
บทที่ 2
วารสารปริทรรศน์

2.1 ป ร ะ ว ัต ิก า ร ค้นพบ (Duckworth, 1976)
ฟาจจัดเป็นไวรัสกลุ่มที่สามที่ถูกค้นพบรองจากไวรัลสัตว์และไวรัสพืช มีรายงาน 

เกี่ยวกับฟาจครังแรกในปี ค.ศ. 1915 โดย Frederick พ. Twort ลามารถแยกฟาจที่ทำลาย 
เซลล์ของแบคทีเรียในกลุ่มไมโครคอคไค (micrococci) และบาซิลไล (bacilli) ที่อยู่ในระบบทาง 
เดินอาหาร ในขณะนั้นเขาสรุปว่าเกิดจากไวรัสแต่ไม่ได้ทำการคืกษาต่อ ต่อมาในปี ค.ศ.1917 
Felix d’Herrell ได ้ทำการทดลองกับผู้ปวยโรคบิดซึ่งม ีลาเหตุมาจากแบคทีเรีย Shigella 
dysenteriae d’Herrele แยกเชือนจากอุจจาระของผู้ปวยและทำการกรองของเหลวออก 
จากอุจจาระนั้นด้วย จากนั้นนำของเหลวที่กรองได้ผสมลงไปในอาหารเหลวที่ลำหรับเลี้ยงเชื้อ
ร. dysenteriae และนำไปลเปรด (spread) ลงบนจานเพาะเชื้อ เมื่อทิ้งไว้ขามคืน พบว่าอาหาร 
เหลวที่เลี้ยงเชื้อมีลักษณะใส และบนจานเพาะเชื้อไม่มี ร. dysenteriae เจริญ เขาจึงสรุปว่าของ 
เหลวที่กรองได้เป็นลิ่งม ีชีวิตที่มองไม่เห ็น นั้นคือไวรัล แต่เป็นไวรัลของแบคทีเรีย จึงเรียก ไวรัล 
นี้ว่า แบคเทอริโอฟาจ ซึ่งมีความหมายว่าผู้กินแบคทีเรีย (bacteria eater)

2.2 ค ุณ สม'นต ิท ั่’วไป ของฟ าจ
ฟาจเป็นออบลิเกตพาราไซด์ของแบคทีเรีย นั้นคืออนุภาคฟาจที่เป็นอิสระลามารถ 

มีชีวิตอยู่ไค้ด้วยตัวเอง แต่การเพิ่มจำนวนของอนุภาคจะเกิดชื้นเฉพาะในเซลล์แบคทีเรียเท่านั้น
แม้ว,าฟาจล,วนใหญ่มียีนที่ควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนหลายชนิด แต่ฟาจจำเป็นต้องใช้ระบบ 
การสังเคราะห์โปรตีน (protein-synthesizing system) กรดอะมิโน และระบบการสร้างพลังงาน 
(energy-generating system) ของเซลล์แบคทีเรีย ตังนั้นการที่ฟาจจะลามารถเพิ่มจำนวน
อนุภาคได้จะต้องอยู่ในเซลล์แบคทีเรียที่มีเมตาบอลิซึมเท่านั้น ฟาจแต่ละอนุภาคจะมีกระบวน
การเพื่อการดำรงชีวิตตังนี้

1. การป้องกันอันตรายของกรดนิวคลีอิคจากสิ่งแวดล้อมทางเคมี ซ่ึงอาจจะทำ 
ให้โมเลกุลของกรดนิวคลีอิคของฟาจเกิดการเปลี่ยนแปลงได้ เช่น การแตกหักของโมเลกุลกรด 
นิวคลีอิคอันเป็นสาเหตุของการกลายพันธุ

2. การส่งกรดนิวคลีอิคของฟาจเข้าลุ่เซลล์แบคทีเรีย
3. การทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์แบคทีเรียที่เกิดการติดเชื้อฟาจไปเป็น 

