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ABSTRACT 

Actinobacteria are an important group of Gram-positive bacteria capable to produce secondary 
metabolite with biological activities and has been used as antimicrobial agents and including antibiofilm 
formation. Actinobacteria are commonly found in soil, water, plant tissue and plant rhizosphere.  
The aim of this research was to investigate the antibacterial activity and antibiofilm formation of actinobacteria 
isolated from rhizospheric soils of three medicinal plants including Andrographis paniculata, Cannabis sativa 
and Mitragyna speciosa against Bacillus cereus TISTR 687, Staphylococcus aureus ATCC 27853, Escherichia 
coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa. 40 actinobacteria isolates were recovered from rhizospheric 
soils of A. paniculata 17 isolates, M. speciosa 12 isolates and C. sativa 11 isolates. Out of these, 11 isolates 
were found to inhibit at least one tested bacteria. There were three isolates namely F17, KC11 and KT01 
exhibited high potential of antimicrobial activity and were selected for antibiofilm formation test using the 
microtiter plate (MTP) assay. The results showed that the isolate KT01 exhibited the highest antibiofilm activity. 
Cell free supernatant of isolate KT01 inhibited biofilm formation of B. cereus TISTR 687, S. aureus ATCC 
27853 E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa, accounting for 11.69 ± 0.06%, 19.32 ± 0.05%, 23.57± 0.37% 
and 87.46 ± 0.07%, respectively. Based on 16s rDNA gene analysis, the isolate KT01 (1,499 bp) was most 
closely related to Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316T (100% similarity). This result demonstrated that 
actinobacteria, isolated from the rhizospheric soils of medicinal plants, are source of bioactive compounds to 
inhibit pathogenic bacteria and antibiofilm. 
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บทคดัย่อ 

แอคตโินแบคทเีรยีเป็นแบคทเีรยีแกรมบวกกลุ่มส ำคญัทีส่ำมำรถผลติสำรเมทำบอไลต์ทุตยิภูมทิีม่ฤีทธิท์ำง
ชวีภำพ และถูกน ำมำใช้เป็นสำรต้ำนจุลนิทรยี์ แอคติโนแบคทเีรยีสำมำรถพบได้ทัว่ไปในดนิ น ้ำ เนื้อเยื่อพชืและในดนิ 
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รอบรำกพืช งำนวิจัยนี้มีว ัตถุประสงค์เพื่อศึกษำกิจกรรมกำรยับยัง้แบคทีเรีย และกำรต้ำนไบโอฟิล์มของ 
แอคติโนแบคทีเรียที่แยกจำกดินรอบรำกพืชสมุนไพร 3 ชนิด คือ ฟ้ำทะลำยโจร (Andrographis paniculata)  
กัญชำ (Cannabis sativa) และกระท่อม (Mitragyna speciosa) ต่อกำรยบัยัง้แบคทีเรียทดสอบ Bacillus cereus 
TISTR 687, Staphylococcus aureus ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 แ ล ะ  Pseudomonas 
aeruginosa แอคตโินแบคทเีรยีทัง้หมด 40 ไอโซเลต แยกไดจ้ำกดนิบรเิวณรอบรำกฟ้ำทะลำยโจร จ ำนวน 17 ไอโซ
เลต ดนิบรเิวณรอบรำกกระท่อม จ ำนวน 12 ไอโซเลต และดนิบรเิวณรอบรำกกญัชำ จ ำนวน 11 ไอโซเลต ในจ ำนวน
นี้มี 11 ไอโซเลต ยบัยัง้แบคทีเรียทดสอบได้อย่ำงน้อย 1 ชนิด และมี 3 ไอโซเลต คือ KT01, KC11 และ F17 มี
กิจกรรมกำรยบัยัง้แบคทีเรยีดทีี่สุดและคดัเลอืกมำทดสอบกำรยบัยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์มด้วยวิธี microtiter plate 
(MTP) assay ผลกำรศกึษำพบว่ำไอโซเลต KT01 มกีจิกรรมยบัยัง้กำรสรำ้งไบโอฟิล์มดทีีสุ่ด น ้ำเลี้ยงเชื้อปรำศจำก
เซลล์ของไอโซเลต KT01 ยบัยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ B. cereus TISTR 687, S. aureus ATCC 27853, E. coli 
ATCC 25922 และ  P. aeruginosa ได้  11.69 ± 0.06%, 19.32 ± 0.05%, 23.57± 0.37% และ  87.46 ± 0.07% 
ตำมล ำดบั จำกกำรวเิครำะหล์ ำดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rDNA ของไอโซเลต KT01 (1,499 คู่เบส) พบว่ำมคีวำม
เหมอืนกนั กบั Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316T (100 เปอรเ์ซน็ต์) จำกผลกำรศกึษำนี้แสดงใหเ้หน็ว่ำ
แอคตโินแบคทเีรยีทีแ่ยกจำกดนิรอบรำกพชืสมุนไพรเป็นแหล่งของสำรออกฤทธิท์ำงชวีภำพทีม่ฤีทธิย์บัยัง้แบคทเีรยี
สำเหตุโรคและยบัยัง้กำรสรำ้งไบโอฟิลม์ได ้ 

ค าส าคญั: แอคตโินแบคทเีรยี กำรยบัยัง้ไบโอฟิลม์ ดนิรอบรำกพชืสมุนไพร 

ค าน า 

ไบโอฟิล์ม (biofilm) คือชัน้เมือกที่เกำะบน
พื้นผวิที่มคีวำมชื้นหรอืมขีองเหลวล้อมรอบ ภำยใน
ชัน้ไบโอฟิล์มประกอบด้วยกลุ่มจุลนิทรยี์ที่แตกต่ำง
กัน คิดเป็น 10-15 เปอร์เซ็นต์ มำอยู่รวมกันและ
ส ร้ ำ ง ส ำ รพอลิ เ มอร์  ห รื อ  EPS (extracellular 
polymeric substance) ห่อหุ้มเซลล์ คิดเป็น 80-85 
เปอร์เซ็นต์ของโครงสร้ำงไบโอฟิล์ม (Limoli et al., 
2015) ชัน้พอลิเมอร์นี้ช่วยป้องกนักำรแพร่กระจำย
ของยำ เช่น ยำปฏิชีวนะและยำฆ่ำเชื้อไม่ให้เข้ำถึง
เซลล์จุลนิทรยีท์ีอ่ยู่ภำยในและมผีลท ำใหฤ้ทธิข์องยำ
อ่อนลง (Flemming and Wingender, 2010) ท ำให้
กำรรักษำโรคติดเชื้อที่ เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำง 
ไบโอฟิล์มไม่ได้ผล และจุลินทรีย์มีโอกำสดื้อต่อยำ
ปฏิชีวนะเพิ่มขึ้น กำรป้องกันและยับยัง้กำรสร้ำง 
ไบโอฟิล์ม (biofilm inhibition) มหีลำยวธิ ีไดแ้ก่ กำร
ใช้วสัดุที่มีคุณสมบัติเป็นไฮโดรฟิลิค (hydrophilic) 
เพื่อป้องกันกำรยึดเกำะของจุลินทรีย์ กำรใช้สำร
ยับยัง้ เช่น สำรสกัดจำกพืชสมุนไพร สำรเมทำ
บอไลต์จำกจุลนิทรยี ์รวมถงึเอนไซมแ์ละสำรลดแรง
ตึงผวิ (biosurfactant) ไปรบกวนกำรสื่อสำรระหว่ำง
แบคที เ รี ย  (quorum sensing) และท ำลำยชั ้น 

เมทริกซ์  EPS ของไบโอฟิล์ม  (Goel et al., 2021; 
Verderosa et al., 2019) 

