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              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
เพิ่มจํานวนในเซลลแบคทีเรียเปนแบบไลโสเจนิคไซเคิล (lysogenic cycle) โดยดีเอ็นเอของเทม
เพอเรตฟาจที่เขาสูเซลลแบคทีเรียจะเขาไปสอดแทรก (integrate) อยูในโครโมโซมของแบคทีเรีย
ทําใหเซลลแบคทีเรียไมเกิดการแตกสลาย เนื่องจากเทมเพอเรตฟาจมีบทบาทสําคัญในการศึกษา
ทางดานพันธุวิศวกรรม ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเพื่อใชเปนพาหะ (cloning vector) ในการโคลนยีน
ของแบคทีเรียชนิดตางๆ
              สเตรปโตมัยซิทีส (streptomycetes) เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตเมทาบอไลทที่มี
ประโยชน เชน สารปฏิชีวนะ และ เอนไซมชนิดตางๆ ฉะนั้นจึงมีผูวิจัยและพัฒนาเทมเพอเรตฟาจ
ของสเตรปโตมัยซิทีสเพื่อนํามาใชเปนพาหะในการโคลนยีนของจุลินทรียในกลุมนี้ ตัวอยางเทมเพอ
เรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่ถูกนํามาพัฒนาใชเปนพาหะมาก เชน เทมเพอเรตฟาจ φC31 และ 
เทมเพอเรตฟาจ R4 โดยเทมเพอเรตฟาจทั้ง 2 ชนิดนี้มีสมบัติเอื้อตอการนํามาใชเปนพาหะ หรือ 
นํามาศึกษาทางดานพันธุวิศวกรรม หรือ อณูชีววิทยา (molecular biology) ของสเตรปโตมัยซิทีส
ไดดี เนื่องจากไดมีการศึกษาแผนที่ยีนของเทมเพอเรตฟาจทั้ง 2 ชนิดเปนอยางดี อีกทั้งสามารถทํา
ใหเกิดสายพันธุกลายของฟาจและไลโสเจน (lysogen) ไดมาก และมีโฮสท-เรนจ (host-range) 
กวางสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิทีสหลายสายพันธุเกิดการติดเชื้อได (Chater and Cater, 1979; 
Lomovskaya et al., 1980; Hartley et al., 1994; Morino and Takahashi, 1997)
              จากความสําคัญของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสดังกลาว ทําใหผูวิจัยสนใจที่
จะศึกษาเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีส กอปรกับยังขาดรายงานการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับ
เทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสในประเทศ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษา
ลักษณะของเทมเพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสที่แแยกไดจากตัวอยางดินแหลงตางๆในประเทศ
ไทย โดยใชวิธีสงเสริมการเจริญ (enrichment method) ตรวจสอบลักษณะพลาค (plaque) ดวย
วิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (double agar layer method) ตรวจสอบสมบัติของเทมเพอเรตฟาจที่
ทําใหเกิดไลโสเจน โดยตรวจสอบภูมิตานทานของไลโสเจนที่มีตอการติดเชื้อจากฟาจชนิดเดิม 
(superinfection immunity) และการปลดปลอยฟาจจากไลโสเจนที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติหรือ
ถูกชักนําดวยตัวชักนําชนิดตางๆ นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังศึกษารูปรางของอนุภาคฟาจจากกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope) เพื่อจัดจําแนกชนิด
ของฟาจโดยอาศัยรูปรางตามวิธีของ Bradley (1967) และศึกษาโฮสท-เรนจของฟาจโดยการตรวจ
สอบการกอใหเกิดการตดิเชื้อของเทมเพอเรตฟาจกับแอคติโนมัยซิทีสสายพันธุตางๆ
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วัตถุประสงค
              เพื่อศึกษาลักษณะและจําแนกชนิดของเทมเพอเรตฟาจที่แยกไดจากตัวอยางดินแหลง
ตางๆโดยมีสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงเปนโฮสท ศึกษาความสัมพันธของเทมเพอเรตฟาจที่
แยกไดกับสเตรปโตมัยซิทีสอ่ืนๆ และทดลองชักนําไลโสเจนใหปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจาก
เซลล

ขั้นตอนการวิจัย
              1.  แยกเทมเพอเรตฟาจจากตัวอยางดินแหลงตางๆ ดวยวิธีสงเสริมการเจริญโดยใชส
เตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงเปนโฮสท
              2. ศึกษาลักษณะของเทมเพอเรตฟาจและจําแนกชนิดโดยอาศัยรูปรางของฟาจภายใต
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแแบบสองผาน
              3.  ศึกษาความสัมพันธระหวางเทมเพอเรตฟาจที่แยกไดกับสเตรปโตมัยซิทิสอ่ืนๆ
              4.   ทดลองชักนําไลโสเจนใหปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากเซลลดวยแสง
อัลตราไวโอเลต และ ไมโตมัยซิน ซี (mitomycin C)

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
              ผลที่ไดจากการศึกษา สมบัติ ลักษณะ และการจัดจําแนกชนดิของเทมเพอเรตฟาจของ 
สเตรปโตมยัซทิสี  สามารถเปนขอมลูเบือ้งตนทีสํ่าคญัในการศกึษาและวจิยัเกีย่วกบัเทมเพอเรตฟาจ
และ สเตรปโตมัยซิทีส เพื่อพัฒนาเทมเพอเรตฟาจสําหรับใชเปนพาหะในการโคลนยีนของ สเตรป
โตมัยซิสสายพันธุตางๆ อันจะนําไปสูการใชประโยชนทางดานพันธุวิศวกรรมของสเตรปโตมัยซิทีส
ตอไป



บทที่ 2
วารสารปริทรรศน

2.1 ประวัติการคนพบ (Adams, 1959; Duckworth, 1976)

              ค.ศ. 1915  Frederick W. Twort พบวาบางครั้งโคโลนีแบคทีเรียที่เลี้ยงไวมีลักษณะไมสมบูรณ
หรือหายไปจากอาหารเลี้ยงเชื้อและเหตุการณดังกลาวสามารถถายทอดไปสูโคโลนีที่อยูบริเวณใกลเคียงได 
แตในขณะนั้น Twort ยังไมสามารถสรุปไดวาสิ่งที่ทําใหโคโลนีของแบคทีเรียมีลักษณะไมสมบูรณหรือหาย
ไปวาเปนแบคเทอริโอฟาจ ในชวงเวลาเดียวกัน Fe’lix d’ Herelle คนพบเหตุการณในลักษณะเดียวกับ 
Twort จากการทดลองที่เกิดจากผูปวยโรคบิดที่มสีาเหตุมาจากเชื้อ Shigella dysenteriae ซึ่งแยกจาก
อุจจาระของผูปวย เมื่อ D’ Herelle นําของเหลวที่ไดจากการกรองอุจจาระไปผสมกับอาหารที่มีเชื้อดังกลาว
อยู แลวนําเชื้อไปบมตามปกติกลับไมพบการเจริญของเชื้อ ดังนั้น D’ Herelle จึงสรุปวาสารที่สามารถกรอง
ผานแผนกรองแบคทีเรียเปนไวรัสของแบคทีเรีย และใหคําจํากัดความของสิ่งที่คนพบวา แบคเทอริโอฟาจ 
หมายถึง ผูกินแบคทีเรีย
              D’ Herelle และ Twort ไดรวมมือกันทํางานวิจัยที่เกี่ยวกับแบคเทอริโอฟาจ เนื่องจากมีความคิดที่
วาอาจนําแบคเทอริโอฟาจมาใชกําจัดแบคทีเรียกอโรคตางๆได การวิจัยดังกลาวไดรับความสนใจจากนัก
วิทยาศาสตรอยางมากในชวงป ค.ศ. 1920-1940 จนกระทั่งการใชสารเคมีในการรักษาโรคซึ่งใชไดสะดวก
และรวดเร็วกวาเริ่มเขามามีบทบาทขึ้น ทําใหการศึกษาแบคเทอริโอฟาจเพื่อนําไปใชในการรักษาโรคเหลือ
อยูเพียงไมกี่ชนิด ในชวงป ค.ศ. 1970 เร่ิมมีการศึกษาทางดานอณูชีววิทยาของแบคเทอรโิอฟาจ และหลัง
จากป ค.ศ. 1975 จึงเนนการนําแบคเทอริโอฟาจมาใชเพื่อการศึกษาดานพันธุวิศวกรรม เชน เทมเพอเรต
ฟาจแลมดา เทมเพอเรตฟาจ M13 เปนตน (Furuse, 1987)
              สวนการศึกษาแบคเทอริโอฟาจที่แยกไดจากแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส (actinomycetes)
หรือ แอคติโนฟาจ (actinophage) เร่ิมมีการศึกษาครั้งแรกโดย Wieringa และ Wiebols ในป ค.ศ. 1936 
(Dowding, 1973) แตไมมีขอมูลที่ชัดเจนถึงเร่ืองที่ทําการศึกษาวิจัยในชวงนั้น ซึ่งอาจเปนเพียงการแยกแอ
คติโนฟาจไดเทานั้น
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2.2 แบคเทอริโอฟาจ

              แบคเทอริโอฟาจหรือฟาจ เปนไวรัสซึ่งเปนออบลิเกตพาราไซต (obligate parasite) ของแบคทีเรีย 
ตามปกติอนุภาคฟาจสามารถดํารงชีวิตไดอยางอิสระในส่ิงแวดลอมไดเหมือนไวรัสชนิดตางๆ เชน ในน้ําจืด 
น้ําทะเล น้ําเสีย ในอุตสาหกรรมอาหาร และในดิน เปนตน อนุภาคฟาจมีชีวิตอยูไดนานในสิ่งแวดลอมดัง
กลาวแตจะไมมีการเพิ่มจํานวน การเพิ่มจํานวนของอนุภาคฟาจจะเกิดขึ้นเฉพาะภายในเซลลแบคทีเรียเทา
นั้น ตัวอยางแบคเทอริโอฟาจที่มีแบคทีเรียชนิดตางๆเปนโฮสท แสดงในตารางที่ 2.1
              แอคติโนฟาจเปนแบคเทอริโอฟาจที่มีโฮสทเปนแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส แอคติโนฟาจที่
สามารถแยกไดและนํามาศึกษากันมาก คือ แอคติโนฟาจที่แยกไดจากสเตรปโตมัยซิทีส เชน ฟาจ φC31, 
R4 และ SH10 เปนตน สวนแอคติโนฟาจจากแอคติโนมัยซิทีสกลุมอ่ืนมีการแยกและนํามาศึกษาอยูบางแต
ไมมากเทาฟาจจากสเตรปโตมัยซิทีส เชน ฟาจ FR113, FR114, FR371 ที่แยกไดจาก Faenia rectivirgula 
(Schneider et al., 1987) φ115A แยกไดจาก Thermoactinomyces sp. และ φ150A แยกไดจาก 
Micropolyspora sp. (Kurup and Heinzen, 1978) นอกจากนี้ Ackermann และคณะ (1985) ไดรวมฟาจ
ของแบคทีเรียกลุมที่มีความใกลชิดกับแอคติโนมัยซิทีสเปนโฮสทวาเปนแอคติโนฟาจดวย เชน ฟาจของ 
Corynebacterium และ Bifidobacterium เปนตน

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางแบคเทอริโอฟาจที่มีแบคทีเรียกลุมตางๆเปนโฮสท
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2.3 โครงสรางพื้นฐานของแบคเทอริโอฟาจ

อนุภาคของแบคเทอริโอฟาจประกอบดวยโครงสรางหลัก 2 สวนคือ
              กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) ในอนุภาคฟาจ 1 อนุภาคจะประกอบดวยกรดนิวคลีอิกชนิด ดีเอ็น
เอสายเดี่ยว (single stranded DNA) ดีเอ็นเอสายคู (double stranded DNA) อารเอ็นเอสายเดี่ยว (single 
stranded RNA) อารเอ็นเอสายคู (double stranded RNA) เพียงรูปแบบเดียวเทานั้น แตอนุภาคฟาจสวน
ใหญจะมีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              แคปซิด (capsid) เปนโปรตีนหอหุม (coat protein) ทําหนาที่ปองกันกรดนิวคลีอิกจากการยอย
สลายของเอนไซมนิวคลีเอส (nuclease) แคปซิดประกอบดวยโปรตีนหนวยยอยเรียกวาแคปโซเมอร 
(capsomer) หลายหนวยมาเรียงตอกัน เกิดเปนรูปรางหลายแบบ ทั้งรูปทรงแบบไอโคซาฮีดรัล 
(icosahedral shape) เปนรูปทรงที่มีมุมยอด 12 มุม ในแตละมุมประกอบดวยแคปโซเมอร 5 หนวยมารวม
กันเรียกวา เพนตอน (penton) และมีหนาของสามเหลี่ยมดานเทา 20 หนา ซึ่งเกิดจากแคปโซเมอร 6 หนวย
มาเรียงตัวกันรอบสวนของเพนตอน ฟาจบางชนิดที่มีโครงสรางซบัซอนจะมีการเรียงตัวของแคปโซเมอรตอ
จากสวนไอโคซาฮีดรัลหรือสวนหัว (head) ในลักษณะขดเปนเกลียวเหมือนทอที่ตรงกลางกลวงหรือสวน
หาง (tail) และอาจมีโครงสรางอื่นเปนสวนประกอบ เชน ชีทหอหุม (sheath) แผนฐาน (base plate) ใยหาง 
(tail fiber) เปนตน (ดังแสดงในรูปที่ 2.1) รูปทรงแบบสายยาว (filamentous shape) เกิดจากการเรียงตัว
ของแคปโซเมอรในลักษณะที่ขดเปนเกลียว โดยมีกรดนิวคลีอิกเปนแกนกลาง  

รูปที่ 2.1 โครงสรางและสวนประกอบของอนุภาคฟาจที-โฟว (T4) (Nester et al., 1995)

2.4 การเพิ่มจํานวนของอนุภาคฟาจ
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              แมวาฟาจสามารถมีชีวิตอยูในสิ่งแวดลอมไดแตจําเปนตองอาศัยแบคทีเรียในการเพิ่มจํานวน 
เนื่องจากตองอาศัยระบบการสรางโปรตีนจากเซลลแบคทีเรียและการที่ฟาจจะเพิ่มจํานวนไดตองอาศัย
เซลลแบคทีเรียที่มีเมทาบอลิซึมเทานั้น (Maloy et al., 1994) เมื่อเซลลแบคทีเรียอยูในภาวะที่มีเมทาบอลิ
ซึมสูงสุดจะทําใหประสิทธิภาพในการเพิ่มจํานวนอนุภาคฟาจเกิดขึ้นไดเร็วและผลิตอนุภาคฟาจไดจํานวน
มาก เชน ฟาจที่เพิ่มจํานวนใน E. coli ใชเซลลที่เจริญในชวง mid log phase หรือในโฮสทที่เปนกลุมแอคติ
โนมัยซิทีสที่ตองใชสปอรในการเพิ่มจํานวนฟาจจะใช สปอรในชวงที่กําลังเริ่มงอก (Lomovskaya et al., 
1972)

              2.4.1 ไวรูเลนทฟาจ (virulent phage)
              เปนฟาจที่มีการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิล (lytic cycle)  ซึ่งเมื่อถึงขั้นสุดทายของวงชีวิตเซลล
แบคทีเรียจะเกดิการแตกสลาย (lysis) (Duckworth, 1987) ไวรูเลนทฟาจที่มีการศึกษากันอยางกวางขวาง 
เชน กลุม ที-อีเวนฟาจ (T-evenphage) มี E. coli เปนโฮสท ฟาจในกลุมนี้สามารถใชเปนแบบจําลองใน
การศึกษากลไกการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิลได  (Vallee and Cornett, 1972; Wood and Revel, 
1976; Mathews et al., 1983) การเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิลมีข้ันตอนตางๆดังนี้คือ (ดังแสดงในรูปที่ 
2.2)
                            การเกาะติด (attachment)
                            เปนขั้นตอนที่สําคัญในการเพิ่มจํานวนอนุภาคฟาจซึ่งถาฟาจไมสามารถเกาะติดกับ
เซลลแบคทีเรียไดก็ไมสามารถเพิ่มจํานวนได ฟาจจะเกาะติดกับเซลลแบคทีเรียบริเวณตําแหนงที่จําเพาะ
กับการเกาะติด (receptor site) บนผิวของผนังเซลลแบคทีเรีย ฟาจแตละชนิดจะมีตําแหนงที่จําเพาะกับ
การเกาะติดแตกตางกันออกไป แตสวนใหญเปนสวนประกอบของผนังเซลลและเปนสวนประกอบที่จําเปน
ตอการดํารงชีวิตของแบคทีเรียชนิดนั้นๆ เชน ฟาจ BF-23 มีตําแหนงจําเพาะเปนโปรตีนบนผนังเซลลที่ทํา
หนาที่ขนสงวิตามิน B12 เขาสูเซลล (Di Masi et al., 1973) ฟาจ kh พบวามีตําแหนงจําเพาะกับการเกาะ
ติดเปนน้ําตาลแรมโนส (rhamnose) ที่อยูบนผนังเซลลของ Lactococcus lactis (Valyasevi et al., 1990) 
นอกจากนี้อาจมีสวนประกอบอื่นที่เปนตําแหนงจําเพาะกับการเกาะติดของฟาจได เชน พิลไล (pilli) กรดไท
โคอิค (teichoic acid) หรือ แคปซูล (capsule) ของแบคทีเรียเปนตน (Furukawa et al., 1983)
    



