
ลักษณะของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่แยกจากดิน

นายธีรพัฒน เวชชประสิทธิ์

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต
สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา

คณะวิทยาศาสตร    จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
ปการศึกษา  2544

ISBN  974-03-1308-6
ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



CHARACTERISTICS OF TEMPERATE PHAGES OF
STREPTOMYCETES ISOLATED FROM SOIL

Mr. Theerapat Wechaprasit

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements
For the Degree of Master of Science in Industrial Microbiology

Department of Microbiology
Faculty of Science Chulalongkorn University

Academic Year 2001
ISBN 974-03-1308-6



หัวขอวิทยานิพนธ ลักษณะของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่แยกจากดิน
โดย นายธีรพัฒน เวชชประสิทธิ์
สาขาวิชา จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม
อาจารยที่ปรึกษา รองศาสตราจารย ดร. สุรีนา ชวนิชย

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปนสวนหนึ่งของการ
ศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต

………………………………………….. รองคณบดีฝายบริหารรักษา
(รองศาสตราจารย ดร. พิพัฒน การเที่ยง)   ราชการแทนคณบดีคณะ

วิทยาศาสตร

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ

……………………………………………  ประธานกรรมการ
(รองศาสตราจารย ดร. ประกิตติ์สิน สีหนนทน)

…………………………………………... อาจารยที่ปรึกษา
(รองศาสตราจารย ดร. สุรีนา ชวนิชย)

…………………………………………... กรรมการ
(ดร. วันเพ็ญ ศรีทองชัย)

…………………………………………... กรรมการ
(อาจารย ดร. กอบชัย ภัทรกุลวณิชย)



              ธีระพัฒน  เวชชประสิทธิ์ : ลักษณะของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่แยกจากดิน.
               (CHARACTERISTICS  OF TEMPERATE PHAGES OF STREPTOMYCETES ISOLATED
              FROM SOIL)  อ. ที่ปรึกษา : รศ. ดร. สุรีนา ชวนิชย, 88 หนา. ISBN 974-03-1308-6             

              จากตัวอยางดินแหลงตางๆในประเทศไทยจํานวน 17 ตัวอยาง นํามาแยกแอคติโนฟาจดวยวิธีสง
เสริมการเจริญโดยมี Streptomyces griseus KA1198, S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1
และ S. luteogriseus ISP 5483 เปนโฮสท สามารถแยกแอคติโนฟาจได 15 ชนิด เมื่อตรวจสอบการติดเชื้อ
ของสเตรปโตมัยซิทีสโดยแอคติโนฟาจจากลักษณะพลาค ดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น พบวาแอคติโนฟาจ
สวนใหญเปนไวรูเลนทฟาจเนื่องจากใหพลาคที่มีลักษณะใส มี  แอคติโนฟาจ 2 ชนิด คือ Tg2 และ TN2 ที่ใหพ
ลาคลักษณะขุน พรอมกันนี้ไดนําแอคติโนฟาจ Ac7 ซึ่งแยกไดกอนลวงหนา และ ใหพลาคที่มีลักษณะขุนมา
ตรวจสอบดวย จากการตรวจสอบไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด พบวาไลโสเจนไมเกิดการติดเชื้อ
ซ้ําจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมและแอคติโนฟาจอื่นบางชนิด ไลโสเจนดังกลาวสามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจอ
อกมาไดเองตามธรรมชาติ จากผลดงักลาวแสดงวา แอคติโนฟาจ Tg2, TN2 และ Ac7 เปนเทมเพอเรตฟาจ ไล
โสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2 และ TN2 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึน เมื่อถูกชักนํา
ดวยแสงอัลตราไวโอเลต และ ไมโตมัยซิน ซี ที่ความเขมขน 1, 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในขณะที่ไลโส
เจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Ac7 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึน เมื่อถูกชักนําดวย  ไมโตมัย
ซิน ซี ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตไมสามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนได เมื่อถูกชักนํา
ดวยแสงอัลตราไวโอเลต จากการศึกษารูปรางของเทมเพอเรตแอคติโนฟาจดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน
แบบสองผาน พบวาเทมเพอเรตฟาจทั้ง 3 ชนิดมีรูปรางคลายกัน คือ มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม สวนหางยาว
ไมสามารถหดไดและไมมีแผนฐาน ดวยลักษณะดังกลาวจึงจัดจําแนกอยูในกลุม B ตามวิธีการจัดจําแนกแบค
เทอริโอฟาจตามลักษณะรูปรางของ Bradley จากการศึกษาโฮสท-เรนจพบวาเทมเพอเรตฟาจ Tg2, TN2 และ
Ac7 มีโฮสท-เรนจกวาง สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสที่นํามาทดสอบทั้งหมด 38 สายพันธุเกิดการติดเชื้อได
13, 11 และ 15 สายพันธุตามลําดับ

ภาควิชา………จุลชีววิทยา……… ลายมือช่ือนิสิต……………………………………
สาขาวิชา……..จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ……… ลายมือช่ืออาจารยที่ปรึกษา………………………
ปการศึกษา   2544 ลายมือช่ืออาจารยที่ปรึกษารวม…………………



##4172309023  : MAJOR  INDUSTRIAL MICROBIOLOGY
KEY WORD: TEMPERATE  PHAGE  /  STREPTOMYCETES / CHARACTERISTICS / PLAQUE / LYSOGEN
              THEERAPAT  WECHAPRASIT : CHARACTERISTICS  OF  TEMPERATE  PHAGES  OF
              STERTOMYCETES  ISOLATED  FROM  SOIL. THESIS  ADIVISOR : ASSOVC.PROF. SURINA
                   CHAVANICH,  Ph.D., 88 pp.  ISBN 974-03-1308-6

              Seventeen soil samples collected from various parts of Thailand were used for isolation
and characterization of actinophages. Fifteen actinophages were obtained from Streptomyces
griseus KA 1198, S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 and S. luteogriseus ISP 5483, by
using enrichment method. Plaque formation was detected by using double agar layer technique.
Most of isolated actinophages were considered as virulent phages since they produced clear
plaques on lawn of these streptomycete hosts. However, two isolates: Tg2 and TN2, giving turbid
plaques as well as actinophage Ac7 which were previously isolated. Lysogens from these
actinophages had superinfection immunity aganist the same phage and some other phages. In
addition, phage particles were spontaneously released from lysogens. These results indicated that
actinophage Tg2, TN2 and Ac7 were temperate phages. The UV and mitomycin C at concentration
of 1, 5 and 10 μg/ml were able to induce lysogens of Tg2 and TN2 to release phage particles
increasingly, whereas lysogens of Ac7 were induced only by mitomycin C at concentration of 1 μ
g/ml. Examination of actinophages by transmission electron microscope showed that all of them
had similar morphology, hexagonal heads and long non-contractile tails without baseplates. Based
on morphological classification, they belong to the Bradley group B. Temperate phage Tg2, TN2
and Ac7 had board host-range, so each of them were able to infect 13, 11 and 15 from 38
Streptomyces tested strains, respectively.
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บทที่ 1
บทนํา

              เทมเพอเรตฟาจ (temperate phage) คือ แบคเทอริโอฟาจ (bacteriophage) ที่มีการ
เพิ่มจํานวนในเซลลแบคทีเรียเปนแบบไลโสเจนิคไซเคิล (lysogenic cycle) โดยดีเอ็นเอของเทม
เพอเรตฟาจที่เขาสูเซลลแบคทีเรียจะเขาไปสอดแทรก (integrate) อยูในโครโมโซมของแบคทีเรีย
ทําใหเซลลแบคทีเรียไมเกิดการแตกสลาย เนื่องจากเทมเพอเรตฟาจมีบทบาทสําคัญในการศึกษา
ทางดานพันธุวิศวกรรม ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเพื่อใชเปนพาหะ (cloning vector) ในการโคลนยีน
ของแบคทีเรียชนิดตางๆ
              สเตรปโตมัยซิทีส (streptomycetes) เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตเมทาบอไลทที่มี
ประโยชน เชน สารปฏิชีวนะ และ เอนไซมชนิดตางๆ ฉะนั้นจึงมีผูวิจัยและพัฒนาเทมเพอเรตฟาจ
ของสเตรปโตมัยซิทีสเพื่อนํามาใชเปนพาหะในการโคลนยีนของจุลินทรียในกลุมนี้ ตัวอยางเทมเพอ
เรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่ถูกนํามาพัฒนาใชเปนพาหะมาก เชน เทมเพอเรตฟาจ φC31 และ 
เทมเพอเรตฟาจ R4 โดยเทมเพอเรตฟาจทั้ง 2 ชนิดนี้มีสมบัติเอื้อตอการนํามาใชเปนพาหะ หรือ 
นํามาศึกษาทางดานพันธุวิศวกรรม หรือ อณูชีววิทยา (molecular biology) ของสเตรปโตมัยซิทีส
ไดดี เนื่องจากไดมีการศึกษาแผนที่ยีนของเทมเพอเรตฟาจทั้ง 2 ชนิดเปนอยางดี อีกทั้งสามารถทํา
ใหเกิดสายพันธุกลายของฟาจและไลโสเจน (lysogen) ไดมาก และมีโฮสท-เรนจ (host-range) 
กวางสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิทีสหลายสายพันธุเกิดการติดเชื้อได (Chater and Cater, 1979; 
Lomovskaya et al., 1980; Hartley et al., 1994; Morino and Takahashi, 1997)
              จากความสําคัญของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสดังกลาว ทําใหผูวิจัยสนใจที่
จะศึกษาเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีส กอปรกับยังขาดรายงานการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับ
เทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสในประเทศ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษา
ลักษณะของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่แแยกไดจากตัวอยางดินแหลงตางๆในประเทศ
ไทย โดยใชวิธีสงเสริมการเจริญ (enrichment method) ตรวจสอบลักษณะพลาค (plaque) ดวย
วิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (double agar layer method) ตรวจสอบสมบัติของเทมเพอเรตฟาจที่
ทําใหเกิดไลโสเจน โดยตรวจสอบภูมิตานทานของไลโสเจนที่มีตอการติดเชื้อจากฟาจชนิดเดิม 
(superinfection immunity) และการปลดปลอยฟาจจากไลโสเจนที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติหรือ
ถูกชักนําดวยตัวชักนําชนิดตางๆ นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังศึกษารูปรางของอนุภาคฟาจจากกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope) เพื่อจัดจําแนกชนิด
ของฟาจโดยอาศัยรูปรางตามวิธีของ Bradley (1967) และศึกษาโฮสท-เรนจของฟาจโดยการตรวจ
สอบการกอใหเกิดการตดิเชื้อของเทมเพอเรตฟาจกับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุตางๆ
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วัตถุประสงค
              เพื่อศึกษาลักษณะและจําแนกชนิดของเทมเพอเรตฟาจที่แยกไดจากตัวอยางดินแหลง
ตางๆโดยมีสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงเปนโฮสท ศึกษาความสัมพันธของเทมเพอเรตฟาจที่
แยกไดกับสเตรปโตมัยซิทีสอ่ืนๆ และทดลองชักนําไลโสเจนใหปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจาก
เซลล

ขั้นตอนการวิจัย
              1.  แยกเทมเพอเรตฟาจจากตัวอยางดินแหลงตางๆ ดวยวิธีสงเสริมการเจริญโดยใชส
เตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงเปนโฮสท
              2. ศึกษาลักษณะของเทมเพอเรตฟาจและจําแนกชนิดโดยอาศัยรูปรางของฟาจภายใต
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแแบบสองผาน
              3.  ศึกษาความสัมพันธระหวางเทมเพอเรตฟาจที่แยกไดกับสเตรปโตมัยซิทิสอ่ืนๆ
              4.   ทดลองชักนําไลโสเจนใหปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากเซลลดวยแสง
อัลตราไวโอเลต และ ไมโตมัยซิน ซี (mitomycin C)

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
              ผลที่ไดจากการศึกษา สมบัติ ลักษณะ และการจัดจําแนกชนดิของเทมเพอเรตฟาจของ 
สเตรปโตมยัซทิสี  สามารถเปนขอมลูเบือ้งตนทีสํ่าคญัในการศกึษาและวจิยัเกีย่วกบัเทมเพอเรตฟาจ
และ สเตรปโตมัยซิทีส เพื่อพัฒนาเทมเพอเรตฟาจสําหรับใชเปนพาหะในการโคลนยีนของ สเตรป
โตมัยซิสสายพันธุตางๆ อันจะนําไปสูการใชประโยชนทางดานพันธุวิศวกรรมของสเตรปโตมัยซิทีส
ตอไป



บทที่ 2
วารสารปริทรรศน

2.1 ประวัติการคนพบ (Adams, 1959; Duckworth, 1976)

              ค.ศ. 1915  Frederick W. Twort พบวาบางครั้งโคโลนีแบคทีเรียที่เลี้ยงไวมีลักษณะไมสมบูรณ
หรือหายไปจากอาหารเลี้ยงเชื้อและเหตุการณดังกลาวสามารถถายทอดไปสูโคโลนีที่อยูบริเวณใกลเคียงได 
แตในขณะนั้น Twort ยังไมสามารถสรุปไดวาสิ่งที่ทําใหโคโลนีของแบคทีเรียมีลักษณะไมสมบูรณหรือหาย
ไปวาเปนแบคเทอริโอฟาจ ในชวงเวลาเดียวกัน Fe’lix d’ Herelle คนพบเหตุการณในลักษณะเดียวกับ 
Twort จากการทดลองที่เกิดจากผูปวยโรคบิดที่มสีาเหตุมาจากเชื้อ Shigella dysenteriae ซึ่งแยกจาก
อุจจาระของผูปวย เมื่อ D’ Herelle นําของเหลวที่ไดจากการกรองอุจจาระไปผสมกับอาหารที่มีเชื้อดังกลาว
อยู แลวนําเชื้อไปบมตามปกติกลับไมพบการเจริญของเชื้อ ดังนั้น D’ Herelle จึงสรุปวาสารที่สามารถกรอง
ผานแผนกรองแบคทีเรียเปนไวรัสของแบคทีเรีย และใหคําจํากัดความของสิ่งที่คนพบวา แบคเทอริโอฟาจ 
หมายถึง ผูกินแบคทีเรีย
              D’ Herelle และ Twort ไดรวมมือกันทํางานวิจัยที่เกี่ยวกับแบคเทอริโอฟาจ เนื่องจากมีความคิดที่
วาอาจนําแบคเทอริโอฟาจมาใชกําจัดแบคทีเรียกอโรคตางๆได การวิจัยดังกลาวไดรับความสนใจจากนัก
วิทยาศาสตรอยางมากในชวงป ค.ศ. 1920-1940 จนกระทั่งการใชสารเคมีในการรักษาโรคซึ่งใชไดสะดวก
และรวดเร็วกวาเริ่มเขามามีบทบาทขึ้น ทําใหการศึกษาแบคเทอริโอฟาจเพื่อนําไปใชในการรักษาโรคเหลือ
อยูเพียงไมกี่ชนิด ในชวงป ค.ศ. 1970 เร่ิมมีการศึกษาทางดานอณูชีววิทยาของแบคเทอรโิอฟาจ และหลัง
จากป ค.ศ. 1975 จึงเนนการนําแบคเทอริโอฟาจมาใชเพื่อการศึกษาดานพันธุวิศวกรรม เชน เทมเพอเรต
ฟาจแลมดา เทมเพอเรตฟาจ M13 เปนตน (Furuse, 1987)
              สวนการศึกษาแบคเทอริโอฟาจที่แยกไดจากแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส (actinomycetes)
หรือ แอคติโนฟาจ (actinophage) เร่ิมมีการศึกษาครั้งแรกโดย Wieringa และ Wiebols ในป ค.ศ. 1936 
(Dowding, 1973) แตไมมีขอมูลที่ชัดเจนถึงเร่ืองที่ทําการศึกษาวิจัยในชวงนั้น ซึ่งอาจเปนเพียงการแยกแอ
คติโนฟาจไดเทานั้น
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2.2 แบคเทอริโอฟาจ

              แบคเทอริโอฟาจหรือฟาจ เปนไวรัสซึ่งเปนออบลิเกตพาราไซต (obligate parasite) ของแบคทีเรีย 
ตามปกติอนุภาคฟาจสามารถดํารงชีวิตไดอยางอิสระในส่ิงแวดลอมไดเหมือนไวรัสชนิดตางๆ เชน ในน้ําจืด 
น้ําทะเล น้ําเสีย ในอุตสาหกรรมอาหาร และในดิน เปนตน อนุภาคฟาจมีชีวิตอยูไดนานในสิ่งแวดลอมดัง
กลาวแตจะไมมีการเพิ่มจํานวน การเพิ่มจํานวนของอนุภาคฟาจจะเกิดขึ้นเฉพาะภายในเซลลแบคทีเรียเทา
นั้น ตัวอยางแบคเทอริโอฟาจที่มีแบคทีเรียชนิดตางๆเปนโฮสท แสดงในตารางที่ 2.1
              แอคติโนฟาจเปนแบคเทอริโอฟาจที่มีโฮสทเปนแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส แอคติโนฟาจที่
สามารถแยกไดและนํามาศึกษากันมาก คือ แอคติโนฟาจที่แยกไดจากสเตรปโตมัยซิทีส เชน ฟาจ φC31, 
R4 และ SH10 เปนตน สวนแอคติโนฟาจจากแอคติโนมัยซิทีสกลุมอ่ืนมีการแยกและนํามาศึกษาอยูบางแต
ไมมากเทาฟาจจากสเตรปโตมัยซิทีส เชน ฟาจ FR113, FR114, FR371 ที่แยกไดจาก Faenia rectivirgula 
(Schneider et al., 1987) φ115A แยกไดจาก Thermoactinomyces sp. และ φ150A แยกไดจาก 
Micropolyspora sp. (Kurup and Heinzen, 1978) นอกจากนี้ Ackermann และคณะ (1985) ไดรวมฟาจ
ของแบคทีเรียกลุมที่มีความใกลชิดกับแอคติโนมัยซิทีสเปนโฮสทวาเปนแอคติโนฟาจดวย เชน ฟาจของ 
Corynebacterium และ Bifidobacterium เปนตน

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางแบคเทอริโอฟาจที่มีแบคทีเรียกลุมตางๆเปนโฮสท
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2.3 โครงสรางพื้นฐานของแบคเทอริโอฟาจ

อนุภาคของแบคเทอริโอฟาจประกอบดวยโครงสรางหลัก 2 สวนคือ
              กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) ในอนุภาคฟาจ 1 อนุภาคจะประกอบดวยกรดนิวคลีอิกชนิด ดีเอ็น
เอสายเดี่ยว (single stranded DNA) ดีเอ็นเอสายคู (double stranded DNA) อารเอ็นเอสายเดี่ยว (single 
stranded RNA) อารเอ็นเอสายคู (double stranded RNA) เพียงรูปแบบเดียวเทานั้น แตอนุภาคฟาจสวน
ใหญจะมีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              แคปซิด (capsid) เปนโปรตีนหอหุม (coat protein) ทําหนาที่ปองกันกรดนิวคลีอิกจากการยอย
สลายของเอนไซมนิวคลีเอส (nuclease) แคปซิดประกอบดวยโปรตีนหนวยยอยเรียกวาแคปโซเมอร 
(capsomer) หลายหนวยมาเรียงตอกัน เกิดเปนรูปรางหลายแบบ ทั้งรูปทรงแบบไอโคซาฮีดรัล 
(icosahedral shape) เปนรูปทรงที่มีมุมยอด 12 มุม ในแตละมุมประกอบดวยแคปโซเมอร 5 หนวยมารวม
กันเรียกวา เพนตอน (penton) และมีหนาของสามเหลี่ยมดานเทา 20 หนา ซึ่งเกิดจากแคปโซเมอร 6 หนวย
มาเรียงตัวกันรอบสวนของเพนตอน ฟาจบางชนิดที่มีโครงสรางซบัซอนจะมีการเรียงตัวของแคปโซเมอรตอ
จากสวนไอโคซาฮีดรัลหรือสวนหัว (head) ในลักษณะขดเปนเกลียวเหมือนทอที่ตรงกลางกลวงหรือสวน
หาง (tail) และอาจมีโครงสรางอื่นเปนสวนประกอบ เชน ชีทหอหุม (sheath) แผนฐาน (base plate) ใยหาง 
(tail fiber) เปนตน (ดังแสดงในรูปที่ 2.1) รูปทรงแบบสายยาว (filamentous shape) เกิดจากการเรียงตัว
ของแคปโซเมอรในลักษณะที่ขดเปนเกลียว โดยมีกรดนิวคลีอิกเปนแกนกลาง  

รูปที่ 2.1 โครงสรางและสวนประกอบของอนุภาคฟาจที-โฟว (T4) (Nester et al., 1995)