แอคติโนแบคทีเรีย (actinobacteria) เป็น
แบคทีเรียแกรมบวกที่มีเปอร์เซ็นต์ของเบสกวำนีน
และไซโทซนีในจโีนมสงูมำกกว่ำ 55 เปอรเ์ซน็ต ์สว่น
ใหญ่มีกำรเจริญเป็นเส้นใยที่แตกแขนงและอัดกัน
แน่น ท ำให้โคโลนี (colony) มีลกัษณะแขง็แตกต่ำง
จำกแบคทเีรยีทัว่ไป แอคตโินแบคทเีรยีพบมำกทีสุ่ด
ในดิน โดยมีบทบำทเป็นผู้ย่อยสลำยสำรอินทรีย์ 
เกี่ยวขอ้งกบักำรหมุนเวยีนธำตุอำหำรในดนิ และยงั
พบแอคติโนแบคทเีรยีได้ในทุกสภำพแวดล้อม เช่น 
แหล่ งน ้ ำ  ตะกอนใต้น ้ ำ  เนื้ อ เยื่ อพืช  รวมถึ ง
สภำพแวดลอ้มทีสุ่ดขัว้ (extreme habitats) แอคตโิน
แบคทเีรยีเป็นจุลนิทรยีก์ลุ่มส ำคญัทีส่ำมำรถผลติสำร
เมทำบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่มี
คุณสมบัติเป็นสำรออกฤทธิท์ำงชีวภำพคิดเป็น
ปรมิำณมำกกว่ำ 50 เปอรเ์ซน็ตข์องสำรออกฤทธิท์ำง
ชีวภำพทัง้หมดที่ผลิตจำกจุลินทรีย์ (Bérdy, 2005) 
สำรเหล่ ำนี้ ถูกน ำมำใช้ประโยชน์ทั ้งทำงด้ำน
กำรแพทย์  เกษตรกรรม อุตสำหกรรม และ
เทคโนโลยีชีวภำพ ใช้เป็นสำรต้ำนแบคทีเรีย  
สำรต้ำนเชื้อรำ สำรต้ำนมะเรง็ และสำรกดภูมคุิ้มกนั 
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เป็นต้น (Jose et al., 2021) พชืสมุนไพร (medicinal 
plant) เป็นพชืมสีรรพคุณทำงยำและใช้รกัษำโรคมำ
ตัง้แต่สมยัโบรำณ พชืสมุนไพรเป็นแหล่งของออก
ฤทธิท์ำงชีวภำพหลำกหลำยชนิดที่มีคุณสมบัติ
เฉพำะตัว มีฤทธิต์้ำนแบคทีเรีย เชื้อรำ และไวรัส 
(Cowan, 1999) สำรประกอบเหล่ำนี้มตี้นก ำเนิดจำก
พืช และมีรำยงำนว่ำสำรบำงชนิดมีต้นก ำเนิดจำก
จุลินทรีย์ที่อำศยัอยู่ร่วมกบัพชื (Castronovo et al., 
2021)  

งำนวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษำกจิกรรม
กำรต้ำนแบคทเีรยีและยบัยัง้ไบโอฟิล์มของแอคติโน
แบคที เรียที่ แยกจำกดินรอบพืช 3 ชนิ ด  คือ  
ฟ้ำทะลำยโจร (Andrographis paniculata) กัญชำ 
(Cannabis sativa)  แ ล ะ ก ร ะ ท่ อ ม  (Mitragyna 
speciosa) จัดเป็นพืชสมุนไพรที่มีประโยชน์ทำง
กำรแพทย์ในปัจจุบนัเป็นอย่ำงมำก เพื่อค้นหำสำย
พันธุ์แอคติโนแบคทีเรียที่มีแนวโน้มน ำมำใช้
ประโยชน์และแกปั้ญหำกำรดือ้ยำปฏชิวีนะในอนำคต 

อปุกรณ์และวิธีการ 

1. เกบ็ตวัอย่างดินและแยกแอคติโนแบคทีเรีย 
เก็บดินจำกบริเวณรอบรำกพืชสมุนไพร  

3 ชนิด คอื ฟ้ำทะลำยโจร กญัชำ และกระท่อม ผึง่ดนิ
ให้แห้งในที่ร่ม แยกแอคติโนแบคทเีรยีจำกตวัอย่ำง
ดินโดยวิธกีำรเจอืจำงล ำดบัส่วนด้วยน ้ำกลัน่ปลอด
เชือ้ ดดูสำรละลำยดนิทีร่ะดบักำรเจอืจำง 10-3 ถงึ 10-

5 ปรมิำตร 100 ไมโครลติร เกลีย่ใหท้ัว่ผวิหน้ำอำหำร 
starch casein (SC) agar (Küster and Williams, 
1964) ที่ เ ติ ม ย ำ ป ฏิ ชี ว น ะ คี โ ต โ ค น ำ โ ซ ล 
(ketoconazole) 100 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร และกรด
นำลิดิซิค (nalidixic acid) 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
บ่มจำนเพำะเชื้อที่อุณหภูม ิ28 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 7–14 วัน สังเกตกำรเจริญของแอคติโน
แบคที เ รี ย  น ำ ม ำท ำ ใ ห้ บ ริ สุ ท ธิ ์บ น อ ำหำ ร 
International Streptomyces Project 2 (ISP2) 
(Shirling and Gottlieb, 1966) และเก็บรกัษำเชื้อใน
สำรละลำยกลีเซอรอล เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ที่
อุณหภูม ิ-20 องศำเซลเซยีส 

2. การทดสอบความสามารถในการยับยั ้ง
แบคทีเรียก่อโรค 

ทดสอบกจิกรรมกำรยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค 
4 ช นิ ด  คื อ  Bacillus cereus TISTR 687, 
Staphylococcus aureus ATCC 27853, Escherichia 
coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa 
โดยใช้เทคนิค perpendicular เลี้ยงแบคทีเรียใน
อำหำรเหลว nutrient broth (NB) บ่มแบบเขย่ำที่
ควำมเร็ว 150 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
น ำมำปรบัควำมขุ่นเซลล์ดว้ยเครื่อง spectrophotometer 
(Thermo Scientific, United States) ทีค่วำมยำวคลื่น 
600 นำโนเมตร ให้มค่ีำเท่ำกบั 0.25 หรอืมปีริมำณ
เซลล์เท่ำกบั 108 CFU/ml (Kolarević et al., 2016) เตรียม
ซัสเพนชัน (suspension) ของแอคติโนแบคทีเรีย 
โดยเลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียบนอำหำร ISP2 เป็น
เวลำ 7–10 วนั หรือจนกว่ำเชื้อจะสร้ำงสปอร์เต็มที่ 
ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ที่ฆ่ำเชื้อแล้วขูดเส้นใยและ
สปอร์ใส่ในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ที่มีสำรละลำย
โซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ใช้ห่วง
เขี่ยเชื้อจุ่มซัสเพนชัน (suspension) น ำมำลำกให้
เป็นเส้นตรงบนผิวหน้ำอำหำรแข็ง Mueller-Hinton 
agar (Hi-media, India) ห่ำงจำกขอบจำนอำหำรเลี้ยง
เชื้อ 2 เซนติเมตร บ่มจำนเพำะเชื้อที่อุณหภูมิ 28 
องศำเซลเซยีส เป็นเวลำ 7 วนั น ำแบคทเีรยีทดสอบ
ทีเ่ตรยีมไวก่้อนหน้ำ ลำกเป็นเสน้ตรงตัง้ฉำกกบักำร
เจรญิของแอคตโินแบคทเีรยี บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศำ
เซลเซยีส วดัควำมกวำ้งของบรเิวณยบัยัง้ (inhibition 
zone) มหีน่วยเป็น มลิลเิมตร 
3. การทดสอบการยบัยัง้ไบโอฟิลม์ 

คัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่ให้ผลกำร
ยบัยัง้แบคทเีรยีบนอำหำรแขง็ Mueller-Hinton agar 
ดทีีสุ่ด น ำมำเลีย้งในอำหำรเหลว ISP2 บ่มแบบเขย่ำ 
ทีค่วำมเรว็ 150 รอบต่อนำท ีเป็นเวลำ 14 วนั น ำไป
ปั ่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 8,000 รอบต่อนำที เป็น  
10 นำท ีน ำส่วนใสดำ้นบน (supernatant) กรองด้วย
เยื่อกรอง ขนำดรูกรอง 0.45 ไมครอน และน ำมำทดสอบ 
กิจกรรมกำรยับยั ้งกำรสร้ ำ ง ไบ โอ ฟิ ล์ มบน 
ไมโครเพลท 96 หลุม ดว้ยวธิ ีmicrotiter plate (MTP) 
assay (O'Toole, 2011) เตรยีมแบคทเีรยีทดสอบโดย
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ปรบัควำมขุ่นเซลล์เริม่ต้นเท่ำกบั 108 CFU/ml ถ่ำย
เชือ้แบคทเีรยีปรมิำตร 40 ไมโครลติร ลงไมโครเพลท 
96 หลุม ที่มีอำหำร NB ปริมำตร 60 ไมโครลิตร 
จำกนั ้นเติมส่วนใสปรำศจำกเซลล์ของแอคติโน
แบคทเีรยี ปรมิำตร 100 ไมโครลติร น ำเพลท (plate) 
ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 
ชัว่โมง เทของเหลวทิ้งและล้ำงเซลล์ส่วนเกินด้วย
สำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซำลิน (phosphate 
buffer saline, PBS) เข้มข้น 1 เท่ำ จ ำนวน 3 ครัง้ 
ตรึงเซลล์ด้วยสำรละลำยเมทำนอล 99 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลำ 15 นำที เทเมทำนอลทิ้ง ย้อมไบโอฟิล์ม

ด้ ว ย ส ำ ร ล ะ ล ำยคริ ส ตั ล ไ ว โ อ เ ล ต  เ ข้ ม ข้ น  
0.1 เปอร์เซน็ต์ นำน 7 นำท ีเทสสี่วนเกนิทิ้งและลำ้ง
ดว้ยสำรละลำย PBS จ ำนวน 2 ครัง้ ละลำยสคีรสิตลั
ไวโอเลตด้วยสำรละลำยเอทำนอล เข้มข้น 95 
เปอร์เซ็นต์ น ำไปวัดค่ำดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
microplate reader (ห น่ ว ย ชั น สู ต ร โ ร ค สั ต ว์  
ก ำ แ พ ง แ ส น ,  ค ณ ะ สั ต ว แ พ ท ย ศ ำ ส ต ร์  
มหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์) ที่ควำมยำวคลื่น 570 
นำโน -เมตร ท ำกำรทดลอง 3 ซ ้ ำ  ค ำนวณหำ
เปอรเ์ซน็ตก์ำรยบัยัง้ไบโอฟิลม์ ตำมสตูรดงันี้ 

% Biofilm inhibition =    A570 of biofilm without supernatant – A570 of biofilm with supernatant    x 100 
         A570 of biofilm without supernatant 

4. การระบุชนิดแอคติโนแบคทีเรียโดยการ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน 16S rRNA 

เลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียในอำหำรเหลว 
glucose yeast extract (GYE) agar สกดัดเีอน็เอโดย
ใช้กำรสัน่สะเทือนคลื่นอัลตรำโซนิค (sonication) 
ตำมวธิขีอง Také et al. (2015) โดยน ำตะกอนเซลล์
เขำ้เครื่องลำ้งควำมถีส่งู (sonicator) เป็นเวลำ 3 นำท ี
จำกนัน้น ำไปปัน่เหวี่ยงที่ควำมเร็ว 8,000 รอบต่อ
นำท ีนำน 10 นำท ีดูดสำรละลำยส่วนใสดำ้นบนที่มี
ดีเอ็นเอ น ำมำเพิ่มปริมำณดีเอนเอของยีน 16S 
rRNA ด้ ว ย เทคนิ ค  polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์  (Primer) 1F และ 1530R 
(Kataoka, 1997) สำรเคมใีนปฏกิริยิำประกอบดว้ยดี
เอ็น เอ  20 นำโนกรัม , 2X PCR Master mixed 
(ประกอบด้วย dNTP mixture 2.5 mM, i-Taq DNA 
polymerase 2.5 Unit, 1X PCR reaction buffer) ไพร
เมอร์ 1F และ 1530R ชนิดละ 0.4 ไมโครโมลต่อ
ไมโครลติร ปรบัปรมิำตรสุทธใิห้เป็น 50 ไมโครลติร
ด้วยน ้ำดีไอออไนซ์ สภำวะในกำรท ำ PCR เริ่มต้น
จำก pre-denaturation ทีอุ่ณหภูม ิ94 องศำเซลเซยีส
เป็นเวลำ 5 นำที ตำมด้วยขัน้ตอนกำรสังเครำะห์ 
ดี เ อ็ น เ อ  จ ำ นวน  30 ร อบดั งนี้  denaturation 
ที่อุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 วินำที 
annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
20 วินำที และ extension ที่ อุณหภูมิ 72 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำท ีจำกนัน้ final-extension 
ต่อที่อุณหภูม ิ72 องศำ-เซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที 
ตรวจสอบผลติภณัฑ ์PCR ดว้ยเทคนิคเจลอเิลก็โทร
โ ฟ รี ซิ ส  ( gel electrophoresis) ใ ช้ ค ว ำ ม ต่ ำ ง
ศกัยไ์ฟฟ้ำ 100 โวลต ์เป็นเวลำ 30 นำท ีตรวจแถบดี
เอ็นเอด้วยเครื่อง UV-transilluminator (SMOBiO 
Technology. Inc, Taiwan) จำกนั ้นท ำผลิตภัณฑ์ 
PCR ให้บริสุ ทธิ ด์้ วยชุ ดส ำ เ ร็ จ รู ป  (Favorgen 
biotech, Taiwan) ส่ ง วิ เ ค ร ำ ะ ห์ ล ำ ดั บ เ บ ส
(sequencing) ที่บริษัท Bionics (ประเทศเกำหลีใต้) 
น ำขอ้มูลทีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบกบัล ำดบัเบสในฐำนขอ้มลู
บน เ ว็ บ ไซต์  EzbioCloud (http://ezbiocloud.net) 
(Yoon et al., 2017) ฝำกเก็บข้อมูลล ำดับนิวคลีโอ
ไทดท์ีไ่ดใ้นฐำนขอ้มลู GenBank สรำ้งแผนภูมติ้นไม ้
(phylogenetic tree) โดยใช้ โปรแกรม MEGA11 
(Tamura et al., 2021) โดยเลือกวิธีจัดกลุ่ มแบบ 
Neighbor-joining และก ำหนดค่ำ  bootstrap เ ป็น 
1,000 รอบ 