เซลล์ที่มีการเพิ่ม1จำนวน,ของฟาจอยู่ภาย,ไน
4. การปลดปล่อยอนุภาคฟาจใหม่จากเชลล์แบคทีเรีย
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ฟาจทุกชนิดจะมีกระบวนการต่างๆเพื่อการดำรงชีวิตไนรูปแบบดังกล่าว 
ข้างต้น แต่อาจจะมีความแตกต่างกันในรายละเอียดของกระบวนการ (Maloy étal., 1994)

2.3 โครงสร้างพื้นฐานของฟาจ
โครงลร้างพื้นฐานของอนุภาคฟาจประกอบด้วย

2.3.1 แคพชิด (capsid) คือ โปรตีนห่อหุ้ม (protein coat) ทำหน้าที่ 
ห่อหุ้มกรดนิวคลีอิคไว้ภายใน เพื่อป้องกันการย่อยสลายจากเอนไซม์นิวคลีเอส แคพชิดประกอบ 
ด้วยแคพโซเมอร์ (capsomer) หลายหน่วยมาเร้ยงต่อกัน ทำให้เกิดรูปร่างได้หลายแบบ ได้แก่ 
รูปทรงหลายเหลี่ยม (polyhedral) และสายยาว (filamentous) เป็นต้น

แคพชิดรูปทรงหลายเหลี่ยมที่รู้จักกันดี นั่นคือ รูปทรงแบบไอโคซาฮีดรัล 
(icosahedral shape) ซึ่งรูปแบบที่ง่ายที่สุด คือ มีมุมยอด 12 มุม แต่ละมุมประกอบด้วย แคพโซ 
เมอร์ 5 หน่วยมาประกอบกันหรอเร้ยกว่า เพนตอน (penton) และมีหน้าของสามเหลี่ยมด้านเท่า 
20 หน้าซึ่งเกิดจากแคพโซเมอร์ 6 หน่วยหร้อเรียกว่า เฮกซอน (hexon) มาเรียงตัวรอบล่วน 
เพนตอน (ดังแสดงในรูปที่ 2.1) โครงสร้างนี้บางครั้งจะเรียกว่า ส่วนหัว (head) ซึ่งในฟาจแต่ 
ละชนิดมีขนาดแตกต่างกัน หากมีขนาดใหญ่และมีความซับช้อนมากนั้นเกิดจากการแบ่งย่อย
ของหน้าลามเหลี่ยมมากขึ้น แต่ยังคงมี 12 มุมเช่นเดียวกัน

แคพชิดที่มีรูปร่างเป็นสายยาวนั้น เกิดจากการเรียงตัวของแคพโซเมอร์ 
แบบขดเป็นเกลียว โดยมีกรดนิวคลีอิคเป็นแกนกลาง (ดังแสดงในรูปที่ 2.1) นอกจากนี้ในฟาจที่ 
มีโครงสร้างซับซ้อน (complex structure) จะพบว่าส่วนหางของฟาจ (tail) แคพโซเมอร์มีการ 
เรียงตัวแบบขดเป็นเกลียวเช่นกัน มีลักษณะเป็นท่อ (tube) ที่ตรงกลางกลวง ส่วนหางของฟาจมี 
โครงสร้างอื่นๆ ได้แก่ ชีทห่อหุ้ม (tail sheath) แผ่นฐาน (base plate) ใยหาง (tail fiber) เป็นต้น 
(ดังแสดงในรูปที่ 2.2) ส่วนหางมีหน้าที่ในการเกาะติดกับรีเซพเตอร์ (receptor) บนผิวเซลล์
แบคทีเรีย และช่วยในการส่งผ่านกรดนิวคลีอิคเข้าส่เซลล์ (Bradley, 1967 ; Luria et al., 1978)
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Discs

(a) (b)
รูปที่ 2.1 โครงสร้างและการเรียงตัวของแคพชิดรูปทรงไอโคซาฮีดรัล (a) และรูปร่างสายยาว (ช)

