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บทคัดย่อ 

  การพัฒนาวิธีการจ าแนกแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิคการ

จ าแนกที่ให้ผลวิเคราะห์ที่มีความถูกต้อง และท าได้อย่างรวดเร็ว ด าเนินการโดยจ าแนกชนิดแบคทีเรียอย่างรวดเร็ว

โดยใช้หลักการใช้แหล่งคาร์บอนร่วมกับระบบ Biolog MicroStation System Microlog version 4.20.05 

เปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ล าดับเบส 400-500 เบสของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA (16S rDNA sequencing) ของ

แบคทีเรียละลายโพแทสเซียม จ านวน 10 ไอโซเลต ได้แก่ แบคทีเรียแกรมลบ 3 ไอโซเลต แบคทีเรียแกรมบวก 6 

ไอโซเลต และ Bacillus circulans ใช้เป็นเชื้ออ้างอิง  พบว่าการจ าแนกแบคทีเรียแกรมลบโดยใช้เทคนิค Biolog 

ด้วยอาหาร BUG+GN2 plate โดยบ่มปฏิกิริยาที่ 30 องศาเซลเซียส 22 ชั่วโมง มีความเหมือนกับผลการ

วิเคราะห์ด้วย 16S rDNA ในระดับสกุล Pseudomonas จ านวน 2 ไอโซเลต  (66.7 เปอร์เซ็นต์) เมื่อใช้

อาหาร BUG+GP2 plate และบ่มปฏิกิริยาที่ 30 องศาเซลเซียส 20-24 ชั่วโมง       พบว่าการจ าแนกแบคทีเรีย 

แกรมบวกมีความเหมือนกันในระดับสกุลและชนิดของ  Bacillus circulans,  Cellulomonas  flavigena, Corynebacterium 

nitrilophilus และ Cellulosimicrobium cellulans จ านวน 5 ไอโซเลต  ระบบ Biolog สามารถใช้ในการจ าแนกบาง

สกุลหรือบางสกุลและชนิดได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว คิดเป็น 50 เปอร์เซ็นต์เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี 16S rDNA 

sequencing แต่ไม่ครอบคลุมทุกชนิดของแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas และ Corynebacterium ที่เป็น

ประโยชน์ทางการเกษตร 
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Abstract 

 This research was aimed to developing accuracy and rapid identification method for 
potassium solubilizing bacteria (PSB). The Biolog MicroStation Microlog version 4.20.05 
identification system was compared to the 16S rRNA gene (16S rDNA sequencing) about 500 
bps. The methods were evaluated using 10 PSB isolates. Three of them are gram negative 
bacteria and six are of gram positive ones plus Bacillus circulans as a reference strain. The 
results indicated that all gram negative bacteria were identified using BUG+GN2 after incubation 
at 30oC for 20 hrs. In addition, it was similar to the results obtained from 16S rDNA method in 
genus Pseudomonas by 2 isolates (66.7%). However, BUG+GP2 incubation for 20-24 hrs. was 
acceptable for the investigated gram positive strains. Of 5 isolates, 71.4% were identical to 
genus and species level as fell into the following: Bacillus circulans, Cellulomonas flavigena, 
Corynebacterium nitrilophilus and Cellulosimicrobium cellulans. The Biolog system is accuracy 
and rapid for identification of some genus and species of agricultural bacteria. Its accuracy is 
approximately 50% in comparison to 16S rDNA sequencing, but not full coverage of all species 
in Pseudomonas and Corynebacterium determined in this study. 
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ค าน า 

 จุลินทรีย์ดินมีบทบาทส าคัญท่ีเกี่ยวข้องกับการหมุนเวียนธาตุอาหารพืชในดินรวมถึงธาตุโพแทสเซียม  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งจุลินทรีย์ละลายธาตุอาหารพืชโดยกิจกรรมการย่อยสลาย  จุลินทรีย์ดินหลายชนิดสามารถ
ละลายแร่ที่มีโพแทสเซียมเป็นองค์ประกอบ เช่น เฟลด์สปาร์  ไมกา อิลล์ไลต์ และ ออร์โธแคลส เป็นต้น เช่น 
แบคทีเรียซิลิเกตซ่ึงเป็นจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่สามารถละลายโพแทสเซียม ซิลิกอน และอลูมินั่มที่เป็นองค์ประกอบ
ของแร่ที่ไม่ละลายให้สามารถละลายได้และอยู่ในรูปที่พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ (Aleksandrov et al, 
1967; Vandeviver et al, 1994) วิธีการหนึ่งในการลดค่าใช้จ่ายปุ๋ยเคมีนั่นคือการน าจุลินทรีย์ที่มีความสามารถใน
การละลายอนินทรีย์โพแทสเซียมให้อยู่ในรูปที่พืชใช้ประโยชน์ได้มาผลิตในรูปผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพ  ปัจจุบนั



ผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพที่จ าหน่ายในประเทศไทยที่สามารถทดแทนหรือส่งเสริมประสิทธิภาพการใช้ปุ๋ยเคมีและ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีหลายชนิด เช่น ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม ปุ๋ยชีวภาพอาบัสคูลาไมคอร์ไรซ่า และปุย๋
ชีวภาพจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต แตเ่พ่ือความปลอดภัยของผู้ผลิตและผู้บริโภคผลิตผลทางการเกษตรจากการใช้
ปุ๋ยชีวภาพนั้น ตลอดจนไม่ก่อให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อม จึงต้องมีข้อบังคับในการตรวจสอบชนิดของจุลินทรียท์ี่
ใช้ในการผลิตเป็นปุ๋ยชีวภาพต้องไม่ก่อให้เกิดโรคต่อคน สัตว์ และพืช  

 การพิสูจน์เอกลักษณ์หรือการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียสามารถท าได้โดยใช้วิธีการต่างๆ ได้แก่ วิธีการ
ทั่วไปทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา การวิเคราะห์สมบัติทางชีวเคมีแบบอัตโนมัติ และการวิเคราะห์โดยใช้สมบัติ
พ้ืนฐานทางชีวโมเลกุล เป็นต้น    วิธีการทั่วไปนั้นเป็นที่รู้จักดีและใช้ในการจ าแนกแบคทีเรียมาเป็นเวลานานและ
ในปัจจุบันถือเป็นส่วนหนึ่งของวิธีการในห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา ได้แก่ ลักษณะที่ปรากฏ (phenotypic 
characteristics) เช่น ลักษณะทางรูปร่าง การติดสีย้อมแบบแกรม การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี เป็นต้น ซึ่งวิธีการ
นี้ใช้ความรู้พื้นฐานเป็นหลักส าคัญแต่มีข้อเสียคือใช้เวลานานในการพิสูจน์เอกลักษณ์   วิธีการพิสูจน์เอกลักษณ์ของ
แบคทีเรียโดยใช้ความรู้พ้ืนฐานทางชีวโมเลกุลมีหลายวิธี แต่ที่นิยมใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ คือ การวิเคราะห์
ล าดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rDNA sequencing)   จีโนมของแบคทีเรียทุกชนิดมีส่วน highly conserved 
region ซึ่งความผันแปรภายในบริเวณนี้มีลักษณะที่โดดเด่นและจ าเพาะกับแบคทีเรียแตล่ะชนิด (Dubnau et al., 
1965; Woese, 1987; Woese et al., 1985) แต่วิธีการนี้เป็นมีความอ่อนไหวมากและเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะสูง
ซึ่งต้องใช้ผู้ปฏิบัติงานที่มีความรู้เฉพาะทางเรื่องเครื่องมือและการแปลผลและการวิเคราะห์ต้องกระท าด้วยความ
ละเอียดรอบคอบจึงจะท าให้ได้ผลวิเคราะห์ที่มีความถูกต้องแม่นย า (Clarridge, 2004)  ในปี 1991 ได้มีการพัฒนา
ระบบการพิสูจน์เอกลักษณ์หรือจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ขึ้นมาแบบอัตโนมัติโดยใช้สมบัติทางชีวเคมีในการใช้แหล่ง
คาร์บอน 95 ชนิด นั่นคือ Biolog system (Biolog, Hayward, CA) ซึ่งประกอบด้วย microstation computer 
เครื่องวัดความขุ่น โปรแกรม Microlog ถาดหลุมที่บรรจุแหล่งคาร์บอน 95 ชนิด  ตัวอย่างการน า Biolog system 
มาใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของจุลินทรีย์ เช่น Morgan et al. (2009) ได้เปรียบเทียบวิธีการพิสูจน์เอกลักษณ์
ของแบคทีเรียทางการแพทย์จ านวน 159 ไอโซเลตระหว่าง Biolog system กับ 16S rRNA พบว่าวิธีการ 16S 
rRNA gene sequencing  มีเปอร์เซ็นต์ความเที่ยงตรงสูง 90.6 เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่วิธีการ Biolog system มี
ความเที่ยงตรง 68.3 เปอร์เซ็นต์   ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีการจ าแนกชนิดหรือพิสูจน์
เอกลักษณ์ของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมที่มีความถูกต้อง แม่นย า ปฏิบัติได้ง่าย และรวดเร็ว 

วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 

 แบคทีเรียละลายโพแทสเซียม จ านวน 10 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 3 ไอโซเลต แบคทีเรียแกรม
บวก 7 ไอโซเลต และ Bacillus circulans เป็นแบคทีเรียอ้างอิง เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ชุดวิเคราะห์ 
Biolog MicroStation System Microlog 4.20.05 ถาดหลุมบรรจุแหล่งคาร์บอน 95 ชนิดส าหรับวิเคราะห์
แบคทีเรียแกรมลบ (GN2) และแบคทีเรียแกรมบวก (GP2) สารเคมีและอุปกรณ์อ่ืนที่จ าเป็นในการวิเคราะห์ 



วิธีการ 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม 

 เลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารวุ้นแข็งซิลิเกตแบคทีเรียที่เติมสารบรอมไธมอลบูล ที่ 25-30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบันทึกลักษณะรูปร่างของเซลล์และการติดสีแกรม    เลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารวุ้นแข็ง 
nutrient agar ที่ 25-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน าไปทดสอบการผลิตเอนไซม์ตามคู่มือ
ปฏิบัติการ Biolog system แบคทีเรียแกรมลบทดสอบการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase test) โดยหยดน้ ายา 
Kovac’s oxidase reagent บนกระดาษกรองจากนั้นใช้เข็มเข่ียเชื้อพลาสติกเขี่ยเชื้อลงบนกระดาษกรอง อ่านผล
ภายใน 10 วินาที แบคทีเรียไอโซเลตใดที่สร้างเอนไซม์ออกซิเดสจะสังเกตเห็นสีน้ าเงิน ส าหรับแบคทีเรียแกรมบวก
ย้อมสีเพื่อตรวจสอบการสร้างสปอร์และทดสอบการผลิตเอนไซม์แคตาเลส (catalase test) โดยใช้เข็มเขี่ยเชื้อ
พลาสติกเข่ียเชื้อแตะลงบนสไลด์จากนั้นหยด H2O2 ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียไอโซเลตใดสร้างเอนไซม์
แคตาเลสจะสังเกตเห็นการเกิดฟอง 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมด้วย Biolog system 

 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียแกรมลบท าโดยเลี้ยงแบคทีเรียด้วยอาหาร BUG ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมงจากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อตักเชื้อใส่ใน inoculating fluid ให้กระจายตัวอย่างสม่ าเสมอและใส่ 
thioglycolate 3 หยด และปรับให้มีความขุ่น 52-61 เปอร์เซ็นต์ตามสมบัติการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส จากนั้น
หยดสารแขวนลอยของเชื้อใส่ในถาดหลุม GN2 หลุมละ 150 ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30-37 องศา
เซลเซียส ตามลักษณะของแบคทีเรีย เป็นเวลา 4-24 ชั่วโมง จึงน าถาดหลุมนั้นไปวิเคราะห์ผลด้วยระบบ Biolog 
MicroStation System Microlog 4.20.05  

 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียแกรมลบท าโดยเลี้ยงแบคทีเรียด้วยอาหาร BUG ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมงจากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อตักเชื้อใส่ใน inoculating fluid ให้กระจายตัวอย่างสม่ าเสมอและใส่ 
thioglycolate 3 หยดหรือไม่ใส่ในกรณีแบคทีเรียสร้างสปอร์ และปรับให้มีความขุ่น 20-28 เปอร์เซ็นต์ จากนั้น
หยดสารแขวนลอยของเชื้อใส่ในถาดหลุม GP2 หลุมละ 150 ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30-37 องศา
เซลเซียส ตามลักษณะของแบคทีเรีย เป็นเวลา 4-24 ชั่วโมง จึงน าถาดหลุมนั้นไปวิเคราะห์ผลด้วยระบบ Biolog 
MicroStation System Microlog 4.20.05 

การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rDNA 
sequencing)  

 สกัดแยกดีเอ็นเอของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม จ านวน 10 ไอโซเลท โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จ (DNA 
extraction kit, Promega®) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA ด้วยวิธ ี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ f5’-
AAA CTY AAA KGA ATT GAC-3’ และ r5’-ACG GGC GGT GTG TRC-3’ ส่วนผสม PCR ประกอบด้วย 10 
nmole DNA, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 µM of each primer, 10xbuffer ที่มีส่วนผสมของ  1.5 mM 



MgCl2  และ 0.5 U Taq DNA polymerase สภาวะการท า PCR  คือ 98 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามด้วย 95 
องศาเซลเซียส 30 วินาที  60 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที  35 รอบ และ 72 องศา
เซลเซียส 5 นาที  จากนั้นวิเคราะห์ผลผลิต PCR ที่ได้และเปรียบเทียบกับล าดับเบสของจุลินทรีย์ด้วยวิธี BLAST 
analysis กับ NCBI GenBank database และสรุปผลการเปรียบเทียบกับการจ าแนกโดย Biolog system 

เวลาและสถานที่  ตุลาคม 2553- กันยายน 2556  

สถานที่ กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัย 

                               การผลิตทางการเกษตร  

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม 

 แบคทีเรียแกรมลบ จ านวน 3 ไอโซเลตที่ศึกษามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติในการสร้างเอนไซม์
ออกซิเดสแตกต่างกัน (ตารางที่ 1) ไอโซเลต K02001 โคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ รูปร่างเซลล์ cocci ติดสีแกรมลบ
และผลิตเอนไซม์ออกซิเดส (ภาพที่ 1)  ไอโซเลต K02004 โคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ รูปร่างเซลล์ cocci ติดสี    
แกรมลบและไมผ่ลิตเอนไซม์ออกซิเดส   ส่วนไอโซเลท K02005 โคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ รูปร่างเซลล์ rod ติดส ี
แกรมลบและไมผ่ลิตเอนไซม์ออกซิเดส    แบคทีเรียแกรมบวก 6 ไอโซเลตมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติใน
การสร้างเอนไซม์เหมือนกัน คือ โคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ รูปร่างเซลล์ rod ติดสีแกรมบวก    และผลิตเอนไซม ์
แคตาเลส (ภาพท่ี 2)  ยกเว้น Bacillus circulans ที่ใช้เป็นเชื้ออ้างอิงที่มีลักษณะโคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ รูปร่าง
เซลล์ bacilli ติดสีแกรมบวกและผลิตเอนไซม์แคตาเลส 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมด้วย Biolog system 

 ผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรียแกรมลบด้วย Biolog system ทั้ง 3 ไอโซเลต ด้วยระบบ Biolog 
MicroStation System Microlog 4.20.05 พบว่าสามารถอ่านผลวิเคราะห์ได้เมื่อบ่มปฏิกิริยาที่ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 22 ชั่วโมง (ตารางท่ี 2)   สามารถจ าแนกได้ 2 สกุล คือ Pseudomonas และ 
Acinetobacter โดยจ าแนกชนิดของแบคทีเรียไอโซเลท K02001 เป็น Pseudomonas citronellolist แต่ไม่
สามารถแสดงค่า probability ได ้    ไอโซเลต K02004 เป็น Pseudomonas syringae pv. tabaciA ซึ่งมีค่า 
probability 81% similarity 0.587 และ distance 4.15    ส่วนไอโซเลต K02005 จ าแนกเป็น Acinetobacter 
calcoaceticus ที่ไม่สามารถแสดงค่า probability ได้   

 ผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรียแกรมบวกด้วย Biolog system ทั้ง 7 ไอโซเลต ด้วยระบบ Biology พบว่า
สามารถอ่านผลวิเคราะห์ได้เมื่อบ่มปฏิกิริยาที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชั่วโมง  (ตารางที่ 2) และ