ผลและวิจารณ์ 

1. การแยกแอคติโนแบคทีเรีย 
แยกแอคติโนแบคทีเรียจำกดินรอบรำกพืช

สมุนไพรโดยใชอ้ำหำร SC หลงับ่มผ่ำนไป 7 วนั พบ
กำรเจรญิของแอคติโนแบคทเีรยี โคโลนีมขีนำดเลก็
และแขง็ ตดิแน่นกบัเนื้อวุน้ โคโลนีไม่แผ่ขยำยขนำด 
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ผวิหน้ำโคโลนีดำ้น พบกำรสรำ้งสปอรส์เีทำและสขีำว 
(Figure 1) ผิวโคโลนีมีลักษณะคล้ำยผงแป้งหรือ
ผงชอร์ค (chalk) คดัเลอืกโคโลนีทีแ่ตกต่ำงกนัน ำมำ
ท ำใหบ้รสิุทธิ ์แยกแอคตโินแบคทเีรยีไดท้ัง้สิน้ 40 ไอ
โซเลต โดยแยกจำกดินรอบรำกฟ้ำทะลำยโจรได้
จ ำนวนมำกทีสุ่ด 17 ไอโซเลต รองลงมำคอื กระท่อม
และกัญชำ จ ำนวน 12 และ 11 โซเลต ตำมล ำดับ 
(Table 1) เมื่อเปรยีบเทยีบกบังำนวจิยัของ Khamna 
et al. (2009) ซึ่งแยกแอคติโนแบคทเีรยีจ ำนวน 442 
ไอโซเลต จำกดนิรอบรำกพชืสมุนไพร 16 ชนิด คอื 
เหงอืกปลำหมอ หญำ้พนังขูำว ผกัโขม สเลดพงัพอน
ตัวผู้ กระชำย ขมิ้นขำว ตะไคร้ ตะไคร้หอม หญ้ำ
แห้วหมู หญ้ำคำ ข่ำ กระเพรำ เตยหอม ทองพนัชัง่ 
หนอนตำยหยำก และขงิ พบว่ำดินบริเวณรอบรำก
ขมิ้นขำวคดัแยกได้แอคติโนแบคทีเรียจ ำนวนมำก
ทีสุ่ด (51 ไอโซเลต) รองลงมำคอืดนิรอบรำกเตยหอม 
(47 ไอโซเลต) และดินรอบรำกกระเพรำ (38  
ไอโซเลต) และแยกแอคติโนแบคทีเรียจำกดินรอบ
รำกแห้วหมูได้น้อยที่สุด (11 ไอโซเลต) นอกจำกนี้ 

Intra et al. (2011) ไดแ้ยกแอคตโินแบคทเีรยีจำกดนิ
รอบรำกพชืจ ำนวน 39 ตวัอย่ำง ทีเ่กบ็จำกสวนผลไม ้
จ.จนัทุบร ีจ.เพชรบุร ี จ.หนองบวัล ำภู และกรุงเทพฯ 
ได้แอคติโนแบคทีเรียจ ำนวน 304 ไอโซเลต ส่วน  
Li et al. (2019) แยกแอคติโนแบคทีเรียจ ำนวน 64 
ไอโซเลต จำกดินรอบรำกแสมแดง (Aegiceras 
corniculatum) จ ำนวน 4 ตวัอย่ำง ทีเ่กบ็จำกป่ำชำย
เลน มณฑลฝูเจี้ยนและเหมำเหว่ย ประเทศจีน  
ดินรอบรำกพืชเ ป็นที่ อยู่ อำศัยของจุ ลินทรีย์
หลำกหลำยชนิด โดยพบแอคตโินแบคทเีรยีมำกเป็น
อั น ดั บ  3 ร อ ง จ ำ ก ก ลุ่ ม อ ะ ซิ โ ด แ บ คที เ รี ย 
(Acidobacteria) แ ล ะ โ ป ร ติ โ อ แ บ ค ที เ รี ย 
(Proteobacteria) (Wang et al., 2022) จุ ลินทรีย์ที่
อำศัยในดินรอบรำกพืชได้ร ับสำรอำหำรจ ำพวก
กรดอะมโิน น ้ำตำล คำร์โบไฮเดรต วติำมนิ โปรตีน 
และกรดอินทรีย์ที่รำกพืชหลัง่ออกมำภำยนอก ที่
เรียกว่ำ root exudates เพื่อใช้ในกำรเจริญของ
แบคทเีรยี 
 

  
Figure 1 Actinobacterial colonies indicated by the arrow on starch casein agar plate incubated at  

  28 oC for 14 days 
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Table 1 Number of actinobacteria isolated from medicinal plant rhizosphere 
Medicinal plant 
rhizosphere 

Number of 
isolates 

Isolation code 

Andrographis 
paniculata 

17 
F01, F02, F03, F04, F05, F06, F07, F08, F09, F10, F11, F14, F17, F18, F20, 
F21, F22 

Cannabis 
sativa 

11 KC01, KC02, KC04, KC05, KC07, KC08, KC09, KC10, KC11, KC14, KC15 

Mitragyna 
speciosa 

12 
KT01, KT02, KT03, KT04, KT05, KT06, KT08, KT09, KT10, KT11, KT12, 
KT13 

Note: Isolation code refers to the first alphabet of plant common name in Thai; F = fah-tha-lai-jon (Andrographis paniculata);  
        KC = kan-cha (Cannabis sativa); KT = kra-thom (Mitragyna speciosa). 

2. การทดสอบความสามารถในการยบัยัง้
จลิุนทรียก่์อโรค 

จำกกำรทดสอบกำรยับยัง้กิจกรรมของ
แบคทีเรีย 4 ชนิด คือ B. cereus TISTR 687, S. 
aureus ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 และ P. 
aeruginosa พบว่ ำจ ำนวน 11 ไอโซเลต แสดง
ควำมสำมำรถในกำรยบัยัง้แบคทีเรียทดสอบอย่ำง
น้อย 1 ชนิด (Table 2) ในจ ำนวนนี้มีเพยีง 3 ไอโซ
เลต คือ F17, KC11 และ KT01 ที่สำมำรถยับยัง้
กิจกรรมของแบคทีเรียทดสอบได้ทัง้ 4 ชนิด ไอโซ

เลต KT01 แยกจำกดินรอบรำกกระท่อม ให้ผลกำร
ยับยั ้ง  S. aureus ATCC 27853 และ  B. cereus 
TISTR 687 สูงที่สุด มคีวำมกว้ำงของบริเวณยบัยัง้ 
35.5 และ 17.5 มลิลเิมตร ตำมล ำดบั ไอโซเลต KC11 
แยกจำกดินรอบรำกกญัชำ ให้ผลกำรยบัยัง้ E. coli 
ATCC 25922 สูงที่สุด มีควำมกว้ำงของบริเวณ
ยบัยัง้ 20.5 มลิลเิมตร (Figure 2) และไอโซเลต F17 
แยกจำกดนิรอบรำกฟ้ำทะลำยโจร ให้ผลกำรยบัยัง้ 
P. aeruginosa สูงที่สุด มีควำมกว้ำงของบริเวณ
ยบัยัง้ 10 มลิลเิมตร ดงันัน้จงึคดัเลอืกทัง้ 3 ไอโซเลต 
มำทดสอบในขัน้ตอนต่อไป 

Table 2 Antimicrobial activity of actinobacteria by perpendicular streak method 

Isolation 
code 

Inhibition zone (mm.) 
Bacillus cereus 

TISTR 687 
Staphylococcus 

aureus ATCC 27853 
Escherichia coli 

ATCC 25922 
Pseudomonas 

aeruginosa 
F01 7.5 21.5 - - 
F06 8.5 29.5 - - 
F09 - 27.5 - - 
F10 2 17.5 3.5 - 
F11 - 1.5 - - 
F14 10 14 - - 
F17 12 18.5 16.5 10 

KC11 14 15 20.5 5.5 
KT01 17.5 35.5 7.5 2.5 
KT03 - - - 3.5 
KT05 - 34 7.5 - 

Note: - = no inhibition  
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Figure 2 Antimicrobial activity of actinobacteria isolate KC11 by perpendicular method. 