2.4 การเพิ่มจํานวนของอนุภาคฟาจ
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              แมวาฟาจสามารถมีชีวิตอยูในสิ่งแวดลอมไดแตจําเปนตองอาศัยแบคทีเรียในการเพิ่มจํานวน 
เนื่องจากตองอาศัยระบบการสรางโปรตีนจากเซลลแบคทีเรียและการที่ฟาจจะเพิ่มจํานวนไดตองอาศัย
เซลลแบคทีเรียที่มีเมทาบอลิซึมเทานั้น (Maloy et al., 1994) เมื่อเซลลแบคทีเรียอยูในภาวะที่มีเมทาบอลิ
ซึมสูงสุดจะทําใหประสิทธิภาพในการเพิ่มจํานวนอนุภาคฟาจเกิดขึ้นไดเร็วและผลิตอนุภาคฟาจไดจํานวน
มาก เชน ฟาจที่เพิ่มจํานวนใน E. coli ใชเซลลที่เจริญในชวง mid log phase หรือในโฮสทที่เปนกลุมแอคติ
โนมัยซิทีสที่ตองใชสปอรในการเพิ่มจํานวนฟาจจะใช สปอรในชวงที่กําลังเริ่มงอก (Lomovskaya et al., 
1972)

              2.4.1 ไวรูเลนทฟาจ (virulent phage)
              เปนฟาจที่มีการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิล (lytic cycle)  ซึ่งเมื่อถึงขั้นสุดทายของวงชีวิตเซลล
แบคทีเรียจะเกดิการแตกสลาย (lysis) (Duckworth, 1987) ไวรูเลนทฟาจที่มีการศึกษากันอยางกวางขวาง 
เชน กลุม ที-อีเวนฟาจ (T-evenphage) มี E. coli เปนโฮสท ฟาจในกลุมนี้สามารถใชเปนแบบจําลองใน
การศึกษากลไกการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิลได  (Vallee and Cornett, 1972; Wood and Revel, 
1976; Mathews et al., 1983) การเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิลมีข้ันตอนตางๆดังนี้คือ (ดังแสดงในรูปที่ 
2.2)
                            การเกาะติด (attachment)
                            เปนขั้นตอนที่สําคัญในการเพิ่มจํานวนอนุภาคฟาจซึ่งถาฟาจไมสามารถเกาะติดกับ
เซลลแบคทีเรียไดก็ไมสามารถเพิ่มจํานวนได ฟาจจะเกาะติดกับเซลลแบคทีเรียบริเวณตําแหนงที่จําเพาะ
กับการเกาะติด (receptor site) บนผิวของผนังเซลลแบคทีเรีย ฟาจแตละชนิดจะมีตําแหนงที่จําเพาะกับ
การเกาะติดแตกตางกันออกไป แตสวนใหญเปนสวนประกอบของผนังเซลลและเปนสวนประกอบที่จําเปน
ตอการดํารงชีวิตของแบคทีเรียชนิดนั้นๆ เชน ฟาจ BF-23 มีตําแหนงจําเพาะเปนโปรตีนบนผนังเซลลที่ทํา
หนาที่ขนสงวิตามิน B12 เขาสูเซลล (Di Masi et al., 1973) ฟาจ kh พบวามีตําแหนงจําเพาะกับการเกาะ
ติดเปนน้ําตาลแรมโนส (rhamnose) ที่อยูบนผนังเซลลของ Lactococcus lactis (Valyasevi et al., 1990) 
นอกจากนี้อาจมีสวนประกอบอื่นที่เปนตําแหนงจําเพาะกับการเกาะติดของฟาจได เชน พิลไล (pilli) กรดไท
โคอิค (teichoic acid) หรือ แคปซูล (capsule) ของแบคทีเรียเปนตน (Furukawa et al., 1983)
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                        การสงผานกรดนิวคลีอิกของฟาจเขาสูเซลลแบคทีเรีย (penetration)
                            รูปรางของแบคเทอริโอฟาจมีสวนทําใหการสงผานกรดนิวคลีอิกเขาสูเซลลแบคทีเรียได
แตกตางกัน ฟาจที-โฟว  มีสวนหางที่สามารถหดได เมื่อเกิดการเกาะติดสวนหางจะหดและแทรกผานผนัง
เซลลเขาสูไซโตพลาสซึม กรดนิวคลีอิกจะถูกสงผานเขาสูไซโตพลาสซึมไดโดยตรงสวนที่เปนแคปซิดถูกทิ้ง
ไวภายนอก (Simon and Anderson, 1967) ฟาจที่มีหางสั้นจะสงผานกรดนวิคลีอิกไปยังเพอริพลาสซึม 
(periplasm) ฟาจที่ไมมีหางเมื่อเกิดการเกาะติดกับโฮสทแลวแคปซิดจะแตกออกสงผานกรดนิวคลีอิกไปที่
ผนังเซลล จากนั้นจะมีโปรตีนชนิดหนึ่งเปนตัวนํากรดนิวคลีอิกเขาไปภายในเซลล (Duckworth, 1987)
                            การสังเคราะหกรดนิวคลีอิกและโปรตีนของฟาจ
                            ฟาจที่มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอจะอาศัยอารเอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA polymerase) 
ของโฮสทในการสังเคราะหเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ที่เรียกวาเอ็มอารเอ็นเอชวงตน (early mRNA) จากนั้น
จะเกิดการแปลรหัสไดเปนโปรตีน เชน ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอโพลีเมอรเรสของฟาจที่ใชในการเพิ่มจํานวน
ชุดดีเอ็นเอของฟาจ อารเอ็นเอโพลีเมอรเรสที่สรางขึ้นจะชวยใหเกิดการถอดรหัสจากดีเอ็นเอของฟาจไดเอ็ม
อารเอ็นเอชวงหลัง (late mRNA) ซึ่งเมื่อเกิดการแปลรหัสจะไดโปรตีนที่เปนสวนประกอบของอนุภาคฟาจ 
เชน แคปซิด เอนไซมที่เกี่ยวของกับการประกอบโครงสรางฟาจและการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจาก
เซลล เปนตน (Maloy et al., 1994)
                            การประกอบเปนอนุภาคฟาจ (assembly)
                            ขั้นตอนที่สําคัญของการประกอบเปนอนุภาคของฟาจ คือข้ันตอนการใสกรดนิวคลีอิก
เขาภายในแคปซิด ในฟาจที-โฟวสวนของแคปซิดจะถูกยอย (cleavage) ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางทํา
ใหสามารถนํากรดนิวคลีอิกเขาภายในแคปซิดได (Black and Showe, 1983) สวนประกอบอื่นๆจะรวมกัน
เปนสวนหางจากนั้นทั้งสวนที่เปนสวนหัวและสวนหางจะเกิดการเชื่อมตอกันไดเปนอนุภาคฟาจที่สมบูรณ
                            การปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากเซลลแบคทีเรีย (release)
                            เมื่อฟาจประกอบกันเปนอนุภาคที่สมบูรณจะเกิดการสรางเอนไซมที่ใชทําลายเซลล
แบคทีเรีย คือเอนไซมโฮลิน (holin) ที่ใชในการยอยสลายเยื่อหุมเซลล และไลโซไซม (lysozyme) ที่ใชใน
การยอยสลายผนังเซลล ดังนั้นเซลลจึงเกิดการแตกสลายและปลดปลอยอนุภาคฟาจ ออกมาภายนอกได 
(Yong, 1992)
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รูปที ่2.2 ขัน้ตอนการเพิม่จํานวนแบบไลตคิไซเคลิของท-ีอีเวนฟาจใน E. coli (Nester et al., 1995)
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             2.4.2 เทมเพอเรตฟาจ (temperate phage)
              เปนฟาจที่มีการเพิ่มจํานวนแบบไลโสเจนิคไซเคิล (lysogenic cycle) ซึ่งการเพิ่มจํานวนของฟาจ
ในลักษณะนี้จะไมทําใหโฮสทเซลลเกิดการแตกสลาย แตในบางภาวะเทมเพอเรตฟาจจะมีกลไกการเพิ่ม
จํานวนเปนแบบไลติคไซเคิลได ซึ่งอาจเกิดขึ้นเองหรือถูกชักนําโดยสารเคมีหรือแสงอัลตราไวโอเลต ตัว
อยางเทมเพอเรตฟาจที่ถูกนํามาใชในการศึกษากลไกการเกิดไลโส    เจนิคไซเคิล คือ ฟาจแลมดาที่มี E. 
coli เปนโฮสท ( Johnson et al., 1981) นอกจากนี้ยังมีฟาจ φC31 ที่ถูกใชในการศึกษาทางดานพันธุ
ศาสตรของสเตรปโตมัยซิทีสดวย (Lomovskaya et al., 1980) ไลโสเจนิคไซเคิลประกอบดวยขั้นตอนตางๆ
ดังนี้คือ (ดังแสดงในรูปที่ 2.3)
                            การเกาะติดและฉีดกรดนิวคลีอิกเขาภายในเซลล
                            ขั้นตอนนี้เหมือนกับการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิล ในฟาจแลมดาตําแหนงที่จําเพาะ
กับการเกาะติดจะเปนบริเวณที่ใชสําหรับขนสงน้ําตาลมอลโตสที่อยูบนผนังเซลล (Hershey, 1971) และ
แบคทีเรียสวนใหญที่มีรูปรางเหมือนฟาจแลมดาจะใชบริเวณที่ใชในการขนสงโปรตีนหรือน้ําตาลชนิดตางๆ
เขาสูเซลลเปนตําแหนงที่จําเพาะกับการเกาะติดเชนกัน (Lamont et al., 1993) เมื่อฟาจเกาะติดกับเซลล
แลวดีเอ็นเอจะถูกฉดีเขาในเซลลของแบคทีเรีย
                            การทํางานของโปรตีนยับยั้ง (repressor protein)
                            ในฟาจแลมดา (Voyles,1993) และ ฟาจ186 (Lamont et al., 1993) เมื่อดีเอ็นเอของ
ฟาจเขาภายในเซลลของ E. coli แลว โปรตีนที่เกิดจากยีน N ที่อยูบนดีเอ็นเอของฟาจจะกระตุนใหเกิดการ
สรางโปรตีน 2 ชนิด คือ  โปรตีน CΙΙ และโปรตีน CΙΙΙ จากยีน cΙΙ  และcΙΙΙ ตามลําดับ ซึ่งโปรตีน CΙΙ เปน
ตัวควบคุมการเริ่มตนกลไกของไลโสเจนิคไซเคิล สวนโปรตีน CΙΙΙ จะทําหนาที่ปองกันไมใหโปรตีน CΙΙ ถูก
ยอยสลายโดยโปรติเอส (protease) จากโฮสทเร็วเกินไป โปรตีน CΙΙ กระตุนใหเกิดการถอดรหัสผานยีน cΙ
ไดโปรตีน CΙ ออกมาจํานวนมากพอ ซึ่งโปรตีนนี้จะทําหนาที่เปนตัวกระตุนใหเกิดการสรางโปรตีน CΙ เอง 
และยังทําหนาที่เปนโปรตีนยับยั้งการถอดรหัสของยีน cro ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการเกิดไลติคไซเคิล เมื่อยีน 
cro ไมสามารถเกิดการถอดรหัสไดการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิลจึงไมเกิดขึ้น (ดังแสดงในรูปที่ 2.4)
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รูปที ่2.3 ข้ันตอนการเพิม่จาํนวนแบบไลโสเจนคิไซเคลิของฟาจแลมดาใน E. coli (Nester et al., 1995)

รูปที ่2.4 การทาํงานของยนีและโปรตนีชนดิตางๆทีค่วบคมุกลไกการเกดิไลโสเจนคิไซเคลิ (Dale, 1998)



11

                            ดีเอ็นเอของฟาจสอดแทรก(integrate)เขาสูโครโมโซมของโฮสท(Voyles, 1993)
                            ในกรณีของฟาจแลมดาดีเอ็นเอจะสอดแทรกเขาสูโครโมโซมของ E. coli ไดตอเมื่อดีเอ็น
เออยูในลักษณะที่เปนวงแหวน โดยสวนปลายดีเอ็นเอของฟาจแลมดาที่เปนปลายเหนียว (cohesive end) 
จะมาเชื่อมกันไดดีเอ็นเอเปนวงแหวน ดีเอ็นเอของฟาจแลมดาและโครโมโซมของ E. coli จะมีบริเวณ
จําเพาะสําหรับเกิดการสอดแทรกของดีเอ็นเอซึ่งอยูระหวางยีน gal และยีน bio เอนไซมอินทริเกรส 
(integrase) จากฟาจจะทําใหเกิดรีคอมบิเนชัน (recombination) ขึ้นระหวางดีเอ็นเอของฟาจและของ
โฮสท เมื่อกระบวนการสอดแทรกของดีเอ็นเอเสร็จสิ้นลําดับยีนของฟาจแลมดาจะเปลี่ยนแปลงไป (ดังแสดง
ในรูปที่2.5) เรียกดีเอ็นเอของฟาจที่สอดแทรกอยูในโครโมโซมของแบคทีเรียวา โปรฟาจ (prophage) และ
เรียกแบคทีเรียที่มี        โปรฟาจอยูวา ไลโสเจนิคเซลล (lysogenic cell) หรือ ไลโสเจน แบคทีเรียที่เปนไลโส
เจนสามารถมีชีวิตตอไปไดและเมื่อมีการแบงเซลลเกิดขึ้นโปรฟาจที่สอดแทรกอยูจะเพิ่มจํานวนไปพรอมกับ
การแบงเซลลเปนเหมือนสวนหนึ่งของโครโมโซมของโฮสท
                            การศึกษากลไกการเกิดไลโสเจนิคไซเคิลของแอคติโนฟาจมีรายงานการศึกษาอยูนอย 
Sinclair และ Bibb (1988) พบวาการเกิดไลโสเจนิคไซเคิลของฟาจ φC31 เกิดจากยีน c บนดีเอ็นเอของ
ฟาจ ซึ่งยีนดังกลาวควบคุมทั้งกระบวนการเริ่มตนการเกิดไลโสเจนิคไซเคิลและควบคุมภาวะที่เกิดขึ้นให
ดําเนินตอไป สวนการสอดแทรกดีเอ็นเอของฟาจจะเกิดขึ้นระหวางยีน pheA และ uraA บนโครโมโซมของ
Streptomyces coelicolor A3(2)

รูปที่ 2.5 การสอดแทรกดีเอ็นเอของแลมดาฟาจเขาสูโครโมโซมของ E. coli (Voyles, 1993)
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2.5 สมบัติและการเปลี่ยนแปลงของเซลลแบคทีเรียที่เปนไลโสเจน (properties and lysogenic 
conversion)

              2.5.1 ภูมิคุมกันตอการติดเชื้อซํ้าจากฟาจชนิดเดิม (superinfection immunity)
              สมบัติที่สําคัญของไลโสเจน คือ ความสามารถในการตานการถูกทําลายโดยแบคเทอริโอฟาจ
ชนิดเดิมที่ทําใหเกิดไลโสเจน การสรางโปรตีน CΙ ในไลโสเจนของฟาจแลมดาจะเกิดขึ้นตลอดเวลาเพื่อ
รักษาภาวะไลโสเจนิคไซเคิลไว เมื่อมีดีเอ็นเอของฟาจชนิดเดิมเขามาภายใน    ไลโสเจน โปรตีน CΙ จํานวน
มากที่อยูในไซโตพลาสซึมจะเขาไปจับกับโอเปอเรเตอร (operator) บนดีเอ็นเอของฟาจที่เขามาใหมทันที
กอนที่อารเอ็นเอพอลิเมอเรสจะเขาไปจับกับโปรโมเตอรของฟาจที่เขามาใหมไดทัน ดังนั้นกระบวนการถอด
รหัสและแปลรหัสของไลติคไซเคิลจึงไมเกิดขึ้น (Maloy et al., 1994) นอกจากนี้ Vostrov และคณะ (1996) 
ศึกษาสมบัติดังกลาวในไลโสเจนของ E. coli ที่เกิดจากฟาจ φ80 และฟาจ N15 พบวาการเกิดภูมิคุมกัน
ของไลโสเจนมีกลไกแตกตางจากฟาจแลมดา โดยมียีนที่เกี่ยวของคือ ยีน cor ทําหนาที่สรางโปรตีน Cor 
โปรตีนที่สรางขึ้นนี้สามารถแทรกตัวเขาอยูในเยื่อหุมเซลลของโฮสท ซึ่งอาจเปนตําแหนงจําเพาะกับการ
เกาะติดของฟาจทั้ง 2 ชนิด ทําใหไลโสเจนที่เกิดขึ้นมีภูมิคุมกัน

              2.5.2 การเปลี่ยนแปลงลักษณะอื่นที่เกิดขึ้นในไลโสเจน
              ดีเอ็นเอของฟาจที่สอดแทรกเขาไปในโครโมโซมอาจเขาไปอยูระหวางยีนที่ผลิตเอนไซมที่สําคัญ
ทําใหแบคทีเรียไมสามารถผลิตเอนไซมนั้นๆออกมาได หรือในทางกลับกันการผลิตเอนไซมหรือโปรตีนของ
แบคทีเรียบางชนิดจําเปนตองอาศัยโปรฟาจ เชน shiga toxin ใน E. coli O157 : H7 (Muniesa and 
Jofre, 1998) cholera toxin ใน Vibrio cholerae (Waldor and Mekalanos, 1996) ในบางกรณีโปรฟาจ
อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย เชนการเปลี่ยนแปลงคารโบไฮเดรตของโอ
แอนติเจน (O antigen) ในไลโสเจนของ Salmonella (Voyles, 1993) แตในแบคทเีรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส
จะไมคอยพบรายงานการเปลี่ยนแปลงสมบัติตางๆเหลานี้ในไลโสเจน
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              2.5.3 การชักนําไลโสเจนใหเกิดภาวะไลติคไซเคิล
              เมื่อไลโสเจนสัมผัสกับตัวชักนําบางชนิดเชน แสงอัลตราไวโอเลต ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(hydrogen peroxide) หรือ ไมโตมัยซิน ซี (Bradley, 1967) ดีเอ็นเอของแบคทีเรียจะเกิดความเสียหายขึ้น
โดยเกิดเปนลักษณะของไธมีนไดเมอร (thymine dimers) บนสายของดีเอ็นเอ ทําใหไมสามารถเกิดการเพิ่ม
จํานวนหรือเกิดการถอดรหัสของยีนบริเวณดังกลาวได แตแบคทีเรียจะมีระบบซอมแซมดีเอ็นเอที่ถูกทําลาย
ไดหลายวิธี ในระบบซอมแซมดีเอ็นเอที่ใชแสง (light repair) แสงจะทําหนาที่กระตุนเอนไซมบางชนิดใหไป
ทําลายพันธะโควาเลนทของไธมีนไดเมอรทําใหสายดีเอ็นเอกลับมามีลักษณะเดิม ระบบซอมแซมดีเอ็นเอ
แบบไมตองการแสง (dark repair) เอนไซมบางชนิดจะถูกกระตุนใหทําหนาที่ตัด (excise) สายดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดไธมีนไดเมอรและจะมีเอนไซมอีกชนิดทําหนาที่ซอมแซมดีเอ็นเอสวนที่ขาดหายไปเรียกระบบ
การซอมแซมแบบนี้อีกชื่อหนึ่งวา excision repair ระบบการซอมแซมดีเอ็นเออีกระบบที่ถูกกระตุนให
ทํางานคือระบบซอมแซมแบบเอสโอเอส (SOS repair) ซึ่งปกติการถอดรหัสของยีนที่ควบคุมระบบนี้ถูก
ยับยั้งอยูดวยโปรตีน LexA เมื่อดีเอ็นเอเกิดความเสียหายจะกระตุนใหเกิดการสรางโปรติเอสที่เรียกวา 
RecA เอนไซมนี้จะไปยอยสลายโปรตีน LexA ทําใหระบบการซอมแซมแบบเอสโอเอสสามารถทํางานได 
นอกจากนั้นเอนไซม RecA ที่ถูกสรางขึ้นมาจํานวนมากยังยอยสลายโปรตีน CΙ ที่โปรฟาจสรางขึ้นมาเชน
กัน เมื่อขาดโปรตีน CΙ อารเอ็นเอโพลีเมอรเรสจึงสามารถจับกับโปรโมเตอรของฟาจได เกิดการถอดรหัส
ของยีน cro กลไกของไลติคไซเคิลจึงเริ่มข้ึน (Voyles, 1993; Nester et al., 1995)

2.6 การแยกแบคเทอริโอฟาจ

              แบคเทอริโอฟาจสามารถแยกไดจากสิ่งแวดลอมตางๆเชน จากดิน น้ําจืด น้ําทะเล จากอุตสาห
กรรมอาหาร หรือจากแบคทีเรียที่มีโปรฟาจอยูในเซลล ซึ่งสามารถทําไดหลายวิธี

