 fold dilution ท้ังหมด 10 ความเขมขน แลวทําการผสมสารสกัดแตละความเขมขน 
กับอาหารเลี้ยงเชื้อ ดวยการดูดสารสกัดหยาบ 80 µl ผสมกับ MHA ท่ีหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 45-60 0C ปริมาตร 720 µl (อัตราสวน 1:10) จะทําใหไดสารสกัดมีความเขมขนเริ่มตน
เทากับ 0.512 mg/ml (512 µg/ml) แลวดูดอาหารท่ีผสมแลว ใสในแตละหลุมของ microtiter plate 
หลุมละ 200 µl ความเขมขนละ 3 หลุม ซึ่งสารสกัดหยาบจะมีความเขมขนอยูในชวง 512-1 µg/ml 
สําหรับยาตานจุลินทรียมาตรฐาน ทดสอบที่ความเขมขน 32-0.0625 µg/ml 

ทําการเตรียมแบคทีเรีย ตามขอท่ี 2.2.4.1.1 โดยนําเชื้อมาปรับความขุนใหได 0.5 
McFarland standard แลวเจือจางดวย 0.85% NSS ในอัตราสวน 1:200 แลวนําไปหยดลงในแตละ
หลุม ของ microtiter plate หลุมละ 20 µl (จะไดเชื้อ 1x104 CFU/หลุม) โดยใช multichannel pipette 
และทําการทดสอบควบคุมสําหรับสารละลายดวย DMSO (ท่ีไมมียา หรือสารสกัด) และทดสอบ
ภาวการณไรเชื้อของอาหารดวยการใสแตอาหารอยางเดียว ไมตองหยดเชื้อลง นําไป incubate ท่ี
อุณหภูม ิ35 0C 16-18 ชั่วโมง ยกเวน vancomycin อานผลที่ 24 ชั่วโมง แลวทําการอานคา MIC ซึ่ง
เปนคาความเขมขนสุดทายของสารสกัดที่สามารถยับย้ังเชื้อแบคทีเรียไดโดยไมพบการเจรญิของเชือ้
บนผิวหนาอาหาร 

 
2.2.5.3.3 การทดสอบหาคา MIC ตอเช้ือยีสต 

ทําการทดสอบเชนเดียวกับแบคทีเรีย แตอัตราสวนระหวางสารสกัดหยาบกับอาหาร ใช
อัตราสวน 1:50 โดยเตรียม inoculum แบบเดียวกับการทดสอบ disc diffusion test ยาตานจุลินทรีย
มาตรฐาน เพ่ือใชควบคุมในการทดสอบ สําหรับเชื้อยีสตจะใชยา amphotericin B โดยเจือจาง จาก 
stock solution ใหไดความเขมขนเทากับ 0.8 mg/ml (800 µg/ml) แลวนําไปเจือจาง แบบ 2 fold 
dilution ทั้งหมด 10 ความเขมขน 

ทําการเตรียมสารสกัดหยาบ ซึ่งจะทําการทดสอบท่ีความเขมขนเร่ิมตน 0.128 mg/ml (128 
µg/ml)เตรียมโดยเจือจาง จาก stock solution (10 mg/ml) ใหไดความเขมขนเริ่มตนท่ี 6.4 mg/ml 
แลวเจือจาง แบบ 2 fold dilution ท้ังหมด 10 ความเขมขน แลวจึงทําการผสมสารสกัดหยาบแตละ
ความเขมขน กับอาหารเลี้ยงเชื้อหลอมเหลว ดวยการดูดสารสกัด 16 µl ผสมกับ SDA หลอมเหลวที่
อุณหภูมิประมาณ 45-60 0C ปริมาตร 784 µl (อัตราสวน 1:50) จะทําใหไดสารสกัดความเขมขน
เร่ิมตนท่ี 0.128 mg/ml (128 µg/ml) แลวดูดอาหารท่ีผสมแลว ใสในแตละหลุมของ microtiter plate 
หลุมละ 200 µl ความเขมขนละ 3 หลุม ซึ่งจะทําใหไดความเขมขนของสารสกัดหยาบอยูในชวง 
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128-0.25 µg/ml (เนื่องจากสารสกัดท่ีไดมีปริมาณนอย จึงเร่ิมตนท่ีความเขมขน 128 µg/ml) และ
สําหรับยาตานจุลินทรียมาตรฐาน amphotericin B ทดสอบท่ีความเขมขนตํ่า 16-0.03125 µg/ml 