           Note:  Bacterial strains from top to bottom line: B. cereus TISTR 687, E. coli ATCC 25922, 
                    P. aeruginosa and S. aureus ATCC 27853, respectively 

จำกผลกำรทดลองพบว่ำแอคตโินแบคทเีรยี
ที่แยกได้ให้ผลกำรยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก
มำกกว่ำแบคทเีรยีแกรมลบ สอดคล้องกบั งำนวจิยั
ของ  Janatiningrum and Lestari (2022)  ศึ กษ ำ
กิจกรรมกำรต้ำนจุลินทรีย์ของแอคติโนแบคทีเรีย
จ ำนวน 34 ไอโซเลต ที่แยกจำกดินรอบรำกสำลกิำ
ลิ้นทอง (Ficus deltoidea) พบจ ำนวน 21 ไอโซเลต 
ที่สำมำรถยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis 
ATTC 3061 และ S. aureus ATCC 6538 และจ ำนวน 
3 ไอโซเลตทีย่บัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบ E. coli ATCC 
8739 ส่วน Kumari et al. (2019) ศึกษำสำรเมทำ
บอไลต์ที่สกดัด้วยท ำละลำยจำกแอคติโนแบคทีเรีย
ไอโซเลต AIA29 ที่แยกจำกดินรอบรำกอ้อย พบว่ำ 
สำรสกดัหยำบมีฤทธิย์บัยัง้แบคทีเรียแกรมบวกแต่
ไม่ยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบ สำเหตุทีแ่บคทเีรยีแกรม
บวกถูกยบัยัง้มำกกว่ำแบคทีเรียแกรมลบเนื่องจำก
ควำมแตกต่ำงของโครงสร้ำงผนั งเซลล์  โดย
แบคทีเรียแกรมบวกมีผนังเซลล์ที่ประกอบด้วยชัน้
เปปทโิดไกลแคน (peptidoglycan) ชัน้หนำเพยีงชัน้
เดยีว ในขณะทีแ่บคทเีรยีแกรมลบมผีนังเซลล์ 2 ชัน้ 
ประกอบด้วยชัน้เปปทโิดไกลแคนที่เป็นชัน้บำงกว่ำ
อยู่ด้ำนใน และมีชัน้ของลิโพโพลีแซคคำไรด์  
( lipopolysaccharide หรือ LPS) อยู่ ชั ้นนอกสุดที่
เรียกว่ำ outer membrane ซึ่งเป็นชัน้ที่ช่วยป้องกนั
แบคทีเรียจำกสำรต้ำนแบคทีเรีย (Nikaido, 1989; 

Rosenfeld and Shai, 2006) สว่นกลไกอื่นๆ ทีท่ ำให้
แบคทเีรยีต้ำนทำนต่อสำรยบัยัง้ ไดแ้ก่ กำรสรำ้งสำร
เมือก กำรมีพลำสมิดที่มียีนเกี่ยวข้องกบักำรดื้อยำ 
( Michaelis and Grohmann, 2023; Singh et al., 
2021) เป็นตน้  

เมื่อเปรยีบเทยีบตวัอย่ำงดนิรอบรำกพชืแต่
ละชนิดพบว่ำแอคติโนแบคทเีรยีจำกดนิรอบรำกฟ้ำ
ทะลำยโจรมกีจิกรรมยบัยัง้แบคทเีรยีเป็นจ ำนวนมำก
ที่สุด (7 ไอโซเลต) ฟ้ำทะลำยโจรเป็นพชืที่รู้จกักัน
อย่ำงแพร่หลำย นิยมใช้ในกำรรกัษำโรคที่มสีำเหตุ
จำกจุลนิทรยี ์เช่น โรคเกี่ยวกบัระบบทำงเดนิอำหำร 
โรคติดเชื้อทำงเดินหำยใจส่วนบน และโรคติดเชื้อ
ต่ำงๆ สำรส ำคญัทีพ่บในฟ้ำทะลำยโจร ไดแ้ก่ สำรใน
กลุ่ มไดเทอร์ ปีนแลคโตน (diterpene lactones)  
ไดเทอร์ปีนไกลโคไซด์ diterpene glycosides) ฟลำ
โวนอยด์ (flavonoids) และฟลำโวนอยด์ไกลโคไซด์ 
(flavonoid glycosides) (Rakphet et al., 2022) ซึ่งมี
รำยงำนว่ำจุลนิทรยีท์ีอ่ำศยัภำยในเนื้อเยื่อพชืและดนิ
บริเวณรอบรำกพืชมีควำมเกี่ยวข้องกับฤทธิท์ำง
ชีวภำพและองค์ประกอบทำงพฤกษเคมี และส่งผล
ต่อกำรสร้ำงออกฤทธิท์ำงชีวภำพที่ส ำคัญในพืช 
( Rizvi et al., 2022; Vaghela & Gohe, 2023) 
นอกจำกนี้ Li et al. (2022) พบว่ำเชื้อรำเอนโดไฟท์ 
Colletotrichum sp. ทีแ่ยกจำกฟ้ำทะลำยโจร สำมำรถ
ผลิตสำรที่มีฤทธิท์ำงชีวภำพคล้ำยกับไดเทอร์ปีน
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แลคโตน สำรดงักล่ำวมฤีทธิต์้ำนแบคทเีรยีและต้ำน
อนุมูลอิสระ ส่วนกระท่อมและกัญชำแต่เดิมถูก
จดัเป็นยำเสพตดิใหโ้ทษ ปัจจุบนัจดัเป็นพชืสมุนไพร
ที่ใช้บรรเทำอำกำรปวดชนิดต่ำงๆ พบสำรส ำคัญ 
ได้แก่ แคนนำบินอยด์ (cannabinoids) ในกัญชำ  
และไมทรำไจนี น  (mitragynine) ในกระ ท่ อม 
(Prawatviteesuk et al., 2022)  
3. การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิลม์ 

จ ำ ก ก ำ ร ศึ กษ ำ ค ว ำ ม ส ำ ม ำ ร ถข อ ง 
แอคตโินแบคทเีรยี ไอโซเลต F17, KC11 และ KT01 
ต่อกำรยบัยัง้กำรสรำ้งไบโอฟิล์ม พบว่ำ น ้ำเลี้ยงเชื้อ
ปรำศจำกเซลล์ของไอโซเลต KT01 สำมำรถยบัยัง้
กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของแบคทีเรียทดสอบได้ทัง้  
4 ชนิด โดยมเีปอรเ์ซน็ตก์ำรยบัยัง้อยู่ในช่วง 11.69 ± 
0.06 ถงึ 87.46 ± 0.07 (Table 3) และสำมำรถยบัยัง้
กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ได้มำกกว่ำ 
80 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ไอโซเลต KC11 ยบัยัง้กำร
ส ร้ ำ ง ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม ข อ ง  P. aeruginosa แ ล ะ  
S. aureus ATCC 27853 ไ ด้  19.32 ± 0.05 
เปอรเ์ซน็ต ์และ 15.93 ± 0.08 เปอรเ์ซน็ต ์ตำมล ำดบั 
แต่ไม่ยับยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ B. cereus 
TISTR 687 และ E. coli ATCC 25922 และไอโซเลต 
F17 ไม่สำมำรถยับยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ
แบคทีเรียทดสอบทัง้ 4 ชนิดได้เลยเช่นเดียวกับ
งำนวิจัยของ Leetanasaksakul and Thamchaipenet 
(2018) รำยงำนว่ำ ส่วนใสปรำศจำกเซลล์ของแอคติ
โนแบคทเีรยีช่วยลดกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ E. coli 
และ S. aureus ได้มำกกว่ำ 60 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่มี
ผลต่ อไบโอฟิ ล์ มของ P. aeruginosa โดยกำร
ยบัยัง้ไบโอฟิล์มนัน้ส่วนหนึ่งเป็นผลมำจำกกจิกรรม
ของเอนไซม์โปรติเอสที ่พบในน ้ำ เลี ้ยง เซลล ์ 
Park et al. (2012) ได้ทดสอบกิจกรรมกำรต้ำน 
ไบโอฟิล์มจำกน ้ำเลี้ยงเชื้อปรำศจำกเซลล์ของแอคติ
โนแบคทเีรยีจ ำนวน 458 ไอโซเลต พบว่ำ 77 ไอโซเลต 
ให้ผลกำรยบัยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ S. aureus 
มำกกว่ำ 80 เปอร์เซ็นต์ และพบว่ำแอคติโนแบคทเีรยี
สำมำรถยบัยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของจุลินทรีย์ก่อ
โ ร ค  ไ ด้ แ ก่  Shewanella putrefaciens, B. subtilis,  
B. cereus, Vibrio harveyi, Candida albicans แ ล ะ 