(Talaro and Talaro, 1996)

รูปที่ 2.2 ส่วนประกอบต่างๆของอนุภาคฟาจ (Bradley, 1967)



จากการเรียงตัวของแคพโซเมอร์ซี่งเป็นโครงสร้างแคพชิดทำให้เกิดรูปร่างพื้นฐาน 
ของฟาจ 3 แบบ คือ รูปทรงไอโคซาฮีดรัลและไม่มีส่วนหาง (icosahedral tailless) รูปทรงไอโค
ซาฮิดรัลและมีส่วนหาง (icosahedral tailed) และเป็นสายยาว (filamentous) (ตังแสดงในรูปที่
2.3)

รูปท่ี 2.3 รูปร่างอนุภาคพื้นฐาน 3 แบบของฟาจ รูปทรงไอโคซาฮีดรัลและไม่มีส่วนหางของฟาจ 

(})X174 (ai), รูปทรงไอโคชาฮีดรัลและมีส่วนหางของฟาจ T4 (ช1), และรูปร่างลาย 
ยาวของฟาจ M13 (c1) จากกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน และเป็นรูป
ไดอะแกรมแสดงรูปร่างอนุภาคฟาจทั้ง 3 แบบ (a2), (ช2) และ (c2) (Maloy et al.,
1994)
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2.3.2 กรดนิวคลีอิค (nucleic acid)
ในแต่ละอนุภาคของฟาจทุกชนิดจะมีกรดนิวคลีอิคบรรจุอยู่เพียงรูปแบบ 

เดียวเท่านั้น โดยกรดนิวคลีอิคของฟาจแต่ละชนิดจะมีรูปแบบต่างๆกัน ดังนี้ ดีเอ็นเอสายเดี่ยว 
(single-stranded DNA) ดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA) อาร์เอ็นเอสายเดี่ยว (single- 
stranded RNA) และอาร์เอ็นเอสายคู่ (double-stranded RNA)

ในฟาจที่มีส่วนหัวเป็นรูปทรงหลายเหลี่ยมนั้น ความยาวของกรดนิวคลีอิค 
จะยาวกว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของส่วนหัวมาก ดังหันกรดนิวคลีอิคจะอัดตัวแน่นอย่างมาก
อยู่ในบริเวณที่ว่างหรือโพรงภายในแคพชิด ส่วนกรดนิวคลีอิคในฟาจที่มิรูปร่างเป็นสายยาวจะฝัง 
ตัวกับแคพโซเมอร์ที่ขดเป็นเกลียวและจะอยู่ในรูปที่ขยายตัวออกไป (Dimmock and Primrose, 
1988 ; Morgan, 1993)

2.4 การจ ัดจำแนกฟาจ
Bradley (1967) ได้ทำการจัดจำแนกฟาจโดยอาศัยรูปร่างของฟาจจากกล้อง 

จุลทรรศน์อิเลคตรอนและชนิดของกรดนิวคลีอิคออกเป็น 6 กลุ่ม ดังนี้ (ดังแสดงในรูป 2.4)
(Bradley, 1967 )

A. มีส่วนหัวเป็นรูปหกเหลี่ยม (hexagonal) และมีส่วนหางที่มีชี'ทที่หดตัว’ได้ 
หุ้ม (contractile sheath) อนุภาคมีลักษณะตรง และบริเวณส่วนปลายของอนุภาคมักจะมีโครง 
สร้างอื่น เช่น ใยหาง แผ่นฐาน เป็นต้น มีกรดนิวฅลีอิคเป็นดีเอ็นเอสายคู่

B. มีส่วนหัวเป็นรูปหกเหลี่ยม มีส่วนหางที่มีความยาวมากกว่าขนาดเล้นผ่าน 
ศูนย์กลางของส่วนหัวมาก และไม่มีชีทที่หดตัวได้ห่อหุ้ม อาจมีหริอไม่มีโครงสร้างบริเวณปลาย 
อนุภาคก็ได้ มีกรดนิวคลีอิคเป็นดีเอ็นเอสายคู่