เตรียมเชื้อยีสตโดยนําเชื้อมาปรับความขุนใหได 2.0 McFarland standard แลวเจือจางตอ
ดวย 0.85% NSS อัตราสวน 1:20 นําไปหยดลงในแตละหลุม ของ microtiter plate หลุมละ 20 µl 
(จะไดเชื้อ 1x104 CFU/หลุม) โดยใช multichannel pipette ทําการทดสอบควบคุม DMSO และ
ตรวจสอบภาวการณไรเชื้อของอาหารทํานองเดียวกัน นํา microtiter plate ไป incubate ท่ี 35 0C เปน
เวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับ        C. albicans ATCC9028 และท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
สําหรับ C. neoformans ATCC90012 เมื่อครบกําหนดจึงทําการอานคา MIC  

 
2.2.5.3.4 การทดสอบหาคา MIC ตอเช้ือรา M. gypseum 

 ทดสอบหาคา MIC โดยดัดแปลงจากวิธี broth dilution ของ NCCLS M38-A (NCCLS, 
2002) โดยนําเชื้อ M. gypseum มาเพาะบนอาหาร SDA ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 สัปดาห จากนั้น
เตรียม spore suspension ใหไดความเขมขนของ spore 1x104-1x105 cfu/ml นําสารสกัดท่ีละลายใน 
DMSO มาเจือจางในอาหารเหลว SDB แบบ 2-fold dilution ใน 96-well microtiter plates (100 µl) 
แลวเติม spore suspension ลงไปหลุมละ 100 µl  ความเขมขนละ 3 หลุม จะไดความเขมขนสุดทาย
ของสารสกัดเทากับ 128-0.25 µg/ml นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
อานคา MIC ซึ่งเปนคาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับย้ังเชื้อราได ยาตานราท่ีใช
ทดสอบเปรียบเทียบคือ miconazole ทดสอบท่ีความเขมขน 128-0.25 µg/ml 

 
2.2.6 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological study) 
 
2.2.6.1 Macroscopic morphological characters 

เลือกศึกษาเฉพาะราเอนโดไฟทท่ีสรางสารตานจุลินทรีย หรือสรางสารท่ีมี NMR profile 
นาสนใจ โดยเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทบนอาหาร PDA แลวศึกษาถึงลักษณะของเชื้อรา โดยสังเกต
ดวยตาเปลา และดูภายใตกลอง stereo zoom ลักษณะที่ศึกษาไดแก รูปแบบของ colony และเสนใย 
สีของ colony อัตราการเจริญเติบโต ทําการถายภาพบันทึกผลการสังเกต 
2.2.6.2 Microscopic morphological characters 

หากพบวาราเอนโดไฟทชนิดใด มีโครงสรางการสืบพันธุ (reproductive structure) จะ
ทําการศึกษาโดยยอมดวยสี lactophenol cotton blue แลวศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน ศึกษาถึง
ลักษณะของการมี/ไมมีผนังกั้น สีของเสนใย การสราง spore และถายภาพบันทึกผลการทดลอง 
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2.2.7 การจัดจําแนกเช้ือราดวยขอมูลทางพันธุกรรม  
 
2.2.7.1 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟทเพ่ือสกัด DNA 

เพาะเลี้ยงราเอนโดไฟทใน flask ขนาด 250 ml ดวยอาหาร PDB ปริมาตร 50 ml แลว 
incubate ไวท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห หรือจนกวาจะพบวาราเอนโดไฟทมีการ
เจริญเติบโตเต็มท่ี หลังจากนั้นนําเชื้อราท่ีไดไปกรองผานกรวยแกวท่ีรองดวยผากอซท่ีผานการฆา
เชื้อแลว ลางเสนใยเชื้อราดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ (อุณหภูมิประมาณ 40-50 0C) อยางนอย 2 ครั้ง หรือ
จนกวาเสนใยเชื้อราจะสะอาด ซับน้ําออกจากเสนใยเชื้อราใหมากท่ีสุดดวยกระดาษทิชชูไรเชือ้ แลว
ถายเสนใยเชื้อราใสในครกบดยา (mortar) ไรเชื้อ แลวนําไปแชในตูแชเยือกแข็ง deep freezer -80 0C 
นาน 1-2 ชั่วโมง หรือท่ีอุณหภูมิ -20 0C ขามคืน จากนั้นบดเสนใยเชื้อราใหละเอียด เพ่ือจะนําไป
สกัด DNA ตอไป  
 