              2.6.1 วิธีการนับจํานวนโดยตรง (direct count)
              เปนวิธีการแยกและประมาณจํานวนฟาจจากแหลงตางๆโดยตรง ซึ่งตองทราบน้ําหนักหรือ
ปริมาตรของตัวอยางที่นํามาแยก การแยกฟาจจากตัวอยางดินทําโดยนําตัวอยางดินมาทําการเจือจางและ
กําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนออกโดยการกรองหรือใชสารเคมี ซึ่ง Lanning และ Williams (1982) ทําการ
ทดลองกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนมากับดินโดยใชคลอโรฟอรม (chloroform) เปรียบเทียบกับแผนกรอง พบ
วาการใชคลอโรฟอรมกําจัดแบคทีเรียสามารถแยก  แอคติโนฟาจจากดินไดมากกวาการกําจัดแบคทีเรีย
โดยใชแผนกรอง แตทั้งนี้ฟาจที่ทําการแยกตองสามารถทนตอคลอโรฟอรมได นอกจากนี้ Casida และ Liu
(1974) พบวาสามารถแยกฟาจของ Arthrobacter globiformis ไดนอยมากเมื่อแยกจากดินที่ขาดสาร
อาหาร จึงทดลองเติมสารอาหารลงไปในดินกอนการแยกทําใหฟาจที่แยกไดมีจํานวนเพิ่มข้ึน สวนการแยก
ฟาจจากตัวอยางน้ําซึ่งมีจํานวนแบคทีเรียและฟาจอยูนอยจะใชวิธีการกรองแยกแบคทีเรียและอนุภาค
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ตางๆที่มีขนาดใหญออกกอน จากนั้นปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูงใหอนุภาคฟาจติดอยูกับแผนกรองที่
สามารถดักจับอนุภาคฟาจที่มีขนาดเล็กไวได ซึ่งวิธีการนี้จะทําใหไดจํานวนอนุภาคฟาจเพียงพอที่จะตรวจ
สอบได (Paul et al., 1997)
              วิธีการนับจํานวนโดยตรงสามารถบอกจํานวนอนุภาคฟาจที่จําเพาะตอโฮสทที่ตองการแยกไดใน
ระดับหนึ่ง แตไมสามารถบอกจํานวนฟาจที่แนนอนไดซึ่งมาจากหลายสาเหตุ เชน เมทาบอลิซึมของโฮสท
ในสิ่งแวดลอมนั้นๆ หรือ การที่อนุภาคฟาจถูกดูดซับอยูกับอนุภาคดิน เปนตน

              2.6.2 วิธีการสงเสริมการเจริญ   
              เปนวิธีการแยกฟาจที่งายและไดผลดี นิยมใชแยกฟาจจากตัวอยางที่เปนดินโดยการบมตัวอยาง
ดินกับแบคทีเรียที่ตองการแยกฟาจในอาหารเหลวเวลาที่ใชในการบมข้ึนอยูกับการเจริญของแบคทีเรียที่ใช
เปนโฮสท วิธีสงเสริมการเจริญจะทําใหจํานวนอนุภาคฟาจที่อยูในดินเพิ่มมากขึ้นทําใหสามารถแยกฟาจอ
อกมาไดงาย โดยกําจัดอนุภาคดินและแบคทีเรียบางสวนออกโดยการปนเหวี่ยงและกําจัดแบคทีเรียที่เหลือ
อยูดวยการกรองผานแผนกรองหรือใชคลอโรฟอรม

              การแยกแอคติโนฟาจจากตัวอยางดินนิยมใชวิธีสงเสริมการเจริญ Dowding และ Hopwood 
(1973) แยกแอคติโนฟาจโดยผสมตัวอยางดินกับสปอรของ Streptomyces coelicolor A3(2) ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพู สามารถแยกแอคติโนฟาจ VP7 และ VP14 ได สวน Ogata และ
คณะ (1985) ทําการทดลองแตกตางออกไปดวยการแยกแอคติโนฟาจโดยใชสปอรของ Streptomyces 
azureus ความเขมขนสูง (1012สปอรตอลิตร) เทลงในแหลงดินธรรมชาติ จากนั้นนําตัวอยางดินมาตรวจ
สอบจํานวนฟาจทุกสัปดาหสามารถแยกแอคติโนฟาจจากแหลงดินนั้นไดและพบวาในชวงสัปดาหแรกๆ
จํานวนฟาจที่แยกไดมีนอยและเพิ่มข้ึนเรื่อยๆจนมีจํานวนสูงสุดในสัปดาหที่ 7 หลังจากนั้นปริมาณฟาจจะ
ลดลงในเวลาตอมา วิธีการสงเสริมการเจริญนี้สามารถแยกฟาจไดงายและสะดวกแตไมสามารถระบุ
จํานวนอนุภาคฟาจอิสระที่มีอยูได
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           2.6.3 การแยกอนุภาคฟาจที่เปนโปรฟาจในเซลลแบคทีเรีย
              วิธีการนี้เปนวิธีหนึ่งที่ใชแยกเทมเพอเรตฟาจซึ่งอยูในภาวะที่เปนโปรฟาจภายในเซลลแบคทีเรีย 
สวนใหญใชวิธีการชักนําเซลลแบคทีเรียดวยแสงอัลตราไวโอเลต เชน ฟาจ SU-11 ไดจาก Bacillus 
thuringiensis serovar israelensis (Kanda et al., 1999) ฟาจ LC1 และ LL5 ไดจาก Lactococcus 
lactis (Lillehaug, 1997) ในขณะที่ Lomovskaya และคณะ (1972) แยกฟาจ φC31 โดยไมไดชักนําดวย
แสงอัลตราไวโอเลต แตเกิดจากการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาเองโดยธรรมชาติ (spontaneous 
release) เมื่อผสม Streptomyces coelicolor A3(2) กับ Sterptomyces coelicolor 66 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว เนื่องจาก φC31 มีสมบัติเปนโปรฟาจใน S. coelicolor A3(2) แตสามารถทําใหเกิดไลติคไซเคิล
ใน S. coelicolor 66 ได นอกจากนี้เทมเพอเรตฟาจที่อยูในเซลลแบคทีเรียบางชนิดสามารถเกิดการปลด
ปลอยออกมาจากเซลลไดเองตามธรรมชาติเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยไมตองมีการชักนําหรือ
ผสมกับโฮสทที่จําเพาะตอเทมเพอเรตฟาจนั้นลงไป เชน เทมเพอเรตฟาจ Bα ที่ไดจากการเลี้ยง 
Streptomyces lavendulae S283 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (Nakano et al., 1981)

2.7 การตรวจสอบแบคเทอริโอฟาจ (Adams, 1959)
              แบคเทอริโอฟาจสามารถถูกตรวจสอบได โดยดูจากการเกิดพลาคบนโฮสทที่เจริญอยูบนผิวหนา
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งซึ่งเรียกวา การทําอาหารวุนสองชั้น วิธีนี้ทําโดยผสมเซลลแบคทีเรียหรือสปอรของแอคติ
โนมัยซิทีสที่ใชเปนโฮสทกับซอฟทอการและตัวอยางที่ตองการตรวจสอบฟาจ จากนั้นนําสวนผสมดังกลาว
ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แบคทีเรียจะเจริญมีลักษณะเปนแผนบางๆที่เรียกวา ลอน (lawn) ครอบ
คลุมอยูบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แบคเทอริโอฟาจจะเขาไปทําลายแบคทีเรียจนเกิดการแตก
สลายและปลดปลอยฟาจรุนใหมออกมา อนุภาคฟาจที่ออกมาจะแพรไปตามอาหารเลี้ยงเชื้อเขาสู
แบคทีเรียเซลลอ่ืนที่อยูใกลเคียงทําใหไมมีการเจริญของแบคทีเรียเปนบริเวณหนึ่ง เกิดเปนบริเวณหรือวงใส
ข้ึนบนลอนของแบคทีเรีย เรียกวา พลาค (ดังแสดงในรูปที่ 2.6)
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รูปที่ 2.6 การตรวจ สอบแบคเทอริโอฟาจดวย
วิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (Nester et al., 1995)
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2.8 ลักษณะพลาคที่เกิดจากแบคเทอริโอฟาจ

              พลาคที่เกิดจากแบคเทอริโอฟาจจะมีอยู 2 ลักษณะคือพลาคใส (clear plaque) และ พลาคขุน 
(turbid plaque) ขนาดและรูปรางของพลาคขึ้นอยูกับทั้งชนิดของฟาจและแบคทีเรียรวมทั้งการเจริญของ
แบคทีเรียดวย ถาแบคทีเรียในบริเวณที่มีฟาจอยูหยุดเจริญเร็วซึ่งอาจเนื่องมาจากสารอาหารที่อยูบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อหมด สารพิษที่แบคทีเรียสรางออกมารบกวนการเจริญของแบคทีเรียเอง หรือไมมีพื้นที่ใหแบคทีเรีย
เจริญตอพลาคที่ไดก็จะมีขนาดเล็ก ขนาดของฟาจมีผลตอขนาดพลาคเชนกัน ซึ่งฟาจที่มีอนุภาคเล็ก
สามารถแพรไปตามอาหารเลี้ยงเชื้อสูเซลลแบคทีเรียที่อยูใกลเคียงไดเร็วกวาฟาจที่มีอนุภาคใหญ นอกจาก
นี้ยังมีปจจัยอื่นเชน ระยะพักตัว (latent period) และอัตราการเกาะติดของฟาจ (adsorption rate) 
(Adams, 1959)

               2.8.1 พลาคใส
              เกิดจากการที่แบคเทอริโอฟาจสามารถทําใหเซลลแบคทีเรียเกิดการแตกสลายไดทั้งหมดจึงไมมี
แบคทีเรียเจริญอยูเลย ซึ่งไวรูเลนทฟาจสามารถทําใหเกิดพลาคในลักษณะใสได ในบางครั้งเมื่อบมพลาคที่
มีลักษณะใสตอไประยะหนึ่งอาจมีโคโลนีของแบคทีเรียเกิดขึ้นจํานวนหนึ่ง ซึ่งแบคทีเรียที่อยูรอดไดนี้สวน
ใหญเปนแบคทีเรียที่เกิดการกลายพันธุทําใหตําแหนงที่จําเพาะตอการเกาะติดของฟาจเปลี่ยนแปลงไป 
เปนผลใหเซลลเหลานั้นรอดจากการถูกทําลายโดยแบคเทอริโอฟาจ (Donadio et al., 1986)
 
             2.8.2 พลาคขุน
              เปนลักษณะพลาคที่เกิดจากเทมเพอเรตฟาจ ซึ่งในชวงแรกที่ฟาจเขาไปเพิ่มจํานวนในเซลลนั้น
การเจริญของแบคทีเรียเปนไปอยางรวดเร็วเนื่องจากมีสารอาหารเพียงพอและฟาจที่เกิดขึ้นมีจํานวนนอย 
การเพิ่มจํานวนของฟาจในชวงแรกจึงเปนแบบไลติคไซเคิลเปนสวนใหญ แตเมื่อฟาจมีจํานวนมากขึ้นฟาจ
สวนหนึ่งจะเกิดการเพิ่มจํานวนแบบไลโสเจนิคไซเคิลทําใหแบคทีเรียเซลลนั้นไมแตกสลาย เซลลที่เปนไลโส
เจนสามารถใชสารอาหารที่เหลืออยูภายในพลาคซึ่งแบคทีเรียบริเวณนั้นถูกทําลายหมดกอนที่จะมีการใช
สารอาหาร ดังนั้นเมื่อบมอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวตอไปอีกระยะหนึ่ง แบคทีเรียที่เจริญอยูในพลาคจะเพิ่ม
จํานวนขึ้นจนสามารถเห็นเปน พลาคที่มีลักษณะขุนไดดวยตาเปลา (Maloy et al., 1994)



18

2.9 การเพาะเลี้ยงแบคเทอริโอฟาจ

              ในการนําฟาจไปใชศึกษาวิจัยในดานตางๆจําเปนตองใชความเขมขนของฟาจสูงและมีปริมาณ
มากเพียงพอคือประมาณ 107-1010 PFU (Plaque Forming Unit) ตอมิลลิลิตร (Hranueli et al., 1979; 
Klaus et al., 1981) ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการเพาะเลี้ยงฟาจใหไดจํานวนมากซึ่งการเพาะเลี้ยงฟาจที่นิยม
ทํามี 2 วิธีคือ

              2.9.1 การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
              เปนการเลี้ยงแบคทีเรียและฟาจในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาเพื่อใหการเจริญ
ของเชื้อมีประสิทธิภาพดี ซึ่งฟาจจะเขาไปเพิ่มจํานวนภายในเซลลแบคทีเรียจนเซลลแตกสลาย ทําให
อาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะใสเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะขุนที่มีเฉพาะแบคทีเรียจํานวน
เทากันเจริญอยูเพียงอยางเดียว การเพาะเลี้ยงฟาจในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนี้นิยมใชกับฟาจที่มีโฮสทเปน
แบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลวไดดี เชน ฟาจของ E.coli หรือ Lactococcus sp. (Lillehaug, 1997 ; 
Yin,1997) เปนตน

               2.9.2 การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
              การเพาะเลี้ยงฟาจวิธีนี้เปนวิธีการเดียวกับการตรวจสอบฟาจบนอาหารวุนสองชั้น วิธีการนี้ให
จํานวนฟาจไดมากหรือนอยขึ้นกับจํานวนจานเพาะเชื้อที่ใช ซึ่งวิธีการนี้เหมาะสําหรับเพาะเลี้ยงฟาจที่โฮสท
เจริญในอาหารเหลวไดไมดี Dowding และ Hopwood (1973) พบวาแอคติโนฟาจ VP5 ซึ่งมีโฮสทคือ S.
coelicolor A3 (2) มีการเพิ่มจํานวนในอาหารเหลวไดนอยมากเมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง ซึ่ง
ยังมีแอคติโนฟาจที่มีโฮสทเปนแอคติโนมัยซิทีสอีกหลายชนิดที่สามารถเพาะเลี้ยงฟาจใหไดปริมาณมากใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเทานั้น (Kurup and Heinzen, 1978; Klaus et al., 1981; Anne et al., 1984) การ
เก็บรวบรวมฟาจจากอาหารแข็งจะใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวหรือบัฟเฟอรชนิดตางๆชะฟาจออกจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง
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2.10 การศึกษารูปรางแบคเทอริโอฟาจภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน

              การศึกษารูปรางของฟาจตองอาศัยเทคนิคการยอมตัวอยางดวยวิธีเนกาทีฟสเตนนิง (negative 
staining) ดวยวิธีนี้จะทําใหเห็นรูปรางของฟาจไดงายขึ้นเนื่องจากตัวอยางที่ตองการตรวจสอบจะมีสีออน
กวาพื้นผิว (background) ซึ่งทึบแสง ทําใหเกิดความแตกตางระหวางตัวอยางและพื้นผิว (Bradley, 1967) 
วิธีเนกาทีฟสเตนนิงนิยมยอมตัวอยางดวยยูรานิลอะซิเตต (uranyl acetate) (Chater and Cater, 1979; 
Stuttard and Dwyer, 1981; Kanda et al., 1999) หรือโปแทสเซียมฟอสโฟทังสเตต (potassium 
phosphotungstate) ( Dowding, 1973; Hranueli et al., 1979)

2.11 การจัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจ
 
             Bradley (1967) ไดจัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจโดยอาศัยรูปรางและชนิดของกรดนิวคลีอิก แบง
ออกไดเปน 6 กลุม (ดังแสดงในรูปที่ 2.7)
              กลุม A มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม (hexagonal) สวนหางมีชีทหอหุมที่หดตัวได (contractile 
sheath) บริเวณปลายของสวนหางมักมีโครงสรางอื่นประกอบ เชน แผนฐาน หรือ ใยหาง เปนตน มีกรด
นิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              กลุม B มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม สวนหางมีความยาวมากกวาเสนผานศูนยกลางของสวนหัว 
หางไมมีชีทที่หดตัวไดหอหุม อาจมีหรือไมมีโครงสรางอื่นที่ปลายสวนหาง มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              กลุม C มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม ความยาวสวนหางสั้นกวาเสนผานศูนยกลางสวนหัว สวนหาง
ไมสามารถหดตัวได กรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              กลุม D แคปซิดเปนรูปหกเหลี่ยม ประกอบดวยแคปโซเมอรขนาดใหญมีปุมเกาะ (knob) อยูบน
สวนยอดของแคปซิด กรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว
              กลุม E แคปซิดเปนรูปหกเหลี่ยม ประกอบดวยแคปโซเมอรขนาดเล็ก กรดนิวคลีอิกเปนอารเอ็นเอ
สายเดี่ยว
              กลุม F รูปรางแบคเทอริโอฟาจเปนสายยาว มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว
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              ตอมา Reanney และ Ackermann (1982) จัดจําแนกชนิดของแบคเทอริโอฟาจเพิ่มข้ึนจาก 6 
กลุมหลักของ Bradley เปน 18 กลุม คือ A1-A3, B1-B3, C1-C3, D1-D4, E1-E2 และ F1-F2 โดยอาศัย
ขนาดของแคปซิดเปนหลักเกณฑในการจัดจําแนกดวย และเพิ่มกลุม G ซึ่งเปนแบคเทอริโอฟาจที่มีรูปราง
ไมแนนอนมีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู (ดังแสดงในรูปที่ 2.7)
              นอกจากนี้คณะกรรมการสากลวาดวยการจัดจําแนกไวรัส (International Committee for 
Taxonomy of Virus: ICTV ) จัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจในระดับแฟมิล่ี (family) โดยอาศัยหลักเกณฑของ 
ชนิดกรดนิวคลีอิก จํานวนสายของกรดนิวคลีอิก และการมีหรือไมมีเอนเวโลป (envelope) หอหุมอนุภาค 
ซึ่ง ICTV จัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจออกเปนแฟมิลีตางๆดังแสดงในรูปที่ 2.8 (Matthews,1982)
              ฟาจในกลุม ที-อีเวนเมื่อจําแนกดวยวิธีของ Bradley จัดอยูในกลุม A ในขณะที่ฟาจแลมดาจัดอยู
ในกลุม B ฟาจที่จัดอยูในกลุม D เชน φ X-174 สวนฟาจที่มีลักษณะเปนสายยาวซึ่งอยูในกลุม F เชน ฟาจ 
M13 และฟาจ fd เปนตน (Goyal, 1987)
              Ackermann และคณะ (1985) ศึกษารูปรางของแอคติโนฟาจที่มีแอคติโนมัยซิทีสกลุมตางๆเปน
โฮสท สามารถจําแนกแอคติโนฟาจที่สํารวจ 305 ชนิด ออกไดเปน 3 กลุมตามการจัดจําแนกของ Bradley 
คือ กลุม A, B และ C หรือ จําแนกไดเปน 6 กลุม ตามการจัดจําแนกโดยวิธีการของ Reanney และ
Ackermann คือ A1-A2, B1-B2 และ C1-C2 และพบวาฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสแทบทั้งหมดจัดอยูใน
กลุม B หรือกลุม B1-B2 แอคติโนฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสในกลุม A และ C พบไดนอยมาก สวนใหญเปน
แอคติโนฟาจของ Thermomonospora และ Mycobacterium และถาจัดจําแนกในระดับแฟมิลีตามวิธีของ 
ICTV แอคติโนฟาจ 305 ชนิดที่ทําการสํารวจจะถูกจัดอยูในแฟมิลี Myoviridae 4 ชนิด แฟมิลี 
Podoviridae 18 ชนิด และอีก 283 ชนิดจัดอยูในแฟมิลี Siphoviridae   
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รูปที่ 2.7 การจัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีการของ Bradley (A-F) และตามวิธีการของ Ackermann 
(A1-G) (Coetzee, 1987)

รูปที่ 2.8 การจัดจําแนกและเรียกชื่อฟาจในระดับแฟมิลี (Matthews, 1982)
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2.12 โฮสท-เรนจ (host-range)

              การศึกษาโฮสท-เรนจของฟาจ หมายถึง การศึกษาความสัมพันธระหวางแบคเทอริโอฟาจกับ
แบคทีเรียสายพันธอ่ืนที่ไมใชโฮสทที่ใชแยกฟาจนั้น ถาฟาจสามารถทําใหแบคทีเรียเกิดการติดเชื้อไดมาก
ชนิด เรียกวา ฟาจมีโฮสท-เรนจกวาง แตถาฟาจสามารถทําใหแบคทีเรียเกิดการตดิเชื้อไดนอยชนิด เรียกวา 
ฟาจมีโฮสท-เรนจแคบ การที่ฟาจจะมีโฮสท-เรนจกวางหรือแคบขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ เชน ความจําเพาะตอ
ตําแหนงที่จําเพาะกับการเกาะติดบนเซลลแบคทีเรีย ถาตําแหนงนั้นพบไดในแบคทีเรียหลายชนิดโฮสท-
เรนจของฟาจจะกวาง ในทางกลับกันถาตําแหนงนั้นพบเฉพาะในแบคทีเรียบางชนิดฟาจนั้นจะมีโฮสท-
เรนจแคบ อีกปจจัยที่มีผลตอโฮสท-เรนจของฟาจ คือ สิ่งขัดขวางหรือระบบปองกันสิ่งแปลกปลอมจากภาย
นอกเซลลของโฮสท เรียกวา ระบบการจดจําและการดัดแปรที่ควบคุมโดยโฮสท (Host controlled 
restriction and modification system) ซึ่งระบบนี้พบไดในแบคทีเรียทั่วไปโดยอาศัยการทํางานของ
เอนไซม 2 ชนิด คือ เอนโดนิวคลีเอส (endonuclease) และ เมทิลเลส (methylase) เมื่อมีดีเอ็นเอของฟาจ
เขาสูเซลล เอนโดนิวคลีเอสจะทําการยอยสลายดเีอ็นเอแปลกปลอมที่เขามา แตถาดีเอ็นเอของฟาจที่เขามา
มีความจําเพาะตอเมทิลเลสของแบคทีเรียจะเกิดการเติมหมูเมทิลบนดีเอ็นเอของฟาจ ทําใหดีเอ็นเอของ
ฟาจไมถูกยอยสลายโดยเอนโดนิวคลีเอส (Kruger and Bickle, 1983; Sanders, 1987) ดังนั้นถาดีเอ็นเอ
ของฟาจสามารถตานทานระบบการจดจําและการดัดแปรที่ควบคุมโดยโฮสทของแบคทีเรียไดมากชนิดเทา
กับฟาจนั้นมีโฮสท-เรนจกวาง