จ าแนกได้ 5 สกุล คือ Cellulomonas, Corynebacterium, Clavibacter, Cellulosimicrobium และ 
Bacillus   โดยไอโซเลต K01026 จ าแนกชนิดเป็น Cellulomonas flavigena  ให้ค่า probability 95% ค่า 
similarity 0.769  distance 3.42     ไอโซเลต K02018 จ าแนกเป็น Corynebacterium nitrilophilus แต่ไม่
สามารถอ่านค่า probability ได้    ไอโซเลต K05078 จ าแนกเป็น Clavibacter agropyri ค่า probability 98% 
ค่า similarity 0.625  distance 5.62    ไอโซเลต K06009  จ าแนกเป็น Corynebacterium bovis แต่ไม่
สามารถอ่านค่า probability ได้     ไอโซเลต K07002 จ าแนกเป็น Cellulosimicrobium cellulans ค่า 
probability 100% ค่า similarity 0.553  distance 7.00 (ภาพที่ 3)       ไอโซเลต K07009  จ าแนกเป็น 
Cellulosimicrobium cellulans ค่า probability 33% ค่า similarity 0.293  distance 11.23  และ Bacillus 
circulans เชื้ออ้างอิงจ าแนกเป็น Bacillus circulans ค่า probability 99% ค่า similarity 0.769  distance 
3.42 

การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rDNA 
sequencing)  

 ผลการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA ด้วยไพร์เมอร์สายสั้นได้ผลผลิต PCR-16S rDNA ที่
มีขนาด ประมาณ 500  bp (ภาพที่ 4) และเมื่อวิเคราะห์ล าดับเบส 16S rDNA และเปรียบเทียบกับล าดับเบสของ
จุลินทรีย์ด้วยวิธี BLAST analysis กับ NCBI GenBank database (ตารางท่ี 3) พบว่า ไอโซเลท K02001  มี
ล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Pseudomonas fluorescens 100 เปอร์เซ็นต์   
ไอโซเลท K02004 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ  Pseudomonas syringae  
100 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท K02005 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ 
Burkholderia cepacia 99 เปอร์เซ็นต์   ไอโซเลท K01026 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 
16S rDNA ของ Cellulomonas flavigena 100 เปอร์เซ็นต์   ไอโซเลท K02018 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับ
ล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Corynebacterium nitrilophilus 100 เปอร์เซ็นต์   ไอโซเลท K05078 มี
ล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Corynebacterium nitrilophilus 99 เปอร์เซ็นต ์  
ไอโซเลท K06009 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Cellulosimicrobium 
cellulans 99 เปอร์เซ็นต์   ไอโซเลท K07002 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ 
Cellulosimicrobium cellulans 100 เปอร์เซ็นต์   ไอโซเลท K07009 มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบส
ของยีน 16S rDNA ของ Cellulosimicrobium cellulans 100 เปอร์เซ็นต์ และ Bacillus circulans เชื้ออ้างอิง
มีล าดับเบสที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Bacillus circulans 100 เปอร์เซ็นต์    

 เมื่อเปรียบเทียบผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรียด้วย Biolog system กับ 16S rDNA sequencing (ตาราง
ที่ 4) พบว่า Biology system สามารถใช้ในการจ าแนกสกุลของแบคทีเรียแกรมลบได้ตรงกับวิธี 16S rDNA 
sequencing 2 ใน 3 ไอโซเลต หรือ 66.7 เปอร์เซ็นต์ ใน 1 สกุล คือ Pseudomonas และตรงกับสกุลและชนิด 1 
ไอโซเลต คือ Pseudomonas syringae และจ าแนกสกุลแบคทีเรียแกรมบวกได้ตรงกับวิธี 16S rDNA 



