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ตอนที ่1 การท าฐานข้อมูลของซิลเิอต 
 น าซิ ลิ เอต ท่ีคัดแยกได้จากวิธี  CDMI มา
เพาะเล้ียงให้ไดป้ริมาณ 10 5 cell/mL แลว้น าไปท าตาม
ขั้นตอนดงัน้ี 

1. การสกดั DNA โดยใชชุ้ด QIAamp DNA 
Mini Kit QIAamp®  

สกั ด  DNA ข อ ง ซิ ลิ เอ ต  โด ย ใช้ ชุ ด 
QIAamp DNA Mini Kit QIAamp® DNA Mini and 
Blood Mini Handbook จากนั้นน าตวัอยา่ง DNA ของซิ
ลิเอตท่ีสกัดได้มาวดัปริมาณของ DNA โดยวิธี gel 
electrophoresis 0.8% (wt/vol) บ น  agarose gel ท่ี ค่ า
ค ว า ม ต่ า ง ศั ก ย์ ไ ฟ ฟ้ า  100 V ด้ ว ย เค ร่ื อ ง  Gel 
Electrophoresis System (ยี่ห้อ  Advance รุ่น  1ADV – 
EXU – 1 ประเทศญ่ีปุ่น) และน าไปยอ้มสีใน ethidium 
bromide เป็นเวลา 3 นาที  ปริมาณของ DNA อยู่ใน 
agarose gel จากนั้นเก็บตวัอยา่ง DNA ของซิลิเอตท่ีไว้
ในตูแ้ช่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.  การเพ่ิมจ านวน DNA ดว้ยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR) 

เพ่ิมจ านวน DNA ของซิลิเอตจาก DNA 
ท่ีสกัดเก็บเอาไว ้ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยใช้ primer CS322F และ EU581RGC ตาม
ตารางท่ี  1 โดยในสารผสมปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย DNA Template ของซิลิเอตปริมาตร 3 
ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  1×Reaction Buffer ป ริ ม า ต ร  2.5 
ไมโครลิตร  10mMdNTP ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
DMSO (dimethyl sulfoxide) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร
1.25 UTaq Polymerase ป ริม าตร  0.25 ไมโครลิตร 
จากนั้ นน าไป เพ่ิมป ริมาณ  DNA ด้วยเค ร่ือง  PCR 
Machines Cycler (รุ่น Veriti 96-Well Thermal Cycler 

ยี่ห้อ Applied Biosystems ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตั้ง
ค่าเร่ิมต้นท่ี 95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที , 95 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, 

72 องศาเซลเซี ยส  เป็น เวลา  1 นาที  และ 4 องศา
เซลเซียส, จ านวน 35 รอบ (Shimano et al., 2012) 
 
ตารางที ่1 Primer ส า ห รั บ เ พ่ิ ม จ า น ว น  DNA              

ของซิลิเอตในการศึกษาน้ี 

 
3. การแยก DNA ด้วยเทคนิค Denaturing 

Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  
น าPCR product ท่ีได้จากขั้ นตอน PCR 

amplification ตวัอย่างละ 150 นาโนกรัม มาโหลดใน
เจล 8% polyacrylamide gel (acrylamide:bisacrylamide ratio 37.5:1) 
ท่ีความเข้มข้น 30% - 60% (100% denaturant defined 
as 7 M urea and 40% deionised formamide) ท่ีมีความ
หนา 0.75 mm. (Green et al., 2010) ในสารละลาย 
1×TAE buffer ตั้ งค่าระบบเคร่ือง DGGE (Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis) ( ยี่ ห้ อ  Cleaver รุ่ น 
VS20 ประเทศองักฤษ) ซ่ึงเป็นแบบ D-code ระยะเวลา 
16 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส ค่าความต่าง
ศักย์ไฟ ฟ้ า 80V ห ลังจากนั้ น การย้อม สี เจลด้วย 
ethidium bromide เป็นเวลา 30 นาที และวิเคราะห์ผล
ดว้ยเคร่ืองวเิคราะห์เจล Gel Documentation (ยีห่อ้ BIO 
– RAD ประเทศ สวิตเซอร์แลนด์) และจดัเก็บรูปภาพ
การเคล่ือนท่ีของแถบ DNA เป็นฐานขอ้มูลของซิลิเอต 