2.2.7.2 การสกัด DNA ดวยวิธี CTAB method (ดัดแปลงจาก O’ Donnell et al., 1997) 
 นําเสนใยของเชื้อราที่บดจนไดเปนผงละเอียด น้ําหนักประมาณ 50-100 mg ใสในหลอด 
microtube ขนาด 1.5 ml แลวเติม CTAB lysis buffer ปริมาตร 500 µl ปนดวย vortex mixer ผสมให
เขากันดี นําไปแชใน water bath ที่อุณหภูม ิ70 0C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําไปหมุนเหว่ียง 
ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 10 นาที ถายสวนใส 
(supernatant) ใสหลอดใหม เติมสารผสม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ใน
ปริมาตรเทากัน แลวเอียงหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหสารผสมเขากัน นําไปหมุนเหว่ียง ท่ีความเรว็รอบ 
14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 0C เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสใสหลอดใหม เติมสารผสม 
chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตรท่ีเทากัน เอียงหลอดไปมาเบาๆ แลวนําไปหมุน
เหว่ียงแบบเดิม หลังจากนั้นทําซ้ําขั้นตอนนี้อีกหนึ่งครั้ง หรือจนกวาจะใส นําสวนใสใสหลอดใหม 
เติม 7.5 M ammonium acetate คร่ึงปริมาตรของสวนใสและเติม absolute ethanol ท่ีแชเย็นปริมาตร 
650 µl นําไปแชท่ีอุณหภูม ิ-20 0C เปนเวลา 30 นาที หรือจนกวาจะพบวามีการตกตะกอนของ DNA 
หลังจากนั้นนําไปหมุนเหว่ียงท่ี 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 0C เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสท้ิง
ไป ถาสามารถสกัด DNA ไดมากจะพบ DNA pellet สีขาวติดอยูกนหลอด ลาง DNA ท่ีได 2 ครั้ง
ดวย 75% ethanol ที่แชเย็น ปริมาตร 500 µl ท้ิงไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง ละลาย DNA ท่ีไดดวย 50 
µl TE buffer หรือน้ํา nanopure ไรเชื้อ เก็บ DNA ท่ีสกัดได ที่อุณหภูม ิ-20 0C เพ่ือรอใชในการศกึษา
ตอไป 
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2.2.6.3 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ท่ีสกัดได 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ท่ีสกัดไดดวย 1% agarose gel electrophoresis ใน 

TAE buffer ถาตรวจสอบแลวมี band DNA เกิดขึ้น ทําการเจือจาง DNA ดวยน้ํา nanopure ใน
อัตราสวน 1:10 หรือ 1:100 กอนทํา PCR กรณีไมพบ band DNA ใหนําตัวอยาง DNA ไปใชทํา 
PCR ไดโดยไมตองทําการเจือจาง 
 
2.2.6.4 การเพ่ิมปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) ของยีน rRNA โดยปฏิกริยา PCR 

เพ่ิมปริมาณสวน ITS1-5.8S-ITS2 โดยใช universal fungal primers (White et al., 1990) 
ไดแก ITS5 (5’ GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 3’) และ ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC 3’) ดังแสดงตําแหนงในรูปท่ี 18 

 

  
รูปท่ี 18 ตําแหนงของสวน ITS และบริเวณการจับของ primers (conserved region) ท่ีอยูในยีน 

ribosomal RNA ของเชื้อรา 
2.2.6.4.1 การเตรียมสวนผสมของ PCR (PCR mixture) 

ชุดปฏิกิริยาของ PCR (ปริมาตรรวม 50 µl) จะบรรจุอยูในหลอด PCR ปริมาตร 0.2 ml ซึ่ง
รายละเอียดของสวนผสม แสดงไวในตารางที่ 2 

 
ตารางท่ี 2 สวนผสมของปฏิกิริยา PCR (PCR mixture) 

สวนผสม ความเขมขนเร่ิมตน ปริมาตร (µl) ความเขมขนสุดทาย 
(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 
เม่ือทําการผสมสวนผสมตางๆ ดังตารางที่ 2 เรียบรอยแลว นําไปทําปฏิกิริยาภายในเครื่อง 

PCR รุน MJ Research DYAD ALD 1244 
 

2.2.6.4.3 PCR profile 
ทําปฏิกิริยาตามขั้นตอนดังตอไปนี้ 
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 ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ PCR product ท่ีไดดวยเทคนิค agarose gel electro-
phoresis โดยผสม PCR product ปริมาตร 3 µl กับ 6X loading dye ปริมาตร 3 µl แลวตรวจสอบใน 
1% agarose gel ท่ีแชอยูใน TAE buffer กระแสไฟฟา 100 volts นาน 30-40 นาที ยอม agarose gel 
ดวย ethidium bromide  (ความเขมขนสุดทาย 2.5x10-5 mg/ml) เปนเวลา 10 นาที แลวตรวจสอบ 
PCR product ภายใตแสง UV ดวยเครื่อง  UV transilluminator และบันทึกภาพโดยใช Gel 
Documentation (Syngene Gene Genius) 
 