7

                        การสงผานกรดนิวคลีอิกของฟาจเขาสูเซลลแบคทีเรีย (penetration)
                            รูปรางของแบคเทอริโอฟาจมีสวนทําใหการสงผานกรดนิวคลีอิกเขาสูเซลลแบคทีเรียได
แตกตางกัน ฟาจที-โฟว  มีสวนหางที่สามารถหดได เมื่อเกิดการเกาะติดสวนหางจะหดและแทรกผานผนัง
เซลลเขาสูไซโตพลาสซึม กรดนิวคลีอิกจะถูกสงผานเขาสูไซโตพลาสซึมไดโดยตรงสวนที่เปนแคปซิดถูกทิ้ง
ไวภายนอก (Simon and Anderson, 1967) ฟาจที่มีหางสั้นจะสงผานกรดนวิคลีอิกไปยังเพอริพลาสซึม 
(periplasm) ฟาจที่ไมมีหางเมื่อเกิดการเกาะติดกับโฮสทแลวแคปซิดจะแตกออกสงผานกรดนิวคลีอิกไปที่
ผนังเซลล จากนั้นจะมีโปรตีนชนิดหนึ่งเปนตัวนํากรดนิวคลีอิกเขาไปภายในเซลล (Duckworth, 1987)
                            การสังเคราะหกรดนิวคลีอิกและโปรตีนของฟาจ
                            ฟาจที่มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอจะอาศัยอารเอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA polymerase) 
ของโฮสทในการสังเคราะหเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ที่เรียกวาเอ็มอารเอ็นเอชวงตน (early mRNA) จากนั้น
จะเกิดการแปลรหัสไดเปนโปรตีน เชน ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอโพลีเมอรเรสของฟาจที่ใชในการเพิ่มจํานวน
ชุดดีเอ็นเอของฟาจ อารเอ็นเอโพลีเมอรเรสที่สรางขึ้นจะชวยใหเกิดการถอดรหัสจากดีเอ็นเอของฟาจไดเอ็ม
อารเอ็นเอชวงหลัง (late mRNA) ซึ่งเมื่อเกิดการแปลรหัสจะไดโปรตีนที่เปนสวนประกอบของอนุภาคฟาจ 
เชน แคปซิด เอนไซมที่เกี่ยวของกับการประกอบโครงสรางฟาจและการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจาก
เซลล เปนตน (Maloy et al., 1994)
                            การประกอบเปนอนุภาคฟาจ (assembly)
                            ขั้นตอนที่สําคัญของการประกอบเปนอนุภาคของฟาจ คือข้ันตอนการใสกรดนิวคลีอิก
เขาภายในแคปซิด ในฟาจที-โฟวสวนของแคปซิดจะถูกยอย (cleavage) ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางทํา
ใหสามารถนํากรดนิวคลีอิกเขาภายในแคปซิดได (Black and Showe, 1983) สวนประกอบอื่นๆจะรวมกัน
เปนสวนหางจากนั้นทั้งสวนที่เปนสวนหัวและสวนหางจะเกิดการเชื่อมตอกันไดเปนอนุภาคฟาจที่สมบูรณ
                            การปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากเซลลแบคทีเรีย (release)
                            เมื่อฟาจประกอบกันเปนอนุภาคที่สมบูรณจะเกิดการสรางเอนไซมที่ใชทําลายเซลล
แบคทีเรีย คือเอนไซมโฮลิน (holin) ที่ใชในการยอยสลายเยื่อหุมเซลล และไลโซไซม (lysozyme) ที่ใชใน
การยอยสลายผนังเซลล ดังนั้นเซลลจึงเกิดการแตกสลายและปลดปลอยอนุภาคฟาจ 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)
              เปนฟาจที่มีการเพิ่มจํานวนแบบไลโสเจนิคไซเคิล (lysogenic cycle) ซึ่งการเพิ่มจํานวนของฟาจ
ในลักษณะนี้จะไมทําใหโฮสทเซลลเกิดการแตกสลาย แตในบางภาวะเทมเพอเรตฟาจจะมีกลไกการเพิ่ม
จํานวนเปนแบบไลติคไซเคิลได ซึ่งอาจเกิดขึ้นเองหรือถูกชักนําโดยสารเคมีหรือแสงอัลตราไวโอเลต ตัว
อยางเทมเพอเรตฟาจที่ถูกนํามาใชในการศึกษากลไกการเกิดไลโส    เจนิคไซเคิล คือ ฟาจแลมดาที่มี E. 
coli เปนโฮสท ( Johnson et al., 1981) นอกจากนี้ยังมีฟาจ φC31 ที่ถูกใชในการศึกษาทางดานพันธุ
ศาสตรของสเตรปโตมัยซิทีสดวย (Lomovskaya et al., 1980) ไลโสเจนิคไซเคิลประกอบดวยขั้นตอนตางๆ
ดังนี้คือ (ดังแสดงในรูปที่ 2.3)
                            การเกาะติดและฉีดกรดนิวคลีอิกเขาภายในเซลล
                            ขั้นตอนนี้เหมือนกับการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิล ในฟาจแลมดาตําแหนงที่จําเพาะ
กับการเกาะติดจะเปนบริเวณที่ใชสําหรับขนสงน้ําตาลมอลโตสที่อยูบนผนังเซลล (Hershey, 1971) และ
แบคทีเรียสวนใหญที่มีรูปรางเหมือนฟาจแลมดาจะใชบริเวณที่ใชในการขนสงโปรตีนหรือน้ําตาลชนิดตางๆ
เขาสูเซลลเปนตําแหนงที่จําเพาะกับการเกาะติดเชนกัน (Lamont et al., 1993) เมื่อฟาจเกาะติดกับเซลล
แลวดีเอ็นเอจะถูกฉดีเขาในเซลลของแบคทีเรีย
                            การทํางานของโปรตีนยับยั้ง (repressor protein)
                            ในฟาจแลมดา (Voyles,1993) และ ฟาจ186 (Lamont et al., 1993) เมื่อดีเอ็นเอของ
ฟาจเขาภายในเซลลของ E. coli แลว โปรตีนที่เกิดจากยีน N ที่อยูบนดีเอ็นเอของฟาจจะกระตุนใหเกิดการ
สรางโปรตีน 2 ชนิด คือ  โปรตีน CΙΙ และโปรตีน CΙΙΙ จากยีน cΙΙ  และcΙΙΙ ตามลําดับ ซึ่งโปรตีน CΙΙ เปน
ตัวควบคุมการเริ่มตนกลไกของไลโสเจนิคไซเคิล สวนโปรตีน CΙΙΙ จะทําหนาที่ปองกันไมใหโปรตีน CΙΙ ถูก
ยอยสลายโดยโปรติเอส (protease) จากโฮสทเร็วเกินไป โปรตีน CΙΙ กระตุนใหเกิดการถอดรหัสผานยีน cΙ
ไดโปรตีน CΙ ออกมาจํานวนมากพอ ซึ่งโปรตีนนี้จะทําหนาที่เปนตัวกระตุนใหเกิดการสรางโปรตีน CΙ เอง 
และยังทําหนาที่เปนโปรตีนยับยั้งการถอดรหัสของยีน cro ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการเกิดไลติคไซเคิล เมื่อยีน 
cro ไมสามารถเกิดการถอดรหัสไดการเพิ่มจํานวนแบบไลติคไซเคิลจึงไมเกิดขึ้น (ดังแสดงในรูปที่ 2.4)
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รูปที ่2.3 ข้ันตอนการเพิม่จาํนวนแบบไลโสเจนคิไซเคลิของฟาจแลมดาใน E. coli (Nester et al., 1995)

รูปที ่2.4 การทาํงานของยนีและโปรตนีชนดิตางๆทีค่วบคมุกลไกการเกดิไลโสเจนคิไซเคลิ (Dale, 1998)
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                            ดีเอ็นเอของฟาจสอดแทรก(integrate)เขาสูโครโมโซมของโฮสท(Voyles, 1993)
                            ในกรณีของฟาจแลมดาดีเอ็นเอจะสอดแทรกเขาสูโครโมโซมของ E. coli ไดตอเมื่อดีเอ็น
เออยูในลักษณะที่เปนวงแหวน โดยสวนปลายดีเอ็นเอของฟาจแลมดาที่เปนปลายเหนียว (cohesive end) 
จะมาเชื่อมกันไดดีเอ็นเอเปนวงแหวน ดีเอ็นเอของฟาจแลมดาและโครโมโซมของ E. coli จะมีบริเวณ
จําเพาะสําหรับเกิดการสอดแทรกของดีเอ็นเอซึ่งอยูระหวางยีน gal และยีน bio เอนไซมอินทริเกรส 
(integrase) จากฟาจจะทําใหเกิดรีคอมบิเนชัน (recombination) ขึ้นระหวางดีเอ็นเอของฟาจและของ
โฮสท เมื่อกระบวนการสอดแทรกของดีเอ็นเอเสร็จสิ้นลําดับยีนของฟาจแลมดาจะเปลี่ยนแปลงไป (ดังแสดง
ในรูปที่2.5) เรียกดีเอ็นเอของฟาจที่สอดแทรกอยูในโครโมโซมของแบคทีเรียวา โปรฟาจ (prophage) และ
เรียกแบคทีเรียที่มี        โปรฟาจอยูวา ไลโสเจนิคเซลล (lysogenic cell) หรือ ไลโสเจน แบคทีเรียที่เปนไลโส
เจนสามารถมีชีวิตตอไปไดและเมื่อมีการแบงเซลลเกิดขึ้นโปรฟาจที่สอดแทรกอยูจะเพิ่มจํานวนไปพรอมกับ
การแบงเซลลเปนเหมือนสวนหนึ่งของโครโมโซมของโฮสท
                            การศึกษากลไกการเกิดไลโสเจนิคไซเคิลของแอคติโนฟาจมีรายงานการศึกษาอยูนอย 
Sinclair และ Bibb (1988) พบวาการเกิดไลโสเจนิคไซเคิลของฟาจ φC31 เกิดจากยีน c บนดีเอ็นเอของ
ฟาจ ซึ่งยีนดังกลาวควบคุมทั้งกระบวนการเริ่มตนการเกิดไลโสเจนิคไซเคิลและควบคุมภาวะที่เกิดขึ้นให
ดําเนินตอไป สวนการสอดแทรกดีเอ็นเอของฟาจจะเกิดขึ้นระหวางยีน pheA และ uraA บนโครโมโซมของ
Streptomyces coelicolor A3(2)

รูปที่ 2.5 การสอดแทรกดีเอ็นเอของแลมดาฟาจเขาสูโครโมโซมของ E. coli (Voyles, 1993)
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2.5 สมบัติและการเปลี่ยนแปลงของเซลลแบคทีเรียที่เปนไลโสเจน (properties and lysogenic 
conversion)

              2.5.1 ภูมิคุมกันตอการติดเชื้อซํ้าจากฟาจชนิดเดิม (superinfection immunity)
              สมบัติที่สําคัญของไลโสเจน คือ ความสามารถในการตานการถูกทําลายโดยแบคเทอริโอฟาจ
ชนิดเดิมที่ทําใหเกิดไลโสเจน การสรางโปรตีน CΙ ในไลโสเจนของฟาจแลมดาจะเกิดขึ้นตลอดเวลาเพื่อ
รักษาภาวะไลโสเจนิคไซเคิลไว เมื่อมีดีเอ็นเอของฟาจชนิดเดิมเขามาภายใน    ไลโสเจน โปรตีน CΙ จํานวน
มากที่อยูในไซโตพลาสซึมจะเขาไปจับกับโอเปอเรเตอร (operator) บนดีเอ็นเอของฟาจที่เขามาใหมทันที
กอนที่อารเอ็นเอพอลิเมอเรสจะเขาไปจับกับโปรโมเตอรของฟาจที่เขามาใหมไดทัน ดังนั้นกระบวนการถอด
รหัสและแปลรหัสของไลติคไซเคิลจึงไมเกิดขึ้น (Maloy et al., 1994) นอกจากนี้ Vostrov และคณะ (1996) 
ศึกษาสมบัติดังกลาวในไลโสเจนของ E. coli ที่เกิดจากฟาจ φ80 และฟาจ N15 พบวาการเกิดภูมิคุมกัน
ของไลโสเจนมีกลไกแตกตางจากฟาจแลมดา โดยมียีนที่เกี่ยวของคือ ยีน cor ทําหนาที่สรางโปรตีน Cor 
โปรตีนที่สรางขึ้นนี้สามารถแทรกตัวเขาอยูในเยื่อหุมเซลลของโฮสท ซึ่งอาจเปนตําแหนงจําเพาะกับการ
เกาะติดของฟาจทั้ง 2 ชนิด ทําใหไลโสเจนที่เกิดขึ้นมีภูมิคุมกัน

              2.5.2 การเปลี่ยนแปลงลักษณะอื่นที่เกิดขึ้นในไลโสเจน
              ดีเอ็นเอของฟาจที่สอดแทรกเขาไปในโครโมโซมอาจเขาไปอยูระหวางยีนที่ผลิตเอนไซมที่สําคัญ
ทําใหแบคทีเรียไมสามารถผลิตเอนไซมนั้นๆออกมาได หรือในทางกลับกันการผลิตเอนไซมหรือโปรตีนของ
แบคทีเรียบางชนิดจําเปนตองอาศัยโปรฟาจ เชน shiga toxin ใน E. coli O157 : H7 (Muniesa and 
Jofre, 1998) cholera toxin ใน Vibrio cholerae (Waldor and Mekalanos, 1996) ในบางกรณีโปรฟาจ
อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย เชนการเปลี่ยนแปลงคารโบไฮเดรตของโอ
แอนติเจน (O antigen) ในไลโสเจนของ Salmonella (Voyles, 1993) แตในแบคทเีรียกลุมแอคติโนมัยซิทีส
จะไมคอยพบรายงานการเปลี่ยนแปลงสมบัติตางๆเหลานี้ในไลโสเจน



13

              2.5.3 การชักนําไลโสเจนใหเกิดภาวะไลติคไซเคิล
              เมื่อไลโสเจนสัมผัสกับตัวชักนําบางชนิดเชน แสงอัลตราไวโอเลต ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(hydrogen peroxide) หรือ ไมโตมัยซิน ซี (Bradley, 1967) ดีเอ็นเอของแบคทีเรียจะเกิดความเสียหายขึ้น
โดยเกิดเปนลักษณะของไธมีนไดเมอร (thymine dimers) บนสายของดีเอ็นเอ ทําใหไมสามารถเกิดการเพิ่ม
จํานวนหรือเกิดการถอดรหัสของยีนบริเวณดังกลาวได แตแบคทีเรียจะมีระบบซอมแซมดีเอ็นเอที่ถูกทําลาย
ไดหลายวิธี ในระบบซอมแซมดีเอ็นเอที่ใชแสง (light repair) แสงจะทําหนาที่กระตุนเอนไซมบางชนิดใหไป
ทําลายพันธะโควาเลนทของไธมีนไดเมอรทําใหสายดีเอ็นเอกลับมามีลักษณะเดิม ระบบซอมแซมดีเอ็นเอ
แบบไมตองการแสง (dark repair) เอนไซมบางชนิดจะถูกกระตุนใหทําหนาที่ตัด (excise) สายดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดไธมีนไดเมอรและจะมีเอนไซมอีกชนิดทําหนาที่ซอมแซมดีเอ็นเอสวนที่ขาดหายไปเรียกระบบ
การซอมแซมแบบนี้อีกชื่อหนึ่งวา excision repair ระบบการซอมแซมดีเอ็นเออีกระบบที่ถูกกระตุนให
ทํางานคือระบบซอมแซมแบบเอสโอเอส (SOS repair) ซึ่งปกติการถอดรหัสของยีนที่ควบคุมระบบนี้ถูก
ยับยั้งอยูดวยโปรตีน LexA เมื่อดีเอ็นเอเกิดความเสียหายจะกระตุนใหเกิดการสรางโปรติเอสที่เรียกวา 
RecA เอนไซมนี้จะไปยอยสลายโปรตีน LexA ทําใหระบบการซอมแซมแบบเอสโอเอสสามารถทํางานได 
นอกจากนั้นเอนไซม RecA ที่ถูกสรางขึ้นมาจํานวนมากยังยอยสลายโปรตีน CΙ ที่โปรฟาจสรางขึ้นมาเชน
กัน เมื่อขาดโปรตีน CΙ อารเอ็นเอโพลีเมอรเรสจึงสามารถจับกับโปรโมเตอรของฟาจได เกิดการถอดรหัส
ของยีน cro กลไกของไลติคไซเคิลจึงเริ่มข้ึน (Voyles, 1993; Nester et al., 1995)

2.6 การแยกแบคเทอริโอฟาจ

              แบคเทอริโอฟาจสามารถแยกไดจากสิ่งแวดลอมตางๆเชน จากดิน น้ําจืด น้ําทะเล จากอุตสาห
กรรมอาหาร หรือจากแบคทีเรียที่มีโปรฟาจอยูในเซลล ซึ่งสามารถทําไดหลายวิธี

              2.6.1 วิธีการนับจํานวนโดยตรง (direct count)
              เปนวิธีการแยกและประมาณจํานวนฟาจจากแหลงตางๆโดยตรง ซึ่งตองทราบน้ําหนักหรือ
ปริมาตรของตัวอยางที่นํามาแยก การแยกฟาจจากตัวอยางดินทําโดยนําตัวอยางดินมาทําการเจือจางและ
กําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนออกโดยการกรองหรือใชสารเคมี ซึ่ง Lanning และ Williams (1982) ทําการ
ทดลองกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนมากับดินโดยใชคลอโรฟอรม (chloroform) เปรียบเทียบกับแผนกรอง พบ
วาการใชคลอโรฟอรมกําจัดแบคทีเรียสามารถแยก  แอคติโนฟาจจากดินไดมากกวาการกําจัดแบคทีเรีย
โดยใชแผนกรอง แตทั้งนี้ฟาจที่ทําการแยกตองสามารถทนตอคลอโรฟอรมได นอกจากนี้ Casida และ Liu
(1974) พบวาสามารถแยกฟาจของ Arthrobacter globiformis ไดนอยมากเมื่อแยกจากดินที่ขาดสาร
อาหาร จึงทดลองเติมสารอาหารลงไปในดินกอนการแยกทําใหฟาจที่แยกไดมีจํานวนเพิ่มข้ึน สวนการแยก
ฟาจจากตัวอยางน้ําซึ่งมีจํานวนแบคทีเรียและฟาจอยูนอยจะใชวิธีการกรองแยกแบคทีเรียและอนุภาค
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ตางๆที่มีขนาดใหญออกกอน จากนั้นปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูงใหอนุภาคฟาจติดอยูกับแผนกรองที่
สามารถดักจับอนุภาคฟาจที่มีขนาดเล็กไวได ซึ่งวิธีการนี้จะทําใหไดจํานวนอนุภาคฟาจเพียงพอที่จะตรวจ
สอบได (Paul et al., 1997)
              วิธีการนับจํานวนโดยตรงสามารถบอกจํานวนอนุภาคฟาจที่จําเพาะตอโฮสทที่ตองการแยกไดใน
ระดับหนึ่ง แตไมสามารถบอกจํานวนฟาจที่แนนอนไดซึ่งมาจากหลายสาเหตุ เชน เมทาบอลิซึมของโฮสท
ในสิ่งแวดลอมนั้นๆ หรือ การที่อนุภาคฟาจถูกดูดซับอยูกับอนุภาคดิน เปนตน

              2.6.2 วิธีการสงเสริมการเจริญ   
              เปนวิธีการแยกฟาจที่งายและไดผลดี นิยมใชแยกฟาจจากตัวอยางที่เปนดินโดยการบมตัวอยาง
ดินกับแบคทีเรียที่ตองการแยกฟาจในอาหารเหลวเวลาที่ใชในการบมข้ึนอยูกับการเจริญของแบคทีเรียที่ใช
เปนโฮสท วิธีสงเสริมการเจริญจะทําใหจํานวนอนุภาคฟาจที่อยูในดินเพิ่มมากขึ้นทําใหสามารถแยกฟาจอ
อกมาไดงาย โดยกําจัดอนุภาคดินและแบคทีเรียบางสวนออกโดยการปนเหวี่ยงและกําจัดแบคทีเรียที่เหลือ
อยูดวยการกรองผานแผนกรองหรือใชคลอโรฟอรม