4. การตรวจสอบแถบ  DNA จากขั้นตอน 
DGGE ดว้ยการ Sequencing 

ตัดแถบ DNA ท่ีบน polyacrylamide gel 
ท่ีไดจ้ากขั้นตอน DGGE แต่ละช้ินใส่ลงในหลอด PCR 
tube เติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 10 ไมโครลิตรให้ท่วมช้ินเจ
ลท้ิงไวเ้ป็นเวลา 16-18 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง หลงัจาก
นั้ นน าส่วนใสมาปริมาตร 2 ไมโครลิตรมาเข้าสู่

Primer Sequence (5’-3’) Position 

CS322F GATGGTAGTGTATTGGAC 313–
330 

EU581RGC GCclamp-
ATTACCGCGGCTGCTGGC 

557–
574 
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ขั้ นตอนการเพ่ิมจ านวน DNA ด้วยวิธี  Polymerase 
Chain Reaction (PCR) น า PCR product ท่ีได้มาสกัด 
DNA โ ด ย ใ ช้ ชุ ด  HiYield ™ Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction Kit 9 หลงัจากนั้นน า DNA ท่ีได้
ไปส่งไป Sequencing เม่ือไดข้อ้มูลมาใหน้ ามา BLAST 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน  GenBank (Jousset et 
al.,2010) แลว้จดัเก็บรูปภาพและผลวิเคราะห์จากการ 
Sequencing เป็นฐานขอ้ลูมของซิลิเอตแต่ละชนิด 
ตอนที ่2 การเปรียบเทยีบกบัฐานข้อมูลของซิลเิอต  
 น าตวัอยา่งดินทั้งหมด 6 จุด มาเขา้สู่ขั้นตอน 
การสกัด  DNA โดยใช้ชุด  QIAamp DNA Mini Kit 
QIAamp® แลว้เพ่ิมจ านวน DNA ด้วยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR) แ ล้ วน าไป แ ยก  DNA ด้ ว ย
เท ค นิ ค  Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) และตวจสอบแถบ DNA จากขั้นตอน DGGE 
ดว้ยการวิเคราะห์ Sequencing แลว้น าขอ้มูลมาจ าแนก
ชนิดของซิลิเอตโดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลท่ีจดัท า
ไวจ้าก ตอนท่ี 1 การท าฐานขอ้มูลของซิลิเอต รวมถึง
การเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank 
 
ผลการวจิยั 

1. ชนิดของซิลิเอตในดินโดยวิธีการคดัแยก
และจ าแนกจากสัณฐานวิทยา (Culture dependent and 
morphological identification; CDMI) 

จากการศึกษาความหลากชนิดของซิลิเอต
ท่ีพบในดินท่ีมีเช้ือ B. pseudomallei จากตวัอยา่งดิน 6 
ตัวอย่างด้วยวิธี CDMI พบซิลิเอตทั้ งหมด 3 Class 4 
ชนิดได้แก่ 1) Class Colpodea ได้แก่Colpoda steinii, 
Colpoda inflate 2) Class Oligohymenophorea ได้ แ ก่ 
Tetrahymena Sp. แ ล ะ  3) Class Ciliophora ไ ด้ แ ก่ 
Leptopharynx costatus  

โดยพบว่า St-28 และ St-39 พบจ านวน
ชนิดของซิลิ เอตมากท่ี สุด 3 ชนิด ดัง น้ี  St-28 พบ 
Colpoda steinii, Colpoda inflate แ ล ะ  Leptopharynx 
costatus St-39 พ บ  Colpoda steinii, Colpoda inflate 
และ Tetrahymena Sp. ซ่ึงสอดคลอ้งกบัจ านวนเช้ือ B. 