C. มีส่วนหัวเป็นรูปหกเหลี่ยม มีส่วนหางที่มีความยาวสั้นกว่าขนาดเส้นผ่าน 
ศูนย์กลางของส่วนหัวและไม่สามารทหดตัวได้ มีกรดนิวคลีอิคเป็นดีเอ็นเอสายคู่

D. รูปหกเหลี่ยม ที่ประกอบด้วยแคพโซเมอร์ฃนาดใหญ่และมีปุม (knob) เกาะ 
อยู่บนมุมยอดของแคพชิด มีกรดนิวคลีอิคเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว

E. รูปหกเหลี่ยมที่ประกอบด้วยแคพโซเมอร์ฃนาดเล็ก มีกรดนิวคลีอิคเป็นอาร์
เอ็นเอสายเดี่ยว

F. รูปร่างลายยาว มีกรดนิวคลีอิคเป็นดีเอ็นเอลายเดี่ยว
นอกจากนี Reanney และ Ackermann (1982) ได้ทำการจัดจำแนกฟาจเป็น 7 

กลุ่มหลัก คือ A-G ซึ่งในกลุ่ม A-F นั้นนอกจากจะใช้รูปร่างของอนุภาคและชนิดของกรดนิวคลีอิค 
ในการจัดจำแนกเช่นเดียวกับวิธี Bradley แล้ว ในแต่ละกลุ่มหลักยังมีการแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อย
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โดยอาศัยขนาดของแคพชิดมาเป็นหลักเกณฑ์ไนการจำแนกด้วย ทำให้สามารถแบ่งออกเป็น 17 
กลุ่มย่อย และมีเพิ่มขึ้นมาอีกหนึ่งกลุ่ม คือ กลุ่ม G ซึ่งเป็นฟาจที่มีรูปร่างไม่แน่นอนและมีกรด 
นิวคลีอิคเป็นดีเอ็นเอลายคู่ (Reanney and Ackermann, 1982)

คณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดหมวดหมู่ไวรัส (International Committee 
for Taxonomy of Viruses : ICTV) ได้ทำการพัฒนาการจัดจำแนกหมวดหมู่โดยอาศัยหลักเกณฑ์ 
3 ประการ คือ ซนิลกรดนิวคลีอิค จำนวนลายของกรดนิวคลีอิค (nucleic acid strandedness) 
การมีหรือไม่มีเอนเวโลบ (envelope) หุ้มอนุภาค เพื่อใช้เป็นเกณฑ์การเรียกซื่อฟาจในระดับแฟมิลี่ 
(family) (Matthews, 1982) ดังแลดงในรูปที 2.5

2.5 การเพิ่มจำนวนอนุภาคฟาจ
กลไกการเพิ่มจำนวนอนุภาคฟาจในแบคทีเรียสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลไก คือ 

ไลติคไซ เคิลและไลโสเจนิคไซเคิล

ไลติคไซเคิล (Lytic cycle)
ฟาจท่ีสามารถเพ่ิม'จำนวน'ไน'ไลติค'ไซเคิลเรียก'ว่า ไวรูเลนต์ฟาจ (virulent 

phage) ซ ึ่งขั้นตอนสุดท้ายของไซเคิลนั้นจะทำให้เชลล์แบคทีเรียเกิดการแตก (lysis) และตาย 
ได ้ (Duckworth, 1987) ตัวอย่างของไวรูเลนต์ฟาจได้แก่ ท ี- อ ีเวนฟาจ (T-even phage : J2, T4 
และ T6) เป็นต้น ม ีการศึกษากลไกต่างๆของไลติคไชเคิลอย่างมากในฟาจกลุ่มท ี- อ ีเวนฟาจ
โดยมี E. coli เป็นโฮสท์ ฟาจเหล่านี้ได้มีการศึกษาโครงสร้างและคุณสมบัติทางโมเลกุลมาก 
พอจนสามารถใช้เป็นแบบจำลองของกลไกการเพิ่มจำนวนของฟาจได้ ไลติคไซเคิลประกอบด้วย 
ขั้นตอนดังนี้ (ดังแสดงในรูปที่ 2.6)