              Dowding และ Hopwood (1973) ศึกษาโฮสท-เรนจของแอคติโนฟาจของ Streptomyces 
coelicolor A3(2) พบวาแอคติโนฟาจ VP11 ซึ่งเปนไวรูเลนตฟาจมีโฮสท-เรนจกวางในขณะที่แอคติโนฟาจ 
VP5 ซึ่งเปนเทมเพอเรตฟาจมีโฮสท-เรนจที่แคบ

              Chater และ Carter (1979) รายงานวาแอคติโนฟาจ R4 มีโฮสท-เรนจที่กวางสามารถทําใหส
เตรปโตมัยซิส 18 สายพันธุจากทั้งหมด 36 สายพันธุที่ทดสอบเกิดการติดเชื้อ แตจากการทดสอบกับแอคติ
โนมัยซิทีสกลุมอ่ืน คือ Nocardia mediterranei และ Corynebacterium glutamicum พบวาแอคติโนฟาจ 
R4 ไมสามารถทําใหทั้ง 2 สายพันธุเกิดการติดเชื้อได
              Klaus และคณะ (1981) พบวาแอคติโนฟาจ SH10 มีโฮสท-เรนจกวางเชนกัน สามารถทําใหส
เตรปโตมัยซิสที่ทดสอบ 36 สายพันธุเกิดการติดเชื้อไดถึง 28 สายพันธุ และจากการทดสอบกับแอคติโนมัย
ซิทีสกลุมอ่ืนคือ Oerskovia sp., Nocardia sp., Rhodococcus sp., Promicromonospora sp., 
Micropolyspora sp., Actinomadura sp. และ Micromonospora sp. พบวาฟาจดังกลาวไมสามารถทํา
ใหเกิดการติดเชื้อได
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              Stuttard และ Dwyer (1981) พบวาแอคติโนฟาจ SV2 ที่ทําการศึกษามีโฮสท-เรนจแคบมาก
สามารถทําให Streptomyces venezuelae ซึ่งเปนโฮสทเกิดการติดเชื้อไดเทานั้น นอกจากนี้ยังไดทําการ
ทดสอบกับแบคทีเรียชนิดอื่นที่ไมไดอยูในกลุมเดียวกับแอคติโนมัยซิทีส คือ Bacillus cereus และ 
Acinetobacter calcoaceticus พบวา SV2 ไมสามารถทําใหแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดเกิดการติดเชื้อได
              Suenaga และคณะ (1994) ศึกษาแอคติโนฟาจ SAt1 ที่ทําให Streptomyces azureus 
ATCC14921 ซึ่งสามารถผลิตไธโอสเตรปตอน (thiostrepton) เกิดการติดเชื้อได แตเนื่องจาก SAt1 มี
โฮสท-เรนจแคบสามารถทําให S. azureus เกิดการติดเชื้อไดเทานั้น จึงทําการแยกแอคติโนฟาจตัวใหมที่มี
โฮสท-เรนจที่กวางจากโฮสทชนิดเดิม สามารถแยกเทมเพอเรตฟาจตัวใหม คือ SAt28 ที่ทําใหสเตรปโตมัย
ซิสเกิดการติดเชื้อได 12 สายพันธุจากเชื้อทดสอบ 50 สายพันธุ แต    แอคติโนฟาจ SAt28 ใหพลาคที่มี
ลักษณะขุนกับ S. azureus เพียงโฮสทเดียวเทานั้น

2.13 การนําฟาจไปประยุกตในงานดานตางๆ

              2.13.1 ใชฟาจในการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรีย
              แบคทีเรียกอโรคบางชนิดเชน Salmonella typhi ซึ่งกอใหเกิดโรคไขไทฟอยด (typhoid fever) 
หรือ Staphylococcus aureus ที่เปนสาเหตุของโรคอาหารเปนพิษ แบคทีเรียดังกลาวมีหลายสายพันธุซึ่ง
จะมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยในแตละสายพันธุ ดังนั้นจึงใชความจําเพาะของฟาจแตละชนิดที่มีตอ
โฮสท หรือเรียกวา phage typing ในการจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียเหลานี้ ซึ่งวิธีการนี้ทําใหการวินิจฉัย
เชื้อทําไดรวดเร็วและถูกตองกวาการแยกและตรวจสอบเชื้อโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ (DuBow, 1994; 
Black,1999)
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              2.13.2 ใชฟาจลดจํานวนสเตรปโตมัยซิทีสที่มีอยูมากในดินเพื่อแยกแอคติโนมัยซิทีสชนิดอื่นที่มี
อยูนอยจากดิน
              Kurtboke และคณะ (1992) ทําการแยกแอคติโนมัยซิทีสกลุมที่ไมใชสเตรปโตมัยซิทีสโดยการใช
อาหารเลี้ยงเชื้อที่จําเพาะคัดแยก แตสามารถแยกไดนอยเนื่องจากมีสเตรปโตมัยซิทีสปนเปอนมาดวยเสมอ 
ดั้งนั้นจึงใชแอคติโนฟาจหลายๆชนิด (polyvalent phage) ที่จําเพาะตอ สเตรปโตมัยซิทีสผสมลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวที่ใชแยกแอคติโนมยัซิทีสกลุมตางๆ พบวาสามารถแยกแอคติโนมัยซิทีสกลุมที่ไมใชสเตรปโต
มัยซิทีสไดจํานวนมากขึ้น และในปตอมา Kurtboke และคณะ ใชแบคเทอริโอฟาจที่จําเพาะตอแบคทีเรีย
ชอบรอน (thermophillic bacteria) ในการลดจํานวนแบคทีเรียเหลานี้ลงเพื่อแยกแอคติโนมัยซิทีสชอบรอน 
(thermophillic actinomycetes) พบวาสามารถเพิ่มจํานวนของ Thermomonospora sp. 
Saccharopolyspora rectivirgula และ สเตรปโตมัยซิทีสชอบรอนตางๆไดมากขึ้น (Kurtboke et al., 
1993) นอกจากนี้ Long และ Amphlett (1996) ใชแอคติโนฟาจที่มีความสามารถทําลายเซลลไดสูง 
(super lytic actinophage) ในการลดจํานวนสเตรปโตมัยซิทีสเพื่อแยกแอคตโินมัยซิทีสชนิดอื่นๆ พบวา
หลังจากการใชวิธีดังกลาวสามารถลดจํานวนสเตรปโตมัยซิทีสไดถึง 50 เปอรเซ็นตเมื่อบมตัวอยางดินกับ
ฟาจกลุมดังกลาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง และจํานวนแอคติโนมัยซิทีสชนิดอื่นเพิ่มข้ึนเปน 3-10 เทา โดยเฉพาะ
กลุม Micromonospora Actinoplanes และ Streptosporangium ซึ่งแอคติโนมัยซิทีสเหลานี้สามารถแยก
จากตัวอยางดินไดเพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับการแยกโดยไมใชแอคติโนฟาจ

              2.13.3 ใชแบคเทอริโอฟาจในการศึกษาดานพันธุวิศวกรรมของแบคทีเรีย
              แบคเทอริโอฟาจถูกนํามาใชในการศึกษาทางดานพันธุวิศวกรรมเนื่องจากคุณสมบัติของแบคเท
อริโอฟาจที่สามารถสงกรดนิวคลีอิกเขาสูเซลลแบคทีเรียได แบคเทอริโอฟาจที่ศึกษาและนํามาใชเปนพาหะ
ในการโคลนยีนกันมาก เชน เทมเพอเรตฟาจ แลมดา เทมเพอเรตฟาจ M13 ( Chauthaiwale et al., 1992; 
Sambrook and Russell, 2001) เปนตน
              เร่ิมมีผูศึกษาแอคติโนฟาจเพื่อนํามาพัฒนาเปนพาหะในการโคลนยีนของสเตรปโตมัยซิทีสในราว
ป ค.ศ. 1970 แอคติโนฟาจ φ C31 เปนเทมเพอเรตฟาจที่มีผูศึกษาและพัฒนาใชเปนพาหะในการโคลนยีน
ของสเตรปโตมัยซิทีส (Lomovskaya et al., 1980; Harris et al., 1983) ใชเปนสวนประกอบของพลาสมิด 
(plasmid vector) เปนการเพิ่มประสิทธิภาพของพลาสมิดใหสูงขึ้นเพื่อนํามาใชกับสเตรปโตมัยซิทีส 
(Kuhstoss et al., 1991) ถึงแมเทมเพอเรตฟาจ φC31 ถูกศึกษาและพัฒนาเพื่อใชประโยชนทางดานพันธุ
วิศวกรรมอยางตอเนื่องจนถึงปจจุบัน (Hartley et al., 1994; Howe and Smith, 1996; Lomovskaya et 
al., 1997) แตยังมีสเตรปโตมัยซิทีสอีกหลายชนิดที่ไมเกิดการติดเชื้อกับฟาจ φC31 ได ดังนั้นจึงมีผูศึกษา
และพัฒนาแอคติโนฟาจชนิดอื่นๆอีกหลายชนิดเพื่อนํามาใชเปนพาหะในการโคลนยีน เชน ฟาจ R4 (Mitsui 
and Takahashi, 1992; Morino and Takahashi, 1997) ฟาจ SAt1 (Suenaga et al., 1994) และ ฟาจ 
VWB (Anne et al., 1990) เปนตน



บทที่ 3
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย

3.1 อุปกรณ

              -ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน D-0601 model 500 บริษัท Memmert, U.S.A.
              -ตูถายเชื้อ (laminar flow) รุน BV-24 บริษัท International Scientific Supply Co. Ltd.,
Thailand
              -เครื่องเขยา (shaker) รุน Gyrotory G 10  บริษัท New Brunswick Co. Ltd., U.S.A.
              -เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน H-103N บริษัท Kokusan Ensinki Co. Ltd., Japan
              -เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) model Hertz บริษัท Kubota
Corporation, Japan
              -อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Aquatherm G-560E บริษัท Scientific
Industries, U.S.A.
              -เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) รุน Cyberscan 1000 บริษัท Eutech
Cyberscan, Singapore
              -เครื่องชั่งน้ําหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany
              -กลองจุลทรรศน สเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) รุน MZ6 บริษัท Leica,
Germany
              -กลองจุลทรรศน รุน CHS บริษัท Olympus Optical Co. Ltd., Japan
              -กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope) รุน
Jeol model JEM-200 CX, Japan
              -เครื่องกวนแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน Model HS10-2 บริษัท Torrey Pines
Scientific, U.S.A.
              -หลอดกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต รุน GTE กําลังไฟ 10 วัตต บริษัท Sylvania, Japan
              -Swinnex Filter Unit บริษัท Millipore Corporation, U.S.A.
              -แผนกรองชนิด เซลลูโลสอะซิเตต (cellulose acetate filter) pore size 0.45 μm บริษัท
Sartorius, Germany
              -Microtitre plate ขนาด 80 หลุม บริษัท Tominaga, Japan
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3.2 สารเคมี

              -แมนนิทอล (D-mannitol) บริษัท Difco Laboratories,U.S.A.
              -โพลีเอธิลีนไกลคอล 8000 (polyethyleneglycol 8000) บริษัท Fluka Chemika,
Switzerland
              -ไมโตมัยซิน ซี (mitomycin C) บริษัท Fluka Chemika, Switzerland
              -ยูรานิลอะซิเตต (uranyl acetate) บริษัท Fluka Chemika, Switzerland
              -กลีเซอรอล (glycerol) 87 เปอรเซ็นต บริษัท Merck, Germany
              -โซเดียมคลอไรด (sodium chloride) บริษัท Merck, Germany
              -แอมโมเนียมอะซิเตต (ammonium acetate) บริษัท Merck, Germany
              -เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต (tetra-sodiumpyrophosphate) บริษัท Fluka Chemika,
Switzerland

3.3 จุลินทรีย
              1. Streptomyces coralus JCM 4313
              2. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772
              3. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1
              4. S. tauricus JCM 4837
              5. S. melanosporofaciens JCM 4495
              6. S. pavullus F4b-31
              7. S. perciperlis V6C-6
              8. S. griseus KA1198
              9. S. luteogriseus ISP 5483
              10. S. alboniger ATCC 12461
              11. S. albovinaceus ATCC 15823
              12. S. aminophilus ATCC 14961
              13. S. albus KCC S-0166
              14. S. ambofaciens KCC S-0204
              15. S. aureus KCC S-0009
              16. S. azureus PK 100C
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              17. S. coelicolor M145
              18. S. coelicolor KCC S-0357
              19. S. coeruleofuscus KCC S-0358
              20. S. cyaneus KCC S-0220
              21. S. echinatus KCC S-0144
              22. S. endus KCC S-0213
              23. S. humifer KCC S-0770
              24. S. lavendulae subsp. lavendulae KCC S-0055
              25. S. lavendulae subsp. grosserius KCC S-0056
              26. S. lividans TK 24
              27. S. luteofluorescens KCC S-0203
              28. S. niveus KCC S-0251
              29. S. puniceus KCC S-0406
              30. S. sparsogenes KCC S-0517
              31. S. viridochromogenes KCC S-0435
              32. S. badius JCM 4350
              33. S. bikiniensis JCM 4011
              34. S. thermovulgaris JCM 4520
              35. S. lincolensis JCM 4287
              36. S. nodosus JCM 4297
              37. Streptomyces sp. PO
              38. Kitasatospora griseola JCM 3339

ที่มา :   สายพันธุ 1 - 9 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ
              สายพนัธุ 10 - 12 ซือ้จากศนูยจลุนิทรยี สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย
              สายพันธุ 13 - 38 ไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. Dr. Seiya Ogata
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3.4 การเก็บรักษาจุลินทรีย

              เตรียมและเก็บรักษาสเตรปโตมัยซิทีสในรูปสปอรแขวนลอยโดยเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารวุน
เอียงแมนนิทอลมังบีนอการ (mannitol mungbean agar ; ภาคผนวก ก. หมายเลข 1) บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-30 วัน หรือจนกระทั่งสเตรปโตมัยซิทีสสรางสปอร เติม
น้ํากลั่นผสมทวินเอตตี (Tween-80) 10 มิลลิลิตร ขูดใหสปอรหลุดออกทําใหสปอรหลุดออกจากมัย
ซิเลียมและไมเกาะกันเปนกลุมโดยใชเครื่องผสมสาร กรองผานชุดกรองสาํลีปลอดเชื้อ นําไปปน
ดวยเครื่องปนเหวี่ยง 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ใสสารละลายกลีเซอ
รอล 20 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาในตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส

3.5 การเก็บตัวอยางดิน
              เก็บตัวอยางดิน ที่มีลักษณะรวน และมีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 6.0-8.0
ประมาณ 500 กรัม ลึกจากผิวหนาดินประมาณ 7-10 เซนติเมตร บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะและสี
ของดินแลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

3.6 การแยกแอคติโนฟาจโดยวิธีสงเสริมการเจริญ (Dowding, 1973)
              นาํตวัอยางดนิ 10 กรัม ใสในนวิเตรยีนทบรอท (Nutrient Broth; ภาคผนวก ก หมายเลข
3) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดทดลองรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสปอรของสเตรปโต
มัยซิสสายพันธุอางอิงจํานวน 3 สายพันธุ คือ S. griseus KA1198, S. luteogriseus ISP 5483
และ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ความเขมขนประมาณ 107 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสดวยความเร็ว
200 รอบตอนาที เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง แยกดินออกโดยนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็ว
5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสไปกรองผานแผน
กรองเซลลูโลสอะซิเตต ขนาด 0.45 ไมครอน
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3.7 การตรวจสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิทีสจากแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหาร
วุนสองชั้น (Adams, 1959)

              นําสวนน้ําใสจากขอ 3.6 เจือจางแบบลําดับสวน 10 เทา ตั้งแต 10-1-10-7 ดวยนิวเตรียนท
บรอท ผสมสวนน้ําใสที่เจือจางในแตละระดับปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับสปอรแขวนลอยของ
สเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงชนิดเดียวกับที่ใชแยกแอคติโนฟาจจากดินปริมาตร 100 ไมโครลิตร
(107สปอรตอมิลลิลิตร) ในซอฟทอการ (Soft Agar; ภาคผนวก ก หมายเลข 4) เทลงบน
นิวเตรียนทอการ (Nutrient Agar; ภาคผนวก ก หมายเลข 2) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 16-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการติดเชื้อจากการเกิดพลาค ตรวจลักษณะของพลาค ขนาด
ความขุน-ใส รูปรางและขอบของพลาค
              ถาเปนการตรวจสอบการติดเชื้อของแอคติโนฟาจที่มีตอสเตรปโตมัยซิทีสอ่ืนๆ จะใชส
ปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิทีสที่ตองการตรวจสอบผสมกับแอคติโนฟาจที่แยกได

3.8 การทําแอคติโนฟาจใหบริสุทธิ์บางสวนโดยใชวิธีการแยกพลาคเดี่ยว (single plaque
isolation)

              ใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อเขี่ยพลาคที่อยูเดี่ยวๆ ลงในหลอดทดลองที่บรรจุนิวเตรียนทบรอท
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่มีสปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิสชนิดเดียวกับที่ใชแยกแอคติโนฟาจ
ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตร เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาทีเปนเวลา
10 นาที นําสวนน้ําใสมาเจือจางตั้งแต 10-1-10-7 ตรวจสอบลักษณะ พลาคตามวิธีในขอ 3.7 ทําซ้ํา
2-3 คร้ังจนไดพลาคที่มีลักษณะใกลเคียงกันมากที่สุด (Greene and Goldberg, 1985)
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3.9 การเพิ่มปริมาณและเก็บรวบรวมแอคติโนฟาจ

              เพิ่มปริมาณแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธีในขอ 3.7 ในจานเพาะ
เชื้อ 20 จาน หลังจากเกิดพลาคเติมนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชื้อ เขยา
จานเพาะเชื้อทุก 15 นาทีเปนเวลา 2 ชั่วโมงหรือทิ้งขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนํา
ของเหลวออกจากจานเพาะเชื้อกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส (Dowding, 1973) นบัจํานวนแอคตโินฟาจจากคาความสามารถในการเกิดพลาค (PFU:
Plaque Forming Unit ตอมิลลิลิตร) โดยคํานวณจากสูตร (Luria et al., 1987)   

              ปรับความเขมขนของแอคติโนฟาจเพื่อใชในการทดลองตางๆเปน 107-1010 PFU ตอ
มิลลิลิตร (Hranueli et al., 1979; Klaus et al., 1981)

3.10 การเก็บไลโสเจนที่เจริญอยูภายในพลาค (Greene and Goldberg, 1985)

              ใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อเขี่ยเซลลที่เจริญอยูในพลาคขุนของสเตรปโตมัยซิทีส จํานวน 15 
พลาค  นําไปเลี้ยงลงบนนิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนําเชื้อที่เจริญ
มาขีด (streak) ลงบนแมนนิทอลมังบีนอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48   
ชั่วโมง นําโคโลนีเดี่ยวจํานวน 15-20 โคโลนี มาขีดบนแมนนิทอลมังบีนอการ ถายเชื้อซํ้า 3 คร้ัง คัด
เลือกโคโลนีเดี่ยวที่ไมเกิดการปนเปอน และ สรางสปอรไดเร็ว จํานวน 2-3 โคโลนีตอพลาค มาเลี้ยง
บนแมนนิทอลมังบีนอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-14 วัน ทําเปนสปอร
แขวนลอยเชนเดียวกับขอ 3.4
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3.11 การตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอการติดเชื้อซํ้าจากแอคติโนฟาจ

              ผสมสปอรแขวนลอยของไลโสเจนทีไ่ดจากขอ 3.10 ความเขมขน 107 ลงในซอฟทอการ
ปริมาตร 1 มลิลิตร เทลงบนอาหารเลีย้งเชือ้นวิเตรยีนทอการใน Microtitre plate หยด (spot) แอคติ
โนฟาจชนิดตางๆที่สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุเดียวกับไลโสเจนเกิดการติดเชื้อ ที่ความ
เขมขน 107 PFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนผิวหนาอาหารวุนสองชั้น บมที่อุณหภูมิ
30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดพลาค (Diaz et al., 1989) ตรวจสอบผล
ที่ไดซ้ําตามวิธีในขอ 3.7 โดยชุดควบคุมคือ สปอรของสเตรปโตมัยซิทีสและไลโสเจน ที่ผสมกับ
ซอฟทอการ แลวเทลงบนนิวเตรียนทอการ