pseudomallei พบว่า St-28 และ St-39 ตรวจพบเช้ือ B. 
pseudomallei ม าก ท่ี สุ ด  2 อัน ดับ แรก ต าม ล าดับ 
ในขณะท่ีบริเวณอ่ืนๆพบซิลิเอต 2 ชนิด ตามราย
ละเอีนดในตารางท่ี 2 ซิลิเอตชนิดท่ีพบบ่อยท่ีสุดคือ 
Colpoda steinii ซ่ึงสอดคลอ้งกับ Keller (2014) มีการ
รายงานว่าซิ ลิ เอตชนิด น้ี เป็น ส่วนห น่ึ งของสาย
ววิฒันาการของเช้ือ B. pseudomallei นอกจากน้ีซิลิเอต
ยงัส่งผลต่อเซลแบคทีเรียยงัเซลล์โดยซิลิเอตจะไป
ยบัย ั้งกิจกรรมท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ในระบบนิเวศท าให้พบ Colpoda steinii ในจุดท่ีพบ 
เช้ือ B. Pseudomallei ทุกจุด  
 
ตารางที ่2 ชนิดซิลิเอตท่ีพบตามสถานีเก็บตวัอยา่งดิน 

+ คือ พบซิลิเอต (วา่ง ) = ไม่พบ 
 

จากการศึกษ าพบ  Leptopharynx costatus 
เพี ยงจุด เดียวจากพ้ืน ท่ี ท่ี ศึกษาทั้ งหมดคือ  St-28 
เน่ืองจากเป็นบริเวณนาขา้ว ติดคลองชลประทานซ่ึง
แตกต่างจากจุดเก็บตวัอยา่งอ่ืนๆ (ตารางท่ี 3) จึงท าพบ
ซิลิเอตชนิดจุดเดียว ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ 
Omar (2012) ท่ี มีการรายงานว่าพบ  Leptopharynx 
costatus ในบริเวณ ท่ี เป็นผิวน ้ า เขตกลางน ้ า ห รือ
บริเวณท่ีเป็นน ้ าไหล รวมถึงบริเวณบนบกใกลแ้หล่งน ้ า 
และบริเวณท่ีมีการปลูกขา้วสาลี 
 
 

 สถานีเก็บตวัอยา่ง 

Ciliates 

St-
09

 

St-
28

 

St-
36

 

St-
39

 

St-
46

 

St-
47

 

Colpoda steinii   
+ 

+ + + + + 

Colpoda inflate + + + +   

Tetrahymena sp.    + + + 

Leptopharynx 
costatus   

 +     
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ตารางที ่3  ลกัษณะทางกายภาพและเคมีตามสถานีเก็บ
ตวัอยา่งดิน 

สถานีเก็บ
ตวัอยา่ง 

การใชป้ระโยชน์ท่ีดิน 
 

pH WHC 
(%) 

St-09 พ้ืนท่ีวา่งเปล่าติดถนน มี
ตน้ไมป้กคลุม 

5.72 22.03 

St-28 นาขา้ว ติดคลอง
ชลประทาน  

5.03 53.18 

St-36 สวนยางพารา 6.05 17.75 
St-39 สวนมะม่วง 5.48 22.49 

St-46 พ้ืนท่ีวา่งเปล่า 7.36 29.56 

St-47 พ้ืนท่ีวา่งเปล่า 5.58 27.44 
 

 
 

ภาพที ่2 ชนิดของซิลิเอตท่ีพบในดินท่ีมีเช้ือ B. 
pseudomallei a=Colpoda steinii b= Colpoda 
inflate c=Tetrahymena sp., d=Leptopharynx 
costatus 

 
2. ชนิดของซิลิเอตในดินโดยการใชเ้ทคนิค

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
จากการศึกษาความหลากชนิดของซิลิเอต

ในต าแหน่งเดียวกันโดยการใช้เทคนิค Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) พบซิลิเอตเพ่ิม
จากเดิม 2 ชนิดคือ Colpoda Lucida, Oxitrichidae Sp. 