1. การเกาะติด' (Attachment)
ฟาจจะใช้ปลายของส่วนหางหรือเรียกส่วนนี้ว่าตำแหน่งเกาะติดของฟาจ 

(attachment site) จับกับตำแหน่งรีเซพเตอร์ (receptor site) ที่จำเพาะบนผนังเซลล์แบคทีเรีย 
โดยการเกาะติดนี้มีการสร้างพันธะด้วยแรงที่อ่อนระหว่างสองตำแหน่ง โดยธรรมชาติตำแหน่ง
รีเซพเตอร์บนผิวเซลล์แบคทีเรียมีหลายชนิด เช่น โปรตีน เปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) 
ไลโพโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) กรดไทโคอิค (teichoic acid) รวมทังแฟลกเจลลา 
(flagella) และพิลไล (pilli) เป็นต้น ซึ่งโดยปกติรีเซพเตอร์เหล่านี้จะมีหน้าที่อื่น เช่น เป็นส่วน 
ประกอบของผนังเชลล์หรือส่วนประกอบของแคปซูล (capsule) มากกว่าจะทำหน้าทีเป็นรีเซพเตอร์ 
ให้ฟาจ (Furukawa et al., 1983 ; Maloy et al., 1994)
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รูปท่ี 2.4 การจำแนกฟาจด้วยวิธีการของ Bradley โดยอาศัยรูปร่างและชนิดของกรดนิวคลีอิค
(Bradley, 1967)

รูปที่ 2.5 การจัดจำแนกและเรียกซื่อฟาจในระดับแฟมิลี (Matthews, 1982)



2. ทารส'งผ่านทรุดนิวคลีอิคของฟาจเข้าสู่เชลล์แบคทีเรีย (Penetration)
หลังจากเกิดการเกาะติดแล้ว ส่วนชีทที่หดตัวได้ของส่วนหางจะหดตัว 

ทำให้ส่วนแกนหาง (tail core) ผ่านเข้าสู่ผ ิวเซลล์จนถึงชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) และส่ง 
ผ่านกรดนิวคลีอ ิคจากส่วนหัวผ่านส่วนแกนหางเข้าลู่ไซโตพลาสซึมโดยที่แคพชิดของฟาจยังคง 
อยู่ภายนอก ตังนั้นกรดนิวคลีอิคจะเข้าสู่เซลล์โดยไม่ผ่านลื่อกลางใด (Furukawa et al., 1983)

ฟาจบางชน ิดม ีหางท ี่ยาวจะสามารถส่งผ ่านกรดน ิวคลีอ ิคเข ้าส ู่ไซโต 
พลาสซึมได้ แต่ฟาจที่มีส่วนหางสั้นจะส่งผ่านไปยังเพอริพลาสซึม (periplasm) ในบริเวณ
เพอริพลาสมิค (periplasmic space) ซึ่งเป็นชันที่อยู่ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้น 
นอก (outer membrane) ที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ ส่วนฟาจที่ไม่มีส่วนหางนั้นฟาจจะทำให้ 
แคพซิดแตกออกก่อน และปล่อยกรดนิวคลีอิคไปที่ผนังเซลล์ก่อนเข้าสู่เซลล์ (Maloy et al.,
1994) และฟาจที่มีรูปร่างเป็นลายยาวพบว่าแคพชิดจะเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียด้วย (Campbell,
1996)

3 การเปล ี่ยนแปลงของแบคท ีเร ียท ี่เก ิดการต ิดเช ื้อไปส ู่กระบวนการสร ้าง
อนุภาคฟาจ