2.2.6.6 การกําจัดส่ิงเจือปนใน PCR product (PCR product purification) 

ทําการกําจัดสิ่งเจือปนใน PCR product ท่ีไดจากปฏิกริยา PCR ดวยชุด Nucleospin® 
Extract DNA purification kit (Macherery-Nagel, Cat. No. 740 609.50) ตามคําแนะนําในคูมือ โดย
เร่ิมจากนํา PCR product ผสมกับ binding buffer แลวหยดลงใน Nucleospin column ท่ีต้ังอยูใน 
collecting tube ขนาด 2 ml แลวนําไปหมุนเหว่ียง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
จะทําให PCR product ถูกจับอยูบน membrane ใน Nucleospin column หลังจากนั้นเติม washing 
buffer แลวนําไปหมุนเหว่ียง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ําขั้นตอนนี้อีก
คร้ัง เทของเหลวท่ีอยูดานลางท้ิงไป เติม elution buffer แลวตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง อยางนอย 1 
นาที แลวนํา Nucleospin column ไปใสหลอด microtube แลวนําไป centrifuge เพ่ือให DNA ตกลง



 
 

 

 
 

47 

มาในหลอด microtube ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA ดวยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis อีกครั้ง หลังจากนั้นจึงทําการสง DNA ไปอานลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 
ตอไป 
 
2.2.6.7 การอานลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 

ทําการสง PCR products ท่ีกําจัดสิ่งปนเปอนแลว ไปทําการอานลําดับเบส DNA ท่ีบริษัท 
Macrogen Inc. ประเทศเกาหลี ซึ่งทางบริษัทดังกลาวจะสงผลของ DNA sequence ของ                  
ราเอนโดไฟทกลับมาในรูปแบบไฟลขอมูล สําหรับใชวิเคราะหดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรตอไป 
 
2.2.6.8 การจัดเรียงลําดับเบส DNA (multiple sequence alignment)  

ทําการตรวจสอบลักษณะและคุณภาพของลําดับเบส DNA สวน ITS ของราเอนโดไฟท 
โดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.5 (Hall, 2005) หลังจากนั้นนําลําดับเบส DNA ท่ีได ใสโปรแกรม 
BLAST search จากฐานขอมูลของ GenBank ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือหาเชื้อราท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกันมากท่ีสุด แลว
นําลําดับเบส DNA ของราเอนโดไฟท มาจัดเรียงเปรียบเทียบกับลําดับเบส DNA ของเชื้อราอื่นๆ ท่ี
มีความสัมพันธใกลเคียงกัน โดยใชโปรแกรม BioEdit V.7.0.5 (Hall, 2005) ทําการจัดเรียงขอมูล
ลําดับเบส DNA บางสวนของ alignment ท่ีโปรแกรมคอมพิวเตอรไมสามารถจัดเรียงไดดีอีกครั้ง 
(manual adjustment) หาคา %Identity สวน ITS ของราเอนโดไฟทโดยเปรียบเทียบกับลําดับเบส 
DNA ท่ีมีความใกลเคียงที่สุด แลวจึงทําการแปลงไฟลขอมูลเพ่ือใชในการวิเคราะหความสัมพันธ
ของราเอนโดไฟทในขั้นตอนตอไป  
 
2.2.6.9 การวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

วิเคราะหความสัมพันธของราเอนโดไฟท กับเชื้อราท่ีมีความสัมพันธใกลเคียง โดยใช
โปรแกรม PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) โดยใชวิธีการวิเคราะหแบบ maximum parsimony 
(100 replicates stepwise addition of sequence) โดยกําหนดใหชองวางในลําดับเบส DNA (gap) 
เปน missing data และกําหนดใหลําดับเบส  DNA ทุกตัวท่ีใชเปน character มีน้ําหนักและ
ความสําคัญเทากัน ซึ่งจะทําใหได Most Parsimonious Trees (MPTs) คํานวณคาสถิติซึ่ง
ประกอบดวย tree length, Consistency Index (CI), Retention Index (RI) และคาความเชื่อมั่น 
bootstrap ตามลําดับ เลือก MPTs ที่แสดงถึง topology ท่ีดีท่ีสุด จากวิธีทางสถิติ K-H test  (Kishino 
and Hasegawa, 1989) 

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