              การแยกแอคติโนฟาจจากตัวอยางดินนิยมใชวิธีสงเสริมการเจริญ Dowding และ Hopwood 
(1973) แยกแอคติโนฟาจโดยผสมตัวอยางดินกับสปอรของ Streptomyces coelicolor A3(2) ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพู สามารถแยกแอคติโนฟาจ VP7 และ VP14 ได สวน Ogata และ
คณะ (1985) ทําการทดลองแตกตางออกไปดวยการแยกแอคติโนฟาจโดยใชสปอรของ Streptomyces 
azureus ความเขมขนสูง (1012สปอรตอลิตร) เทลงในแหลงดินธรรมชาติ จากนั้นนําตัวอยางดินมาตรวจ
สอบจํานวนฟาจทุกสัปดาหสามารถแยกแอคติโนฟาจจากแหลงดินนั้นไดและพบวาในชวงสัปดาหแรกๆ
จํานวนฟาจที่แยกไดมีนอยและเพิ่มข้ึนเรื่อยๆจนมีจํานวนสูงสุดในสัปดาหที่ 7 หลังจากนั้นปริมาณฟาจจะ
ลดลงในเวลาตอมา วิธีการสงเสริมการเจริญนี้สามารถแยกฟาจไดงายและสะดวกแตไมสามารถระบุ
จํานวนอนุภาคฟาจอิสระที่มีอยูได
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           2.6.3 การแยกอนุภาคฟาจที่เปนโปรฟาจในเซลลแบคทีเรีย
              วิธีการนี้เปนวิธีหนึ่งที่ใชแยกเทมเพอเรตฟาจซึ่งอยูในภาวะที่เปนโปรฟาจภายในเซลลแบคทีเรีย 
สวนใหญใชวิธีการชักนําเซลลแบคทีเรียดวยแสงอัลตราไวโอเลต เชน ฟาจ SU-11 ไดจาก Bacillus 
thuringiensis serovar israelensis (Kanda et al., 1999) ฟาจ LC1 และ LL5 ไดจาก Lactococcus 
lactis (Lillehaug, 1997) ในขณะที่ Lomovskaya และคณะ (1972) แยกฟาจ φC31 โดยไมไดชักนําดวย
แสงอัลตราไวโอเลต แตเกิดจากการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาเองโดยธรรมชาติ (spontaneous 
release) เมื่อผสม Streptomyces coelicolor A3(2) กับ Sterptomyces coelicolor 66 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว เนื่องจาก φC31 มีสมบัติเปนโปรฟาจใน S. coelicolor A3(2) แตสามารถทําใหเกิดไลติคไซเคิล
ใน S. coelicolor 66 ได นอกจากนี้เทมเพอเรตฟาจที่อยูในเซลลแบคทีเรียบางชนิดสามารถเกิดการปลด
ปลอยออกมาจากเซลลไดเองตามธรรมชาติเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยไมตองมีการชักนําหรือ
ผสมกับโฮสทที่จําเพาะตอเทมเพอเรตฟาจนั้นลงไป เชน เทมเพอเรตฟาจ Bα ที่ไดจากการเลี้ยง 
Streptomyces lavendulae S283 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (Nakano et al., 1981)

2.7 การตรวจสอบแบคเทอริโอฟาจ (Adams, 1959)
              แบคเทอริโอฟาจสามารถถูกตรวจสอบได โดยดูจากการเกิดพลาคบนโฮสทที่เจริญอยูบนผิวหนา
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งซึ่งเรียกวา การทําอาหารวุนสองชั้น วิธีนี้ทําโดยผสมเซลลแบคทีเรียหรือสปอรของแอคติ
โนมัยซิทีสที่ใชเปนโฮสทกับซอฟทอการและตัวอยางที่ตองการตรวจสอบฟาจ จากนั้นนําสวนผสมดังกลาว
ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แบคทีเรียจะเจริญมีลักษณะเปนแผนบางๆที่เรียกวา ลอน (lawn) ครอบ
คลุมอยูบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แบคเทอริโอฟาจจะเขาไปทําลายแบคทีเรียจนเกิดการแตก
สลายและปลดปลอยฟาจรุนใหมออกมา อนุภาคฟาจที่ออกมาจะแพรไปตามอาหารเลี้ยงเชื้อเขาสู
แบคทีเรียเซลลอ่ืนที่อยูใกลเคียงทําใหไมมีการเจริญของแบคทีเรียเปนบริเวณหนึ่ง เกิดเปนบริเวณหรือวงใส
ข้ึนบนลอนของแบคทีเรีย เรียกวา พลาค (ดังแสดงในรูปที่ 2.6)
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รูปที่ 2.6 การตรวจ สอบแบคเทอริโอฟาจดวย
วิธีการทําอาหารวุนสองชั้น (Nester et al., 1995)
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2.8 ลักษณะพลาคที่เกิดจากแบคเทอริโอฟาจ

              พลาคที่เกิดจากแบคเทอริโอฟาจจะมีอยู 2 ลักษณะคือพลาคใส (clear plaque) และ พลาคขุน 
(turbid plaque) ขนาดและรูปรางของพลาคขึ้นอยูกับทั้งชนิดของฟาจและแบคทีเรียรวมทั้งการเจริญของ
แบคทีเรียดวย ถาแบคทีเรียในบริเวณที่มีฟาจอยูหยุดเจริญเร็วซึ่งอาจเนื่องมาจากสารอาหารที่อยูบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อหมด สารพิษที่แบคทีเรียสรางออกมารบกวนการเจริญของแบคทีเรียเอง หรือไมมีพื้นที่ใหแบคทีเรีย
เจริญตอพลาคที่ไดก็จะมีขนาดเล็ก ขนาดของฟาจมีผลตอขนาดพลาคเชนกัน ซึ่งฟาจที่มีอนุภาคเล็ก
สามารถแพรไปตามอาหารเลี้ยงเชื้อสูเซลลแบคทีเรียที่อยูใกลเคียงไดเร็วกวาฟาจที่มีอนุภาคใหญ นอกจาก
นี้ยังมีปจจัยอื่นเชน ระยะพักตัว (latent period) และอัตราการเกาะติดของฟาจ (adsorption rate) 
(Adams, 1959)

               2.8.1 พลาคใส
              เกิดจากการที่แบคเทอริโอฟาจสามารถทําใหเซลลแบคทีเรียเกิดการแตกสลายไดทั้งหมดจึงไมมี
แบคทีเรียเจริญอยูเลย ซึ่งไวรูเลนทฟาจสามารถทําใหเกิดพลาคในลักษณะใสได ในบางครั้งเมื่อบมพลาคที่
มีลักษณะใสตอไประยะหนึ่งอาจมีโคโลนีของแบคทีเรียเกิดขึ้นจํานวนหนึ่ง ซึ่งแบคทีเรียที่อยูรอดไดนี้สวน
ใหญเปนแบคทีเรียที่เกิดการกลายพันธุทําใหตําแหนงที่จําเพาะตอการเกาะติดของฟาจเปลี่ยนแปลงไป 
เปนผลใหเซลลเหลานั้นรอดจากการถูกทําลายโดยแบคเทอริโอฟาจ (Donadio et al., 1986)
 
             2.8.2 พลาคขุน
              เปนลักษณะพลาคที่เกิดจากเทมเพอเรตฟาจ ซึ่งในชวงแรกที่ฟาจเขาไปเพิ่มจํานวนในเซลลนั้น
การเจริญของแบคทีเรียเปนไปอยางรวดเร็วเนื่องจากมีสารอาหารเพียงพอและฟาจที่เกิดขึ้นมีจํานวนนอย 
การเพิ่มจํานวนของฟาจในชวงแรกจึงเปนแบบไลติคไซเคิลเปนสวนใหญ แตเมื่อฟาจมีจํานวนมากขึ้นฟาจ
สวนหนึ่งจะเกิดการเพิ่มจํานวนแบบไลโสเจนิคไซเคิลทําใหแบคทีเรียเซลลนั้นไมแตกสลาย เซลลที่เปนไลโส
เจนสามารถใชสารอาหารที่เหลืออยูภายในพลาคซึ่งแบคทีเรียบริเวณนั้นถูกทําลายหมดกอนที่จะมีการใช
สารอาหาร ดังนั้นเมื่อบมอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวตอไปอีกระยะหนึ่ง แบคทีเรียที่เจริญอยูในพลาคจะเพิ่ม
จํานวนขึ้นจนสามารถเห็นเปน พลาคที่มีลักษณะขุนไดดวยตาเปลา (Maloy et al., 1994)
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2.9 การเพาะเลี้ยงแบคเทอริโอฟาจ

              ในการนําฟาจไปใชศึกษาวิจัยในดานตางๆจําเปนตองใชความเขมขนของฟาจสูงและมีปริมาณ
มากเพียงพอคือประมาณ 107-1010 PFU (Plaque Forming Unit) ตอมิลลิลิตร (Hranueli et al., 1979; 
Klaus et al., 1981) ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการเพาะเลี้ยงฟาจใหไดจํานวนมากซึ่งการเพาะเลี้ยงฟาจที่นิยม
ทํามี 2 วิธีคือ

              2.9.1 การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
              เปนการเลี้ยงแบคทีเรียและฟาจในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาเพื่อใหการเจริญ
ของเชื้อมีประสิทธิภาพดี ซึ่งฟาจจะเขาไปเพิ่มจํานวนภายในเซลลแบคทีเรียจนเซลลแตกสลาย ทําให
อาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะใสเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะขุนที่มีเฉพาะแบคทีเรียจํานวน
เทากันเจริญอยูเพียงอยางเดียว การเพาะเลี้ยงฟาจในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนี้นิยมใชกับฟาจที่มีโฮสทเปน
แบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลวไดดี เชน ฟาจของ E.coli หรือ Lactococcus sp. (Lillehaug, 1997 ; 
Yin,1997) เปนตน

               2.9.2 การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
              การเพาะเลี้ยงฟาจวิธีนี้เปนวิธีการเดียวกับการตรวจสอบฟาจบนอาหารวุนสองชั้น วิธีการนี้ให
จํานวนฟาจไดมากหรือนอยขึ้นกับจํานวนจานเพาะเชื้อที่ใช ซึ่งวิธีการนี้เหมาะสําหรับเพาะเลี้ยงฟาจที่โฮสท
เจริญในอาหารเหลวไดไมดี Dowding และ Hopwood (1973) พบวาแอคติโนฟาจ VP5 ซึ่งมีโฮสทคือ S.
coelicolor A3 (2) มีการเพิ่มจํานวนในอาหารเหลวไดนอยมากเมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง ซึ่ง
ยังมีแอคติโนฟาจที่มีโฮสทเปนแอคติโนมัยซิทีสอีกหลายชนิดที่สามารถเพาะเลี้ยงฟาจใหไดปริมาณมากใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเทานั้น (Kurup and Heinzen, 1978; Klaus et al., 1981; Anne et al., 1984) การ
เก็บรวบรวมฟาจจากอาหารแข็งจะใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวหรือบัฟเฟอรชนิดตางๆชะฟาจออกจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง
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2.10 การศึกษารูปรางแบคเทอริโอฟาจภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน

              การศึกษารูปรางของฟาจตองอาศัยเทคนิคการยอมตัวอยางดวยวิธีเนกาทีฟสเตนนิง (negative 
staining) ดวยวิธีนี้จะทําใหเห็นรูปรางของฟาจไดงายขึ้นเนื่องจากตัวอยางที่ตองการตรวจสอบจะมีสีออน
กวาพื้นผิว (background) ซึ่งทึบแสง ทําใหเกิดความแตกตางระหวางตัวอยางและพื้นผิว (Bradley, 1967) 
วิธีเนกาทีฟสเตนนิงนิยมยอมตัวอยางดวยยูรานิลอะซิเตต (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) ไดจัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจโดยอาศัยรูปรางและชนิดของกรดนิวคลีอิก แบง
ออกไดเปน 6 กลุม (ดังแสดงในรูปที่ 2.7)
              กลุม A มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม (hexagonal) สวนหางมีชีทหอหุมที่หดตัวได (contractile 
sheath) บริเวณปลายของสวนหางมักมีโครงสรางอื่นประกอบ เชน แผนฐาน หรือ ใยหาง เปนตน มีกรด
นิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              กลุม B มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม สวนหางมีความยาวมากกวาเสนผานศูนยกลางของสวนหัว 
หางไมมีชีทที่หดตัวไดหอหุม อาจมีหรือไมมีโครงสรางอื่นที่ปลายสวนหาง มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              กลุม C มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม ความยาวสวนหางสั้นกวาเสนผานศูนยกลางสวนหัว สวนหาง
ไมสามารถหดตัวได กรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู
              กลุม D แคปซิดเปนรูปหกเหลี่ยม ประกอบดวยแคปโซเมอรขนาดใหญมีปุมเกาะ (knob) อยูบน
สวนยอดของแคปซิด กรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว
              กลุม E แคปซิดเปนรูปหกเหลี่ยม ประกอบดวยแคปโซเมอรขนาดเล็ก กรดนิวคลีอิกเปนอารเอ็นเอ
สายเดี่ยว
              กลุม F รูปรางแบคเทอริโอฟาจเปนสายยาว มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว
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              ตอมา Reanney และ Ackermann (1982) จัดจําแนกชนิดของแบคเทอริโอฟาจเพิ่มข้ึนจาก 6 
กลุมหลักของ Bradley เปน 18 กลุม คือ A1-A3, B1-B3, C1-C3, D1-D4, E1-E2 และ F1-F2 โดยอาศัย
ขนาดของแคปซิดเปนหลักเกณฑในการจัดจําแนกดวย และเพิ่มกลุม G ซึ่งเปนแบคเทอริโอฟาจที่มีรูปราง
ไมแนนอนมีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู (ดังแสดงในรูปที่ 2.7)
              นอกจากนี้คณะกรรมการสากลวาดวยการจัดจําแนกไวรัส (International Committee for 
Taxonomy of Virus: ICTV ) จัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจในระดับแฟมิล่ี (family) โดยอาศัยหลักเกณฑของ 
ชนิดกรดนิวคลีอิก จํานวนสายของกรดนิวคลีอิก และการมีหรือไมมีเอนเวโลป (envelope) หอหุมอนุภาค 
ซึ่ง ICTV จัดจําแนกแบคเทอริโอฟาจออกเปนแฟมิลีตางๆดังแสดงในรูปที่ 2.8 (Matthews,1982)
              ฟาจในกลุม ที-อีเวนเมื่อจําแนกดวยวิธีของ Bradley จัดอยูในกลุม A ในขณะที่ฟาจแลมดาจัดอยู
ในกลุม B ฟาจที่จัดอยูในกลุม D เชน φ X-174 สวนฟาจที่มีลักษณะเปนสายยาวซึ่งอยูในกลุม F เชน ฟาจ 
M13 และฟาจ fd เปนตน (Goyal, 1987)
              Ackermann และคณะ (1985) ศึกษารูปรางของแอคติโนฟาจที่มีแอคติโนมัยซิทีสกลุมตางๆเปน
โฮสท สามารถจําแนกแอคติโนฟาจที่สํารวจ 305 ชนิด ออกไดเปน 3 กลุมตามการจัดจําแนกของ Bradley 
คือ กลุม A, B และ C หรือ จําแนกไดเปน 6 กลุม ตามการจัดจําแนกโดยวิธีการของ Reanney และ
Ackermann คือ A1-A2, B1-B2 และ C1-C2 และพบวาฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสแทบทั้งหมดจัดอยูใน
กลุม B หรือกลุม B1-B2 แอคติโนฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสในกลุม A และ C พบไดนอยมาก สวนใหญเปน
แอคติโนฟาจของ Thermomonospora และ Mycobacterium และถาจัดจําแนกในระดับแฟมิลีตามวิธีของ 
ICTV แอคติโนฟาจ 305 ชนิดที่ทําการสํารวจจะถูกจัดอยูในแฟมิลี Myoviridae 4 ชนิด แฟมิลี 
Podoviridae 18 ชนิด และอีก 283 ชนิดจัดอยูในแฟมิลี 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-เรนจของฟาจ หมายถึง การศึกษาความสัมพันธระหวางแบคเทอริโอฟาจกับ
แบคทีเรียสายพันธอ่ืนที่ไมใชโฮสทที่ใชแยกฟาจนั้น ถาฟาจสามารถทําใหแบคทีเรียเกิดการติดเชื้อไดมาก
ชนิด เรียกวา ฟาจมีโฮสท-เรนจกวาง แตถาฟาจสามารถทําใหแบคทีเรียเกิดการตดิเชื้อไดนอยชนิด เรียกวา 
ฟาจมีโฮสท-เรนจแคบ การที่ฟาจจะมีโฮสท-เรนจกวางหรือแคบขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ เชน ความจําเพาะตอ
ตําแหนงที่จําเพาะกับการเกาะติดบนเซลลแบคทีเรีย ถาตําแหนงนั้นพบไดในแบคทีเรียหลายชนิดโฮสท-
เรนจของฟาจจะกวาง ในทางกลับกันถาตําแหนงนั้นพบเฉพาะในแบคทีเรียบางชนิดฟาจนั้นจะมีโฮสท-
เรนจแคบ อีกปจจัยที่มีผลตอโฮสท-เรนจของฟาจ คือ สิ่งขัดขวางหรือระบบปองกันสิ่งแปลกปลอมจากภาย
นอกเซลลของโฮสท เรียกวา ระบบการจดจําและการดัดแปรที่ควบคุมโดยโฮสท (Host controlled 
restriction and modification system) ซึ่งระบบนี้พบไดในแบคทีเรียทั่วไปโดยอาศัยการทํางานของ
เอนไซม 2 ชนิด คือ เอนโดนิวคลีเอส (endonuclease) และ เมทิลเลส (methylase) เมื่อมีดีเอ็นเอของฟาจ
เขาสูเซลล เอนโดนิวคลีเอสจะทําการยอยสลายดเีอ็นเอแปลกปลอมที่เขามา แตถาดีเอ็นเอของฟาจที่เขามา
มีความจําเพาะตอเมทิลเลสของแบคทีเรียจะเกิดการเติมหมูเมทิลบนดีเอ็นเอของฟาจ ทําใหดีเอ็นเอของ
ฟาจไมถูกยอยสลายโดยเอนโดนิวคลีเอส (Kruger and Bickle, 1983; Sanders, 1987) ดังนั้นถาดีเอ็นเอ
ของฟาจสามารถตานทานระบบการจดจําและการดัดแปรที่ควบคุมโดยโฮสทของแบคทีเรียไดมากชนิดเทา
กับฟาจนั้นมีโฮสท-เรนจกวาง