หลังจากที่แบคทีเรียเกิดการติดเชื้อแล้ว ความสามารถในการจำลอง 
ดีเอ็นเอ (DNA replication) การถอดรหัส (transcription) จะลดลงจนไม่ลามารถสังเคราะห์ 
ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอได้อีก เป็นเพราะดีเอ็นเอของแบคทีเรียเกิดการแตกหักหรีอโปรตีนของฟาจที่
ลังเคราะห์ชื้นในเซลลํใปรบกวนการถอดรหัส (Mathews, 1977 ; Maloy et al., 1994)

4. การลังเคราะห์กรดนิวคลีอิคและ'โปรตีน1ของฟาจ
เมื่อดีเอ็นเอของฟาจเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย การสังเคราะห์กรดนิวคลีอิค

ของฟาจจะเริ่มต้นจากการสังเคราะห์เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA : messenger RNA) จากดีเอ็นเอของ 
ฟาจ โดยอาศัยอาร์เอ็นเอโพลีเมอเรล (RNA polymerase) ของแบคทีเรีย ซึงเอ็มอาร์เอ็นเอทีเกิด 
ชื้นในช่วงนี้รียกว่าเอ็มอาร์เอ็นเอช่วงต้น (early mRNA) และจะเกิดการแปลรหัส (translation) 
ไปเป็นโปรตีนและเอนไซม์ที่สำคัญ เช่น ดีเอ็นเอโพลีเมอเรล (DNA polymerase) อาร์เอ็นเอ 
โพลีเมอเรลของฟาจเอง เพื่อใข้ในการเพิ่มจำนวนชุด (copy) ดีเอ็นเอของฟาจและควบคุม
เมตาบอลิซึมในเชลล์แบคทีเรีย หลังจากนั้นมีการถอดรหัสช่วงหลังจากการเพิ่มจำนวนชุดของ
ดีเอ็นเอของฟาจ โดยใช้อาร์เอ็นเอโพลีเมอเรลของฟาจเอง จะได้เอ็มอาร์เอ็นเอช่วงหลัง (late 
mRNA) ซ ึ่งเมื่อแปลร!Tลออกมาจะได้โปรตีนที่เป็นโครงลร้างของอนุภาคฟาจ เช่น แคพชิด
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ส่วนหาง รวมทั้งเอนไซม์และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการประกอบโครงสร้างฟาจและการปลดปล่อย 
อนุภาคฟาจรุ่นใหม่

5. การประกอบเป็นรูปร่างของอนุภาคฟาจ (Morphogenesis)
ในกระบวนการนี้อาศัยโปรตีน 2 กลุ่ม คือ โปรตีนที่เป็นโครงสร้างของ 

ฟาจและโปรตีนช่วยในการประกอบโครงสร้าง ซึ่งโปรตีนกลุ่มที่สองจะใม่เป็นส่วนหนึ่งของอนุภาค 
ฟาจ การประกอบโครงสร้างจะแยกส่วนหัวและส่วนหาง โดยส่วนหัวนั้นดีเอ็นเอของฟาจจะรวม 
ตัวกับโปรตีนจำเพาะอัดแน่นเข้าไปในแคพซิด สำหรับส่วนหางจะประกอบกับโครงสร้างอื่นๆของ 
หางก่อน จากนันหังลองส่วนจะมาเชื่อมต่อกันจนเป็นอนุภาคสมบูรณ์ โดยทั่วไปในเซลล์แบคทีเรีย
1 เซลล์ลามารถผลิตฟาจได้ 5 0 -1 0 0  อนุภาค ทั้งนี้จำนวนอนุภาคฟาจขึ้นกับความจำเพาะของ 
ฟาจและแบคทีเรียด้วย (Luria et al., 1978 ; Maloy et al., 1994)