Methicillin-resistant S.  aureus (Miller et al., 2022; 
Nirwati et al., 2022; Pusparajah et al., 2021; You 
et al., 2007) 
4. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและการ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 
ของแอคติโนแบคทีเรีย 

จำกกำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ
พบว่ำไอโซเลต F17 สรำ้งสปอรส์เีทำ เสน้ใยอำหำรสี
เหลืองอมน ้ ำตำล ไม่สร้ำงรงควัตถุ  ในขณะที่ 
ไอโซเลต KC11 และ KT01 ซึ่งแยกจำกคนละแหล่ง
ตวัอย่ำง มลีกัษณะโคโลนีคลำ้ยกนั คอื สรำ้งสปอร์สี
เทำ สรำ้งเสน้ใยอำหำรสเีหลอืงและไม่สร้ำงรงควตัถุ 
(Figure 3) จำกกำรวเิครำะห์ล ำดบันิวคลโีอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA พบว่ำ ทัง้ 3 ไอโซเลตจดัอยู่ในสกุล 
Streptomyces sp. (Table4, Figure 4) ไอโซเลต F17 
(1,495 คู่ เบส) และ KC11 (1,497 คู่ เบส) มีควำม
คลำ้ยคลงึกบั S. rochei NRRL B-2410T เท่ำกบั 100 
เปอรเ์ซน็ต ์รองลงมำคอื S. mutabilis NBRC 12800T 
เท่ำกบั 99.72 เปอร์เซน็ต์ ไอโซเลต KT01 (1,499 คู่
เบส) มคีวำมคลำ้ยคลงึกบั S. griseoincarnatus LMG 
19316T และ S. labedae NBRC 15864T เท่ำกันที่  
100 เปอร์เซ็นต์ จำกรำยงำนกำรแยกเชื้อ S. rochei 
และ S. griseoincarnatus ที่มฤีทธิต์้ำนจุลนิทรยี์จำก
แหล่งต่ำงๆ ตวัอย่ำงเช่น งำนวจิยัของ Arifiyanto et 
al. (2020) แยก S. rochei strain MN394821 จำกดนิ
ประเทศอนิโดนีเซยี เชือ้ดงักล่ำวสำมำรถผลติสำรทีม่ี
คุณสมบัติลดแรงตึงผิวและยับยัง้ E. coli ATCC 
25922 และ S. aureus ATCC 6538P สว่น Kanini et 
al. (2013) ท ำกำรแยก S. rochei ACTA1551 จำกดนิ
รอบรำกสน (Pinus brutia) พบว่ำ เชื้อดังกล่ำวถูก
น ำมำใช้เป็นสำรควบคุมทำงชวีภำพยบัยัง้เชื้อรำก่อ
โรค Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici นอกจำกนี้ยงั
มีรำยงำนว่ำ S. griseorubiginosus No.4915 ที่แยก
จำกดิน  ประ เทศฝรั ง่ เศส  ผลิตยำปฏิชี วนะ  
cinerubins A แล ะ  B (David et al., 1980) แล ะ  
S. griseoincarnatus strain HK12 ที่แยกจำกฟองน ้ำ
ทะเลสำมำรถยับยั ้งกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ  
P. aeruginosa และ S. aureus ได้  (Kamarudheen 
and Rao, 2019) ซึ่ ง แ อคติ โ นแบคที เ รี ย ส กุ ล 
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Streptomyces sp. พบได้แพร่หลำยทัว่ไปในดิน 
(Williams et al., 1983) และเป็นแหล่งของสำรออก
ฤทธิท์ำงชวีภำพ คดิเป็น 80 เปอรเ์ซน็ต์ของสำรออก

ฤทธิท์ำงชวีภำพทัง้หมดที่ผลติจำกแอคติโนแบคทเีรีย 
ที่ เหลือ  20 เปอร์ เซ็นต์  ผลิตจำกกลุ่ ม  non-
Streptomyces (Bérdy, 2012) 

Table 3 Antibiofilm activities of cell-free supernatant of actinobacteria against pathogenic bacteria 

Isolation code 
Percentage of biofilm inhibition 

B. cereus 
TISTR 687 

S. aureus  
ATCC 27853 

E. coli 
ATCC 25922 

P. aeruginosa 

F17 - - - - 
KC11 - 15.93 ± 0.08 - 19.83 ± 0.06 
KT01 11.69 ± 0.06 19.32 ± 0.05 23.57 ± 0.37 87.46 ± 0.07 

Note : - no inhibition 
 

 
Figure 3 Colony morphology of active actinobacterial isolates F17, KC11 and KT01 grown on ISP2  

               for 7 days at 28 oC 
Table 4 Nucleotide sequence alignment analysis of 16S rRNA gene of isolates 

Isolation 
code 

Accession 
numbers 

Most closely related type strain % Similarity 

F17 OQ612715 Streptomyces rochei NRRL B-2410T (MUMD01000370) 100.0 
KC11 OQ612716 Streptomyces rochei NRRL B-2410T (MUMD01000370) 100.0 
KT01 OQ612717 Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316T (AJ781321)  100.0 

 

F17 KC11 KT01
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Figure 4 Phylogeny trees constructed using the Neighbor-joining tree method based on 16S rDNA 

sequencing showing the phylogenetic relationships of isolates KT01, F17 and KC11 and related taxa. 
Bootstrap percentages (based on 1000 replicates) are shown if greater than 50%.

สรปุ 

แอคตโินแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ำกดนิรอบรำก
ฟ้ำทะลำยโจร จ ำนวน 17 ไอโซเลต ดินรอบรำก
กญัชำ จ ำนวน 11 ไอโซเลต และดนิรอบรำกกระท่อม 
จ ำนวน 12 ไอโซเลต น ำมำทดสอบกิจกรรมกำร
ยับยัง้แบคทีเรีย B. cereus TISTR 687, S. aureus 
ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 แ ล ะ  P. 
aeruginosa ด้วยวิธี perpendicular พบว่ำมีจ ำนวน 
11 ไอโซเลต ทีย่บัยัง้แบคทเีรยีทดสอบได้อย่ำงน้อย
หนึ่งชนิด ในจ ำนวนนี้ม ี3 ไอโซเลต คอื F17, KC11, 
KT01 ซึ่งแยกจำกดนิรอบรำกฟ้ำทะลำยโจร ดนิรอบ
รำกกัญชำ และดินรอบรำกกระท่อม ตำมล ำดับ มี
สำมำรถยบัยัง้แบคทีเรียทดสอบได้ทัง้ 4 ชนิด เมื่อ
น ำทัง้ 3 โซเลต มำทดสอบฤทธิก์ำรยบัยัง้กำรสรำ้งไบ
โอฟิล์ม พบว่ำไอโซเลต KT01 ใหผ้ลกำรยบัยัง้ไบโอ
ฟิล์มดทีีสุ่ด น ้ำเลี้ยงเชื้อปรำศจำกเซลลข์องไอโซเลต 
KT01 มีผลยับยั ้งกำรสร้ ำงไบโอฟิล์มของ P. 
aeruginasa สู ง ถึ ง  87.46 ± 0.07 เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์  
รองลงมำคอื E.coli ATCC 25922 ยบัยัง้กำรสรำ้งไบ
โอฟิล์มได้ 23.57 ± 0.37 เปอร์เซ็นต์ จำกกำรล ำดบั 
นิวคลีโอไทด์ของยีน16S rDNA พบว่ำ ไอโซเลต 
 