              Dowding และ Hopwood (1973) ศึกษาโฮสท-เรนจของแอคติโนฟาจของ Streptomyces 
coelicolor A3(2) พบวาแอคติโนฟาจ VP11 ซึ่งเปนไวรูเลนตฟาจมีโฮสท-เรนจกวางในขณะที่แอคติโนฟาจ 
VP5 ซึ่งเปนเทมเพอเรตฟาจมีโฮสท-เรนจที่แคบ

              Chater และ Carter (1979) รายงานวาแอคติโนฟาจ R4 มีโฮสท-เรนจที่กวางสามารถทําใหส
เตรปโตมัยซิส 18 สายพันธุจากทั้งหมด 36 สายพันธุที่ทดสอบเกิดการติดเชื้อ แตจากการทดสอบกับแอคติ
โนมัยซิทีสกลุมอ่ืน คือ Nocardia mediterranei และ Corynebacterium glutamicum พบวาแอคติโนฟาจ 
R4 ไมสามารถทําใหทั้ง 2 สายพันธุเกิดการติดเชื้อได
              Klaus และคณะ (1981) พบวาแอคติโนฟาจ SH10 มีโฮสท-เรนจกวางเชนกัน สามารถทําใหส
เตรปโตมัยซิสที่ทดสอบ 36 สายพันธุเกิดการติดเชื้อไดถึง 28 สายพันธุ และจากการทดสอบกับแอคติโนมัย
ซิทีสกลุมอ่ืนคือ Oerskovia sp., Nocardia sp., Rhodococcus sp., Promicromonospora sp., 
Micropolyspora sp., Actinomadura sp. และ Micromonospora sp. พบวาฟาจดังกลาวไมสามารถทํา
ใหเกิดการติดเชื้อได
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              Stuttard และ Dwyer (1981) พบวาแอคติโนฟาจ SV2 ที่ทําการศึกษามีโฮสท-เรนจแคบมาก
สามารถทําให Streptomyces venezuelae ซึ่งเปนโฮสทเกิดการติดเชื้อไดเทานั้น นอกจากนี้ยังไดทําการ
ทดสอบกับแบคทีเรียชนิดอื่นที่ไมไดอยูในกลุมเดียวกับแอคติโนมัยซิทีส คือ Bacillus cereus และ 
Acinetobacter calcoaceticus พบวา SV2 ไมสามารถทําใหแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดเกิดการติดเชื้อได
              Suenaga และคณะ (1994) ศึกษาแอคติโนฟาจ SAt1 ที่ทําให Streptomyces azureus 
ATCC14921 ซึ่งสามารถผลิตไธโอสเตรปตอน (thiostrepton) เกิดการติดเชื้อได แตเนื่องจาก SAt1 มี
โฮสท-เรนจแคบสามารถทําให S. azureus เกิดการติดเชื้อไดเทานั้น จึงทําการแยกแอคติโนฟาจตัวใหมที่มี
โฮสท-เรนจที่กวางจากโฮสทชนิดเดิม สามารถแยกเทมเพอเรตฟาจตัวใหม คือ SAt28 ที่ทําใหสเตรปโตมัย
ซิสเกิดการติดเชื้อได 12 สายพันธุจากเชื้อทดสอบ 50 สายพันธุ แต    แอคติโนฟาจ SAt28 ใหพลาคที่มี
ลักษณะขุนกับ S. azureus เพียงโฮสทเดียวเทานั้น

2.13 การนําฟาจไปประยุกตในงานดานตางๆ

              2.13.1 ใชฟาจในการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรีย
              แบคทีเรียกอโรคบางชนิดเชน Salmonella typhi ซึ่งกอใหเกิดโรคไขไทฟอยด (typhoid fever) 
หรือ Staphylococcus aureus ที่เปนสาเหตุของโรคอาหารเปนพิษ แบคทีเรียดังกลาวมีหลายสายพันธุซึ่ง
จะมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยในแตละสายพันธุ ดังนั้นจึงใชความจําเพาะของฟาจแตละชนิดที่มีตอ
โฮสท หรือเรียกวา phage typing ในการจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียเหลานี้ ซึ่งวิธีการนี้ทําใหการวินิจฉัย
เชื้อทําไดรวดเร็วและถูกตองกวาการแยกและตรวจสอบเชื้อโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ (DuBow, 1994; 
Black,1999)
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              2.13.2 ใชฟาจลดจํานวนสเตรปโตมัยซิทีสที่มีอยูมากในดินเพื่อแยกแอคติโนมัยซิทีสชนิดอื่นที่มี
อยูนอยจากดิน
              Kurtboke และคณะ (1992) ทําการแยกแอคติโนมัยซิทีสกลุมที่ไมใชสเตรปโตมัยซิทีสโดยการใช
อาหารเลี้ยงเชื้อที่จําเพาะคัดแยก แตสามารถแยกไดนอยเนื่องจากมีสเตรปโตมัยซิทีสปนเปอนมาดวยเสมอ 
ดั้งนั้นจึงใชแอคติโนฟาจหลายๆชนิด (polyvalent phage) ที่จําเพาะตอ สเตรปโตมัยซิทีสผสมลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวที่ใชแยกแอคติโนมยัซิทีสกลุมตางๆ พบวาสามารถแยกแอคติโนมัยซิทีสกลุมที่ไมใชสเตรปโต
มัยซิทีสไดจํานวนมากขึ้น และในปตอมา Kurtboke และคณะ ใชแบคเทอริโอฟาจที่จําเพาะตอแบคทีเรีย
ชอบรอน (thermophillic bacteria) ในการลดจํานวนแบคทีเรียเหลานี้ลงเพื่อแยกแอคติโนมัยซิทีสชอบรอน 
(thermophillic actinomycetes) พบวาสามารถเพิ่มจํานวนของ Thermomonospora sp. 
Saccharopolyspora rectivirgula และ สเตรปโตมัยซิทีสชอบรอนตางๆไดมากขึ้น (Kurtboke et al., 
1993) นอกจากนี้ Long และ Amphlett (1996) ใชแอคติโนฟาจที่มีความสามารถทําลายเซลลไดสูง 
(super lytic actinophage) ในการลดจํานวนสเตรปโตมัยซิทีสเพื่อแยกแอคตโินมัยซิทีสชนิดอื่นๆ พบวา
หลังจากการใชวิธีดังกลาวสามารถลดจํานวนสเตรปโตมัยซิทีสไดถึง 50 เปอรเซ็นตเมื่อบมตัวอยางดินกับ
ฟาจกลุมดังกลาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง และจํานวนแอคติโนมัยซิทีสชนิดอื่นเพิ่มข้ึนเปน 3-10 เทา โดยเฉพาะ
กลุม Micromonospora Actinoplanes และ Streptosporangium ซึ่งแอคติโนมัยซิทีสเหลานี้สามารถแยก
จากตัวอยางดินไดเพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับการแยกโดยไมใชแอคติโนฟาจ

              2.13.3 ใชแบคเทอริโอฟาจในการศึกษาดานพันธุวิศวกรรมของแบคทีเรีย
              แบคเทอริโอฟาจถูกนํามาใชในการศึกษาทางดานพันธุวิศวกรรมเนื่องจากคุณสมบัติของแบคเท
อริโอฟาจที่สามารถสงกรดนิวคลีอิกเขาสูเซลลแบคทีเรียได แบคเทอริโอฟาจที่ศึกษาและนํามาใชเปนพาหะ
ในการโคลนยีนกันมาก เชน เทมเพอเรตฟาจ แลมดา เทมเพอเรตฟาจ M13 ( Chauthaiwale et al., 1992; 
Sambrook and Russell, 2001) เปนตน
              เร่ิมมีผูศึกษาแอคติโนฟาจเพื่อนํามาพัฒนาเปนพาหะในการโคลนยีนของสเตรปโตมัยซิทีสในราว
ป ค.ศ. 1970 แอคติโนฟาจ φ C31 เปนเทมเพอเรตฟาจที่มีผูศึกษาและพัฒนาใชเปนพาหะในการโคลนยีน
ของสเตรปโตมัยซิทีส (Lomovskaya et al., 1980; Harris et al., 1983) ใชเปนสวนประกอบของพลาสมิด 
(plasmid vector) เปนการเพิ่มประสิทธิภาพของพลาสมิดใหสูงขึ้นเพื่อนํามาใชกับสเตรปโตมัยซิทีส 
(Kuhstoss et al., 1991) ถึงแมเทมเพอเรตฟาจ φC31 ถูกศึกษาและพัฒนาเพื่อใชประโยชนทางดานพันธุ
วิศวกรรมอยางตอเนื่องจนถึงปจจุบัน (Hartley et al., 1994; Howe and Smith, 1996; Lomovskaya et 
al., 1997) แตยังมีสเตรปโตมัยซิทีสอีกหลายชนิดที่ไมเกิดการติดเชื้อกับฟาจ φC31 ได ดังนั้นจึงมีผูศึกษา
และพัฒนาแอคติโนฟาจชนิดอื่นๆอีกหลายชนิดเพื่อนํามาใชเปนพาหะในการโคลนยีน เชน ฟาจ R4 (Mitsui 
and Takahashi, 1992; Morino and Takahashi, 1997) ฟาจ SAt1 (Suenaga et al., 1994) และ ฟาจ 
VWB (Anne et al., 1990) เปนตน



บทที่ 3
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย

3.1 อุปกรณ

              -ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน D-0601 model 500 บริษัท Memmert, U.S.A.
              -ตูถายเชื้อ (laminar flow) รุน BV-24 บริษัท International Scientific Supply Co. Ltd.,
Thailand
              -เครื่องเขยา (shaker) รุน Gyrotory G 10  บริษัท New Brunswick Co. Ltd., U.S.A.
              -เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน H-103N บริษัท Kokusan Ensinki Co. Ltd., Japan
              -เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) model Hertz บริษัท Kubota
Corporation, Japan
              -อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Aquatherm G-560E บริษัท Scientific
Industries, U.S.A.
              -เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) รุน Cyberscan 1000 บริษัท Eutech
Cyberscan, Singapore
              -เครื่องชั่งน้ําหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany
              -กลองจุลทรรศน สเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) รุน MZ6 บริษัท Leica,
Germany
              -กลองจุลทรรศน รุน CHS บริษัท Olympus Optical Co. Ltd., Japan
              -กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope) รุน
Jeol model JEM-200 CX, Japan
              -เครื่องกวนแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน Model HS10-2 บริษัท Torrey Pines
Scientific, U.S.A.
              -หลอดกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต รุน GTE กําลังไฟ 10 วัตต บริษัท Sylvania, Japan
              -Swinnex Filter Unit บริษัท Millipore Corporation, U.S.A.
              -แผนกรองชนิด 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 เปอรเซ็นต 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 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ
              สายพนัธุ 10 - 12 ซือ้จากศนูยจลุนิทรยี สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย
              สายพันธุ 13 - 38 ไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. Dr. Seiya Ogata
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3.4 การเก็บรักษาจุลินทรีย

              เตรียมและเก็บรักษาสเตรปโตมัยซิทีสในรูปสปอรแขวนลอยโดยเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารวุน
เอียงแมนนิทอลมังบีนอการ (mannitol mungbean agar ; ภาคผนวก ก. หมายเลข 1) บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-30 วัน หรือจนกระทั่งสเตรปโตมัยซิทีสสรางสปอร เติม
น้ํากลั่นผสมทวินเอตตี (Tween-80) 10 มิลลิลิตร ขูดใหสปอรหลุดออกทําใหสปอรหลุดออกจากมัย
ซิเลียมและไมเกาะกันเปนกลุมโดยใชเครื่องผสมสาร กรองผานชุดกรองสาํลีปลอดเชื้อ นําไปปน
ดวยเครื่องปนเหวี่ยง 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ใสสารละลายกลีเซอ
รอล 20 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาในตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส

3.5 การเก็บตัวอยางดิน
              เก็บตัวอยางดิน ที่มีลักษณะรวน และมีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 6.0-8.0
ประมาณ 500 กรัม ลึกจากผิวหนาดินประมาณ 7-10 เซนติเมตร บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะและสี
ของดินแลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

3.6 การแยกแอคติโนฟาจโดยวิธีสงเสริมการเจริญ (Dowding, 1973)
              นาํตวัอยางดนิ 10 กรัม ใสในนวิเตรยีนทบรอท (Nutrient Broth; ภาคผนวก ก หมายเลข
3) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดทดลองรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสปอรของสเตรปโต
มัยซิสสายพันธุอางอิงจํานวน 3 สายพันธุ คือ S. griseus KA1198, S. luteogriseus ISP 5483
และ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ความเขมขนประมาณ 107 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสดวยความเร็ว
200 รอบตอนาที เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง แยกดินออกโดยนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็ว
5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสไปกรองผานแผน
กรองเซลลูโลสอะซิเตต ขนาด 0.45 ไมครอน
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3.7 การตรวจสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิทีสจากแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหาร
วุนสองชั้น (Adams, 1959)

              นําสวนน้ําใสจากขอ 3.6 เจือจางแบบลําดับสวน 10 เทา ตั้งแต 10-1-10-7 ดวยนิวเตรียนท
บรอท ผสมสวนน้ําใสที่เจือจางในแตละระดับปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับสปอรแขวนลอยของ
สเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงชนิดเดียวกับที่ใชแยกแอคติโนฟาจจากดินปริมาตร 100 ไมโครลิตร
(107สปอรตอมิลลิลิตร) ในซอฟทอการ (Soft Agar; ภาคผนวก ก หมายเลข 4) เทลงบน
นิวเตรียนทอการ (Nutrient Agar; ภาคผนวก ก หมายเลข 2) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 16-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการติดเชื้อจากการเกิดพลาค ตรวจลักษณะของพลาค ขนาด
ความขุน-ใส รูปรางและขอบของพลาค
              ถาเปนการตรวจสอบการติดเชื้อของแอคติโนฟาจที่มีตอสเตรปโตมัยซิทีสอ่ืนๆ จะใชส
ปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิทีสที่ตองการตรวจสอบผสมกับแอคติโนฟาจที่แยกได

3.8 การทําแอคติโนฟาจใหบริสุทธิ์บางสวนโดยใชวิธีการแยกพลาคเดี่ยว (single plaque
isolation)

              ใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อเขี่ยพลาคที่อยูเดี่ยวๆ ลงในหลอดทดลองที่บรรจุนิวเตรียนทบรอท
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่มีสปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิสชนิดเดียวกับที่ใชแยกแอคติโนฟาจ
ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตร เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาทีเปนเวลา
10 นาที นําสวนน้ําใสมาเจือจางตั้งแต 10-1-10-7 ตรวจสอบลักษณะ พลาคตามวิธีในขอ 3.7 ทําซ้ํา
2-3 คร้ังจนไดพลาคที่มีลักษณะใกลเคียงกันมากที่สุด (Greene and Goldberg, 1985)



31

3.9 การเพิ่มปริมาณและเก็บรวบรวมแอคติโนฟาจ

              เพิ่มปริมาณแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธีในขอ 3.7 ในจานเพาะ
เชื้อ 20 จาน หลังจากเกิดพลาคเติมนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชื้อ เขยา
จานเพาะเชื้อทุก 15 นาทีเปนเวลา 2 ชั่วโมงหรือทิ้งขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนํา
ของเหลวออกจากจานเพาะเชื้อกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส (Dowding, 1973) นบัจํานวนแอคตโินฟาจจากคาความสามารถในการเกิดพลาค (PFU:
Plaque Forming Unit ตอมิลลิลิตร) โดยคํานวณจากสูตร (Luria et al., 1987)   

              ปรับความเขมขนของแอคติโนฟาจเพื่อใชในการทดลองตางๆเปน 107-1010 PFU ตอ
มิลลิลิตร (Hranueli et al., 1979; Klaus et al., 1981)

3.10 การเก็บไลโสเจนที่เจริญอยูภายในพลาค (Greene and Goldberg, 1985)

              ใชไมจิ้มฟนปลอดเชื้อเขี่ยเซลลที่เจริญอยูในพลาคขุนของสเตรปโตมัยซิทีส จํานวน 15 
พลาค  นําไปเลี้ยงลงบนนิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนําเชื้อที่เจริญ
มาขีด (streak) ลงบนแมนนิทอลมังบีนอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48   
ชั่วโมง นําโคโลนีเดี่ยวจํานวน 15-20 โคโลนี มาขีดบนแมนนิทอลมังบีนอการ ถายเชื้อซํ้า 3 คร้ัง คัด
เลือกโคโลนีเดี่ยวที่ไมเกิดการปนเปอน และ สรางสปอรไดเร็ว จํานวน 2-3 โคโลนีตอพลาค มาเลี้ยง
บนแมนนิทอลมังบีนอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-14 วัน ทําเปนสปอร
แขวนลอยเชนเดียวกับขอ 3.4
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3.11 การตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอการติดเชื้อซํ้าจากแอคติโนฟาจ

              ผสมสปอรแขวนลอยของไลโสเจนทีไ่ดจากขอ 3.10 ความเขมขน 107 ลงในซอฟทอการ
ปริมาตร 1 มลิลิตร เทลงบนอาหารเลีย้งเชือ้นวิเตรยีนทอการใน Microtitre plate หยด (spot) แอคติ
โนฟาจชนิดตางๆที่สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุเดียวกับไลโสเจนเกิดการติดเชื้อ ที่ความ
เขมขน 107 PFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนผิวหนาอาหารวุนสองชั้น บมที่อุณหภูมิ
30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดพลาค (Diaz et al., 1989) ตรวจสอบผล
ที่ไดซ้ําตามวิธีในขอ 3.7 โดยชุดควบคุมคือ สปอรของสเตรปโตมัยซิทีสและไลโสเจน ที่ผสมกับ
ซอฟทอการ แลวเทลงบนนิวเตรียนทอการ

3.12 การตรวจสอบการปลดปลอยแอคติโนฟาจออกจากเซลลไลโสเจนโดยธรรมชาติ
(Diaz et al., 1989)