โดยพบ Colpoda Lucid จากจุดเก็บตวัอย่างดิน St-28, 
St-36, St-39 และ Oxitrichidae Sp. ภาพท่ี  (3) จากจุด
เก็บตวัอยา่งดิน St- 39 เพียงจุดเดียว จึงเป็นไปไดว้่าซิ
ลิเอตสองชนิดน้ีไม่สามารถเพาะเล้ียงได ้จึงไม่สามารถ
หาชนิดของซิลิเอตทั้ งสองชนิดด้วยวิธี  CDMI ได ้
เน่ืองจากอาจมีสภาวะท่ีไม่เหมาะสมท่ีจะท าให้ซิลิเอต
ทั้ง 2 ชนิดเจริญเติบโตไดต้ามปกติ นอกจากน้ียงัไดน้ า
แถบ DNA ทั้ งหมดไปวิเคราะห์ Sequencing จึงท าให้
ไดข้อ้มูลชนิดของซิลิเอตท่ีมีความเช่ือมัน่มากกว่า 95 
% จากการศึกษาจึงได้จัดเก็บฐานของมูลของซิลิเอต
ทั้งหมด 6 ชนิดน้ีไวใ้นรูปแบบของภาพแสดงแถบของ
DNAของซิลิเอตแต่ละชนิดท่ีมีลกัษณะการเคล่ือนท่ีท่ี
แตกต่างกนั เพ่ือประโยชน์ในการน าไปใชเ้ปรียบเทียบ
ชนิดของซิลิเอตในการตรวจติดตามต่อไป (ภาพท่ี 2)  
 

 
 

ภาพที ่2   แผ่น เจล  polyacrylamide gels แสดงแถบ 
DNA ของซิลิเอตแต่ละชนิดท่ีมีเคล่ือนท่ีใน
ต าแหน่งท่ีแตกต่างกนัจากการวิเคราะห์ดว้ย
เทคนิค DGGE บน 8%polyacrylamide gels 
ไ ด้ แ ก่  a. Colpoda steinii, b. Colpoda inflate, c. 
Colpoda lucida, d. Leptopharynx costatus, e. 
Tetrahymena Sp., f. Oxitrichidae Sp. 
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ภาพที ่2 แผ่น เจลแสดงแถบ  DNA ของซิ ลิ เอต ท่ี
ต าแหน่งต่างกัน ตามชนิดของซิลิเอตในจุด
เก็บตวัอยา่งดินทั้ง 6 จุด เม่ือเทียบฐานขอ้มูล
แถบ DNA ของซิลิเอตแต่ละชนิด ดงัน้ี St-09 
พบ 1 ชนิดคือ Colpoda  steinii  St-28 พบ 3 
ช นิ ด คื อ  Colpoda steinii, Colpoda lucida 
และ Leptopharynx costatus St-36 พบ 4 ชนิด
คือ  Colpoda steinii, Colpoda inflate, Colpoda 
Lucida แ ล ะ  Leptopharynx  costatus St-39 
พบทุกชนิดทั้งหมด 6 ชนิด St-46 พบ 2 ชนิด
คื อ  Colpoda inflate แ ล ะ  Oxitrichidae Sp. 
และ  St-47 พบ 2 ชนิด คือ  Colpoda steinii 
และ Leptopharynx costatus X=marker 

 
นอกจากน้ีจากจุดเก็บตวัอยา่งทั้ง 6 จุด พบวา่ 

St-39 เป็นจุดท่ีพบชนิดของซิลิเอตเพ่ิมข้ึนจากเดิม 3 
ชนิด รวมทั้งหมดเป็น 6 ชนิด ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีพบมาก
ท่ีสุดเม่ือเทียบกบับริเวณอ่ืน จากการตรวจสอบเช้ือ B. 
pseudomallei บริเวณน้ีเป็นจุดท่ีพบเช้ือมากท่ีสุดจึงมี
ผลท าให้พบชนิดของซิลิเอตมากกว่าบริเวณอ่ืนๆ 