KT01 มีควำมล ำดับเบส (149 คู่ เบส) มีควำม
คลำ้ยคลงึกบั Streptomyces griseoincarnatus LMG 
19316T 100 เปอร์เซ็นต์ ผลงำนวจิยันี้แสดงให้เห็น
ว่ำดนิรอบรำกพชืฟ้ำทะลำยโจร กระท่อม และกญัชำ 
เป็นแหล่งของแอคติโนแบคทเีรยีทีส่ำมำรถผลิตสำร
ออกฤทธิท์ำงชีวภำพที่มีฤทธิย์บัยัง้แบคทีเรียและ
ยบัยัง้กำรสรำ้งไบโอฟิลม์ 

ค าขอบคณุ 
ขอขอบคุณอำจำรย ์ดร.จ ำรสั แกว้แรมเรอืน 

อำจำรยป์ระจ ำสำขำจุลชวีวทิยำ ภำควชิำวทิยำศำสตร์
และนวัตกรรมชีวภำพ คณะศิลปศำสตร์และ
วทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลยัเกษตรศำสตร์ วทิยำเขต
ก ำแพงแสน ที่ให้ควำมอนุเครำะห์เชื้อแบคทีเรีย
ทดสอบ ขอขอบคุณหน่วยงำนชันสูตรโรคสัตว์
ก ำแพงแสน คณะสัตวแพทย์ศำสตร์ มหำวิทยำลัย 
เกษตรศำสตร์ วิทยำเขตก ำแพงแสน ที่ให้ควำม
อนุเครำะห์เครื่อง Microplate Reader งำนวิจัยนี้
ได้ร ับทุนสนับสนุนจำกกองทุนพัฒนำนิสิต คณะ 
ศิ ลปะศำสตร์ และวิ ทยำศำสตร์ มหำวิ ทยำลั ย 
เกษตรศำสตร์ วิทยำเขตก ำแพงแสน ประจ ำปี
กำรศกึษำ 2565 

 
 

 Streptomyces tunisiensis CN-207T  KF697135  
Isolate KT  
Streptomyces labedae NBRC 15864T  AB184704 
 Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316T  AJ781321 

 Streptomyces althioticus NRRL B-3981T  AY999791 
Streptomyces griseoflavus LMG 19344T  AJ781322 

Streptomyces violaceorubidus LMG 20319T  AJ781374 
Streptomyces tendae ATCC 19812T  D63873 
Streptomyces djakartensis NBRC 15409T  AB184657 
Streptomyces calvus ISP 5010T  AY999780 

Streptomyces tuirus NBRC 15617T  AB184690 
Streptomyces mutabilis NBRC 12800T  AB184156 
Streptomyces rochei NRRL B-2410T  MUMD01000370 
 Isolate F17
 Isolate KC11

Streptosporangium roseum DSM43021T (X89947) 

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

    



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่12 ฉบบัที ่3 2566  76 

เอกสารอ้างอิง 

Arifiyanto, A., Surtiningsih, T., Ni'matuzahroh, 
Fatimah, Agustina, D. & Alami,  
N.H. (2020). Antimicrobial activity of 
biosurfactants produced by actinomycetes 
isolated from rhizosphere of Sidoarjo 
mud region. Biocatalysis and Agricultural 
Biotechnology, 24, 101513. doi: 10.101 
6/j.bcab.2020.101513. 

Bérdy, J. (2005). Bioactive microbial metabolites. 
The Journal of Antibiotics, 58, 1–26.  
doi: 10.1038/ja.2005.1. 

Bérdy, J. (2012). Thoughts and facts about 
antibiotics: Where we are now and where 
we are heading. The Journal of 
Antibiotics, 65, 385–395. doi: 10.1038/ 
ja.2012.27. 

Castronovo, L.M., Vassallo, A., Mengoni, A., 
Miceli, E., Bogani, P., Firenzuoli, F., Fani, 
R., & Maggini, V. (2021). Medicinal plants 
and their bacterial microbiota: a review on 
antimicrobial compounds production for 
plant and human health. Pathogens, 
10(2), 106. doi: 10.3390/pa 
thogens10020106. 

Cowan, M.M. (1999). Plant products as 
antimicrobial agents. Clinical Microbiology 
Reviews, 12(4), 564–582. 

David, L., Duteurtre, M., Kergomard, A., 
Kergomard, G., Scanzi, E. & Staron, T. 
(1980). Production of cinerubins by a 
Streptomyces griseorubiginosus strain. 
The Journal of Antibiotics, 33(1), 49–53.  

Flemming, H.C. & Wingender, J. ( 2010) . The 
biofilm matrix. Nature Review, 8, 623–
633 

Goel, N., Fatima, S. W., Kumar, S., Sinha, R. & 
Khare, S. K. ( 2021) . Antimicrobial 
resistance in biofilms: Exploring marine 
actinobacteria as a potential source  
of antibiotics and biofilm inhibitors. 
Biotechnology Reports, 30, e00613. doi: 
10.1016/j.btre.2021.e00613. 

Intra, B., Mungsuntisuk, I., Nihira, T., Igarashi, Y.  
& Panbangred, W. (2011).  Identification 
of actinomycetes from plant rhizospheric 
soils with inhibitory activity against 
Colletotrichum spp., the causative agent 
of anthracnose disease.  BMC Research 
Notes,  4(98). doi: 10.1186/1756-0500-4-
98. 

Janatiningrum, I. & Lestari, Y. (2022) . Enzyme 
production, antibacterial and antifungal 
activities of actinobacteria isolated  
from Ficus deltoidea rhizosphere. 
Biodiversitas, 23(4), 1950–1957. 

Jose, P.A., Maharshi, A. & Jha, B. (2021). 
Actinobacteria in natural products 
research: Progress and prospects. 
Microbiological Research, 246, 126708. 
doi: 10.1016/j.micres.2021.126708. 

Kamarudheen, N. & Rao, K.V.B. (2019).  
Fatty acyl compounds from marine 
Streptomyces griseoincarnatus strain 
HK12 against two major bio-film forming 
nosocomial pathogens; an in vitro and in 
silico approach. Microbial pathogenesis, 
127, 121–130. 

 

 

 

 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่12 ฉบบัที ่3 2566  77 

Kanini, G.S., Katsifas, E.A., Savvides, A.L., & 
Karagouni, A.D. (2013). Streptomyces 
rochei ACTA1551, an indigenous Greek 
isolate studied as a potential biocontrol 
agent against Fusarium oxysporum  
f. sp. lycopersici. BioMed Research 
International, 2013, 387230. doi: 10.115 
5/2013/387230. 

Kataoka, M., Ueda, K., Kudo, T., Seki, T. & 
Yoshida, T. ( 1997) . Application of the 
variable region in 16S rDNA to create an 
index for rapid species identification in the 
genus Streptomyces. FEMS Microbiology 
Letters, 151(2), 249–255. 

Khamna, S., Yokota, A. & Lumyong, S. (2009). 
Actinomycetes isolated from medicinal 
plant rhizosphere soils: diversity and 
screening of antifungal compounds, 
indole-3-acetic acid and siderophore 
production. World Journal of Microbiology 
and Biotechnology, 25, 649–655. 

Kolarević, S., Milovanović, D., Avdović, M., Oalđe, 
M., Kostić, J., Sunjog, K., Nikolić, B., 
Knežević-Vukčević, J. & Vuković-Gačić, 
B. (2016). Optimization of the 
microdilution method for detection of 
minimum inhibitory concentration values 
in selected bacteria. Botanica Serbica, 
1(140), 29–36.  

Kumari, N., Menghani, E. & Mithal, R. (2019) . 
Bioactive compounds characterization 
and antibacterial potentials of 
actinomycetes isolated from rhizosphere 
soil. Journal of Scientific and Industrial 
Research, 78, 793–798. 

Küster, E. & Williams, S.T. (1964) . Selection of 
media for isolation of Streptomycetes. 
Nature, 202, 928–929. 