              ผสมสปอรไลโสเจนจากขอ 3.10 ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตร ในสารละลายเต
ตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร (Tetra-sodium pyrophosphate; ภาคผนวก ข หมาย
เลข 2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไป
กรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลางดวยสารละลายเตตระโซเดยีมไพโรฟอสเฟต
ปริมาตร 10 มลิลิลติร 3 คร้ัง และ น้าํกลัน่ปริมาตร 10 มลิลิลติร อีก 3 ครัง้ ผานแผนกรองทีม่สีปอร
ของไลโสเจนอยู สปอรไลโสเจนที่ไดนํามาเจือจางในนิวเตรียนทบรอทจนเหลือความเขมขนของส
ปอรเปน 10- 100 สปอรตอมิลลิลิตร นําไปกระจาย (spread) บนอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทอการ
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ผสมสปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิส
ชนิดเดียวกับที่ใหไลโสเจนในซอฟทอการ เททับลงบนนิวเตรียนทอการที่มีโคโลนีของไลโสเจนเจริญ
อยู บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดวงใสบริเวณโคโลนีของ
ไลโสเจน เทียบกับชุดควบคุม ซึ่งใชสปอรของสเตรปโตมัยซิสชนิดเดียวกับไลโสเจน ในขั้นตอนที่
นําสปอรไปเจือจางแลวกระจายลงบนนิวเตรียนทอการ
              การสังเกตวงใสทําโดยนําไปยอมสีดวยคริสตัลไวโอเลต (crystal violet) 3 เปอรเซ็นตใน
น้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที ใชแสงไฟสองจากดานลางจานเพาะเชื้อเพื่อสังเกตการเกิดวงใส
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3.13 การตรวจสอบการปลดปลอยแอคติโนฟาจออกจากเซลลไลโสเจนโดยธรรมชาติใน
ภาวะตางๆ

              เล้ียงสปอรแขวนลอยของไลโสเจนทีค่วามเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรปริมาตร 100
ไมโครลิตรในสารละลายนอรมอลซาลีน 10 มิลลิลิตร และในนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 10
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาทีในแสงไฟที่
ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที และที่มืด เปนเวลา 6 และ 18 ชั่วโมง เมื่อครบ
ตามกําหนดเวลานําไปปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ํา
ใสมาเจือจางตั้งแต 10-1-10-7 ตรวจสอบจํานวนแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธี
ในขอ 3.7

3.14 การศกึษารปูรางแอคตโินฟาจโดยกลองจลุทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน
              

นําแอคติโนฟาจแขวนลอยจากขอ 3.9 มาตกตะกอนดวยโซเดียมคลอไรดปรับความเขม
ขนสุดทายเปน 0.5 โมลาร และ พอลิเอธิลีนไกลคอล 10 เปอรเซ็นต เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง นําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
ดวยความเร็ว 15,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที นําตะกอนมาละลายในแอมโมเนียมอะซิเตต
บัฟเฟอร 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 7.0 (ammonium acetate buffer ; ภาคผนวก ข) หยด
สารละลายแอคติโนฟาจในแอมโมเนียมอะซิเตตบัฟเฟอรลงบนกรดิ (grid) ยอมตวัอยางดวยวธิเีนกา
ทฟีสเตนนงิ โดยใชยูรานิลอะซิเตต 2 เปอรเซ็นต นําไปศึกษารูปรางแอคติโนฟาจดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (Dowding, 1973 ; Kuhn et al., 1987)
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3.15 การศกึษาความสมัพนัธระหวางแอคตโินฟาจทีแ่ยกไดกบัสเตรปโตมยัซิทสีอ่ืนๆ

              ผสมสปอรแขวนลอยของสเตรปโตมัยซิทีสที่ตองการทดสอบการติดเชื้อ ในซอฟทอการ
เทลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทอการ จากนั้นทดสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิทีส โดยหยด
แอคติโนฟาจที่แยกไดที่ความเขมขน 107 PFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทอการที่เทสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสที่ตองการทดสอบการติดเชื้อไว บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิทีส โดย
สังเกตการเกิดพลาคบริเวณที่หยดแอคติโนฟาจ (Kuhn et al., 1987)
              ตรวจสอบลักษณะพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจที่ทําใหสเตรปโตมัยซิทีสที่นํามาทดสอบ
เกิดการติดเชื้อ โดยการทําอาหารวุนสองชั้นเชนเดียวกบัขอ 3.7

3.16 การชักนําโปรฟาจในไลโสเจน

              3.16.1 การตรวจหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรเมื่อฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลต
                            เลี้ยงสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสที่ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรในอาหาร
เลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้น
นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เก็บสวนที่เปนเซลลนํามาละลายในนอรมอลซาลีน
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเทลงบนจานเพาะเชื้อปลอดเชื้อที่มีเข็มวางอยู วางจานเพาะเชื้อลง
บนเครื่องกวนแทงแมเหล็กและกวนใหเข็มหมุน ฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว คลื่น 254
นาโนเมตรระยะหาง 40 เซนติเมตร ที่เวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที
ตามลําดับ เมื่อครบตามเวลาเจือจางสปอรแขวนลอยดวยสารละลายนอรมอลซาลีน จนเหลอืความ
เขมขนของสปอรประมาณ 10-100 สปอรตอมลิลิลติร นาํไปกระจายบนอาหารเลีย้งเชือ้นวิเตรยีนท
อการ บมเชือ้ในทีม่ดืและทีม่แีสงไฟที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ที่
อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24-48 ชัว่โมง นับจํานวนโคโลนีที่รอดชีวิต
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                   3.16.2 การชักนําโปรฟาจในไลโสเจนดวยแสงอัลตราไวโอเลต (Ogata, et al., 1985)
                            เลี้ยงสปอรของไลโสเจนจากขอ 3.10 ที่ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรและ
ฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตเชนเดียวกับขอ 3.16.1 เมื่อครบตามเวลาถายสปอรแขวนลอยของ
ไลโสเจนปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีในที่มืด และ ที่มีแสงไฟที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ปนแยกเซลลที่ความเร็ว
9,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสมาเจือจาง ตั้งแต 10-1-10-7 ในนิวเตรียนทบรอท
ตรวจสอบจํานวนแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธีขอ 3.7

                            3.16.3 การตรวจหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรที่บมกับไมโตมัยซิน ซี
                            เลี้ยงสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสที่ความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรในอาหาร
เลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปน
เวลา 3 ชั่วโมง ถายสปอรแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่ผสมไมโตมัยซิน ซี (ปรับความเขมขนสุดทายเปน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) บมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 0,
1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ชั่วโมง เมื่อครบตามเวลาปนแยกเซลลดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาทีเปน
เวลา 10 นาทีและลางสปอรดวยสารละลายนอรมอลซาลีน จากนั้นเจือจางจนเหลอืความเขมขน
ของสปอรประมาณ 10-100 สปอรตอมลิลิลิตร และนําไปกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนท
อการ บมที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง
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                            3.16.4 การชักนําโปรฟาจในไลโสเจนดวยไมโตมัยซิน ซี (Ogata et al., 1985)
                            เลี้ยงสปอรของไลโสเจนความเขมขน 107 สปอรตอมิลลิลิตรจากขอ 3.10 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทปริมาตร 10 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที
เปนเวลา 3 ชัว่โมง ถายสปอรแขวนลอยปรมิาตร 1 มลิลิลติรลงในอาหารเลีย้งเชือ้นวิเตรยีนทบรอท
ปริมาตร 10 มลิลิลติรที่ผสมไมโตมัยซิน ซี (ปรับความเขมขนสุดทายเปน 0, 1, 5 และ 10
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) บมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 15, 30, 60, 120 และ 180 นาที เมื่อครบตามเวลา ปนแยกเซลลดวยความเร็ว
9,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาทีและลางสปอรดวยสารละลายนอรมอลซาลีน ใสสวนเซลลลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่ความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที บนเครือ่งเขยาทีค่วามเร็ว 200 รอบตอนาทอุีณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา
16-18 ช่ัวโมง ปนแยกเซลลทีค่วามเร็ว 9,000 รอบตอนาทเีปนเวลา 10 นาท ีนาํสวนน้าํใสมาเจอืจาง
ตัง้แต 10-1-10-7 ในนวิเตรียนทบรอท ตรวจสอบจํานวนแอคติโนฟาจดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น
ตามวิธีขอ 3.7



บทที่ 4
ผลการวิจัย

4.1 การแยกแอคติโนฟาจจากตัวอยางดิน

              จากตัวอยางดินจํานวน 17 ตัวอยาง นํามาใชแยกแอคติโนฟาจดวยวิธีสงเสริมการเจริญ
โดยใชสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิง 3 สายพันธุ คือ S. griseus KA 1198 S. luteogriseus ISP
5483 และ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 เปนโฮสท เมื่อตรวจสอบสวนน้ํา
ใสดวยวิธีการทําอาหารวุนสองชั้น พบวา S. griseus KA 1198 S. luteogriseus ISP 5483 และ
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 เกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดตางๆ
ดังแสดงในตารางที่ 4.1

4.2 ลักษณะพลาคของแอคติโนฟาจที่แยกจากตัวอยางดิน

              จากการนําพลาคของแอคติโนฟาจ 15 ชนิดที่ไดจากขอ 4.1 มาทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดย
การแยกแอคติโนฟาจจากพลาคเดี่ยวตามวิธีในขอ 3.8 ทําซ้ํา 3 คร้ังจนไดพลาคที่มีลักษณะเหมือน
กัน พบวาแอคติโนฟาจ 13 ชนิดคือ Tg1 Tg3 Tg4 Tg5 Tlu1 Tlu3 Tlu4 Tlu5 TN1 TN3 TN5 TN6
TN7 ใหพลาคลักษณะคอนขางกลม ใส แตมีขนาดแตกตางกันดังตัวอยางพลาคของแอคติโนฟาจ
TN1 และ Tlu3 ในรูปที่ 4.1 และ 4.2 ตามลําดับ สวนแอคติโนฟาจอีก 2 ชนิด คือ Tg2 และ TN2
ใหพลาคลักษณะคอนขางกลม และมีลักษณะขุน ดังแสดงในรูปที่ 4.3 และ 4.4
              นอกจากนี้ในการวิจัยยังไดนําแอคติโนฟาจ Ac7 ซึ่งแยกไดโดยเจนจิรา เดชรักษา (2543)
ผูซึ่งไดทําการศึกษาความสัมพันธระหวางแอคติโนฟาจ Ac7 กับ S. luteogriseus ISP 5483 แลว
ใหพลาคลักษณะขุน ดังแสดงในรูปที่ 4.5 มาศึกษาเพื่อใหไดขอมูลเพิ่มเติมในงานวิจัยนี้ดวย พลาค
ของแอคติโนฟาจทั้ง 16 ชนิดมีลักษณะและขนาดแตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 4.2
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ตารางที ่4.1 แอคตโินฟาจทีแ่ยกจากแหลงดนิตางๆโดยใชสเตรปโตมยัซสิอางองิเปนโฮสท

แอคติโนฟาจที่แยกไดจากโฮสท
ตัวอยางดิน

S. griseus  
KA 1198

S. luteogriseus
ISP 5483

S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus

NOV-1
  1. อ. เชียงดาว   จ.เชียงใหม − − TN1
  2. ดอยปุย จ. แมฮองสอน − − −
  3. สวนยางพารา อ. เมือง  จ. กระบี่ − Tlu1 −
  4. ดินปลูกไมประดับ กทม. − − TN2
  5. อ. ศรีเทพ   จ. เพชรบูรณ Tg1 − −
  6. อ. เมือง   จ. ชัยนาท Tg2 − −
  7. อ. โพนทอง จ. รอยเอ็ด − − −
  8. อ. เขาสวนกวาง จ. ขอนแกน − − −
  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. สิงหบุรี − − −
14. อ. อุมผาง จ. ตาก − − TN3
15. อ. หนองบัว จ. นครสวรรค Tg3 Tlu3 TN7
16. อ. แกงกระจาน   จ. เพชรบุรี − − −
17. บานเขาทราย จ. พิจิตร − − TN5

    − : ไมสามารถแยกแอคติโนฟาจได
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รูปที่ 4.1 พลาคลักษณะใสของแอคติโนฟาจ  TN1 บนลอนของ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1 บนนิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง

รูปที่ 4.2 พลาคลักษณะใสของแอคติโนฟาจ Tlu3 บนลอน S. luteogriseus ISP 5483 บน
นิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.3 พลาคลักษณะขุนของแอคติโนฟาจ Tg2 บนลอน S. griseus KA 1198 บนนิวเตรียนท
อการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง

รูปที่ 4.4 พลาคลักษณะขุนของแอคติโนฟาจ TN2 บนลอน S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV–1 บนนิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ30องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.5 พลาคลักษณะขุนของแอคติโนฟาจ Ac7 บนลอน S. luteogriseus ISP 5483 บน
นิวเตรียนทอการ บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะของพลาคของแอคติโนฟาจ 16 ชนิด

ลักษณะของพลาค
แอคติโนฟาจ

ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง(มม.) รูปรางพลาค ความขุน-ใสของพลาค

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

คอนขางกลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบเรียบ
มีลักษณะวงแหวนรอบพลาค
คอนขางกลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ

ใส
ขุน มีโคโลนีในพลาคเห็นดวย
ตาเปลา

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

คอนขางกลมขอบไมเรียบ
มีลักษณะวงแหวนรอบพลาค
กลมขอบเรียบ
กลมขอบเรียบ
กลมขอบเรียบ
กลมขอบเรียบ

ขุน มีโคโลนีในพลาคเห็นดวย
ตาเปลา

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

กลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ

คอนขางกลมขอบเรียบ
กลมขอบไมเรียบ
กลมขอบไมเรียบ
คอนขางกลมขอบไมเรียบ

ใส
ขุน มีโคโลนีในพลาคเห็นดวย
ตาเปลาเมื่อมองผานแสง

ใส
ใส
ใส
ใส
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 4.3 การแยกไลโสเจนจากพลาคลักษณะขุน

              จากแอคติโนฟาจทั้งหมด 16 ชนิด พบวามีแอคติโนฟาจ 3 ชนิดที่ใหพลาคที่มีลักษณะขุน
คือ แอคติโนฟาจ Tg2 TN2 และ Ac7 ทําการแยกไลโสเจนตามวิธีขอ 3.10 เมื่อนําโคโลนีเดี่ยวของ
แตละเชื้อประมาณ 15-20 โคโลนีมาเลี้ยงจนไดสปอรและทําเปนสปอรแขวนลอยแลวนํามาตรวจ
สอบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิม โดยใชความเขมขนของแอคติโนฟาจ 107

PFU ตอมิลลิลิตร พบวาโคโลนีเดี่ยวที่แยกไดมีทั้งเปนไลโสเจน คือ มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจ
ชนิดเดิม และโคโลนีเดี่ยวที่ไมมีภูมิคุมกัน ดังตารางที่ 4.3-4.5

ตารางที่ 4.3  ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2

ภูมิคุมกันตอ
แอคติโนฟาจ Tg2

โคโลนีของ S. griseus KA1198จากพลาคขุน
เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ Tg2

ไมมีภูมิคุมกัน เพราะเกิดพลาค g1.9, g1.11, g2.7, g2.8, g4.4, g4.8, g5.5, g7.1, g7.8,
g8.9, g8.13

มีภูมิคุมกัน เพราะไมเกิดพลาค 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 ที่ไมเปนไลโสเจน
Lg : โคโลนีที่เปนไลโสเจนของ S. griseus KA1198

ตารางที่ 4.4  ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Ac7

ภูมิคุมกันตอ
แอคติโนฟาจ Ac7

โคโลนีของ S. luteogriseus ISP 5483จากพลาคขุน
เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ Ac7

ไมมีภูมิคุมกัน เพราะเกิดพลาค lu1.11, lu1.13, lu4.9, lu4.10, lu6.2, lu6.3
มีภูมิคุมกัน เพราะไมเกิดพลาค Llu3.14, Llu3.15, Llu5.3, Llu5.4, Llu5.11, Llu7.7, Llu7.9

lu : โคโลนีของ S. luteogriseus ISP 5483 ที่ไมเปนไลโสเจน
Llu : โคโลนีที่เปนไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483
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ตารางที่ 4.5  ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ TN2

ภูมิคุมกันตอ
แอคติโนฟาจ TN2

โคโลนีของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1จากพลาคขุน
เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ TN2

ไมมีภูมิคุมกัน เพราะเกิดพลาค N3.8, N3.11, N4.6, N4.8, N5.7, N10.0, N10.1

มีภูมิคุมกัน เพราะไมเกิดพลาค 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 ที่ไมเปนไลโสเจน
LN : โคโลนีที่เปนไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1

4.4 การตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ

              เมื่อนําไลโสเจนที่ไดจากขอ 4.3 ที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมาตรวจสอบภูมิคุมกัน
ตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมและแอคติโนฟาจชนิดอื่นตามตารางที่ 4.1 รวมทั้งแอคติโน
ฟาจซึ่งไดจากหองปฏิบัติการ 403 ภายใตการดูแลของ รศ. ดร. สุรีนา ชวนิชย คือ แอคติโนฟาจ
15N สามารถทําใหแอคติโนฟาจทั้ง 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 โดยใชความ
เขมขนแอคติโนฟาจเปน 107 PFU ตอมิลลิลิตร พบวาโคโลนีที่เจริญอยูในพลาคของแอคติโนฟาจ
ทั้ง 3 ชนิดมีสมบัติเปนไลโสเจน คือสามารถตานการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมได โดยไลโส
เจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2 ไมเกิดพลาคเมื่อทําใหติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ Tg2 และมี
ภูมิคุมกันตอการติดเชื้อกับแอคติโนฟาจอื่นอีก 2 ชนิดคือ TN1 และ TN6 แตยังเกิดพลาคเมื่อทําให
เกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ Tg3 Tg4 TN5 15N และ 7A ดังแสดงในรูปที่ 4.6 และ ตารางที่
4.6 ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ TN2 ไมเกิดพลาคเมื่อทําใหติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ TN2
และ Ac7 แตเกิดพลาคเมื่อทําใหเกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจอื่นอีก 6 ชนิดคือ  Tlu4 Tg3 Tg5
TN1 15N และ 1/3D ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และตารางที่ 4.7 และไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
Ac7 ไมเกิดพลาคเมื่อทําใหเกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจ Ac7 TN2 และ TN3 แตเกิดพลาคเมื่อ
ทําใหเกิดการติดเชื้อดวยแอคติโนฟาจอื่นอีก 5 ชนิดคือ TN6 Tlu4 15N 1/3D และ Tg5 ดังแสดงใน
รูปที่ 4.8 และ ตารางที่ 4.8
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ตารางที่ 4.6 การแสดงภูมิคุมกันของไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2 ตอแอคติโนฟาจชนิด
ตางๆ

ภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจสายพันธุแม
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

-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-  : ไมมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. griseus KA1198 ติดเชื้อ  เพราะเกิดพลาค
+ : มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. griseus KA1198 ติดเชื้อ  เพราะไมเกิดพลาค
*  : ชนิดแอคติโนฟาจที่ทําใหเกิดไลโสเจนของ S. griseus KA1198