sequencing 5 ใน 7 ไอโซเลต หรือ 71.4 เปอร์เซ็นต์ ใน 4 สกุล Cellulomonas, Corynebacterium, 
Cellulosimicrobium และ Bacillus แต่สามารถจ าแนกสกุลและชนิดได้ตรงกัน 4 ไอโซเลต หรือ 57.1 
เปอร์เซ็นต์ คือ Corynebacterium nitrilophilus, Cellulosimicrobium cellulans และ Bacillus circulans 
โดยภาพรวม Biolog system สามารถใช้จ าแนกแบคทีเรียละลายโพแทสเซียมที่ให้ผลตรงกับวิธี 16S rDNA 
sequencing ในระดับ สกุลและชนิด จ านวน 5 ไอโซเลต คิดเป็น 50 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับ
ผลงานวิจัยของ Morgan et al. (2009) ที่เปรียบเทียบระบบการจ าแนกระหว่าง Biolog Omnilog กับ 16S 
rDNA sequencing ของแบคทีเรียทางการแพทย์จ านวน 159 ไอโซเลต พบว่าการจ าแนกโดยใช้ 16S rDNA 
sequencing มีความถูกต้อง เที่ยงตรงสูงกว่าวิธี Biolog โดยวิธีแรกให้ความถูกต้อง 90.6 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่วิธี 
Biolog มีความถูกต้อง 68.3 เปอร์เซ็นต์ เป็นที่สังเกตพบว่ามีจ านวน 2 ไอโซเลตที่ใช้ Biolog จ าแนกแล้วได้ผล
วิเคราะห์สกุลที่แตกต่างจากวิธีของ 16S rDNA เช่น ไอโซเลท K02005 ที่ได้ผลจ าแนกเป็น Acinetobacter 
ในขณะที่ใช้ 16S rDNA เป็น Burkholderia และไอโซเลท K05078 ได้ผลจ าแนกเป็น Clavibacter แต่ 16S 
rDNA เป็น Corynebacterium กรณีแรกอาจเป็นเพราะการจัดกลุ่มใหม่ของ Burkholderia ที่แยกออกจาก 
Pseudomonas แต่โปรแกรมข้อมูลใน Biolog มีข้อมูลแบคทีเรียชนิดอ่ืน   ในท านองเดียวกับผลงานวิจัยของ 
Morgan et al. ที่พบว่า Biolog ไม่สามารถจ าแนก Paenibacillus sp และ Bacillus spp. หลายชนิดได้ (Ko et 
al., 2006)  และด้วยเหตุที่วิธี Biolog นั้นเป็นวิธีที่ต้องใช้เชื้อบริสุทธิ์เท่านั้น และต้องเลี้ยงให้เจริญ ดังนั้นในกรณีท่ี
เชื้อมีอัตราการเจริญช้าและสร้างเมือกในปริมาณมากซ่ึงเป็นอุปสรรคในการเตรียมสารแขวนลอยของเซลล์ให้เป็น
เนื้อเดียวกันมากท่ีสุดซึ่งจะส่งผลท าให้ผลการวิเคราะห์มีความผิดพลาดสูง 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยวิธี Biolog system สามารถใช้กับจุลินทรีย์ทางการเกษตรบางชนิดได้
เช่น จ าแนกชนิดของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม ซึ่งให้ผลตรงกับการจ าแนกด้วยวิธี 16S rDNA sequencing 
และเป็นวิธีที่ไม่ซ้ าซ้อน  ท าได้ง่าย และรวดเร็ว โดยแบคทีเรียแกรมลบต้องใช้ถาดหลุม GN2 และบ่มปฏิกิริยาที่ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 22 ชั่วโมง ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกต้องใช้ถาดหลุม GP2 บ่มปฏิกิริยาที่ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชัว่โมง  แบคทีเรียที่ตรวจสอบและมีความถูกต้องตรงกับวิธี 16S rDNA sequencing 
ได้แก่ Pseudomonas syringae (แบคทีเรียโรคพืช) Cellulomonas flavigena, Corynebacterium 
nitrilophilus, Cellulosimicrobium cellulans และ Bacillus circulans ซึ่งมีความถูกต้อง คิดเป็น 50 
เปอร์เซ็นต์ น้อยกว่าการจ าแนกด้วยวิธี 16S rDNA sequencing  อย่างไรก็ตามเพ่ือเป็นการประหยัดค่าใช้จ่ายใน
การซื้ออาหาร BUG agar ตามวิธีของ Biolog ควรวิจัยพัฒนาสูตรอาหารที่ใช้เลี้ยงแบคทีเรียที่ให้ผลวิเคราะห์
ถูกต้อง ตรงกับการใช้ BUG agar  

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 ผลงานวิจัยสามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการวิจัยต่อยอดวิธีการจ าแนกแบคทีเรียอย่างรวดเร็ว 
โดยเฉพาะสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการบ่มปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 1  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยา สมบัติการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียละลายโพแทสเซียม 

ไอโซเลท ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การสร้างเอนไซม์ออกซิเดส การสร้างเอนไซม์        