Leetanasaksakul, K. & Thamchaipenet, A.  
(2018).  Potential anti-biofilm producing 
marine actinomycetes isolated from sea 
sediments in Thailand.  Agriculture and 
Natural Resources,  52, 228–233. 

Li, F., Liu, S., Lu, Q., Zheng, H., Osterman, I. A., 
Lukyanov, D. A., Sergiev, P. V., 
Dontsova, O. A., Liu, S., Ye, J., Huang, 
D., & Sun, C. (2019) .  Studies on 
antibacterial activity and diversity of 
cultivable actinobacteria isolated from 
mangrove soil in Futian and Maoweihai 
of China. Evidence-Based Complementary 
and Alternative Medicine, 2019, 3476567. 
doi: 10.1155/2019/3476567. 

Li, N., Xu, D., Huang, R.-H., Zheng, J.-Y., Liu, Y.-
Y., Hu, B.-S., Gu, Y.-Q. & Du, Q. (2022). 
A new source of diterpene lactones from 
Andrographis paniculata (Burm. f.) nees-
Two endophytic fungi of Colletotrichum 
sp. with antibacterial and antioxidant 
activities. Frontiers in Microbiology, 13, 
819770.  doi: 10.3389/ 
fmicb.2022.819770. 

Limoli, D.H., Jones, C.J. & Wozniak, D.J. (2015) . 
Bacterial extracellular polysaccharides 
in biofilm formation and function. 
Microbiology Spectrum, 3(3). doi: 10.112 
8/microbiolspec.MB-0011-2014. 

Michaelis, C. & Grohmann, E. (2023). Horizontal 
gene transfer of antibiotic resistance 
genes in biofilms. Antibiotics, 12(2), 328. 
doi: 10.3390/antibiotics12020328. 

 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่12 ฉบบัที ่3 2566  78 

Miller, T., Waturangi, D.E. & Yogiara. (2022). 
Antibiofilm properties of bioactive 
compounds from Actinomycetes against 
foodborne and fish pathogens. Scientific 
Reports, 12, 18614. doi:10.1038/s4159 
8-022-23455-8. 

Nikaido, H. (1989). Outer membrane barrier as a 
mechanism of antimicrobial resistance. 
Antimicrobial agents and chemotherapy, 
33(11), 1831–1836. 

Nirwati, H., Damayanti, E., Sholikhah, E.N., 
Mutofa, M. & Widada, J. (2022). Soil-
derived Streptomyces sp. GMR22 
producing antibiofilm activity against 
Candida albicans: Bioassay, untargeted 
LC-HRMS, and gene cluster analysis. 
Heliyon, 8(4), e09333. doi: 10.1016/ 
j.heliyon.2022.e09333. 

O'Toole, G.A. ( 2011) . Microtiter dish biofilm 
formation assay. Journal of Visualized 
Experiments, 30(47), 2437. doi: 10.3791/ 
2437. 

Park, J.-H., Lee, J.-H., Kim, C.-J., Lee, J.C., Cho, 
M.H. & Lee, J. (2012). Extracellular 
protease in Actinomycetes culture 
supernatants inhibits and detaches 
Staphylococcus aureus biofilm formation. 
Biotechnology letters, 34, 655–661.  

Prawatviteesuk, A., Supan, W., Sombood, P., 
Vorasanon, K. & Vichitvejpaisal, P. 
(2022) .  Cannabis, Kratom and Kariyat: 
issues of concern in perianesthetic care. 
Siriraj Medical Bulletin, 15(4), 266–274. 

 

 

 

Pusparajah, P., Letchumanan, V., Law, J.W.-F., 
Ab Mutalib, N. S., Ong, Y.-S., Goh, B.-H., 
Tan, L.T.-H & Lee, L.-H. ( 2021) . 
Streptomyces sp.-A treasure trove of 
weapons to combat methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus biofilm associated 
with biomedical devices. International 
journal of molecular sciences, 22(17), 
9360. doi: 10.3390/ijms22179360.  

Rakphet, K., Vasapong, S. & Thanusin, W. 
(2022) .  The cultivation, traditional uses 
and pharmacological activities of “Fah 
talai jone” (Andrographis paniculata): A 
medicinal plant in Thai and Chinese 
traditional medicine. Thailand Journal of 
Traditional Chinese Medicine, 1(1), 136–
148. 

Rizvi, A., Ahmed, B., Khan, M.S., El-Beltagi, H.S., 
Umar, S. & Lee, J. (2022). 
Bioprospecting plant growth promoting 
rhizobacteria for enhancing the biological 
properties and phytochemical composition 
of medicinally important crops. Molecules, 
27(4), 1407. doi: 10.3390/molecules27041407. 

Rosenfeld, Y. & Shai, Y. (2006) .  Lipopolysaccharide 
(endotoxin)-Host defense antibacterial 
peptides interactions: Role in bacterial 
resistance and prevention of sepsis. 
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) – 
Biomembranes, 1758(9): 1513–1522. 

Shirling, E. B. & Gottlieb, D. (1966) . Method for 
characterization of Streptomyces species. 
International Journal of Bacteriology, 16, 
313–340. 

 

 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่12 ฉบบัที ่3 2566  79 

Singh, S., Datta, S., Narayanan, K.B. &  
Rajnish, K.N. (2021). Bacterial exo-
polysaccharides in biofilms: Role in 
antimicrobial resistance and treatments. 
Journal of Genetic Engineering and 
Biotechnology, 19(1), 1–19.  

Také, A., Matsumoto, A., Õmura, S. & Takahashi, 
Y. (2015). Streptomyces lactacystinicus sp. 
nov. and Streptomyces cyslabdanicus sp. 
nov., producing lactacystin and cyslabdan, 
respectively. The Journal of Antibiotics, 
68, 322–327. 

Tamura, K., Stecher, G. & Kumar, S. (2021). 
MEGA11: Molecular evolutionary genetics 
analysis version 11, Molecular Biology 
and Evolution, 38(7), 3022–3027. 

Vaghela, N. & Gohel, S. (2023) .  Medicinal plant-
associated rhizobacteria enhance the 
production of pharmaceutically important 
bioactive compounds under abiotic stress 
conditions. Journal of Basic Microbiology, 
63, 308–325. 

Verderosa, A.D., Totsika, M. & Fairfull-Smith, K.E. 
(2019). Bacterial biofilm eradication 
agents: A current review.  Frontiers in 
chemistry, 7, 824. doi: 10.3389/fchem. 
2019.00824. 

Wang, Y., Jiao, P., Guo, W., Du, D., Hu, Y., Tan, 
X. & Liu, X. (2022). Changes in bulk and 
rhizosphere soil microbial diversity and 
composition along an age gradient of 
Chinese fir (Cunninghamia lanceolate) 
plantations in subtropical China. Frontiers in 
Microbiology, 12, 777862. doi: 10.3389 
/fmicb.2021.777862. 

 

Williams, S.T., Goodfellow, M., Wellington, E.M.H., 
Vickers, J.C., Alderson, G., Sneath, P. H. A., 
Sackin, M.J. & Mortimer, A.M. (1983). A 
probability matrix for identification of some 
streptomycetes. Microbiology, 129(6), 1815–
1830.  

Yoon, S.H., Ha, S.M., Kwon, S., Lim, J., Kim, Y., 
Seo, H. & Chun, J. (2017) . Introducing 
EzBioCloud: A taxonomically united 
database of 16S rRNA gene sequences 
and whole-genome assemblies. International 
Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology, 67(5), 1613–1617. 

You, J., Xue, X., Cao, L., Lu, X., Wang, J., Zhang, 
L. & Zhou, S. (2007). Inhibition of Vibrio 
biofilm formation by a marine actinomycete 
strain A66. Applied microbiology and 
biotechnology, 76, 1137–1144. 