3.12 การตรวจสอบการปลดปลอยแอคติโนฟาจออกจากเซลลไลโสเจนโดยธรรมชาติ
(Diaz et al., 1989)

              ผสมสปอรไลโสเจนจากขอ 3.10 ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตร ในสารละลายเต
ตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร (Tetra-sodium pyrophosphate; ภาคผนวก ข หมาย
เลข 2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไป
กรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลางดวยสารละลายเตตระโซเดยีมไพโรฟอสเฟต
ปริมาตร 10 มลิลิลติร 3 คร้ัง และ น้าํกลัน่ปริมาตร 10 มลิลิลติร อีก 3 ครัง้ ผานแผนกรองทีม่สีปอร
ของไลโสเจนอยู สปอรไลโสเจนที่ไดนํามาเจือจางในนิวเตรียนทบรอทจนเหลือความเขมขนของส
ปอรเปน 10- 100 สปอรตอมิลลิลิตร นําไปกระจาย (spread) บนอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทอการ
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ผสมสปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิส
ชนิดเดียวกับที่ใหไลโสเจนในซอฟทอการ เททับลงบนนิวเตรียนทอการที่มีโคโลนีของไลโสเจนเจริญ
อยู บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดวงใสบริเวณโคโลนีของ
ไลโสเจน เทียบกับชุดควบคุม ซึ่งใชสปอรของสเตรปโตมัยซิสชนิดเดียวกับไลโสเจน ในขั้นตอนที่
นําสปอรไปเจือจางแลวกระจายลงบนนิวเตรียนทอการ
              การสังเกตวงใสทําโดยนําไปยอมสีดวยคริสตัลไวโอเลต (crystal violet) 3 เปอรเซ็นตใน
น้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที ใชแสงไฟสองจากดานลางจานเพาะเชื้อเพื่อสังเกตการเกิดวงใส
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3.13 การตรวจสอบการปลดปลอยแอคติโนฟาจออกจากเซลลไลโสเจนโดยธรรมชาติใน
ภาวะตางๆ

              เล้ียงสปอรแขวนลอยของไลโสเจนทีค่วามเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรปริมาตร 100
ไมโครลิตรในสารละลายนอรมอลซาลีน 10 มิลลิลิตร และในนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 10
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาทีในแสงไฟที่
ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที และที่มืด เปนเวลา 6 และ 18 ชั่วโมง เมื่อครบ
ตามกําหนดเวลานําไปปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ํา
ใสมาเจือจางตั้งแต 10-1-10-7 ตรวจสอบจํานวนแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธี
ในขอ 3.7

3.14 การศกึษารปูรางแอคตโินฟาจโดยกลองจลุทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน
              

นําแอคติโนฟาจแขวนลอยจากขอ 3.9 มาตกตะกอนดวยโซเดียมคลอไรดปรับความเขม
ขนสุดทายเปน 0.5 โมลาร และ พอลิเอธิลีนไกลคอล 10 เปอรเซ็นต เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง นําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
ดวยความเร็ว 15,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที นําตะกอนมาละลายในแอมโมเนียมอะซิเตต
บัฟเฟอร 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 7.0 (ammonium acetate buffer ; ภาคผนวก ข) หยด
สารละลายแอคติโนฟาจในแอมโมเนียมอะซิเตตบัฟเฟอรลงบนกรดิ (grid) ยอมตวัอยางดวยวธิเีนกา
ทฟีสเตนนงิ โดยใชยูรานิลอะซิเตต 2 เปอรเซ็นต นําไปศึกษารูปรางแอคติโนฟาจดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (Dowding, 1973 ; Kuhn et al., 1987)
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3.15 การศกึษาความสมัพนัธระหวางแอคตโินฟาจทีแ่ยกไดกบัสเตรปโตมยัซิทสีอ่ืนๆ

              ผสมสปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิทีสที่ตองการทดสอบการติดเชื้อ ในซอฟทอการ
เทลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทอการ จากนั้นทดสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิทีส โดยหยด
แอคติโนฟาจที่แยกไดที่ความเขมขน 107 PFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทอการที่เทสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสที่ตองการทดสอบการติดเชื้อไว บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิทีส โดย
สังเกตการเกิดพลาคบริเวณที่หยดแอคติโนฟาจ (Kuhn et al., 1987)
              ตรวจสอบลักษณะพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจที่ทําใหสเตรปโตมัยซิทีสที่นํามาทดสอบ
เกิดการติดเชื้อ โดยการทําอาหารวุนสองชั้นเชนเดียวกบัขอ 3.7

3.16 การชักนําโปรฟาจในไลโสเจน

              3.16.1 การตรวจหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรเมื่อฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลต
                            เลี้ยงสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสที่ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรในอาหาร
เลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้น
นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เก็บสวนที่เปนเซลลนํามาละลายในนอรมอลซาลีน
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเทลงบนจานเพาะเชื้อปลอดเชื้อที่มีเข็มวางอยู วางจานเพาะเชื้อลง
บนเครื่องกวนแทงแมเหล็กและกวนใหเข็มหมุน ฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว คลื่น 254
นาโนเมตรระยะหาง 40 เซนติเมตร ที่เวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที
ตามลําดับ เมื่อครบตามเวลาเจือจางสปอรแขวนลอยดวยสารละลายนอรมอลซาลีน จนเหลอืความ
เขมขนของสปอรประมาณ 10-100 สปอรตอมลิลิลติร นาํไปกระจายบนอาหารเลีย้งเชือ้นวิเตรยีนท
อการ บมเชือ้ในทีม่ดืและทีม่แีสงไฟที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ที่
อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24-48 ชัว่โมง นับจํานวนโคโลนีที่รอดชีวิต
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                   3.16.2 การชักนําโปรฟาจในไลโสเจนดวยแสงอัลตราไวโอเลต (Ogata, et al., 1985)
                            เลี้ยงสปอรของไลโสเจนจากขอ 3.10 ที่ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรและ
ฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตเชนเดียวกับขอ 3.16.1 เมื่อครบตามเวลาถายสปอรแขวนลอยของ
ไลโสเจนปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีในที่มืด และ ที่มีแสงไฟที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ปนแยกเซลลที่ความเร็ว
9,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสมาเจือจาง ตั้งแต 10-1-10-7 ในนิวเตรียนทบรอท
ตรวจสอบจํานวนแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธีขอ 3.7

                            3.16.3 การตรวจหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรที่บมกับไมโตมัยซิน ซี
                            เลี้ยงสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสที่ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรในอาหาร
เลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปน
เวลา 3 ชั่วโมง ถายสปอรแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่ผสมไมโตมัยซิน ซี (ปรับความเขมขนสุดทายเปน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) บมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 0,
1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ชั่วโมง เมื่อครบตามเวลาปนแยกเซลลดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาทีเปน
เวลา 10 นาทีและลางสปอรดวยสารละลายนอรมอลซาลีน จากนั้นเจือจางจนเหลอืความเขมขน
ของสปอรประมาณ 10-100 สปอรตอมลิลิลิตร และนําไปกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนท
อการ บมที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง
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                            3.16.4 การชักนําโปรฟาจในไลโสเจนดวยไมโตมัยซิน ซี (Ogata et al., 1985)
                            เลี้ยงสปอรของไลโสเจนความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรจากขอ 3.10 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 10 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที
เปนเวลา 3 ชัว่โมง ถายสปอรแขวนลอยปรมิาตร 1 มลิลิลติรลงในอาหารเลีย้งเชือ้นวิเตรยีนทบรอท
ปริมาตร 10 มลิลิลติรที่ผสมไมโตมัยซิน ซี (ปรับความเขมขนสุดทายเปน 0, 1, 5 และ 10
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) บมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 15, 30, 60, 120 และ 180 นาที เมื่อครบตามเวลา ปนแยกเซลลดวยความเร็ว
9,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาทีและลางสปอรดวยสารละลายนอรมอลซาลีน ใสสวนเซลลลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที บนเครือ่งเขยาทีค่วามเร็ว 200 รอบตอนาทอุีณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา
16-18 ช่ัวโมง ปนแยกเซลลทีค่วามเร็ว 9,000 รอบตอนาทเีปนเวลา 10 นาท ีนาํสวนน้าํใสมาเจอืจาง
ตัง้แต 10-1-10-7 ในนวิเตรียนทบรอท ตรวจสอบจํานวนแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น
ตามวิธีขอ 3.7



บทที่ 4
ผลการวิจัย

4.1 การแยกแอคติโนฟาจจากตัวอยางดิน

              จากตัวอยางดินจํานวน 17 ตัวอยาง นํามาใชแยกแอคติโนฟาจดวยวิธีสงเสริมการเจริญ
โดยใชสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิง 3 สายพันธุ คือ S. griseus KA 1198 S. luteogriseus ISP
5483 และ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 เปนโฮสท เมื่อตรวจสอบสวนน้ํา
ใสดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น พบวา S. griseus KA 1198 S. luteogriseus ISP 5483 และ
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 เกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดตางๆ
ดังแสดงในตารางที่ 4.1

4.2 ลักษณะพลาคของแอคติโนฟาจที่แยกจากตัวอยางดิน

              จากการนําพลาคของแอคติโนฟาจ 15 ชนิดที่ไดจากขอ 4.1 มาทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดย
การแยกแอคติโนฟาจจากพลาคเดี่ยวตามวิธีในขอ 3.8 ทําซ้ํา 3 คร้ังจนไดพลาคที่มีลักษณะเหมือน
กัน พบวาแอคติโนฟาจ 13 ชนิดคือ Tg1 Tg3 Tg4 Tg5 Tlu1 Tlu3 Tlu4 Tlu5 TN1 TN3 TN5 TN6
TN7 ใหพลาคลักษณะคอนขางกลม ใส แตมีขนาดแตกตางกันดังตัวอยางพลาคของแอคติโนฟาจ
TN1 และ Tlu3 ในรูปที่ 4.1 และ 4.2 ตามลําดับ สวนแอคติโนฟาจอีก 2 ชนิด คือ Tg2 และ TN2
ใหพลาคลักษณะคอนขางกลม และมีลักษณะขุน ดังแสดงในรูปที่ 4.3 และ 4.4
              นอกจากนี้ในการวิจัยยังไดนําแอคติโนฟาจ Ac7 ซึ่งแยกไดโดยเจนจิรา เดชรักษา (2543)
ผูซึ่งไดทําการศึกษาความสัมพันธระหวางแอคติโนฟาจ Ac7 กับ S. luteogriseus ISP 5483 แลว
ใหพลาคลักษณะขุน ดังแสดงในรูปที่ 4.5 มาศึกษาเพื่อใหไดขอมูลเพิ่มเติมในงานวิจัยนี้ดวย พลาค
ของแอคติโนฟาจทั้ง 16 ชนิดมีลักษณะและขนาดแตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 4.2
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ตารางที ่4.1 แอคตโินฟาจทีแ่ยกจากแหลงดนิตางๆโดยใชสเตรปโตมยัซสิอางองิเปนโฮสท

แอคติโนฟาจที่แยกไดจากโฮสท
ตัวอยางดิน

S. griseus  
KA 1198

S. luteogriseus
ISP 5483

S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus

NOV-1
  1. อ. เชียงดาว   จ.เชียงใหม − − TN1
  2. ดอยปุย จ. แมฮองสอน − − −
  3. สวนยางพารา อ. เมือง  จ. กระบี่ − Tlu1 −
  4. ดินปลูกไมประดับ กทม. − − TN2
  5. อ. ศรีเทพ   จ. เพชรบูรณ Tg1 − −
  6. อ. เมือง   จ. ชัยนาท Tg2 − −
  7. อ. โพนทอง จ. รอยเอ็ด − − −
  8. อ. เขาสวนกวาง จ. ขอนแกน − − −
  9. เขาใหญ จ. นครราชสีมา Tg4 Tlu4 TN6
10. อ. โคกเจริญ   จ. ลพบุรี − − −
11. ดอยขุนตาล จ. ลําพูน Tg5 Tlu5 −
12. อ. ปากพลี   จ. นครนายก − − −
13. อ. พรหมบุรี จ. สิงหบุรี − − −
14. อ. อุมผาง จ. ตาก − − TN3
15. อ. หนองบัว จ. นครสวรรค Tg3 Tlu3 TN7
16. อ. แกงกระจาน   จ. เพชรบุรี − − −
17. บานเขาทราย จ. พิจิตร − − TN5

    − : ไมสามารถแยกแอคติโนฟาจได



39

รูปที่ 4.1 พลาคลักษณะใสของแอคติโนฟาจ  TN1 บนลอนของ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1 บนนิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง

รูปที่ 4.2 พลาคลักษณะใสของแอคติโนฟาจ Tlu3 บนลอน S. luteogriseus ISP 5483 บน
นิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.3 พลาคลักษณะขุนของแอคติโนฟาจ Tg2 บนลอน S. griseus KA 1198 บนนิวเตรียนท
อการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง

รูปที่ 4.4 พลาคลักษณะขุนของแอคติโนฟาจ TN2 บนลอน S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV–1 บนนิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ30องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.5 พลาคลักษณะขุนของแอคติโนฟาจ Ac7 บนลอน S. luteogriseus ISP 5483 บน
นิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะของพลาคของแอคติโนฟาจ 16 ชนิด

ลักษณะของพลาค
แอคติโนฟาจ

ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง(มม.) รูปรางพลาค ความขุน-ใสของพลาค

Tg1
Tg2

Tg3
Tg4
Tg5

1.2-1.7
1.2-1.8

1.1-1.4
1.2-1.5
1.0-1.5

คอนขางกลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบเรียบ
มีลักษณะวงแหวนรอบพลาค
คอนขางกลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ

ใส
ขุน มีโคโลนีในพลาคเห็นดวย
ตาเปลา

ใส
ใส
ใส

Ac7

Tlu1
Tlu3
Tlu4
Tlu5

2.2-3.5

1.5-3.0
1.6-3.2
1.5-2.9
1.8-3.2

คอนขางกลมขอบไมเรียบ
มีลักษณะวงแหวนรอบพลาค
กลมขอบเรียบ
กลมขอบเรียบ
กลมขอบเรียบ
กลมขอบเรียบ

ขุน มีโคโลนีในพลาคเห็นดวย
ตาเปลา

ใส
ใส
ใส
ใส

TN1
TN2

TN3
TN5
TN6
TN7

1.85-3.1
1.7-2.6

2.0-2.7
1.75-3.0
2.1-3.1
1.8-2.9

กลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ

คอนขางกลมขอบเรียบ
กลมขอบไมเรียบ
กลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ

ใส
ขุน มีโคโลนีในพลาคเห็นดวย
ตาเปลาเมื่อมองผานแสง

ใส
ใส
ใส
ใส
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 4.3 การแยกไลโสเจนจากพลาคลักษณะขุน

              จากแอคติโนฟาจทั้งหมด 16 ชนิด พบวามีแอคติโนฟาจ 3 ชนิดที่ใหพลาคที่มีลักษณะขุน
คือ แอคติโนฟาจ Tg2 TN2 และ Ac7 ทําการแยกไลโสเจนตามวิธีขอ 3.10 เมื่อนําโคโลนีเดี่ยวของ
แตละเชื้อประมาณ 15-20 โคโลนีมาเลี้ยงจนไดสปอรและทําเปนสปอรแขวนลอยแลวนํามาตรวจ
สอบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิม โดยใชความเขมขนของแอคติโนฟาจ 107

PFU ตอมิลลิลิตร พบวาโคโลนีเดี่ยวที่แยกไดมีทั้งเปนไลโสเจน คือ มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจ
ชนิดเดิม และโคโลนีเดี่ยวที่ไมมีภูมิคุมกัน ดังตารางที่ 4.3-4.5

ตารางที่ 4.3  ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2

ภูมิคุมกันตอ
แอคติโนฟาจ Tg2

โคโลนีของ S. griseus KA1198จากพลาคขุน
เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ Tg2

ไมมีภูมิคุมกัน เพราะเกิดพลาค g1.9, g1.11, g2.7, g2.8, g4.4, g4.8, g5.5, g7.1, g7.8,
g8.9, g8.13

มีภูมิคุมกัน เพราะไมเกิดพลาค Lg3.13, Lg3.14, Lg6.1, Lg6.4, Lg9.5, Lg9.5.1,
Lg9.5.2, Lg9.9, Lg10.9

g : โคโลนีของ S. griseus KA1198 ที่ไมเปนไลโสเจน
Lg : โคโลนีที่เปนไลโสเจนของ S. griseus KA1198

ตารางที่ 4.4  ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Ac7

ภูมิคุมกันตอ
แอคติโนฟาจ Ac7

โคโลนีของ S. luteogriseus ISP 5483จากพลาคขุน
เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ Ac7

ไมมีภูมิคุมกัน เพราะเกิดพลาค lu1.11, lu1.13, lu4.9, lu4.10, lu6.2, lu6.3
มีภูมิคุมกัน เพราะไมเกิดพลาค Llu3.14, Llu3.15, Llu5.3, Llu5.4, Llu5.11, Llu7.7, Llu7.9

lu : โคโลนีของ S. luteogriseus ISP 5483 ที่ไมเปนไลโสเจน
Llu : โคโลนีที่เปนไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483
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ตารางที่ 4.5  ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ TN2

ภูมิคุมกันตอ
แอคติโนฟาจ TN2

โคโลนีของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1จากพลาคขุน
เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ TN2

ไมมีภูมิคุมกัน เพราะเกิดพลาค N3.8, N3.11, N4.6, N4.8, N5.7, N10.0, N10.1

มีภูมิคุมกัน เพราะไมเกิดพลาค LN1.5, LN1.6, LN2.5, LN2.6, LN5.12, LN7.5, LN7.7,
LN12.7, LN12.9, LN13.4

N : โคโลนีของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ที่ไมเปนไลโสเจน
LN : โคโลนีที่เปนไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1

4.4 การตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ

              เมื่อนําไลโสเจนที่ไดจากขอ 4.3 ที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมาตรวจสอบภูมิคุมกัน
ตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมและแอคติโนฟาจชนิดอื่นตามตารางที่ 4.1 รวมทั้งแอคติโน
ฟาจซึ่งไดจากหองปฏิบัติการ 403 ภายใตการดูแลของ รศ. ดร. สุรีนา ชวนิชย คือ แอคติโนฟาจ
15N สามารถทําใหแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดเกิดการติดเชื้อ แอคติโนฟาจ 1/3D สามารถทําให S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 และ S. luteogriseus ISP 5483 เกิดการติด
เชื้อ และแอคติโนฟาจ 7A ที่สามารถทําให S. griseus KA 1198 เกิดการติดเชื้อได โดยใชความ
เขมขนแอคติโนฟาจเปน 107 PFU ตอมิลลิลิตร พบวาโคโลนีที่เจริญอยูในพลาคของแอคติโนฟาจ
ทั้ง 3 ชนิดมีสมบัติเปนไลโสเจน คือสามารถตานการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมได โดยไลโส
เจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2 ไมเกิดพลาคเมื่อทําใหติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ Tg2 และมี
ภูมิคุมกันตอการติดเชื้อกับแอคติโนฟาจอื่นอีก 2 ชนิดคือ TN1 และ TN6 แตยังเกิดพลาคเมื่อทําให
เกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ Tg3 Tg4 TN5 15N และ 7A ดังแสดงในรูปที่ 4.6 และ ตารางที่
4.6 ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ TN2 ไมเกิดพลาคเมื่อทําใหติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ TN2
และ Ac7 แตเกิดพลาคเมื่อทําใหเกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจอื่นอีก 6 ชนิดคือ  Tlu4 Tg3 Tg5
TN1 15N และ 1/3D ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และตารางที่ 4.7 และไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
Ac7 ไมเกิดพลาคเมื่อทําใหเกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ Ac7 TN2 และ TN3 แตเกิดพลาคเมื่อ
ทําใหเกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจอื่นอีก 5 ชนิดคือ TN6 Tlu4 15N 1/3D และ Tg5 ดังแสดงใน
รูปที่ 4.8 และ ตารางที่ 4.8
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ตารางที่ 4.6 การแสดงภูมิคุมกันของไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2 ตอแอคติโนฟาจชนิด
ตางๆ

ภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจสายพันธุแม
และไลโสเจน 15N Tg2* Tg3 TN1 TN5 TN6 7A Tg4

S. griseus KA 1198 - - - - - - - -
Lg3.13
Lg3.14
Lg6.1
Lg6.4
Lg9.5
Lg9.5.1
Lg9.5.2
Lg9.9
Lg10.9

-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-  : ไมมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. griseus KA1198 ติดเชื้อ  เพราะเกิดพลาค
+ : มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. griseus KA1198 ติดเชื้อ  เพราะไมเกิดพลาค
*  : ชนิดแอคติโนฟาจที่ทําใหเกิดไลโสเจนของ S. griseus KA1198