 แคตาเลส 

K02001 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง cocci ติดสีแกรมลบ 

สร้างเอนไซม ์ ไม่ทดสอบ 

K02004 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง cocci ติดสีแกรมลบ 

ไม่สร้างเอนไซม ์ ไม่ทดสอบ 

K02005 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมลบ 

ไม่สร้างเอนไซม ์ ไม่ทดสอบ 

K01026 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมบวก 

ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์

K02018 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมบวก 

ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์

K05078 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมบวก 

ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์

K06009 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมบวก 

ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์

K07002 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมบวก 

ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์

K07009 โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ 

รูปร่าง rod ติดสีแกรมบวก 

ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์

Bacilllus circulans โคโลนสีีเหลือง ขอบเรียบ ไม่ทดสอบ สร้างเอนไซม ์



รูปร่าง bacilli ติดสีแกรมบวก 

 

 

 

ตารางที่ 2 สภาวะการบ่มปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการจ าแนกชนิดแบคทีเรียด้วย Biolog system 

ไอโซเลท สภาวะการบ่มปฏิกิริยา ผลการจ าแนกโดย Biolog system 

K02001 30oซ, 22 ชม. Pseudomonas citronellolist 

K02004 30oซ, 22 ชม. Pseudomonas syringae pv. tabaciaA 

K02005 30oซ, 22 ชม. Acinetobacter calcoaceticus 

K01026 30oซ, 20 ชม. Cellulomonas flavigena 

K02018 30oซ, 24 ชม. Corynebacterium nitrilophilus 

K05078 30oซ, 22 ชม. Clavibacter agropyri 

K06009 30oซ, 24 ชม. Corynebacterium bovis 

K07002 30oซ, 20 ชม. Cellulosimicrobium cellulans 

K07009 30oซ, 20 ชม. Cellulosimicrobium cellulans 

Bacillus circulans 30oซ, 20 ชม. Bacillus circulans 

 

ตารางที่ 3 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธี  partial 16S rRNA sequencing (16S rDNA) 

ไอโซเลท Length (bases) Identities (%) Definition 

K02001 497 100 Pseudomonas fluorescens 

K02004 

K02005 

K01026 

489 

494 

497 

100 

99 

100 

Pseudomonas syringae 

Burkholderia cepacia 

Cellulomonas flavigena 



K02018 

K05078 

K06009 

K07002 

K07009 

Bacillus circulans 

495 

499 

489 

472 

485 

493 

100 

99 

99 

100 

100 

100 

Corynebacterium nitrilophilus 

Corynebacterium nitrilophilus 

Cellulosimicrobium cellulans 

Cellulosimicrobium cellulans 

Cellulosimicrobium cellulans 

Bacillus circulans 

    

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วย Biolog system กับวิธี 16S rDNA sequencing 

 

ไอโซเลท Biolog system 16S rDNA sequencing 

K02001 Pseudomonas citronellolist Pseudomonas fluorescens 

K02004 

K02005 

K01026 

K02018 

K05078 

K06009 

K07002 

K07009 

Bacillus circulans 

Pseudomonas syringae pv. tabaciA 

Acinetobacter calcoaceticus 

Cellulomonas inchonesis 

Corynebacterium nitrilophilus 

Clavibacter agropyri 

Corynebacterium bovis 

Cellulosimicrobium cellulans 

Cellulosimicrobium cellulans 

Bacillus circulans 

Pseudomonas syringae 

Burkholderia cepacia 

Cellulomonas flavigena 

Corynebacterium nitrilophilus 

Corynebacterium nitrilophilus 

Cellulosimicrobium cellulans 

Cellulosimicrobium cellulans 

Cellulosimicrobium cellulans 

Bacillus circulans 

    

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

                                                

                                ภาพที่ 1 ทดสอบการสร้างเอนไซม์ออกซิเดสของแบคทีเรีย K02001 

 

 

 



                                                          

   ภาพที่ 2 ทดสอบการสร้างเอนไซม์แคตาเลสของแบคทีเรีย K07002 

 

 

 

 

 

 

 

                                                          

                                        

                                                 

       

                        

(ก)                                         (ข) 

                   ภาพที่ 3  (ก) ปฏิกิริยารีดักชั่น C-source ในถาดหลุม GP2 



                                (ข) ผลการจ าแนกแบบอัตโนมัติโดย Biolog MicroStation System      

                                    Microlog 4.20.05 

   

                                                 

                     ภาพที่ 4  ภาพถ่าย PCR product ชิ้นส่วนยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียแกรมบวก  

                                จ านวน 6 ไอโซเลท รหัส K01026 K02018 K05078 K06009 K07002  

                                และ K07009 

 

 