บริเวณท่ีพบชนิดซิลิเอตน้อยท่ี สุดคือ St-09 ท่ีพบ 
Colpoda steinii  เพียงชนิดเดียวโดยจากการตรวจสอบ
เช้ือ B. pseudomallei พบว่าตรวจพบเช้ือน้อยท่ีสุดจาก 
6 จุดจากการศึกษาของ Purves (2005) เม่ือแบคทีเรียมี
จ านวนมากโพรโทซัวจะค่อยๆเพ่ิมจ านวนข้ึนเร่ือยๆ
และมีจ านวนเพ่ิมมากข้ึน มีการกินท่ีมากข้ึน ส่งผลให้
แบคทีเรียมีจ านวนลดลง เม่ือมีอาหารน้อยลงโพรโท
ซัวจะเร่ิมตายและลดจ านวนลง ส่งผลให้แบคทีเรีย
สามารถท่ีจะเพ่ิมจ านวนข้ึน และเม่ือมีอาหารเพ่ิมมาก
ข้ึนโพรโทซัวก็จะเพ่ิมจ านวนข้ึนตามไปดว้ย (Purves, 
2005) จึงมีความเป็นไปไดท่ี้บริเวณน้ีจะพบชนิดของ  
ซิลิเอตนอ้ยเน่ืองจากแบคทีเรียมีจ านวนไม่มากพอท่ีจะ
เป็นอาหารของซิลิเอต 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
 จากการศึกษาการเปรียบเทียบชนิดของซิ
ลิเอตในดินท่ีมีเช้ือ B. pseudomallei โดยการใชเ้ทคนิค 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) กบั
วิธีการคดัแยกและจ าแนกด้วยสัณฐานวิทยา (Culture 
dependent and morphological identification; CDMI) 
จากจุดเก็บตวัอยา่งทั้ง 6 จุด พบวา่ วธีิ CDMI พบซิลิเอต
ทั้งหมด 4 ชนิดไดแ้ก่ Colpoda steinii, Colpoda inflate, 
Tetrahymena Sp., Leptopharynx costatus ใน ขณ ะ ท่ี
เทคนิค DGGE นอกจากพบทั้ ง 4 ชนิดเดิมแลว้ยงัพบ  
ซิ ลิ เอต เพ่ิม ข้ึน  2 ชนิดได้แก่  Colpoda lucida และ 
Oxitrichidae Sp. ซ่ึงสรุปไดว้า่เทคนิค DGGE สามารถ
ทราบชนิดของซิลิเอตได้มากกว่า วิธี CDMI ซ่ึงใชอ้ยู่
เดิม และรวดเร็วกว่าโดย DGGE สามารถทราบชนิด
ของซิลิเอตภายใน 2 วนั ขณะท่ี CDMI ใชเ้วลา 1 เดือน 
นอกจากน้ียงัสามารถลดค่าใช้จ่ายในการด าเนินการ
ทดลองได้ (Anupama et al., 2015) รวมถึงยงัสามารถ
แกปั้ญหาท่ีพบ เช่น การไม่สามารถเพาะเล้ียงและคดั
แยก จึงเหมาะท่ีจะใช้ติดตามการเปล่ียนแปลงใน
ส่ิงแวดล้อมหรือใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพต่อไป 
(Altenburger et al., 2010) 
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 ซิลิเอตท่ีพบในดินท่ีมีเช้ือ B. pseudomallei 
ส่วนใหญ่คือ Class Colpodea แสดงว่าลักษณะทาง
กายภาพเคมีของดินท่ีมี pH อยู่ในช่วงประมาณ 5-7, 
WHC ประมาณ 20%-55% รวมถึงพ้ืนท่ีส่วนใหญ่ป็น
พ้ืนท่ีเกษตรกรรมเพาะปลูกและนาขา้วจึงเหมาะแก่การ
ท่ีเช้ือ B. pseudomallei และซิลิเอต Class Colpodea  จะ
เจริญเติบโตได้ด้วยกัน นอกจากน้ีการพบซิลิเอต 
Colpoda lucida ร่วมกับเช้ือ B. pseudomallei แทบทุก
จุดเก็บตวัอยา่งท าใหมี้ศกัยภาพในการน ามาใชเ้พ่ือเป็น
ตัวควบคุมทางชีวภาพของเช้ือ B. pseudomallei และ
สามารถน าตรวจติดตามชนิดของซิลิเอต ในแหล่งท่ีอยู่
อาศยัอ่ืนได ้(Jousset et al., 2010)  
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