รูปที ่4.6 แสดงลกัษณะการเกดิและไมเกดิพลาคของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ Tg2 เมือ่ทาํใหตดิเชือ้
ซ้าํดวยแอคตโินฟาจเดมิและแอคตโินฟาจอืน่ บนนวิเตรยีนทอการใน microtitre plate บมทีอุ่ณหภมู ิ 30
องศาเซลเซยีส 24 ชัว่โมง
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ตารางที ่4.7 การแสดงภมูคิุมกนัของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ TN2 ตอแอคตโินฟาจชนดิตางๆ
ภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจสายพันธุแม

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 - : ไมมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. hygroscopicus subsp.hygroscopicus NOV-1 ติดเชื้อ   เกิดพลาค
+ : มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. hygroscopicus subsp.hygroscopicus NOV-1 ติดเชื้อ    ไมเกิดพลาค
*  : ชนิดแอคติโนฟาจที่ทําใหเกิดไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp.hygroscopicus NOV-1

รูปที ่4.7 แสดงลกัษณะการเกดิและไมเกดิพลาคของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ TN2 เมือ่ทาํใหตดิเชือ้
ซ้าํดวยแอคตโินฟาจเดมิและแอคตโินฟาจอืน่ บนนวิเตรยีนทอการใน microtitre plate บมทีอุ่ณหภมู ิ 30
องศาเซลเซยีส 48 ชัว่โมง
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ตารางที ่4.8 การแสดงภมูคิุมกนัของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ Ac7 ตอแอคตโินฟาจชนดิตางๆ
ภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจสายพันธุแม

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

-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-

-   : ไมมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. luteogriseus ISP5483 ติดเชื้อ เพราะเกิดพลาค
+  : มีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจที่ทําให S. luteogriseus ISP5483 ติดเชื้อ เพราะ ไมเกิดพลาค
*   : ชนิดแอคติโนฟาจที่ทําใหเกิดไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483

รูปที ่4.8 แสดงลกัษณะการเกดิและไมเกดิพลาคของไลโสเจนทีเ่กดิจากแอคตโินฟาจ Ac7 เมือ่ทาํใหตดิเชือ้
ซ้าํดวยแอคตโินฟาจเดมิ และแอคตโินฟาจอืน่ บนนวิเตรยีนทอการใน microtitre plate บมทีอุ่ณหภมู ิ 30
องศาเซลเซยีส 24 ชัว่โมง
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4.5 การตรวจสอบการปลดปลอยอนภุาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติ

              เมื่อนําไลโสเจนแตละชนิดที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมาเลี้ยงใหไดโคโลนีเดี่ยวและ
เททับดวยโฮสทที่เปนสเตรปโตมัยซิทีสชนิดเดิมแลว พบวาไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2
เมื่อเททับดวย S. griseus KA1198 จะเกิดวงใสรอบโคโลนีของไลโสเจนและมีเชื้อเจริญอยูในวงใส
เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48-72 ชั่วโมงดังแสดงในรูปที่ 4.9 (ก) แตไมเกิดวง
ใสในจานเพาะเชื้อที่เปนชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.9 (ข) เชนเดียวกับไลโสเจนที่เกิดจากแอคติ
โนฟาจ Ac7 เมื่อเททับดวย S. luteogriseus ISP 5483 จะเกิดวงใสและมีเชื้อเจริญอยูในวงใสรอบ
โคโลนีของไลโสเจนแตไมเกิดวงใสรอบโคโลนีเดี่ยวของ S. luteogriseus ISP 5483 ในจานเพาะ
เชื้อที่เปนชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.10 (ก) และ 4.10 (ข) สวนไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
TN2 เมื่อเททับดวย S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 จะเกิดวงใสขนาดเล็ก
บริเวณโคโลนีที่เปนไลโสเจนและไมมีเชื้อเจริญอยูในวงใสเมื่อเทียบกับไลโสเจนของ S. griseus
KA1198 และ S. luteogriseus ISP 5483 ดังแสดงรูปที่ 4.11 (ก) และไมเกิดวงใสในจานเพาะเชื้อ
ที่เปนชุดควบคุมเชนกันดังแสดงในรูปที่ 4.11 (ข)

(ก) (ข)
รูปที่ 4.9 (ก) วงใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีไลโสเจน Lg9.9 เมื่อเททับโคโลนีไลโสเจนดวย S. griseus
KA1198 (ข) ชุดควบคุม ไมเกิดวงใสเมื่อเททับโคโลนีของ S. griseus KA1198 ดวย    S. griseus
KA1198 ยอมดวยคริสตัลไวโอเลต 3 เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที
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(ก)     (ข)
รูปที่ 4.10 (ก) วงใสทีเ่กดิขึน้รอบโคโลนไีลโสเจน Llu5.4 เมือ่เททบัโคโลนไีลโสเจนดวย S. luteogriseus
ISP 5483 (ข) ชดุควบคมุ ไมเกดิวงใสเมือ่เททบัโคโลนขีอง S. luteogriseus ISP 5483 ดวย     S.
luteogriseus ISP 5483 ยอมดวยครสิตลัไวโอเลต 3 เปอรเซน็ตในน้าํกลัน่ เปนเวลา 5 นาที

(ก)         (ข)
รูปที่ 4.11 (ก) วงใสที่เกิดขึ้นบริเวณโคโลนีไลโสเจน LN5.12 เมื่อเททับโคโลนีไลโสเจนดวย          
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1  (ข) ชุดควบคุมไมเกิดวงใสเมื่อเททับ  โคโลนีของ
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ดวย S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-
1 ยอมดวยคริสตัลไวโอเลต 3 เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที
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4.6 การปลดปลอยอนุภาคฟาจจากไลโสเจนโดยธรรมชาติในภาวะตางๆ

              เมื่อเปรียบเทียบการเลี้ยงสปอรของไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดที่ความเขม
ขนประมาณ 107 สปอรตอมิลลิลิตรในภาวะตางๆคือ เลี้ยงในนอรมอลซาลีนเปรียบเทียบกับเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทเปนเวลา 6 และ 18 ชั่วโมง และในภาวะที่มีแสงไฟความเขม
แสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที  เปรียบเทียบกับภาวะที่มืด ผลการทดลองที่ไดพบวา
ไลโสเจนจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมีการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาได 102-105 PFU ตอ
มิลลิลิตรที่เวลา 6 ชั่วโมงและ 105-106 PFU ตอมิลลิลิตรที่เวลา 18 ชั่วโมงเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อนิวเตรียนทบรอท ซึ่งมากกวาการเลี้ยงสปอรในนอรมอลซาลีนที่มีการปลอยอนุภาคฟาจไดนอย
กวา 102  PFU ตอมิลลิลิตรที่เวลา 6 ชั่วโมงและ 102-103 PFU ตอมิลลิลิตรที่เวลา 18 ชั่วโมง แต
การเลี้ยงสปอรในภาวะที่มีแสงไฟเปรียบเทียบกับภาวะที่มืด พบวาการปลดปลอยอนุภาคฟาจจาก
ไลโสเจนไมแตกตางกัน คือ เมื่อเลี้ยงในนอรมอลซาลีนที่เวลา 6 และ 18 ชั่วโมงมีการปลอยอนุภาค
ฟาจออกมานอยกวา 102 PFU ตอมิลลิลิตร และ 102-105 PFU ตอมิลลิลิตรตามลําดับ เชนเดียวกับ
การเลี้ยงสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทในภาวะที่มีแสงไฟและที่มืดใหผลไมแตกตาง
เชนกัน คือที่เวลา 6 ชั่วโมงมีการปลอยอนุภาคฟาจได 102-105 PFU ตอมิลลิลิตรและที่เวลา 18
ชั่วโมงปลดปลอยอนุภาคฟาจได 103-106 PFU ตอมิลลิลิตรดังแสดงในตารางที่ 4.9
              และเมื่อเปรียบเทียบการปลดปลอยอนุภาคฟาจโดยธรรมชาติของไลโสเจนทั้ง 3 ชนิด
พบวาการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอทเปนเวลา 18 ชั่วโมง ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโน
ฟาจ Tg2 มีการปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดมากที่สุดคือประมาณ 106 PFU ตอมิลลิลิตร ไลโสเจน
จากแอคติโนฟาจ Ac7 ปลดปลอยอนุภาคฟาจไดประมาณ 105 PFU ตอมิลลิลิตร และไลโสเจนที่
เกิดจากแอคติโนฟาจ TN2 มีการปลดปลอยอนุภาคฟาจไดต่ําสุด คือ ประมาณ 103  PFU ตอ
มิลลิลิตร สวนการเลี้ยงในนอรมอลซาลีนมีการปลดปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจของไลโสเจนทั้ง 3
ชนิดไดไมแตกตางกันมากนัก คือ ประมาณ 102-103 PFU ตอมิลลิลิตร
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ตารางที่ 4.9 การปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติที่ภาวะตางๆ

ปริมาณอนุภาคฟาจ (PFU ตอมิลลิลิตร) ที่ปลดปลอยเมื่ออยูในภาวะ

สารละลายนอรมอลซาลีน นิวเตรียนทบรอท

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 การศึกษารูปรางแอคติโนฟาจโดยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน

              เมื่อยอมอนุภาคแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด คือ Tg2 TN2 และ Ac7 ดวยยูรานิลอะซิเตต 2
เปอรเซนตและตรวจสอบรูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน พบวาแอคติโน
ฟาจทั้ง 3 ชนิดมีรูปรางคลายกันคือ มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม มีสวนหางยาวไมสามารถหดไดและ
ไมมีแผนฐาน ดังแสดงในรูปที่ 4.12-4.14 แตแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกันที่ขนาด
ของสวนหัวและสวนหางดังแสดงในตารางที่ 4.10 เมื่อจําแนกแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดโดยการ
จําแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีของ Bradley (1967) พบวาแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดอยูในกลุม B
ตารางที่ 4.10 ขนาดของแอคติโนฟาจ

ขนาดของฟาจกวาง x ยาว
(นาโนเมตร)แอคติโนฟาจ

สวนหัว สวนหาง
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 รูปรางของแอคติโนฟาจ Tg2 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย
109,500 เทา (             = 100 นาโนเมตร)
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รูปที่ 4.13 รูปรางของแอคติโนฟาจ Ac7* จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย
150,000 เทา (                   = 100 นาโนเมตร)

รูปที่ 4.14 รูปรางของแอคติโนฟาจ TN2 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย
150,000 เทา (                  = 100 นาโนเมตร)

* : ขอมลูของแอคตโินฟาจ Ac7 จาก เจนจริา (2543)
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4.8 ความสมัพนัธระหวางแอคตโินฟาจทีแ่ยกไดกบัสเตรปโตมยัซทิสีอืน่

              จากการทดสอบการติดเชื้อของสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงจํานวน 37 สายพันธุ และ
Kitasatospora griseola JCM 3339 กับแอคติโนฟาจ Tg2, TN2 และ Ac7 พบวาแอคติโนฟาจ
Tg2, TN2 และ Ac7 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสเกิดการติดเชื้อได 13 11 และ 15 สายพันธุตาม
ลําดับรวมสายพันธุที่ใชแยกแอคติโนฟาจดวย แตไมมีแอคติโนฟาจชนิดใดที่สามารถทําให
Kitasatospora griseola JCM 3339 เกิดการติดเชื้อได พลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมี
ทั้งลักษณะใสและขุนดังแสดงในตารางที่ 4.11
              แอคติโนฟาจ AC7 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงอื่นเกิดการติดเชื้อได
มากที่สุดคือ 14 สายพันธุ โดยใหพลาคที่มีลักษณะใสกับสเตรปโตมัยซิทีส 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 และใหพลาคที่มีลักษณะขุนกับสเตรปโตมัยซิสอีก 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 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงอื่นเกิดการติดเชื้อได 12
สายพันธุ โดยใหพลาคลักษณะใสกับสเตรปโตมัยซิส 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 และใหพลาคลักษณะขุนกับสเตรปโตมัยซิส 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
              สวนแอคติโนฟาจ TN2 สามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิงอื่นเกิดการติดเชื้อ
ได 10 สายพันธุ โดยใหพลาคลักษณะใสกับสเตรปโตมัยซิสเพียง 2 สายพันธุ คือ S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772 และ S. nodosus JCM 4297 แตใหพลาค
ลักษณะขุนกับ สเตรปโตมัยซิสไดถึง 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 การตดิเชือ้ของสเตรปโตมยัซทิสีอางองิจากแอคตโินฟาจ Tg2 TN2 และ Ac7
แอคติโนฟาจ

สายพันธุสเตรปโตมัยซิส
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 คือชนิดของฟาจที่แยกมาจากชนิดของสเตรปโตมัยซิสที่เปนโฮสท             
              − : ไมพบการติดเชื้อ              T : พลาคมีลักษณะขุน              C : พลาคมีลักษณะใส



56

4.9 การชักนําไลโสเจนดวยแสงอัลตราไวโอเลต

              4.9.1 อัตราการรอดชีวิตของสปอรสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อถูกชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลต
              เมื่อนําสปอรของ S. griseus KA1198, S. luteogriseus ISP 5483 และ           S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 ประมาณ 107 สปอรตอมิลลิลิตรไปฉายดวย
แสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที จากนั้นนํา
สปอรไปบมในที่มืดและที่มีแสงไฟเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวาจํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิส
ทั้ง 3 ชนิดลดลงเมือ่ระยะเวลาของการฉายแสงอลัตราไวโอเลตเพิม่ข้ึนทัง้ในการบมสปอรในทีม่ดืและ
ทีม่แีสง แตจาํนวนสปอรทีบ่มในทีม่แีสงมจีาํนวนลดลงนอยกวาการบมสปอรในทีม่ดืดงัแสดงในตารางที่
4.12
              เมื่อใหจํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดที่ไมไดฉายรังสีมีอัตราการรอดชีวิตเปน
100 เปอรเซ็นต สามารถหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรที่เวลาตางๆได โดยอัตราการรอดชีวิต
ของสปอรของ S. griseus KA1198 และ S. luteogriseus ISP 5483 ลดลงต่ํากวา 1 เปอรเซ็นต
เมื่อถูกฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตนานเกินกวา 2 นาทีเมื่อบมในที่มืดและนานกวา 6 นาทีเมื่อบม
ในที่มีแสง สําหรับสปอรของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 อัตราการรอด
ชีวิตของสปอรที่บมในที่มืดและที่มแีสงลดลงแตกตางกันไมมาก โดยสปอรที่บมในที่มืดมีอัตราการ
รอดชีวิตต่ํากวา 1 เปอรเซ็นตเมื่อถูกฉายแสงนานเกินกวา 1.5 นาทีและนานเกนิกวา 2 นาทเีมือ่บม
ในทีม่แีสง ดังแสดงในรูปที่ 4.15
              เนื่องจากสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดมีอัตราการรอดชีวิตต่ําเมื่อฉายแสงเปนระยะเวลา
นานกวา 10 นาที จึงทําการชักนําไลโสเจนโดยใชระยะเวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตเปน
เวลา 0-10 นาที
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ตารางที่ 4.12 จํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อถูกฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆ

จํานวนสปอรตอมิลลิลิตร

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

ระยะเวลาฉายแสง
อัลตราไวโอเลต

(นาที)

บมที่มืด บมมีแสง บมที่มืด บมมีแสง บมที่มืด บมมีแสง

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 อัตราการรอดชีวิตของสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ
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4.9.2 การปลดปลอยอนภุาคแอคตโินฟาจออกจากไลโสเจนเมือ่ถกูชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลต

              เมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆบนสปอรของไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3
ชนิดแลวนําไปบมในที่มืดและที่มีแสง พบวาไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดมีการปลด
ปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจออกมาไดแตกตางกัน โดยไลโสเจน Lg9.9 ของ S. griseus KA1198
เมื่อบมในที่มืดมีการปลดปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจได 2.31 x 105 PFU ตอมิลลิลิตร โดยไมไดมี
การชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลต การปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนเปน 106 PFU ตอมิลลิลิตร
เมื่อฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 30 วินาทีจนถึง 2 นาที หลังจากนั้นการปลดปลอย
อนุภาคฟาจลดลงเรื่อยๆจนเหลือ 103 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อฉายแสงเปนเวลา 6 ถึง 10 นาที Lg9.9
ที่บมในที่มีแสงมีการปลดปลอยอนุภาคแอคติโนฟาจโดยไมไดถูกชักนําได 3.52 x 105 PFU ตอ
มิลลิลิตร การปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนเปน 107 PFU ตอมิลลิลิตรเมื่อถูกฉายแสงเปนเวลา 30
วินาทีจนถึง 4 นาที และการปลดปลอยอนุภาคฟาจลดลงเหลือประมาณ 106 PFU ตอมิลลิลิตร
เมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 6 ถึง 10 นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.13 และ รูปที่ 4.16
              ในขณะที่ไลโสเจน Llu 5.4 ของ S. luteogriseus ISP 5483 เมื่อถูกฉายแสงการปลด
ปลอยอนุภาคฟาจจะนอยกวา Llu 5.4 ที่ไมไดถูกชักนํา และนอยลงตามระยะเวลาในการฉายแสง
ที่นานขึ้นเมื่อบมไลโสเจนดังกลาวในที่มืด สวนสปอรที่บมในที่มีแสงไฟจํานวนอนุภาคฟาจที่ปลด
ปลอยออกมาจาก Llu5.4 ที่ถูกฉายแสงเปนเวลา 0.5 และ 1 นาทีมีมากกวาการปลดปลอยจาก
Llu5.4 ที่ไมไดถูกชักนําเล็กนอย และอนุภาคฟาจจะลดลงเมื่อ Llu5.4 ถูกชักนํานานเกินกวา 1
นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.14 และ รูปที่ 4.17
              สวนไลโสเจน LN5.12 ของ S. hygroscopicus supsp. hygroscopicus NOV-1 เมื่อถูก
ฉายแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 0.5–1.5 นาที จะปลดปลอยอนุภาคฟาจไดมากกวา LN5.12 ที่
ไมไดถูกชักนํา แตถาชักนํา LN5.12 นานเกินกวา 2 นาทีอนุภาคฟาจที่ปลดปลอยออกมามีนอย
มากเมื่อบมสปอรดังกลาวในที่มืด สวนสปอรของ LN5.12 ที่บมในที่มีแสงไฟการปลดปลอย
อนุภาคฟาจจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาที่ชักนํา LN5.12 แตเมื่อฉายแสงนานเกนิกวา 8 นาที
อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยออกมาจะลดลงจนใกลเคียงกับอนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจาก LN5.12 ที่
ไมไดชักนํา ดังแสดงในตารางที่ 4.15 และ รูปที่ 4.18
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ตารางที่ 4.13 อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9 เมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ

อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9
(PFU ตอ มิลลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่ฉายแสง

(นาที) บมไลโสเจนในที่มืด บมไลโสเจนในที่มีแสง
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 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Lg9.9 เมือ่ชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลตทีเ่วลา
ตางๆ
                 บมเชือ้ในทีม่แีสง
                 บมเชือ้ในทีม่ดื
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ตารางที่ 4.14 อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4 เมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ

อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4
(PFU ตอมิลลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่ฉายแสง

(นาที) บมไลโสเจนในที่มืด บมไลโสเจนในที่มีแสง
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 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Llu5.4 เมือ่ชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลตทีเ่วลา
ตางๆ
                 บมเชือ้ในทีม่แีสง
                 บมเชือ้ในทีม่ดื
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ตารางที่ 4.15 อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12 เมื่อชักนําดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลาตางๆ

อนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12
(PFU ตอมลิลิลิตร)

ระยะเวลา
ที่ฉายแสง

(นาที) บมไลโสเจนในที่มืด บมไลโสเจนในที่มีแสง
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 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน LN5.12 เมือ่ชกันาํดวยแสงอลัตราไวโอเลตทีเ่วลา
ตางๆ
                บมเชือ้ในทีม่แีสง
                 บมเชือ้ในทีม่ดื
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4.10 การชักนําไลโสเจนดวยไมโตมัยซิน ซี

              4.10.1 อัตราการรอดชีวิตของสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อบมในไมโตมัยซิน ซี
              เมื่อบมสปอรของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดจํานวน 106 สปอรตอมิลลิลิตรในอาหารเลี้ยง
เชื้อนิวเตรียนทบรอท ที่ผสมไมโตมัยซิน ซี ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 0-6 ชั่ว
โมง พบวาจํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดลดลงเมื่อเวลาในการบม สปอรกับไมโตมัย
ซิน ซี เพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 4.16 และเมื่อใหจํานวนสปอรที่ไมไดบมกับไมโตมัยซิน ซี มีอัตรา
การรอดชีวิตเปน 100 เปอรเซ็นต สามารถหาอัตราการรอดชีวิตของสปอรที่เวลาตางๆไดดังแสดง
ในรปูที่ 4.19 โดยสปอรของ S. griseus KA1198 S. luteogriseus ISP 5483 และ S.
hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 มีอัตราการรอดชีวิตลดลงเหลือประมาณ 1
เปอรเซ็นต เมื่อบมเชื้อเปนเวลานานกวา 3 ชั่วโมง ดังนั้นจึงทําการชักนําไลโสเจนโดยใชเวลาการ
บม 0-3 ชั่วโมง ที่ความเขมขนของไมโตมัยซิน ซี เปน 0, 1, 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตารางที่ 4.16 จํานวนสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสเมื่อบมในไมโตมัยซิน ซี ความเขมขน 10
ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร ทีเ่วลาตางๆ   

จาํนวนสปอรตอมลิลิลิตรเวลาทีบ่มสปอร
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 อัตราการรอดชวีติของสปอรของสเตรปโตมยัซทิสี เมือ่บมในไมโตมยัซนิ ซ ีความเขมขน 10
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่เวลาตางๆ
              -- --  S. griseus KA1198
              -- --  S. luteogriseus ISP 5483
              -- --  S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1
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4.10.2 การปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนเมื่อถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี
              ไลโสเจน Lg9.9 ของ S. griseus KA1198 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจโดยไมตองถูก
ชักนําไดประมาณ 105 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อถูกชักนําดวยความเขมขนของไมโตมัยซิน ซี เปน 1, 5
และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา Lg9.9 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจไดเพิ่มข้ึน แตเมื่อบม
Lg9.9 ที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของไมโตมัยซิน ซี เปนเวลา 3 ชั่วโมง จะมีการ
ปลดปลอยฟาจต่ํากวาการปลดปลอยฟาจจาก Lg9.9 ที่ไมไดชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี    ดังแสดง
ในตารางที่ 4.17 และรูปที่ 4.20
              เชนเดียวกบัไลโสเจน Llu5.4 ของ S. luteogriseus ISP 5483 ที่สามารถปลดปลอย
อนุภาคฟาจโดยไมตองถูกชักนําไดประมาณ 105 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี
ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีการปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึน แตที่ความเขมขน
ของไมโตมัยซิน ซี 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร Llu5.4 จะปลดปลอยฟาจไดต่ํากวา Llu5.4 ที่
ไมไดถูกชักนํา ดังแสดงในตารางที่ 4.18 และรูปที่ 4.21
              สวนไลโสเจน LN 5.12 ของ  S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 มีการ
ปลดปลอยอนุภาคฟาจโดยไมมีถูกการชักนําไดต่ํา คือ ประมาณ 103 PFU ตอมิลลิลิตร เมื่อชักนํา
ดวยไมโตมัยซิน ซี ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร การปลดปลอยอนุภาคฟาจจาก LN
5.12 เพิ่มข้ึนเปน 104 PFU ตอมิลลิลิตร และเพิ่มมากขึ้นเปน 105 PFU ตอมิลลิลิตรเมื่อบมดวยไม
โตมัยซิน ซี ที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 30-180 นาที และบมที่ความเขมขน
10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปนเวลา 15-60 นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.19 และ รูปที่ 4.22
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ตารางที ่ 4.17 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9 ของ S. griseus KA1198 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ

อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Lg9.9 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ (PFU ตอมลิลิลิตร)

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 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Lg9.9 เมือ่ถกูชกันาํดวยไมโตมยัซนิ ซ ีที่ความ
เขมขนตางๆ
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี   5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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ตารางที ่4.18 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4 ของ S. luteogriseus ISP 5483 เมือ่ถกู
ชกันาํดวย ไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ

อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน Llu5.4 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ (PFU ตอมลิลิลิตร)

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 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน Llu5.4 เมือ่ชกันาํดวย ไมโตมยัซนิ ซ ีที่ความเขม
ขนตางๆ
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี   5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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ตารางที ่ 4.19 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12 ของ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1 เมือ่ถกูชกันาํดวย ไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ

อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยจากไลโสเจน LN5.12 เมือ่ถกูชกันาํ
ดวยไมโตมยัซนิ ซ ีทีค่วามเขมขนตางๆ (PFU ตอมลิลิลิตร)

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 อนภุาคฟาจทีป่ลดปลอยออกจากไลโสเจน LN 5.12 เมือ่ชกันาํดวยไมโตมยัซนิ ซ ี ที่ความ
เขมขนตางๆ
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --   ไมโตมัยซิน ซี   1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี   5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
              -- --  ไมโตมัยซิน ซี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร



บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

              การเลือกเก็บตัวอยางดินเพื่อนํามาใชในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยเลือกเก็บตัวอยางดินที่คอนขาง
มีความอุดมสมบูรณสูง คือ มีลักษณะรวนซุย สีคอนขางเขมจนออกดํา และมีคาความเปนกรดดาง
อยูในชวง 6.0-8.0 ซึ่งเกณฑในการเลือกตัวอยางนี้ไดใชขอมูลจาก เจนจิรา (2543) ซึ่งจากตัวอยาง
ดินทั้งหมด 17 ตัวอยาง พบวามีตัวอยางดิน 10 ตัวอยางที่สามารถแยกแอคติโนฟาจได โดยแยกได
ทั้งหมด 15 ชนิด โดยมีสเตรปโตมัยซิสสายพันธุอางอิง คือ Streptomyces griseus KA1198,
S. luteogriseus ISP 5483 และ S. hygroscopicus  subsp.  hygroscopicus NOV-1 เปนโฮสท
การแยกแอคติโนฟาจในงานวิจัยนี้ใชวิธีสงเสริมการเจริญซึ่งมีรายงานการวิจัยของแอคติโนฟาจ
หลายชนิดที่ใชวิธีการนี้ในการแยก เชน ฟาจ SH10 (Klaus et al., 1981) SAt1 (Ogata et al.,
1985) TG1 (Foor et al., 1985) เปนตน เนื่องจากวิธีนี้เปนวิธีการที่งาย สะดวก และสามารถเพิ่ม
จํานวนแอคติโนฟาจในตัวอยางดินใหมากขึ้นทําใหสามารถตรวจสอบแอคติโนฟาจได และจากราย
งานการวิจัยของ Dowding และคณะ (1973) ที่ทําการทดลองเปรียบเทียบการแยกแอคติโนฟาจ
จากตัวอยางดินโดยตรงกับวิธีสงเสริมการเจริญ พบวาการแยกจากตัวอยางดินโดยตรงสามารถ
แยกแอคติโนฟาจจากดินไดเพียง 3 ตัวอยางเทานั้น ในขณะที่วิธีสงเสริมการเจริญสามารถแยก
ฟาจจากดินได 25 ตัวอยางจากตัวอยางดินทั้งหมด 28 ตัวอยาง นอกจากนี้ Dowding ยังรายงาน
ในการวิจัยอีกวาสาเหตุที่มีผูใชวิธีสงเสริมการเจริญแลวสามารถแยกแอคติโนฟาจไดนอยกวาวิธี
การแยกโดยตรง เนื่องจากใชเวลาในการบมตัวอยางดินกับสปอรของสเตรปโตมัยซิทีสในอาหาร
เลี้ยงเชื้อนานเกินกวา 16-18 ชั่วโมง ทําใหฟาจที่ออกมาจากเซลลกลับไปเกาะติดกับมัยซิเลียมของ
แอคติโนมัยซิทีสที่เจริญอยูในอาหาร ดังนั้นจํานวนแอคติโนฟาจที่แยกไดจึงลดลง
              เมื่อทําแอคติโนฟาจใหบริสุทธิ์บางสวนโดยแยกแอคติโนฟาจจากพลาคเดี่ยวซ้ํา 3 คร้ัง
และตรวจสอบลักษณะพลาคของแอคติโนฟาจทั้งหมดที่แยกได พบวาแอคติโนฟาจ 13 ชนิด คือ
Tg1, Tg3, Tg4, Tg5 ที่มีโฮสทคือ S. griseus KA 1198 Tlu1, Tlu3, Tlu4, Tlu5 ที่มีโฮสทคือ S.
luteogriseus ISP 5483 และ TN1, TN3, TN5, TN6, TN7 ที่มีโฮสทคือ S. hygroscopicus
subsp. hygroscopicus NOV-1 ใหพลาคใสซึ่งเปนลักษณะของไวรูเลนทฟาจ พลาคของแอคติโน
ฟาจทั้ง 13 ชนิดมีความแตกตางกันทั้งรูปรางและขนาด แตโดยสวนใหญมีลักษณะคอนขางกลม
ขอบไมเรียบ และมีขนาดโดยเฉลี่ยประมาณ 1-3 มิลลิเมตร แอคติโนฟาจ 2 ชนิด คือ Tg2 และ
TN2 ให พลาคขุนเหมือนกันแตมีรูปรางลักษณะที่แตกตางกัน คือ พลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
Tg2 บนลอนของ S. griseus KA 1198 มีลักษณะคลายวงแหวนซึ่งเหมือนลักษณะพลาคของฟาจ
VP5 ที่แยกไดจาก Streptomyces coelicolor A3(2) (Dowding and Hopwood, 1973) สวน
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พลาคที่เกิดจากฟาจ TN2 บนลอนของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1 จะมี
โคโลนีของเชื้อกระจายอยูทั่วไปในพลาค ซึ่งลักษณะดังกลาวเหมือนพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจ
SAt1 บนลอนของ Streptomyces azureus (Ogata et al., 1985)
              นอกจากนี้เมื่อตรวจสอบลักษณะพลาคของแอคติโนฟาจ Ac7 ซึ่งแยกโดย เจนจิรา เดช
รักษา (2543) พบวาพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Ac7 บนลอนของ S. luteogriseus ISP 5483
เปนพลาคขุนที่มีลักษณะคลายวงแหวนเชนเดียวกับพลาคของฟาจ Tg2 พลาคของแอคติโนฟาจ
ทั้ง 3 ชนิดมีขนาดโดยเฉลี่ยประมาณ 1.5-3 มิลลิเมตร ซึ่งจากรูปที่ 4.1-4.5 และตารางที่ 4.2 แสดง
ใหเห็นวาพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจแมจะผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการแยกพลาคเดี่ยวถึง 3
คร้ังแลวแตพลาคที่ไดยังคงมีขนาดไมเทากันทุกพลาคซึ่งไมไดหมายความวาแอคติโนฟาจดังกลาว
ไมบริสุทธิ์ แตลักษณะเชนนี้เกิดขึ้นในแอคติโนฟาจสวนใหญ เชน   ฟาจ φ SPK1 ใหพลาคที่มี
ขนาด 2-3 มิลลิเมตรบนลอนของ Streptomyces galilaeus (Kuhn et al., 1987)  ฟาจ Bα ให
พลาคที่มีขนาด 0.5-1 มิลลิเมตรกับโฮสทคือ Streptomyces lavendulae ในขณะที่ฟาจ S985
และ S57 ใหพลาคที่มีขนาด 2-3 มิลลิเมตร (Nakano et al., 1981) ซึ่ง Dowding (1973) ได
อธิบายถึงสาเหตุที่พลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจชนิดเดียวกันแตมีขนาดไมเทากันวาเกิดเนื่องจาก
การศึกษาแอคติโนฟาจตองใชสปอรของแอคติโนมัยซิทีสซึ่งเปนไปไดยากที่จะควบคุมอายุหรือการ
งอกของสปอรใหเกิดขึ้นพรอมกัน และถาในสปอรแขวนลอยมีมัยซีเลียมปนเปอนอยูดวย ฟาจ
จํานวนมากจะเขาไปเกาะติดกับมัยซีเลียมโดยไมเกิดการเพิ่มจํานวนของฟาจทําใหการแพรกระ
จายของฟาจสูเซลลที่อยูใกลเคียงมีนอยลง ดวยเหตุนี้ทําใหพลาคที่เกิดจากแอคติโนฟาจชนิดเดียว
กันมีขนาดไมเทากัน
              เมื่อนําเชื้อที่เจริญอยูในพลาคขุนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2 มาแยกให
ไดเปนโคโลนีเดี่ยวและนํามาตรวจสอบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิม พบวา
โคโลนีที่ไดจากพลาคของสเตรปโตมัยซิทีสแตละสายพันธุนั้นจะมีบางโคโลนีที่ไมมีภูมิตานทานตอ
การติดเชื้อซํ้าจากฟาจชนิดเดิม ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจากขั้นตอนการแยกเชื้อจากพลาคซึ่งมีขนาดเล็ก
มากอาจมีสปอรหรือมัยซีเลียมที่ไมเกิดการติดเชื้อจากฟาจปนเปอนมาในขั้นตอนนี้ได แตโคโลนีไล
โสเจนที่มีภูมิคุมกันตอการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมก็สามารถแยกจากพลาคที่เกิดจาก   
แอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดไดเชนกัน ผูวิจัยคาดคะเนวาการที่ไลโสเจนสามารถตานฟาจชนิดเดิมได
อาจเนื่องมาจาก โปรตีนยับยั้งที่มีอยูในเซลลสามารถยับยั้งการทํางานของยีนที่ควบคุมการเกิด
ไลโสเจนิคไซเคิลบนดีเอ็นเอของฟาจที่เขามาใหม (Maloy et al., 1993) หรือ อาจเกิดจากการที่
ไลโสเจนมีสมบัติเปลี่ยนแปลงไป เชน เกิดการเปลี่ยนแปลงบริเวณตาํแหนงที่จําเพาะกับการเกาะ
ติดของฟาจ ทําใหฟาจไมสามารถเกาะติดกับโฮสทไดเชนเดียวกับไลโสเจนที่เกิดจากฟาจ φ80
และฟาจ N15 (Vostrov et al., 1996) จากคุณสมบัติของแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด ที่ใหพลาค
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ลักษณะขุนและสามารถทําใหโฮสทเกิดไลโสเจนที่มีภูมิคุมกันจากแอคติโนฟาจชนิดเดิมได แสดง
วาแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2 เปนเทมเพอเรตฟาจ 
              จากลักษณะพลาคขุน และ การตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอฟาจชนิดเดิมเปนขอ
มูลพอที่จะบอกไดวาแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดเปนเทมเพอเรตฟาจ (Ogata et al., 1985; Suenaga
et al., 1994) แตผูวิจัยใครจะศึกษาตอถึงการมีภูมิคุมกันตอแอคติโนฟาจชนิดอื่น รวมทั้งศึกษา
การปลดปลอยฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติและโดยการชักนํา เพื่อใหไดขอมูลสนับสนุนวา
แอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดเปนเทมเพอเรตฟาจมากขึ้น จากการตรวจสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอ
การติดเชื้อจากแอคติโนฟาจชนิดอื่นๆ พบวาไลโสเจนของ S. griseus KA1198 สามารถตานการ
ติดเชื้อจากแอคติโนฟาจ TN1 และ TN6 ซึ่งมี S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-
1เปนโฮสทไดแตกลับไมสามารถตานทานการติดเชื้อจากฟาจ Tg3 และ Tg4 ที่มี S. griseus
KA1198 เปนโฮสทได เชนเดียวกับผลที่เกิดจากการทดสอบไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP
5483 สามารถตานฟาจ TN2 และ TN3 ได แตไมสามารถตานฟาจ Tlu4 ที่มี S. luteogriseus ISP
5483 เปนโฮสทได และไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NOV-1
สามารถตานฟาจ Ac7 ไดแตกลับไมสามารถตานการติดเชื้อจากฟาจ TN1 ซึ่งมีโฮสทเปนชนิด
เดียวกับไลโสเจนไดเชนกัน ซึ่งผูวิจัยคาดคะเนวาการที่ไลโสเจนสามารถตานแอคติโนฟาจชนิดอื่น
ไดอาจเนื่องมาจากดีเอ็นเอของฟาจชนิดนั้นๆอาจมีบริเวณที่จําเพาะตอโปรตีนที่ยับยั้งกลไกการ
เกิดไลติคไซเคิลของฟาจที่สรางขึ้นจากไลโสเจนได ในทางกลับกันดีเอ็นเอของฟาจชนิดอื่นที่มีโฮสท
เปนชนิดเดียวกับไลโสเจนอาจไมมีบริเวณที่จําเพาะตอโปรตีนยับยั้งดังกลาวไลโสเจนจึงไมสามารถ
ตานฟาจเหลานี้ได (Maloy et al., 1993) การทดสอบภูมิคุมกันของไลโสเจนตอแอคติโนฟาจชนิด
อ่ืนๆยังไมพบรายงานจากผูวิจัยอ่ืน สวนใหญเปนรายงานการตรวจสอบภูมิคุมกันจากแอคติโนฟาจ
ชนิดเดียวกับที่ทําใหเกิดไลโสเจนเทานั้นจึงยังขาดขอมูลที่ใชในการเปรียบเทียบหรืออธิบายผลที่ได
จากการทดลองนี้
              การตรวจสอบการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรมชาติเปนอีกวิธีหนึ่งที่
นิยมใชในการตรวจสอบเทมเพอเรตฟาจ (Dowding and Hopwood, 1973; Stuttard, 1982;
Kuhn et al., 1987; Herron and Wellington, 1990) ซึ่งจากผลการทดลองในรูปที่ 4.9-4.11
แสดงใหเห็นวาไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดสามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมา
ไดเองโดยธรรมชาติ ดังนั้นจึงเปนอีกเหตุผลหนึ่งที่สนับสนุนวาแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2
เปนเทมเพอเรตฟาจ และเมื่อเปรียบเทียบการปลดปลอยอนุภาคฟาจออกจากไลโสเจนโดยธรรม
ชาติเมื่อเลี้ยงในภาวะตางๆ (ดังแสดงในตารางที่ 4.9) พบวาไลโสเจนทั้ง 3 ชนิดสามารถปลดปลอย
อนุภาคฟาจออกมาไดดีในภาวะที่มีสารอาหารสมบูรณ คือ ในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท ซึ่ง
ผลดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัยของ Nakano และคณะ (1981) ที่สามารถแยกแอคติโนฟาจ Bα
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ไดเมื่อเลี้ยงไลโสเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อนิวเตรียนทบรอท สวนในภาวะที่มีสารอาหารไมสมบูรณคือ
ในสารละลายนอรมอลซาลีนอนุภาคฟาจมักอยูในภาวะที่เปนไลโสเจนมากกวาอยูภายนอกเซลล 
ซึ่งจากงานวิจัยของ Herron และ Wellington (1990) ที่ศึกษาไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิทีสในดิน
พบวาสามารถตรวจสอบอนุภาคฟาจอิสระที่ปลดปลอยออกจากไลโสเจนไดมากเมื่อสปอรไลโสเจน
ของสเตรปโตมัยซิทีสเจริญจนกลายเปนมัยซีเลียม และจากการที่ไลโสเจนสามารถปลดปลอยฟาจ
โดยธรรมชาติไดดีในภาวะที่มีสารอาหารสมบูรณนี้ทําใหเกิดการกระจายยีนระหวางสเตรปโตมัย   
ซิทีสที่อยูในดินได สวนการเลี้ยงไลโสเจนในภาวะที่ใหโดนแสงเปรียบเทียบกับภาวะที่มืดพบวาการ
ปลดปลอยฟาจโดยธรรมชาติเกิดขึ้นไดไมแตกตางกัน แสดงวาแสงไมไดเปนปจจัยที่สําคัญที่ทําให
ไลโสเจนปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาโดยธรรมชาติ แตปจจัยที่มีผลคือความสมบูรณของสาร
อาหาร
              จากผลการศึกษารูปรางของแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7 และ TN2 ดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองผาน พบวาแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดมีรูปรางเหมือนกัน คือ มีสวนหัวเปนรูปหก
เหล่ียม สวนหางยาวไมสามารถหดไดและไมมีสวนที่เปนแผนฐาน แตมีขนาดแตกตางกันดังแสดง
ในตารางที่ 4.10 เมื่อจําแนกแอคติโนฟาจตามรูปรางของฟาจดวยวิธีการของ Bradley ( 1967)   
แอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดจัดอยูในกลุม B ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับแอคติโนฟาจชนิดตางๆที่จัดอยูใน
กลุม B ตามที่มีรายงานการวิจัยมาจะพบวา ฟาจเหลานั้นมีรูปรางที่คลายคลึงและมีขนาดใกล
เคียงกับแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 5.1 นอกจากนี้ผลการวิจัยที่ไดยังสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Ackermann และคณะ (1985) ที่รายงานวาแอคติโนฟาจที่มีผูศึกษามาทุกชนิดจะ
มีสวนหางเปนสวนประกอบแตไมพบแอคติโนฟาจที่มีลักษณะเปนสายยาว ซึ่งเมื่อจัดจําแนกแอคติ
โนฟาจเหลานี้ตามวิธีของ Reanney และ Ackermann (1982) จะจัดอยูในกลุมตางๆไดเพียง 6
กลุมจากทั้งหมด 18 กลุม คือ A1-A2, B1-B2 และ C1-C2 และถาจัดจําแนกแอคติโนฟาจ Tg2,
Ac7 และ TN2 ดวยวิธีของ Reanney และ Ackermann ตามลักษณะรูปราง แอคติโนฟาจทั้ง 3
ชนิดจัดอยูในกลุม B1 ซึ่งรูปรางแอคติโนฟาจของสเตรปโตมัยซิทีสแทบทุกชนิดจัดอยูในกลุมนี้
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ตารางที่ 5.1 ขนาดรูปรางของแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7, TN2 และตัวอยางแอคติโนฟาจชนิดอื่นที่จัด
อยูใน Bradley กลุม B