รูปที ่4.6 แสดงลกัษณะการเกดิและไมเกดิพลาคของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ Tg2 เมือ่ทาํใหตดิเชือ้
ซ้าํดวยแอคตโินฟาจเดมิและแอคตโินฟาจอืน่ บนนวิเตรยีนทอการใน microtitre plate บมทีอุ่ณหภมู ิ 30
องศาเซลเซยีส 24 ชัว่โมง
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ตารางที ่4.7 การแสดงภมูคิุมกนัของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ TN2 ตอแอคตโินฟาจชนดิตางๆ
ภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจสายพันธุแม

และไลโสเจน 15N TN2* TN1 Ac7 Tlu4 Tg3 Tg5 1/3D
S. hygroscopicus subsp.
Hygroscopicus NOV-1 - - - - - - - -
LN1.5
LN1.6
LN2.5
LN2.9
LN5.12
LN7.5
LN7.7
LN9.3
LN9.4
LN12.7
LN12.9
LN13.4

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

 - : ไมมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. hygroscopicus subsp.hygroscopicus NOV-1 ติดเชื้อ   เกิดพลาค
+ : มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. hygroscopicus subsp.hygroscopicus NOV-1 ติดเชื้อ    ไมเกิดพลาค
*  : ชนิดแอคติโนฟาจที่ทําใหเกิดไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp.hygroscopicus NOV-1

รูปที ่4.7 แสดงลกัษณะการเกดิและไมเกดิพลาคของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ TN2 เมือ่ทาํใหตดิเชือ้
ซ้าํดวยแอคตโินฟาจเดมิและแอคตโินฟาจอืน่ บนนวิเตรยีนทอการใน microtitre plate บมทีอุ่ณหภมู ิ 30
องศาเซลเซยีส 48 ชัว่โมง
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ตารางที ่4.8 การแสดงภมูคิุมกนัของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ Ac7 ตอแอคตโินฟาจชนดิตางๆ
ภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจสายพันธุแม

และไลโสเจน 15N Ac7* Tlu4 TN2 TN3 TN6 Tg5 1/3D
S. luteogriseus ISP 5483 - - - - - - - -
Llu3.14
Llu3.15
Llu5.3
Llu5.4
Llu5.11
Llu7.7
Llu7.9

-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-

-   : ไมมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. luteogriseus ISP5483 ติดเชื้อ เพราะเกิดพลาค
+  : มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. luteogriseus ISP5483 ติดเชื้อ เพราะ ไมเกิดพลาค
*   : ชนิดแอคติโนฟาจที่ทําใหเกิดไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483

รูปที ่4.8 แสดงลกัษณะการเกดิและไมเกดิพลาคของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ Ac7 เมือ่ทาํใหตดิเชือ้
ซ้าํดวยแอคตโินฟาจเดมิ และแอคตโินฟาจอืน่ บนนวิเตรยีนทอการใน microtitre plate บมทีอุ่ณหภมู ิ 30
องศาเซลเซยีส 24 ชัว่โมง
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4.5 การตรวจสอบการปลดปลอยอนภุาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติ

              เมื่อนําไลโสเจนแตละชนิดที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมาเลี้ยงใหไดโคโลนีเดี่ยวและ
เททับดวยโฮสทที่เปนสเตรปโตมัยซิทีสชนิดเดิมแลว พบวาไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2
เมื่อเททับดวย S. griseus KA1198 จะเกิดวงใสรอบโคโลนีของไลโสเจนและมีเชื้อเจริญอยูในวงใส
เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48-72 ชั่วโมงดังแสดงในรูปที่ 4.9 (ก) แตไมเกิดวง
ใสในจานเพาะเชื้อที่เปนชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.9 (ข) เชนเดียวกับไลโสเจนที่เกิดจากแอคติ
โนฟาจ Ac7 เมื่อเททับดวย S. luteogriseus ISP 5483 จะเกิดวงใสและมีเชื้อเจริญอยูในวงใสรอบ
โคโลนีของไลโสเจนแตไมเกิดวงใสรอบโคโลนีเดี่ยวของ S. luteogriseus ISP 5483 ในจานเพาะ
เชื้อที่เปนชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.10 (ก) และ 4.10 (ข) สวนไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
TN2 เมื่อเททับดวย S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 จะเกิดวงใสขนาดเล็ก
บริเวณโคโลนีที่เปนไลโสเจนและไมมีเชื้อเจริญอยูในวงใสเมื่อเทียบกับไลโสเจนของ S. griseus
KA1198 และ S. luteogriseus ISP 5483 ดังแสดงรูปที่ 4.11 (ก) และไมเกิดวงใสในจานเพาะเชื้อ
ที่เปนชุดควบคุมเชนกันดังแสดงในรูปที่ 4.11 (ข)

(ก) (ข)
รูปที่ 4.9 (ก) วงใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีไลโสเจน Lg9.9 เมื่อเททับโคโลนีไลโสเจนดวย S. griseus
KA1198 (ข) ชุดควบคุม ไมเกิดวงใสเมื่อเททับโคโลนีของ S. griseus KA1198 ดวย    S. griseus
KA1198 ยอมดวยคริสตัลไวโอเลต 3 เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที
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(ก)     (ข)
รูปที่ 4.10 (ก) วงใสทีเ่กดิขึน้รอบโคโลนไีลโสเจน Llu5.4 เมือ่เททบัโคโลนไีลโสเจนดวย S. luteogriseus
ISP 5483 (ข) ชดุควบคมุ ไมเกดิวงใสเมือ่เททบัโคโลนขีอง S. luteogriseus ISP 5483 ดวย     S.
luteogriseus ISP 5483 ยอมดวยครสิตลัไวโอเลต 3 เปอรเซน็ตในน้าํกลัน่ เปนเวลา 5 นาที

(ก)         (ข)
รูปที่ 4.11 (ก) วงใสที่เกิดขึ้นบริเวณโคโลนีไลโสเจน LN5.12 เมื่อเททับโคโลนีไลโสเจนดวย          
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1  (ข) ชุดควบคุมไมเกิดวงใสเมื่อเททับ  โคโลนีของ
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ดวย S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-
1 ยอมดวยคริสตัลไวโอเลต 3 เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที
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4.6 การปลดปลอยอนุภาคฟาจจากไลโสเจนโดยธรรมชาติในภาวะตางๆ

              เมื่อเปรียบเทียบการเลี้ยงสปอรของไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดที่ความเขม
ขนประมาณ 107 สปอรตอมิลลิลิตรในภาวะตางๆคือ เลี้ยงในนอรมอลซาลีนเปรียบเทียบกับเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทเปนเวลา 6 และ 18 ชั่วโมง และในภาวะที่มีแสงไฟความเขม
แสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที  เปรียบเทียบกับภาวะที่มืด ผลการทดลองที่ไดพบวา
ไลโสเจนจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมีการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาได 102-105 PFU ตอ
มิลลิลิตรที่เวลา 6 ชั่วโมงและ 105-106 PFU ตอมิลลิลิตรที่เวลา 18 ชั่วโมงเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อนิวเตรียนทบรอท ซึ่งมากกวาการเลี้ยงสปอรในนอรมอลซาลีนที่มีการปลอยอนุภาคฟาจไดนอย
กวา 102  PFU ตอมิลลิลิตรที่เวลา 6 ชั่วโมงและ 102-103 PFU ตอมิลลิลิตรที่เวลา 18 ชั่วโมง แต
การเลี้ยงสปอรในภาวะที่มีแสงไฟเปรียบเทียบกับภาวะที่มืด พบวาการปลดปลอยอนุภาคฟาจจาก
ไลโสเจนไมแตกตางกัน คือ เมื่อเลี้ยงในนอรมอลซาลีนที่เวลา 6 และ 18 ชั่วโมงมีการปลอยอนุภาค
ฟาจออกมานอยกวา 102 PFU ตอมิลลิลิตร และ 102-105 PFU ตอมิลลิลิตรตามลําดับ เชนเดียวกับ
การเลี้ยงสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทในภาวะที่มีแสงไฟและที่มืดใหผลไมแตกตาง
เชนกัน คือที่เวลา 6 ชั่วโมงมีการปลอยอนุภาคฟาจได 102-105 PFU ตอมิลลิลิตรและที่เวลา 18
ชั่วโมงปลดปลอยอนุภาคฟาจได 103-106 PFU ตอมิลลิลิตรดังแสดงในตารางที่ 4.9
              และเมื่อเปรียบเทียบการปลดปลอยอนุภาคฟาจโดยธรรมชาติของไลโสเจนทั้ง 3 ชนิด
พบวาการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทเปนเวลา 18 ชั่วโมง ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโน
ฟาจ Tg2 มีการปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดมากที่สุดคือประมาณ 106 PFU ตอมิลลิลิตร ไลโสเจน
จากแอคติโนฟาจ Ac7 ปลดปลอยอนุภาคฟาจไดประมาณ 105 PFU ตอมิลลิลิตร และไลโสเจนที่
เกิดจากแอคติโนฟาจ TN2 มีการปลดปลอยอนุภาคฟาจไดต่ําสุด คือ ประมาณ 103  PFU ตอ
มิลลิลิตร สวนการเลี้ยงในนอรมอลซาลีนมีการปลดปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจของไลโสเจนทั้ง 3
ชนิดไดไมแตกตางกันมากนัก คือ ประมาณ 102-103 PFU ตอมิลลิลิตร
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ตารางที่ 4.9 การปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติที่ภาวะตางๆ

ปริมาณอนุภาคฟาจ (PFU ตอมิลลิลิตร) ที่ปลดปลอยเมื่ออยูในภาวะ

สารละลายนอรมอลซาลีน นิวเตรียนทบรอท

ที่มืด ที่มีแสง ที่มืด ที่มีแสง

ไลโสเจน

6 ช่ัวโมง 18 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 18 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 18 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 18ช่ัวโมง

Lg9.9 <102 103 <102 103 105 106 105 106

Llu5.4 <102 103 <102 103 103 105 103 105

LN5.12 <102 102 <102 102 102 103 102 103
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4.7 การศึกษารูปรางแอคติโนฟาจโดยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน

              เมื่อยอมอนุภาคแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด คือ Tg2 TN2 และ Ac7 ดวยยูรานิลอะซิเตต 2
เปอรเซนตและตรวจสอบรูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน พบวาแอคติโน
ฟาจทั้ง 3 ชนิดมีรูปรางคลายกันคือ มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม มีสวนหางยาวไมสามารถหดไดและ
ไมมีแผนฐาน ดังแสดงในรูปที่ 4.12-4.14 แตแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกันที่ขนาด
ของสวนหัวและสวนหางดังแสดงในตารางที่ 4.10 เมื่อจําแนกแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดโดยการ
จําแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีของ Bradley (1967) พบวาแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดอยูในกลุม B
ตารางที่ 4.10 ขนาดของแอคติโนฟาจ

ขนาดของฟาจกวาง x ยาว
(นาโนเมตร)แอคติโนฟาจ

สวนหัว สวนหาง
Tg2 50.0 x 63.6 9.1 x 163.6
Ac7* 53.3 x 60.0 13.3 x 133.3
TN2 40.2 x 53.6 6.7 x 268.0

  

รูปที่ 4.12 รูปรางของแอคติโนฟาจ Tg2 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย
109,500 เทา (             = 100 นาโนเมตร)
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รูปที่ 4.13 รูปรางของแอคติโนฟาจ Ac7* จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย
150,000 เทา (                   = 100 นาโนเมตร)

รูปที่ 4.14 รูปรางของแอคติโนฟาจ TN2 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย
150,000 เทา (                  = 100 นาโนเมตร)

* : ขอมลูของแอคตโินฟาจ Ac7 จาก เจนจริา (2543)
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4.8 ความสมัพนัธระหวางแอคตโินฟาจทีแ่ยกไดกบัสเตรปโตมยัซทิสีอืน่

              จากการทดสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงจํานวน 37 สายพันธุ และ
Kitasatospora griseola JCM 3339 กับแอคติโนฟาจ Tg2, TN2 และ Ac7 พบวาแอคติโนฟาจ
Tg2, TN2 และ Ac7 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสเกิดการติดเชื้อได 13 11 และ 15 สายพันธุตาม
ลําดับรวมสายพันธุที่ใชแยกแอคติโนฟาจดวย แตไมมีแอคติโนฟาจชนิดใดที่สามารถทําให
Kitasatospora griseola JCM 3339 เกิดการติดเชื้อได พลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมี
ทั้งลักษณะใสและขุนดังแสดงในตารางที่ 4.11
              แอคติโนฟาจ AC7 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงอื่นเกิดการติดเชื้อได
มากที่สุดคือ 14 สายพันธุ โดยใหพลาคที่มีลักษณะใสกับสเตรปโตมัยซิทีส 7 สายพันธุ คือ S.
aminophilus ATCC 14961, S. pervullus F4b-31, S. cyaneus KCC S-0220, S. humifer
KCC S-0770, S. echinatus KCC S-0144, S. coralus JCM 4313 และ S. nodosus JCM
4297 และใหพลาคที่มีลักษณะขุนกับสเตรปโตมัยซิสอีก 7 สายพันธุ คือ S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus NOV-1, S. endus KCC S-0213, S. coelicolor KCC S-0357, S.
ambofaciens KCC S-0204, S. niveus KCC S-0251, S. luteofluorescens KCC S-0203 และ
S. lincolnensis JCM 4287
              แอคติโนฟาจ Tg2 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงอื่นเกิดการติดเชื้อได 12
สายพันธุ โดยใหพลาคลักษณะใสกับสเตรปโตมัยซิส 7 สายพันธุ คือ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1, S. albovinaceus ATCC 15823, S. humifer KCC S-0770, S.
echinatus KCC S-0144, S. luteofluorescens KCC S-0203, S. badius JCM 4350 และ S.
nodosus JCM 4297 และใหพลาคลักษณะขุนกับสเตรปโตมัยซิส 5 สายพันธุ คือ S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772, S. ambofaciens KCC S-0
 204, S niveus KCC S-0251, S. lincolnensis JCM 4287 และ Streptomyces sp. PO
              สวนแอคติโนฟาจ TN2 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงอื่นเกิดการติดเชื้อ
ได 10 สายพันธุ โดยใหพลาคลักษณะใสกับสเตรปโตมัยซิสเพียง 2 สายพันธุ คือ S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772 และ S. nodosus JCM 4297 แตใหพลาค
ลักษณะขุนกับ สเตรปโตมัยซิสไดถึง 8 สายพันธุ คือ S. luteogriseus ISP 5483, S.
albovinaceus ATCC 15823, S. coelicolor KCC S-0357, S. ambofaciens KCC S-0204, S.
niveus KCC S-0251, S. luteofluorescens KCC S-0203 และ S. lincolnensis JCM 4287
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ตารางที4่.11 การตดิเชือ้ของสเตรปโตมยัซทิสีอางองิจากแอคตโินฟาจ Tg2 TN2 และ Ac7
แอคติโนฟาจ

สายพันธุสเตรปโตมัยซิส
Tg2a TN2b Ac7c

Streptomyces sp. PO T − −
S. alboniger ATCC 12461 − − −
S. albovinaceus ATCC 15823 C T −
S. albus KCC S-0166 − − −
S. ambofaciens KCC S-0204 T T T
S. aminophillus ATCC 14961 − T C
S. aureus KCC S-0009 − − −
S. azureus PK 100C − − −
S. badius JCM 4350 C − −
S. bikiniensis JCM 4011 − − −
S. coelicolor KCC S-0357 − T T
S. coelicolor M 145 − − −
S. coeruleofuscus KCC S-0358 − − −
S. coralus JCM 4313 − − C
S. cyaneus KCC S-0220 − − C
S. echinatus KCC S-0144 C − C
S. endus KCC S-0213 − − T

S. griseus KA 1198a T − −
S. humifer KCC S-0770 C − C
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772 T C −
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1b C T T

S. lavendulae subsp. grosserius KCC S-0056 − − −
S. lavendulae subsp. lavendulae KCC S-0055 − − −
S. lincolnensis JCM 4287 T T T
S. lividans TK 24 − − −
S. luteofluorescens KCC S-0203 C T T

S. luteogriseus ISP 5483c
− T T

S. melanosporofaciens JCM 4495 − − −
S. niveus KCC S-0251 T T T
S. nodosus JCM 4297 C C C
S. perciperlis V6C-6 − − −
S. pervullus F4b-31 − − C
S. puniceus KCC S-0406 − − −
S. sparsogenes KCC S-0517 − − −
S. tauricus JCM 4837 − − −
S. thermovulgaris JCM 4520 − − −
S. viridochromogenes KCC S-0435 − − −
Kitasatoapora griseola JCM 3339 − − −

              a, b, c คือชนิดของฟาจที่แยกมาจากชนิดของสเตรปโตมัยซิสที่เปนโฮสท             
              − : ไมพบการติดเชื้อ              T : พลาคมีลักษณะขุน              C : พลาคมีลักษณะใส
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4.9 การชักนําไลโสเจนดวยแสงอัลตราไวโอเลต

              4.9.1 อัตราการรอดชีวิตของสปอรสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อถูกชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลต
              เมื่อนําสปอรของ S. griseus KA1198, S. luteogriseus ISP 5483 และ           S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ประมาณ 107 สปอรตอมิลลิลิตรไปฉายดวย
แสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที จากนั้นนํา
สปอรไปบมในที่มืดและที่มีแสงไฟเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวาจํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิส
ทั้ง 3 ชนิดลดลงเมือ่ระยะเวลาของการฉายแสงอลัตราไวโอเลตเพิม่ข้ึนทัง้ในการบมสปอรในทีม่ดืและ
ทีม่แีสง แตจาํนวนสปอรทีบ่มในทีม่แีสงมจีาํนวนลดลงนอยกวาการบมสปอรในทีม่ดืดงัแสดงในตารางที่
4.12
              เมื่อใหจํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดที่ไมไดฉายรังสีมีอัตราการรอดชีวิตเปน
100 เปอรเซ็นต สามารถหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรที่เวลาตางๆได โดยอัตราการรอดชีวิต
ของสปอรของ S. griseus KA1198 และ S. luteogriseus ISP 5483 ลดลงต่ํากวา 1 เปอรเซ็นต
เมื่อถูกฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตนานเกินกวา 2 นาทีเมื่อบมในที่มืดและนานกวา 6 นาทีเมื่อบม
ในที่มีแสง สําหรับสปอรของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 อัตราการรอด
ชีวิตของสปอรที่บมในที่มืดและที่มแีสงลดลงแตกตางกันไมมาก โดยสปอรที่บมในที่มืดมีอัตราการ
รอดชีวิตต่ํากวา 1 เปอรเซ็นตเมื่อถูกฉายแสงนานเกินกวา 1.5 นาทีและนานเกนิกวา 2 นาทเีมือ่บม
ในทีม่แีสง ดังแสดงในรูปที่ 4.15
              เนื่องจากสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดมีอัตราการรอดชีวิตต่ําเมื่อฉายแสงเปนระยะเวลา
นานกวา 10 นาที จึงทําการชักนําไลโสเจนโดยใชระยะเวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตเปน
เวลา 0-10 นาที
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ตารางที่ 4.12 จํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อถูกฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆ

จํานวนสปอรตอมิลลิลิตร

S. griseus KA1198 S. luteogriseus ISP 5483
S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1

ระยะเวลาฉายแสง
อัลตราไวโอเลต

(นาที)

บมที่มืด บมมีแสง บมที่มืด บมมีแสง บมที่มืด บมมีแสง

0 1.5 x106 1.6 x106 3.67 x106 4.1 x106 1.09 x107 1.10 x107

0.5 6.3 x105 1.51 x106 1.64x106 1.89 x106 5.52 x106 4.5 x106

1 3.3 x105 1.15 x106 7.1x105 1.5 x106 1.91 x106 3.03 x106

1.5 1.49 x105 9.3 x105 2.95 x105 1.2x106 3.05 x105 1.17 x106

2 5.8 x104 8.24 x105 9.72 x104 6.34 x105 9.8 x103 1.55 x105

4 1.25 x102 1.98 x105 1.25 x103 7.4x104 90 8.43 x102

6 24 3.52 x104 1.22 x102 7.0 x104 8 73
8 15 9.2 x103 54 8.4 x103 4 48
10 14 4.18 x103 27 1.5 x103 2 19
15 0 95 0 89 0 0
20 0 43 0 36 0 0
25 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
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รูปที่ 4.15 อัตราการรอดชีวิตของสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ
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4.9.2 การปลดปลอยอนภุาคแอคตโินฟาจออกจากไลโสเจนเมือ่ถกูชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลต

              เมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆบนสปอรของไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3
ชนิดแลวนําไปบมในที่มืดและที่มีแสง พบวาไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดมีการปลด
ปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจออกมาไดแตกตางกัน โดยไลโสเจน Lg9.9 ของ S. griseus KA1198
เมื่อบมในที่มืดมีการปลดปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจได 2.31 x 105 PFU ตอมิลลิลิตร โดยไมไดมี
การชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลต การปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนเปน 106 PFU ตอมิลลิลิตร
เมื่อฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 30 วินาทีจนถึง 2 นาที หลังจากนั้นการปลดปลอย
อนุภาคฟาจลดลงเรื่อยๆจนเหลือ 103 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อฉายแสงเปนเวลา 6 ถึง 10 นาที Lg9.9
ที่บมในที่มีแสงมีการปลดปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจโดยไมไดถูกชักนําได 3.52 x 105 PFU ตอ
มิลลิลิตร การปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนเปน 107 PFU ตอมิลลิลิตรเมื่อถูกฉายแสงเปนเวลา 30
วินาทีจนถึง 4 นาที และการปลดปลอยอนุภาคฟาจลดลงเหลือประมาณ 106 PFU ตอมิลลิลิตร
เมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 6 ถึง 10 นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.13 และ รูปที่ 4.16
              ในขณะที่ไลโสเจน Llu 5.4 ของ S. luteogriseus ISP 5483 เมื่อถูกฉายแสงการปลด
ปลอยอนุภาคฟาจจะนอยกวา Llu 5.4 ที่ไมไดถูกชักนํา และนอยลงตามระยะเวลาในการฉายแสง
ที่นานขึ้นเมื่อบมไลโสเจนดังกลาวในที่มืด สวนสปอรที่บมในที่มีแสงไฟจํานวนอนุภาคฟาจที่ปลด
ปลอยออกมาจาก Llu5.4 ที่ถูกฉายแสงเปนเวลา 0.5 และ 1 นาทีมีมากกวาการปลดปลอยจาก
Llu5.4 ที่ไมไดถูกชักนําเล็กนอย และอนุภาคฟาจจะลดลงเมื่อ Llu5.4 ถูกชักนํานานเกินกวา 1
นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.14 และ รูปที่ 4.17
              สวนไลโสเจน LN5.12 ของ S. hygroscopicus supsp. hygroscopicus NOV-1 เมื่อถูก
ฉายแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 0.5–1.5 นาที จะปลดปลอยอนุภาคฟาจไดมากกวา LN5.12 ที่
ไมไดถูกชักนํา แตถาชักนํา LN5.12 นานเกินกวา 2 นาทีอนุภาคฟาจที่ปลดปลอยออกมามีนอย
มากเมื่อบมสปอรดังกลาวในที่มืด สวนสปอรของ LN5.12 ที่บมในที่มีแสงไฟการปลดปลอย
อนุภาคฟาจจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาที่ชักนํา LN5.12 แตเมื่อฉายแสงนานเกนิกวา 8 นาที
อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยออกมาจะลดลงจนใกลเคียงกับอนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจาก LN5.12 ที่
ไมไดชักนํา ดังแสดงในตารางที่ 4.15 และ รูปที่ 4.18
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ตารางที่ 4.13 อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9 เมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ

อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9
(PFU ตอ มิลลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่ฉายแสง

(นาที) บมไลโสเจนในที่มืด บมไลโสเจนในที่มีแสง
0

0.5
1.0
1.5
2
4
6
8
10

2.31 x 105

4.7 x 106

7.0 x 106

3.0 x 106

2.4 x 106

1.3 x 105

7.0 x 103

6.1 x 103

5.4 x 103

3.92 x 105

1.08 x 107

2.8 x 107

1.1 X 107

4.2 x 107

1.18 x 107

7.5 x 106

8.7 x 106

3.6 x 106

รูปที4่.16 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Lg9.9 เมือ่ชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลตทีเ่วลา
ตางๆ
                 บมเชือ้ในทีม่แีสง
                 บมเชือ้ในทีม่ดื
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ตารางที่ 4.14 อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4 เมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ

อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4
(PFU ตอมิลลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่ฉายแสง

(นาที) บมไลโสเจนในที่มืด บมไลโสเจนในที่มีแสง
0

0.5
1.0
1.5
2
4
6
8

10

9.0 x 105

6.0 x 105

1.9 x 105

8.0 x 104

5.3 x 104

1.2 x 104

8.7 x 103

9.1 x 103

1.7 x 102

7.9 x 105

9.0 x 105

1.4 x 106

9.2 x 105

4.9 X 105

2.3 x 105

1.8 x 104

7.1 x 103

6.0 x 103

รูปที4่.17 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Llu5.4 เมือ่ชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลตทีเ่วลา
ตางๆ
                 บมเชือ้ในทีม่แีสง
                 บมเชือ้ในทีม่ดื
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ตารางที่ 4.15 อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12 เมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ

อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12
(PFU ตอมลิลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่ฉายแสง

(นาที) บมไลโสเจนในที่มืด บมไลโสเจนในที่มีแสง
0

0.5
1.0
1.5
2
4
6
8
10

4.7 x 103

2.36 x 105

1.3 x 105

1.5 x 105

1.6 x 104

80
50
30
24

6.8 x 103

4.3 x 104

7.5 x 104

2.3 x 105

2.5 X 105

2.03 x 105

2.2 x 104

1.5 x 103

1.1 x 103

รูปที4่.18 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน LN5.12 เมือ่ชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลตทีเ่วลา
ตางๆ
                บมเชือ้ในทีม่แีสง
                 บมเชือ้ในทีม่ดื
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4.10 การชักนําไลโสเจนดวยไมโตมัยซิน ซี

              4.10.1 อัตราการรอดชีวิตของสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อบมในไมโตมัยซิน ซี
              เมื่อบมสปอรของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดจํานวน 106 สปอรตอมิลลิลิตรในอาหารเลี้ยง
เชื้อนิวเตรียนทบรอท ที่ผสมไมโตมัยซิน ซี ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 0-6 ชั่ว
โมง พบวาจํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดลดลงเมื่อเวลาในการบม สปอรกับไมโตมัย
ซิน ซี เพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 4.16 และเมื่อใหจํานวนสปอรที่ไมไดบมกับไมโตมัยซิน ซี มีอัตรา
การรอดชีวิตเปน 100 เปอรเซ็นต สามารถหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรที่เวลาตางๆไดดังแสดง
ในรปูที่ 4.19 โดยสปอรของ S. griseus KA1198 S. luteogriseus ISP 5483 และ S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 มีอัตราการรอดชีวิตลดลงเหลือประมาณ 1
เปอรเซ็นต เมื่อบมเชื้อเปนเวลานานกวา 3 ชั่วโมง ดังนั้นจึงทําการชักนําไลโสเจนโดยใชเวลาการ
บม 0-3 ชั่วโมง ที่ความเขมขนของไมโตมัยซิน ซี เปน 0, 1, 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตารางที่ 4.16 จํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อบมในไมโตมัยซิน ซี ความเขมขน 10
ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร ทีเ่วลาตางๆ   

จาํนวนสปอรตอมลิลิลิตรเวลาทีบ่มสปอร
ใน ไมโตมยัซนิ ซี

(ชัว่โมง) S. griseus KA1198 S. luteogriseus ISP 5483 S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1

0 5.2 x106 4.2 x106 3.0 x106

1 2.3 x106 6.6 x105 4.2 x105

2 7.0 x105 2.3 x105 5.1 x104

3 3.2 x104 5.0 x104 2.8 x103

4 4.3 x102 3.7 x102 7.1 x102

5 1.8 x102 1.6 x102 2.5 x102

6 69 82 107
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รูปที ่4.19 อัตราการรอดชวีติของสปอรของสเตรปโตมยัซทิสี เมือ่บมในไมโตมยัซนิ ซ ีความเขมขน 10
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่เวลาตางๆ
              -- --  S. griseus KA1198
              -- --  S. luteogriseus ISP 5483
              -- --  S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1
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4.10.2 การปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนเมื่อถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี
              ไลโสเจน Lg9.9 ของ S. griseus KA1198 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจโดยไมตองถูก
ชักนําไดประมาณ 105 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อถูกชักนําดวยความเขมขนของไมโตมัยซิน ซี เปน 1, 5
และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา Lg9.9 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจไดเพิ่มข้ึน แตเมื่อบม
Lg9.9 ที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของไมโตมัยซิน ซี เปนเวลา 3 ชั่วโมง จะมีการ
ปลดปลอยฟาจต่ํากวาการปลดปลอยฟาจจาก Lg9.9 ที่ไมไดชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี    ดังแสดง
ในตารางที่ 4.17 และรูปที่ 4.20
              เชนเดียวกบัไลโสเจน Llu5.4 ของ S. luteogriseus ISP 5483 ที่สามารถปลดปลอย
อนุภาคฟาจโดยไมตองถูกชักนําไดประมาณ 105 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี
ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีการปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึน แตที่ความเขมขน
ของไมโตมัยซิน ซี 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร Llu5.4 จะปลดปลอยฟาจไดต่ํากวา Llu5.4 ที่
ไมไดถูกชักนํา ดังแสดงในตารางที่ 4.18 และรูปที่ 4.21
              สวนไลโสเจน LN 5.12 ของ  S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 มีการ
ปลดปลอยอนุภาคฟาจโดยไมมีถูกการชักนําไดต่ํา คือ ประมาณ 103 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อชักนํา
ดวยไมโตมัยซิน ซี ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร การปลดปลอยอนุภาคฟาจจาก LN
5.12 เพิ่มข้ึนเปน 104 PFU ตอมิลลิลิตร และเพิ่มมากขึ้นเปน 105 PFU ตอมิลลิลิตรเมื่อบมดวยไม
โตมัยซิน ซี ที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 30-180 นาที และบมที่ความเขมขน
10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 15-60 นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.19 และ รูปที่ 4.22
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ตารางที ่ 4.17 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9 ของ S. griseus KA1198 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ

อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ (PFU ตอมลิลิลิตร)

ระยะเวลา
ทีช่กันาํ
(นาท)ี 0 (μg/ml) 1 (μg/ml) 5 (μg/ml) 10 (μg/ml)
15
30
60
120
180

1.65 x 105

1.73 x 105

2.23 x 105

3.37 x 105

3.02 x 105

1.37 x 105

1.92 x 105

2.79 x 105

2.21 x 106

1.45 x 106

2.77 x 105

2.0 x 106

2.4 x 106

2.8 x 106

1.96 x 105

8.3 x 105

2.78 x 106

1.23 x 106

5.1 x 105

2.94 x 104

รูปที ่ 4.20 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Lg9.9 เมือ่ถกูชกันาํดวยไมโตมยัซนิ ซ ีที่ความ
เขมขนตางๆ
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี   5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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ตารางที ่4.18 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4 ของ S. luteogriseus ISP 5483 เมือ่ถกู
ชกันาํดวย ไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ

อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ (PFU ตอมลิลิลิตร)

ระยะเวลา
ทีช่กันาํ
(นาท)ี 0 (μg/ml) 1 (μg/ml) 5 (μg/ml) 10 (μg/ml)
15
30
60
120
180

1.8 x 105

2.6 x 105

4.1 x 105

3.7 x 105

5.1 x 105

8.0 x 105

9.0 x 105

2.9 x 106

3.2 x 106

1.8 x 105

1.2 x 105

1.3 x 105

1.8 x 105

9.0 x 104

3.0 x 104

7.0 x 105

3.8 x 105

5.0 x 104

3.8 x 104

3.0 x 104

รูปที ่4.21 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Llu5.4 เมือ่ชกันาํดวย ไมโตมยัซนิ ซ ีที่ความเขม
ขนตางๆ
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี   5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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ตารางที ่ 4.19 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12 ของ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1 เมือ่ถกูชกันาํดวย ไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ

อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ (PFU ตอมลิลิลิตร)

ระยะเวลา
ทีช่กันาํ
(นาท)ี 0 (μg/ml) 1 (μg/ml) 5 (μg/ml) 10 (μg/ml)
15
30
60
120
180

2.8 x 103

2.5 x 103

1.9 x 103

2.4 x 103

3.2 x 103

2.9 x 104

3.2 x 104

3.6 x 104

5.0 x 104

8.0 x 104

4.8 x 104

1.2 x 105

1.3 x 105

1.5 x 105

2.0 x 105

1.6 x 105

1.1 x 105

1.3 x 105

8.0 x 104

3.1 x 104

รูปที ่ 4.22 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน LN 5.12 เมือ่ชกันาํดวยไมโตมยัซนิ ซ ี ที่ความ
เขมขนตางๆ
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี   5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร



บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

              การเลือกเก็บตัวอยางดินเพื่อนํามาใชในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยเลือกเก็บตัวอยางดินที่คอนขาง
มีความอุดมสมบูรณสูง คือ มีลักษณะรวนซุย สีคอนขางเขมจนออกดํา และมีคาความเปนกรดดาง
อยูในชวง 6.0-8.0 ซึ่งเกณฑในการเลือกตัวอยางนี้ไดใชขอมูลจาก เจนจิรา (2543) ซึ่งจากตัวอยาง
ดินทั้งหมด 17 ตัวอยาง พบวามีตัวอยางดิน 10 ตัวอยางที่สามารถแยกแอคติโนฟาจได โดยแยกได
ทั้งหมด 15 ชนิด โดยมีสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิง คือ Streptomyces griseus KA1198,
S. luteogriseus ISP 5483 และ S. hygroscopicus  subsp.  hygroscopicus NOV-1 เปนโฮสท
การแยกแอคติโนฟาจในงานวิจัยนี้ใชวิธีสงเสริมการเจริญซึ่งมีรายงานการวิจัยของแอคติโนฟาจ
หลายชนิดที่ใชวิธีการนี้ในการแยก เชน ฟาจ SH10 (Klaus et al., 1981) SAt1 (Ogata et al.,
1985) TG1 (Foor et al., 1985) เปนตน เนื่องจากวิธีนี้เปนวิธีการที่งาย สะดวก และสามารถเพิ่ม
จํานวนแอคติโนฟาจในตัวอยางดินใหมากขึ้นทําใหสามารถตรวจสอบแอคติโนฟาจได และจากราย
งานการวิจัยของ Dowding และคณะ (1973) ที่ทําการทดลองเปรียบเทียบการแยกแอคติโนฟาจ
จากตัวอยางดินโดยตรงกับวิธีสงเสริมการเจริญ พบวาการแยกจากตัวอยางดินโดยตรงสามารถ
แยกแอคติโนฟาจจากดินไดเพียง 3 ตัวอยางเทานั้น ในขณะที่วิธีสงเสริมการเจริญสามารถแยก
ฟาจจากดินได 25 ตัวอยางจากตัวอยางดินทั้งหมด 28 ตัวอยาง นอกจากนี้ Dowding ยังรายงาน
ในการวิจัยอีกวาสาเหตุที่มีผูใชวิธีสงเสริมการเจริญแลวสามารถแยกแอคติโนฟาจไดนอยกวาวิธี
การแยกโดยตรง เนื่องจากใชเวลาในการบมตัวอยางดินกับสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสในอาหาร
เลี้ยงเชื้อนานเกินกวา 16-18 ชั่วโมง ทําใหฟาจที่ออกมาจากเซลลกลับไปเกาะติดกับมัยซิเลียมของ
แอคติโนมัยซิทีสที่เจริญอยูในอาหาร ดังนั้นจํานวนแอคติโนฟาจที่แยกไดจึงลดลง
              เมื่อทําแอคติโนฟาจใหบริสุทธิ์บางสวนโดยแยกแอคติโนฟาจจากพลาคเดี่ยวซ้ํา 3 คร้ัง
และตรวจสอบลักษณะพลาคของแอคติโนฟาจทั้งหมดที่แยกได พบวาแอคติโนฟาจ 13 ชนิด คือ
Tg1, Tg3, Tg4, Tg5 ที่มีโฮสทคือ S. griseus KA 1198 Tlu1, Tlu3, Tlu4, Tlu5 ที่มีโฮสทคือ S.
luteogriseus ISP 5483 และ TN1, TN3, TN5, TN6, TN7 ที่มีโฮสทคือ S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus NOV-1 ใหพลาคใสซึ่งเปนลักษณะของไวรูเลนทฟาจ พลาคของแอคติโน
ฟาจทั้ง 13 ชนิดมีความแตกตางกันทั้งรูปรางและขนาด แตโดยสวนใหญมีลักษณะคอนขางกลม
ขอบไมเรียบ และมีขนาดโดยเฉลี่ยประมาณ 1-3 มิลลิเมตร แอคติโนฟาจ 2 ชนิด คือ Tg2 และ
TN2 ให พลาคขุนเหมือนกันแตมีรูปรางลักษณะที่แตกตางกัน คือ พลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
Tg2 บนลอนของ S. griseus KA 1198 มีลักษณะคลายวงแหวนซึ่งเหมือนลักษณะพลาคของฟาจ
VP5 ที่แยกไดจาก Streptomyces coelicolor A3(2) (Dowding and Hopwood, 1973) สวน
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พลาคที่เกิดจากฟาจ TN2 บนลอนของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 จะมี
โคโลนีของเชื้อกระจายอยูทั่วไปในพลาค ซึ่งลักษณะดังกลาวเหมือนพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
SAt1 บนลอนของ Streptomyces azureus (Ogata et al., 1985)
              นอกจากนี้เมื่อตรวจสอบลักษณะพลาคของแอคติโนฟาจ Ac7 ซึ่งแยกโดย เจนจิรา เดช
รักษา (2543) พบวาพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Ac7 บนลอนของ S. luteogriseus ISP 5483
เปนพลาคขุนที่มีลักษณะคลายวงแหวนเชนเดียวกับพลาคของฟาจ Tg2 พลาคของแอคติโนฟาจ
ทั้ง 3 ชนิดมีขนาดโดยเฉลี่ยประมาณ 1.5-3 มิลลิเมตร ซึ่งจากรูปที่ 4.1-4.5 และตารางที่ 4.2 แสดง
ใหเห็นวาพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจแมจะผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการแยกพลาคเดี่ยวถึง 3
คร้ังแลวแตพลาคที่ไดยังคงมีขนาดไมเทากันทุกพลาคซึ่งไมไดหมายความวาแอคติโนฟาจดังกลาว
ไมบริสุทธิ์ แตลักษณะเชนนี้เกิดขึ้นในแอคติโนฟาจสวนใหญ เชน   ฟาจ φ SPK1 ใหพลาคที่มี
ขนาด 2-3 มิลลิเมตรบนลอนของ Streptomyces galilaeus (Kuhn et al., 1987)  ฟาจ Bα ให
พลาคที่มีขนาด 0.5-1 มิลลิเมตรกับโฮสทคือ Streptomyces lavendulae ในขณะที่ฟาจ S985
และ S57 ใหพลาคที่มีขนาด 2-3 มิลลิเมตร (Nakano et al., 1981) ซึ่ง Dowding (1973) ได
อธิบายถึงสาเหตุที่พลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจชนิดเดียวกันแตมีขนาดไมเทากันวาเกิดเนื่องจาก
การศึกษาแอคติโนฟาจตองใชสปอรของแอคติโนมัยซิทีสซึ่งเปนไปไดยากที่จะควบคุมอายุหรือการ
งอกของสปอรใหเกิดขึ้นพรอมกัน และถาในสปอรแขวนลอยมีมัยซีเลียมปนเปอนอยูดวย ฟาจ
จํานวนมากจะเขาไปเกาะติดกับมัยซีเลียมโดยไมเกิดการเพิ่มจํานวนของฟาจทําใหการแพรกระ
จายของฟาจสูเซลลที่อยูใกลเคียงมีนอยลง ดวยเหตุนี้ทําใหพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจชนิดเดียว
กันมีขนาดไมเทากัน
              เมื่อนําเชื้อที่เจริญอยูในพลาคขุนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2 มาแยกให
ไดเปนโคโลนีเดี่ยวและนํามาตรวจสอบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิม พบวา
โคโลนีที่ไดจากพลาคของสเตรปโตมัยซิทีสแตละสายพันธุนั้นจะมีบางโคโลนีที่ไมมีภูมิตานทานตอ
การติดเชื้อซํ้าจากฟาจชนิดเดิม ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจากขั้นตอนการแยกเชื้อจากพลาคซึ่งมีขนาดเล็ก
มากอาจมีสปอรหรือมัยซีเลียมที่ไมเกิดการติดเชื้อจากฟาจปนเปอนมาในขั้นตอนนี้ได แตโคโลนีไล
โสเจนที่มีภูมิคุมกันตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมก็สามารถแยกจากพลาคที่เกิดจาก   
แอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดไดเชนกัน ผูวิจัยคาดคะเนวาการที่ไลโสเจนสามารถตานฟาจชนิดเดิมได
อาจเนื่องมาจาก โปรตีนยับยั้งที่มีอยูในเซลลสามารถยับยั้งการทํางานของยีนที่ควบคุมการเกิด
ไลโสเจนิคไซเคิลบนดีเอ็นเอของฟาจที่เขามาใหม (Maloy et al., 1993) หรือ อาจเกิดจากการที่
ไลโสเจนมีสมบัติเปลี่ยนแปลงไป เชน เกิดการเปลี่ยนแปลงบริเวณตาํแหนงที่จําเพาะกับการเกาะ
ติดของฟาจ ทําใหฟาจไมสามารถเกาะติดกับโฮสทไดเชนเดียวกับไลโสเจนที่เกิดจากฟาจ φ80
และฟาจ N15 (Vostrov et al., 1996) จากคุณสมบัติของแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด ที่ใหพลาค
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ลักษณะขุนและสามารถทําใหโฮสทเกิดไลโสเจนที่มีภูมิคุมกันจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมได แสดง
วาแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2 เปนเทมเพอเรตฟาจ 
              จากลักษณะพลาคขุน และ การตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอฟาจชนิดเดิมเปนขอ
มูลพอที่จะบอกไดวาแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดเปนเทมเพอเรตฟาจ (Ogata et al., 1985; Suenaga
et al., 1994) แตผูวิจัยใครจะศึกษาตอถึงการมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจชนิดอื่น รวมทั้งศึกษา
การปลดปลอยฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติและโดยการชักนํา เพื่อใหไดขอมูลสนับสนุนวา
แอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดเปนเทมเพอเรตฟาจมากขึ้น จากการตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอ
การติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดอื่นๆ พบวาไลโสเจนของ S. griseus KA1198 สามารถตานการ
ติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ TN1 และ TN6 ซึ่งมี S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-
1เปนโฮสทไดแตกลับไมสามารถตานทานการติดเชื้อจากฟาจ Tg3 และ Tg4 ที่มี S. griseus
KA1198 เปนโฮสทได เชนเดียวกับผลที่เกิดจากการทดสอบไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP
5483 สามารถตานฟาจ TN2 และ TN3 ได แตไมสามารถตานฟาจ Tlu4 ที่มี S. luteogriseus ISP
5483 เปนโฮสทได และไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1
สามารถตานฟาจ Ac7 ไดแตกลับไมสามารถตานการติดเชื้อจากฟาจ TN1 ซึ่งมีโฮสทเปนชนิด
เดียวกับไลโสเจนไดเชนกัน ซึ่งผูวิจัยคาดคะเนวาการที่ไลโสเจนสามารถตานแอคติโนฟาจชนิดอื่น
ไดอาจเนื่องมาจากดีเอ็นเอของฟาจชนิดนั้นๆอาจมีบริเวณที่จําเพาะตอโปรตีนที่ยับยั้งกลไกการ
เกิดไลติคไซเคิลของฟาจที่สรางขึ้นจากไลโสเจนได ในทางกลับกันดีเอ็นเอของฟาจชนิดอื่นที่มีโฮสท
เปนชนิดเดียวกับไลโสเจนอาจไมมีบริเวณที่จําเพาะตอโปรตีนยับยั้งดังกลาวไลโสเจนจึงไมสามารถ
ตานฟาจเหลานี้ได (Maloy et al., 1993) การทดสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอแอคติโนฟาจชนิด
อ่ืนๆยังไมพบรายงานจากผูวิจัยอ่ืน สวนใหญเปนรายงานการตรวจสอบภูมิคุมกันจากแอคติโนฟาจ
ชนิดเดียวกับที่ทําใหเกิดไลโสเจนเทานั้นจึงยังขาดขอมูลที่ใชในการเปรียบเทียบหรืออธิบายผลที่ได
จากการทดลองนี้
              การตรวจสอบการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติเปนอีกวิธีหนึ่งที่
นิยมใชในการตรวจสอบเทมเพอเรตฟาจ (Dowding and Hopwood, 1973; Stuttard, 1982;
Kuhn et al., 1987; Herron and Wellington, 1990) ซึ่งจากผลการทดลองในรูปที่ 4.9-4.11
แสดงใหเห็นวาไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดสามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมา
ไดเองโดยธรรมชาติ ดังนั้นจึงเปนอีกเหตุผลหนึ่งที่สนับสนุนวาแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2
เปนเทมเพอเรตฟาจ และเมื่อเปรียบเทียบการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรม
ชาติเมื่อเลี้ยงในภาวะตางๆ (ดังแสดงในตารางที่ 4.9) พบวาไลโสเจนทั้ง 3 ชนิดสามารถปลดปลอย
อนุภาคฟาจออกมาไดดีในภาวะที่มีสารอาหารสมบูรณ คือ ในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท ซึ่ง
ผลดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัยของ Nakano และคณะ (1981) ที่สามารถแยกแอคติโนฟาจ Bα
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ไดเมื่อเลี้ยงไลโสเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท สวนในภาวะที่มีสารอาหารไมสมบูรณคือ
ในสารละลายนอรมอลซาลีนอนุภาคฟาจมักอยูในภาวะที่เปนไลโสเจนมากกวาอยูภายนอกเซลล 
ซึ่งจากงานวิจัยของ Herron และ Wellington (1990) ที่ศึกษาไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิทีสในดิน
พบวาสามารถตรวจสอบอนุภาคฟาจอิสระที่ปลดปลอยออกจากไลโสเจนไดมากเมื่อสปอรไลโสเจน
ของสเตรปโตมัยซิทีสเจริญจนกลายเปนมัยซีเลียม และจากการที่ไลโสเจนสามารถปลดปลอยฟาจ
โดยธรรมชาติไดดีในภาวะที่มีสารอาหารสมบูรณนี้ทําใหเกิดการกระจายยีนระหวางสเตรปโตมัย   
ซิทีสที่อยูในดินได สวนการเลี้ยงไลโสเจนในภาวะที่ใหโดนแสงเปรียบเทียบกับภาวะที่มืดพบวาการ
ปลดปลอยฟาจโดยธรรมชาติเกิดขึ้นไดไมแตกตางกัน แสดงวาแสงไมไดเปนปจจัยที่สําคัญที่ทําให
ไลโสเจนปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาโดยธรรมชาติ แตปจจัยที่มีผลคือความสมบูรณของสาร
อาหาร
              จากผลการศึกษารูปรางของแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2 ดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน พบวาแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมีรูปรางเหมือนกัน คือ มีสวนหัวเปนรูปหก
เหล่ียม สวนหางยาวไมสามารถหดไดและไมมีสวนที่เปนแผนฐาน แตมีขนาดแตกตางกันดังแสดง
ในตารางที่ 4.10 เมื่อจําแนกแอคติโนฟาจตามรูปรางของฟาจดวยวิธีการของ Bradley ( 1967)   
แอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดจัดอยูในกลุม B ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับแอคติโนฟาจชนิดตางๆที่จัดอยูใน
กลุม B ตามที่มีรายงานการวิจัยมาจะพบวา ฟาจเหลานั้นมีรูปรางที่คลายคลึงและมีขนาดใกล
เคียงกับแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 5.1 นอกจากนี้ผลการวิจัยที่ไดยังสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Ackermann และคณะ (1985) ที่รายงานวาแอคติโนฟาจที่มีผูศึกษามาทุกชนิดจะ
มีสวนหางเปนสวนประกอบแตไมพบแอคติโนฟาจที่มีลักษณะเปนสายยาว ซึ่งเมื่อจัดจําแนกแอคติ
โนฟาจเหลานี้ตามวิธีของ Reanney และ Ackermann (1982) จะจัดอยูในกลุมตางๆไดเพียง 6
กลุมจากทั้งหมด 18 กลุม คือ A1-A2, B1-B2 และ C1-C2 และถาจัดจําแนกแอคติโนฟาจ Tg2,
Ac7 และ TN2 ดวยวิธีของ Reanney และ Ackermann ตามลักษณะรูปราง แอคติโนฟาจทั้ง 3
ชนิดจัดอยูในกลุม B1 ซึ่งรูปรางแอคติโนฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสแทบทุกชนิดจัดอยูในกลุมนี้
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ตารางที่ 5.1 ขนาดรูปรางของแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7, TN2 และตัวอยางแอคติโนฟาจชนิดอื่นที่จัด
อยูใน Bradley กลุม B

              จากผลการศึกษาโฮสท-เรนจพบวาแอคติโนฟาจทั้ง Tg2, Ac7 และ TN2 สามารถทําให
สเตรปโตมัยซิทีสอางอิงอื่นจํานวน 36 สายพันธุนอกเหนือจากสายพันธุที่เปนโฮสท เกิดการติดเชื้อ
ได 12, 14 และ 10 สายพันธุตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาโฮสท-เรนจในแอคติโนฟาจ
ชนิดอื่นๆ เชน แอคติโนฟาจ R4 ซึ่งเปนแอคติโนฟาจที่มีโฮสท-เรนจกวางสามารถทําใหสเตรปโตมัย
ซิสติดเชื้อได 18 สายพันธุจากเชื้อทดสอบ 36 สายพันธุ (Chater and Cater, 1979) หรือแอคติโน
ฟาจ SAt 28 มีโฮสท-เรนจกวางเชนกันสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสติดเชื้อได 12 สายพันธุจาก
จํานวนเชื้อทดสอบทั้งหมด 50 สายพันธุ (Suenaga et al., 1994) ในขณะที่แอคติโนฟาจชนิดที่มี
โฮสท-เรนจแคบจะสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสติดเชื้อไดเพียง 1 หรือ 2 สายพันธุเทานั้น
(Stuttard and Dwyer, 1981; Ogata et al., 1985) ดังนั้นจึงกลาวไดวาแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7
และ TN2 เปนเทมเพอเรตแอคติโนฟาจที่มีโฮสท-เรนจกวาง
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              จากตารางที่ 4.11 สเตรปโตมัยซิสบางสายพันธุ เชน S. ambofaciens KCC S-0204, S.
niveus KCC S-0251, S. lincolnensis JCM 4287 พบวามีการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด
ได ในขณะที่ S. tauricus JCM 4837, S. alboniger ATCC 12461 S. bikiniensis JCM 4011
และ Kitasatospora griseola JCM 3339 ซึ่งมีความใกลชิดกับสเตรปโตมัยซิทีสมากแตกตางกันที่
กรดไดอะมิโนพิเมลิก (diaminopimelic acid) ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลล (Takahashi and
Omura, 1987) ไมพบการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวา
สเตรปโตมัยซิสบางชนิดอาจมีความจําเพาะกับแอคติโนฟาจไดหลายชนิด ในขณะที่บางชนิดอาจมี
ความจําเพาะกับฟาจไดนอยชนิดหรือไมมีความจําเพาะกับฟาจเลย ซึ่งอาจขึ้นอยูกับความจําเพาะ
ของฟาจตอบริเวณที่เกาะติดบนเซลล หรือเกิดจาก host controlled restriction and modification
system ของโฮสทเอง   
              เมื่อชักนําไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดดวย แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คลื่น 254 นาโนเมตร ระยะหาง 40 เซนติเมตร เปนระยะเวลาตั้งแต 0-10 นาที พบวาเมื่อฉายแสง
ระยะเวลาไมเกิน 2 นาที ไลโสเจนของ S. griseus KA 1198 และ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดสูงสุดประมาณ 100 เทาของ
การปลดปลอยฟาจออกมาเองโดยธรรมชาติ แตเมื่อฉายแสงระยะเวลานานขึ้นอนุภาคฟาจที่ปลด
ปลอยออกมาจะลดลงเรื่อยๆตามระยะเวลาที่ทําการฉายแสง และอนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจาก
ไลโสเจนที่บมในที่มีแสงหลังจากถูกชักนํามีมากกวาไลโสเจนที่บมในที่มืด (ดังแสดงในตารางที่
4.13-4.15) ผลการการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการทดลองที่ Stuttard (1982) ไดชักนําไลโส
เจนของ Streptomyces venezuelae ที่เกิดจากฟาจ SV2 ใหปลดปลอยฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึน
ประมาณ 4-5 เทา เชนเดียวกับไลโสเจนของ S. azureus ซึ่งเกิดจากแอคติโนฟาจ SAt 1 เมื่อถูก
ฉายแสงสามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึน 1000 เทา (Ogata et al., 1985) ใน
ขณะที่การชักนําไลโสเจนของ Streptomyces cattleya และไลโสเจนของ S. venezuelae โดย
ฉายแสงเปนเวลา 0-2 นาทีไลโสเจนทั้ง 2 ชนิดปลดปลอยฟาจออกมาไดมากขึ้นเล็กนอยเมื่อฉาย
แสงเปนเวลา 1-5 วินาทีแตเมื่อฉายแสงนานกวา 5 วินาทีฟาจที่ปลอยออกมาจะนอยกวาฟาจที่
ปลดปลอยออกมาเองโดยธรรมชาติ (Anne et al., 1984) ซึ่งรายงานดังกลาวคลายกับผลของการ
ชักนําไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483 ที่สามารถปลดปลอยฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึนเล็ก
นอยในชวงระยะเวลาที่ฉายแสง 0.5-1 นาทีแรกหลังจากนั้นการปลดปลอยฟาจจะลดลงต่ํากวา
การปลดปลอยเองโดยธรรมชาติ
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             ไลโสเจนของ S. griseus KA 1198 เมื่อถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี ที่ความเขมขนของ
ไมโตมัยซิน ซี 1-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนไดประมาณ 10
เทาของการปลดปลอยโดยธรรมชาติสวนไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483 จะปลดปลอย
ฟาจเพิ่มข้ึนไดประมาณ 10 เทาเมื่อใชความเขมขนไมโตมัยซิน ซี เปน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่
ระยะเวลาในการบม 1-2 ชั่วโมง ในขณะที่ไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp
hygroscopicus NOV-1 สามารถปลดปลอยฟาจเพิ่มข้ึนไดมากถึง 100 เทา ที่ความเขมขนของไม
โตมัยซิน ซี เปน 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผลการทดลองที่ไดแสดงวาไลโสเจนของสเตรป
โตมัยซิทีสทั้ง 3 ชนิดสามารถถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี ได เชนเดียวกับการทดลองของ Ogata
และคณะ (1985) ที่ไลโสเจนของ S. azureus ถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี ไดสามารถปลดปลอย
ฟาจเพิ่มข้ึนประมาณ 100 เทา มีรายงานวาไมโตมัยซิน ซี มีผลตอการชักนําใหไลโสเจนปลดปลอย
ฟาจออกมานอย เชน ไลโสเจนของ S. galilaeus ท่ีเกิดจากฟาจ SPK1 (Kuhn et al., 1987) หรือ
ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ φ C31 พบวาทั้งการฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตและการชักนํา
ดวยไมโตมัยซิน ซี ไมสามารถทําใหการปลดปลอยฟาจเพิ่มมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการปลด
ปลอยออกมาเองธรรมชาติ (Sinclair and Bibb, 1988)

การวิจัยครั้งนี้เลือกใชความเขมขนของไมโตมัยซิน ซี และระยะเวลาในการบมไลโสเจน
ตามรายงานที่มีผูไดทําการศึกษาวิจัยมา เชน Ogata และคณะ (1985) ใชไมโตมัยซิน ซี ความเขม
ขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรระยะเวลาในการบม 1 ชั่วโมง Kuhn และคณะ (1987) ใชความเขม
ขนของไมโตมัยซิน ซี นอยกวา คือ ความเขมขนตั้งแต 0-5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตใชระยะเวลา
ในการบมนานถึง 24 ชั่วโมง และMatsuura และคณะ (1995) ใชความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรระยะเวลาบม 3 ชั่วโมง ดังนั้นผูวิจัยจึงไดเลือกใชความเขมขนของ ไมโตมัยซิน ซี ตั้งแต
0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ ระยะเวลาในการบมเปน 0-3 ชั่วโมง ในการชักนําไลโสเจนดวย
ตัวชักนําทั้ง 2 ชนิดจะไดผลดีเมื่อสปอรของไลโสเจนอยูในชวงที่กําลังงอกทําไดโดยการเลี้ยงสปอร
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวกอนการชักนําเปนเวลา 3-8 ชั่วโมง (Ogata et al., 1985; Matsuura et
al., 1995) ซึ่ง Stuttard (1982) ไดทําการทดลองเปรียบเทียบการชักนําไลโสเจนของ S.
venezualae ในรูปของสปอรที่ยังไมงอกและสปอรที่ทําใหเกิดการงอกกอนชักนําประมาณ 4
ชั่วโมง ผลที่ไดพบวาสปอรที่งอกสามารถถูกชักนําใหปลดปลอยฟาจออกจากไลโสเจนไดมากกวา
ไลโสเจนในรูปของสปอรที่ยังไมงอกถึง 6 เทา ดังนั้นในการทดลองนี้ จึงเลี้ยงสปอรในนิวเตรียนท
บรอทกอนการชักนําเพื่อใหประสิทธิภาพในการปลดปลอยฟาจออกจากไลโสเจนดีขึ้น
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              งานวิจัยนี้บรรลุตามวัตถุประสงคที่ตั้งไว กลาวคือ จากการทดลองกับแอคติโนฟาจทั้ง 3
ชนิด คือ Tg2 และ TN2 ที่ผูวิจัยแยกได และ Ac7 (เจนจิรา, 2543) พบวาใหพลาคที่มีลักษณะขุน
บนลอนของ S. griseus KA1198, S. hygroscopicus  subsp.  hygroscopicus NOV-1 และ S.
luteogriseus ISP 5483 ตามลําดับ ฟาจทั้ง 3 ชนิดสามารถทําใหโฮสทเกิดไลโสเจนที่มีภูมิคุมกัน
ตอแอคติโนฟาจชนิดเดิมและแอคติโนฟาจอื่นบางชนิดได ไลโสเจนดังกลาวยังสามารถปลดปลอย
อนุภาคฟาจออกมาไดเองโดยธรรมชาติและถูกชักนําใหปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนไดดวยแสง
อัลตราไวโอเลตและไมโตมัยซิน ซี ซึ่งลักษณะที่กลาวมาทั้งหมดนี้เปนลักษณะของเทมเพอเรตฟาจ
เมื่อจัดจําแนกแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดตามรูปรางลักษณะของฟาจดวยวิธีการของ Bradley ฟาจที่
แยกไดทั้งหมดจัดอยูในกลุม B นอกจากนี้เทมเพอเรตแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดที่แยกไดยังมีโฮสท-
เรนจกวางอีกดวย
              งานวิจัยนี้เปนรายงานการศึกษาครั้งแรกของประเทศ ในเรื่องลักษณะและสมบัติของเทม
เพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีส ขอมูลตางๆที่ไดสามารถนําเทมเพอเรตฟาจดังกลาว โดยเฉพาะ
เทมเพอเรตฟาจ TN2 ซึ่งมีโฮสท-เรนจกวาง และสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสหลายชนิดเกิดการ
ติดเชื้อแลวใหพลาคที่มีลักษณะขุน ไปพัฒนาใชเปนพาหะในการโคลนยีนของสเตรปโตมัยซิสชนิด
ตางๆได ดังที่มีผูไดทําการศึกษากับพาหะตัวอื่นมากอน (Anne et al., 1984; Diaz et al., 1989)      
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ภาคผนวก



ภาคผนวก ก

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1.แมนนิทอล มังบีน อการ  (Mannitol Mungbean Agar)
ถั่วเขียวบด 20.0 กรัม
น้ําตาลแมนนิทอล (D-mannitol) 20.0 กรัม
วุนผง 18.0 กรัม
น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 500.0 มิลลิลิตร

              ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.0
              ตมถั่วเขียวบดกับน้ําประปาจนเดือด  กรองเอาถั่วเขียวออก  นําน้ําตมถั่วเขียวที่ไดมาเติม
น้ําตาลแมนนิทอล  วุนผง และน้ํากลั่น  ปรับคาความเปนกรดดาง  แลวนําไปตมอีกครั้งจนเดือด
              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว)

2.นิวเตรียนท อการ  (Nutrient  Agar)
สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม
วุนผง 15.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร

              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

3.นิวเตรียนท บรอท (Nutrient Broth)
สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร

              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน



4.ซอฟทอการ  (Soft Agar)
สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม
วุนผง 5.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร

              แบงใสในหลอดทดลองหลอดละ  3  มิลลิลิตร
              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน



ภาคผนวก ข

การเตรียมสารเคมี

1. การเตรียม 0.1 โมลารแอมโมเนียมอะซิเตตบัฟเฟอร
แอมโมเนียม อะซิเตต  (C2H7NO2) 0.77 กรัม
น้ํากลั่น 100.0 มิลลิลิตร

              ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน  7.0  ดวย 1 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซด

2.การเตรียม 50 มิลลิโมลารเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต
เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต กรัม
น้ํากลั่น 100.0 มิลลิลิตร



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ
              นายธีรพัฒน  เวชชประสิทธิ์  เกิดวันที่ 19  ธันวาคม พ.ศ. 2519  ที่กรุงเทพมหานคร
สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2540  และ เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรม
หาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2541

ผลงานทางวิชาการ
              ธีรพฒัน เวชชประสิทธิ์ เจนจิรา เดชรักษา และ สุรีนา ชวนิชย. 2544. ลักษณะบาง
ประการของแอคติโนฟาจที่แยกจากดินในประเทศไทย. การเสนอผลงานทางวิชาการแบบบรรยาย
ที่การประชุมวิชาการ คร้ังที่ 9. 20-21 มีนาคม, คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
              ธีรพัฒน เวชชประสิทธิ์ เจนจิรา เดชรักษา และ สุรีนา ชวนิชย. 2545. ลักษณะบาง
ประการของแอคติโนฟาจที่แยกจากดินในประเทศไทย. วราสารวิจัยวิทยาศาสตร (Section T) 1:
27-33.
              Wechaprasit, T., Chavanich, S. 2000. Morphological characterization of
temperate actinophages from Streptomyces species. Poster presented at the 12 th

Annual meeting of the Thai Society for Biotechnology. 1-3 November, Felix hotel,
Kanchanaburi, Thailand.
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