              จากผลการศึกษาโฮสท-เรนจพบวาแอคติโนฟาจทั้ง Tg2, Ac7 และ TN2 สามารถทําให
สเตรปโตมัยซิทีสอางอิงอื่นจํานวน 36 สายพันธุนอกเหนือจากสายพันธุที่เปนโฮสท เกิดการติดเชื้อ
ได 12, 14 และ 10 สายพันธุตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาโฮสท-เรนจในแอคติโนฟาจ
ชนิดอื่นๆ เชน แอคติโนฟาจ R4 ซึ่งเปนแอคติโนฟาจที่มีโฮสท-เรนจกวางสามารถทําใหสเตรปโตมัย
ซิสติดเชื้อได 18 สายพันธุจากเชื้อทดสอบ 36 สายพันธุ (Chater and Cater, 1979) หรือแอคติโน
ฟาจ SAt 28 มีโฮสท-เรนจกวางเชนกันสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสติดเชื้อได 12 สายพันธุจาก
จํานวนเชื้อทดสอบทั้งหมด 50 สายพันธุ (Suenaga et al., 1994) ในขณะที่แอคติโนฟาจชนิดที่มี
โฮสท-เรนจแคบจะสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสติดเชื้อไดเพียง 1 หรือ 2 สายพันธุเทานั้น
(Stuttard and Dwyer, 1981; Ogata et al., 1985) ดังนั้นจึงกลาวไดวาแอคติโนฟาจ Tg2, Ac7
และ TN2 เปนเทมเพอเรตแอคติโนฟาจที่มีโฮสท-เรนจกวาง
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              จากตารางที่ 4.11 สเตรปโตมัยซิสบางสายพันธุ เชน S. ambofaciens KCC S-0204, S.
niveus KCC S-0251, S. lincolnensis JCM 4287 พบวามีการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด
ได ในขณะที่ S. tauricus JCM 4837, S. alboniger ATCC 12461 S. bikiniensis JCM 4011
และ Kitasatospora griseola JCM 3339 ซึ่งมีความใกลชิดกับสเตรปโตมัยซิทีสมากแตกตางกันที่
กรดไดอะมิโนพิเมลิก (diaminopimelic acid) ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลล (Takahashi and
Omura, 1987) ไมพบการติดเชื้อจากแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิด จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวา
สเตรปโตมัยซิสบางชนิดอาจมีความจําเพาะกับแอคติโนฟาจไดหลายชนิด ในขณะที่บางชนิดอาจมี
ความจําเพาะกับฟาจไดนอยชนิดหรือไมมีความจําเพาะกับฟาจเลย ซึ่งอาจขึ้นอยูกับความจําเพาะ
ของฟาจตอบริเวณที่เกาะติดบนเซลล หรือเกิดจาก host controlled restriction and modification
system ของโฮสทเอง   
              เมื่อชักนําไลโสเจนของสเตรปโตมัยซิสทั้ง 3 ชนิดดวย แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คลื่น 254 นาโนเมตร ระยะหาง 40 เซนติเมตร เปนระยะเวลาตั้งแต 0-10 นาที พบวาเมื่อฉายแสง
ระยะเวลาไมเกิน 2 นาที ไลโสเจนของ S. griseus KA 1198 และ S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NOV-1 สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดสูงสุดประมาณ 100 เทาของ
การปลดปลอยฟาจออกมาเองโดยธรรมชาติ แตเมื่อฉายแสงระยะเวลานานขึ้นอนุภาคฟาจที่ปลด
ปลอยออกมาจะลดลงเรื่อยๆตามระยะเวลาที่ทําการฉายแสง และอนุภาคฟาจที่ปลดปลอยจาก
ไลโสเจนที่บมในที่มีแสงหลังจากถูกชักนํามีมากกวาไลโสเจนที่บมในที่มืด (ดังแสดงในตารางที่
4.13-4.15) ผลการการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการทดลองที่ Stuttard (1982) ไดชักนําไลโส
เจนของ Streptomyces venezuelae ที่เกิดจากฟาจ SV2 ใหปลดปลอยฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึน
ประมาณ 4-5 เทา เชนเดียวกับไลโสเจนของ S. azureus ซึ่งเกิดจากแอคติโนฟาจ SAt 1 เมื่อถูก
ฉายแสงสามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึน 1000 เทา (Ogata et al., 1985) ใน
ขณะที่การชักนําไลโสเจนของ Streptomyces cattleya และไลโสเจนของ S. venezuelae โดย
ฉายแสงเปนเวลา 0-2 นาทีไลโสเจนทั้ง 2 ชนิดปลดปลอยฟาจออกมาไดมากขึ้นเล็กนอยเมื่อฉาย
แสงเปนเวลา 1-5 วินาทีแตเมื่อฉายแสงนานกวา 5 วินาทีฟาจที่ปลอยออกมาจะนอยกวาฟาจที่
ปลดปลอยออกมาเองโดยธรรมชาติ (Anne et al., 1984) ซึ่งรายงานดังกลาวคลายกับผลของการ
ชักนําไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483 ที่สามารถปลดปลอยฟาจออกมาไดเพิ่มข้ึนเล็ก
นอยในชวงระยะเวลาที่ฉายแสง 0.5-1 นาทีแรกหลังจากนั้นการปลดปลอยฟาจจะลดลงต่ํากวา
การปลดปลอยเองโดยธรรมชาติ
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             ไลโสเจนของ S. griseus KA 1198 เมื่อถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี ที่ความเขมขนของ
ไมโตมัยซิน ซี 1-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนไดประมาณ 10
เทาของการปลดปลอยโดยธรรมชาติสวนไลโสเจนของ S. luteogriseus ISP 5483 จะปลดปลอย
ฟาจเพิ่มข้ึนไดประมาณ 10 เทาเมื่อใชความเขมขนไมโตมัยซิน ซี เปน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่
ระยะเวลาในการบม 1-2 ชั่วโมง ในขณะที่ไลโสเจนของ S. hygroscopicus subsp
hygroscopicus NOV-1 สามารถปลดปลอยฟาจเพิ่มข้ึนไดมากถึง 100 เทา ที่ความเขมขนของไม
โตมัยซิน ซี เปน 5 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผลการทดลองที่ไดแสดงวาไลโสเจนของสเตรป
โตมัยซิทีสทั้ง 3 ชนิดสามารถถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี ได เชนเดียวกับการทดลองของ Ogata
และคณะ (1985) ที่ไลโสเจนของ S. azureus ถูกชักนําดวยไมโตมัยซิน ซี ไดสามารถปลดปลอย
ฟาจเพิ่มข้ึนประมาณ 100 เทา มีรายงานวาไมโตมัยซิน ซี มีผลตอการชักนําใหไลโสเจนปลดปลอย
ฟาจออกมานอย เชน ไลโสเจนของ S. galilaeus ท่ีเกิดจากฟาจ SPK1 (Kuhn et al., 1987) หรือ
ไลโสเจนที่เกิดจากแอคติโนฟาจ φ C31 พบวาทั้งการฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลตและการชักนํา
ดวยไมโตมัยซิน ซี ไมสามารถทําใหการปลดปลอยฟาจเพิ่มมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการปลด
ปลอยออกมาเองธรรมชาติ (Sinclair and Bibb, 1988)

การวิจัยครั้งนี้เลือกใชความเขมขนของไมโตมัยซิน ซี และระยะเวลาในการบมไลโสเจน
ตามรายงานที่มีผูไดทําการศึกษาวิจัยมา เชน Ogata และคณะ (1985) ใชไมโตมัยซิน ซี ความเขม
ขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรระยะเวลาในการบม 1 ชั่วโมง Kuhn และคณะ (1987) ใชความเขม
ขนของไมโตมัยซิน ซี นอยกวา คือ ความเขมขนตั้งแต 0-5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตใชระยะเวลา
ในการบมนานถึง 24 ชั่วโมง และMatsuura และคณะ (1995) ใชความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรระยะเวลาบม 3 ชั่วโมง ดังนั้นผูวิจัยจึงไดเลือกใชความเขมขนของ ไมโตมัยซิน ซี ตั้งแต
0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ ระยะเวลาในการบมเปน 0-3 ชั่วโมง ในการชักนําไลโสเจนดวย
ตัวชักนําทั้ง 2 ชนิดจะไดผลดีเมื่อสปอรของไลโสเจนอยูในชวงที่กําลังงอกทําไดโดยการเลี้ยงสปอร
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวกอนการชักนําเปนเวลา 3-8 ชั่วโมง (Ogata et al., 1985; Matsuura et
al., 1995) ซึ่ง Stuttard (1982) ไดทําการทดลองเปรียบเทียบการชักนําไลโสเจนของ S.
venezualae ในรูปของสปอรที่ยังไมงอกและสปอรที่ทําใหเกิดการงอกกอนชักนําประมาณ 4
ชั่วโมง ผลที่ไดพบวาสปอรที่งอกสามารถถูกชักนําใหปลดปลอยฟาจออกจากไลโสเจนไดมากกวา
ไลโสเจนในรูปของสปอรที่ยังไมงอกถึง 6 เทา ดังนั้นในการทดลองนี้ จึงเลี้ยงสปอรในนิวเตรียนท
บรอทกอนการชักนําเพื่อใหประสิทธิภาพในการปลดปลอยฟาจออกจากไลโสเจนดีขึ้น
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              งานวิจัยนี้บรรลุตามวัตถุประสงคที่ตั้งไว กลาวคือ จากการทดลองกับแอคติโนฟาจทั้ง 3
ชนิด คือ Tg2 และ TN2 ที่ผูวิจัยแยกได และ Ac7 (เจนจิรา, 2543) พบวาใหพลาคที่มีลักษณะขุน
บนลอนของ S. griseus KA1198, S. hygroscopicus  subsp.  hygroscopicus NOV-1 และ S.
luteogriseus ISP 5483 ตามลําดับ ฟาจทั้ง 3 ชนิดสามารถทําใหโฮสทเกิดไลโสเจนที่มีภูมิคุมกัน
ตอแอคติโนฟาจชนิดเดิมและแอคติโนฟาจอื่นบางชนิดได ไลโสเจนดังกลาวยังสามารถปลดปลอย
อนุภาคฟาจออกมาไดเองโดยธรรมชาติและถูกชักนําใหปลดปลอยอนุภาคฟาจเพิ่มข้ึนไดดวยแสง
อัลตราไวโอเลตและไมโตมัยซิน ซี ซึ่งลักษณะที่กลาวมาทั้งหมดนี้เปนลักษณะของเทมเพอเรตฟาจ
เมื่อจัดจําแนกแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดตามรูปรางลักษณะของฟาจดวยวิธีการของ Bradley ฟาจที่
แยกไดทั้งหมดจัดอยูในกลุม B นอกจากนี้เทมเพอเรตแอคติโนฟาจทั้ง 3 ชนิดที่แยกไดยังมีโฮสท-
เรนจกวางอีกดวย
              งานวิจัยนี้เปนรายงานการศึกษาครั้งแรกของประเทศ ในเรื่องลักษณะและสมบัติของเทม
เพอเรตฟาจของสเตรปโตมัยซิทีส ขอมูลตางๆที่ไดสามารถนําเทมเพอเรตฟาจดังกลาว โดยเฉพาะ
เทมเพอเรตฟาจ TN2 ซึ่งมีโฮสท-เรนจกวาง และสามารถทําใหสเตรปโตมัยซิสหลายชนิดเกิดการ
ติดเชื้อแลวใหพลาคที่มีลักษณะขุน ไปพัฒนาใชเปนพาหะในการโคลนยีนของสเตรปโตมัยซิสชนิด
ตางๆได ดังที่มีผูไดทําการศึกษากับพาหะตัวอื่นมากอน (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
วุนผง 18.0 กรัม
น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 500.0 มิลลิลิตร

              ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.0
              ตมถั่วเขียวบดกับน้ําประปาจนเดือด  กรองเอาถั่วเขียวออก  นําน้ําตมถั่วเขียวที่ไดมาเติม
น้ําตาลแมนนิทอล  วุนผง และน้ํากลั่น  ปรับคาความเปนกรดดาง  แลวนําไปตมอีกครั้งจนเดือด
              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว)

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

              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

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

              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน



4.ซอฟทอการ  (Soft Agar)
สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม
วุนผง 5.0 กรัม
น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร

              แบงใสในหลอดทดลองหลอดละ  3  มิลลิลิตร
              นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน



ภาคผนวก ข

การเตรียมสารเคมี

1. การเตรียม 0.1 โมลารแอมโมเนียมอะซิเตตบัฟเฟอร
แอมโมเนียม อะซิเตต  (C2H7NO2) 0.77 กรัม
น้ํากลั่น 100.0 มิลลิลิตร

              ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน  7.0  ดวย 1 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซด

2.การเตรียม 50 มิลลิโมลารเตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต
เตตระโซเดียมไพโรฟอสเฟต กรัม
น้ํากลั่น 100.0 มิลลิลิตร



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ
              นายธีรพัฒน  เวชชประสิทธิ์  เกิดวันที่ 19  ธันวาคม พ.ศ. 2519  ที่กรุงเทพมหานคร
สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2540  และ เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรม
หาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2541

ผลงานทางวิชาการ
              ธีรพฒัน เวชชประสิทธิ์ เจนจิรา เดชรักษา และ สุรีนา ชวนิชย. 2544. ลักษณะบาง
ประการของแอคติโนฟาจที่แยกจากดินในประเทศไทย. การเสนอผลงานทางวิชาการแบบบรรยาย
ที่การประชุมวิชาการ คร้ังที่ 9. 20-21 มีนาคม, คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
              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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