6. การปลดปล่อยอนุภาคฟาจรุ่นใหม่ออกจากเซลล์แบคทีเรีย (Release)
ขึ้นตอนสุดท้ายของการติดเชื้อจากฟาจ คือ ฟาจจะลังเคราะห์เอนไซม์

2 ชนิดเพื่อทำลายเซลล์แบคทีเรีย คือ เอนไซม์โฮลิน (holin) เพื่อย่อยสลายเยื่อหุ้มเซลล์ และ 
ไลโซไซม์เพื่อย่อยสลายผนังเซลล์ ทำให้เซลล์แบคทีเรียแตกและฟาจถูกปล่อยออกมาภายนอก
(Young, 1992 ; Maloy et al., 1994)

ไลโสเจนิคไซเคิล (Lysogenic cycle)
ฟาจที่มีการเพิ่มจำนวนแบบไลโสเจนิคไซเคิล หรือเพิ่มจำนวนในไลโสเจนิคเซลล์ 

เรียกว่า เทมเพอเรตฟาจ (temperate phage) ซึ่งฟาจประ๓ ทนี้จะไม่ทำให้เซลล์แบคทีเรียแตก
(Bradley, 1967 ; Duckworth, 1987) ตัวอย่างของเทมเพอเรตฟาจ คือ แลมดาฟาจ (lambda
phage) การคืกษาไลโลเจนิคไซ่เคิลนั้นจะใช้แลมดาฟาจที่มี E. coli เป็นโฮสท์เป็นแบบจำลอง 
ไลโสเจนิคไชเคิลประกอบด้วยขันตอนตังนี (ดังแสดงในรูปที่ 2.7)

1. ฟาจจะทำการเกาะติดกับแบคทีเรียในตำแหน่งที่จำเพาะและปล่อยดีเอ็นเอ 
สายตรงเข้าส่เซลล์แบคทีเรีย

2. ดีเอ็นเอสายตรงของฟาจจะเปลี่ยนเป็นรูปวงแหวนปิด
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รูปที่ 2.6 ไลติค ไซเคิลของ T-even phage (Tortora et al., 1995)



■N

3. ดีเอ็นเอของฟาจในรูปวงแหวนปิด ในช่วงแรกจะเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอและถอด
รหัสโดยอาศัยเอนไซม์จากแบคทีเรีย เมื่อได้เอ็มอาร์เอ็นเอของฟาจแล้ว จะเกิดการแปลรหัสและได้ 
โปรตีนชนิดหนึงที่เรียกว่า โปรตีนควบคุม (repressor protein) ซึ่งจะเข้าขัดขวางการทำงานของ 
อาร์เอ็นเอโพลีเมอเรล ทำให้ไม่มีการสังเคราะห์โปรตีนที่เป็นโครงลร้างอนุภาคของฟาจและโปรตีน 
ที่เกี่ยวข้องกับขันตอนการปลดปล่อยฟาจ (release) ดังนั้นจึงไม่เข้าสู่ไลติคไซเคิล จากนั้นดีเอ็นเอ 
ของฟาจในรูปวงแหวนปิดของฟาจจะเข้าสอดแทรก (integration) กับดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ซ่ึง 
จะเรียกฟาจในช่วงนี้ว่า โปรฟาจ (prophage) และเรียกแบคทีเรียนี้ว่า ไลโสเจน (lysogen)
โปรฟาจจะมีการเพิ่มจำนวนไปพร้อมกับการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรีย

แบคทีเรียที่มีโปรฟาจอยู่ในโครโมโซม จะไม,เกิดการติดเชื้อจากฟาจชนิด
เดียวกันอีกครัง เรียกว่า มีภูมิคุ้มกัน (immunity) เป็นเพราะว่าเมื่อดีเอ็นเอของฟาจเข้าสู่ไลโสเจน 
เซลลจะไม่มีการถอดรหัส เพราะโปรตีนควบคุมจะเข้าขัดขวางการทำงานของอาร์เอ็นเอโพลีเมอเรล 
ทำให้ไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนต่อไปได้ (Maloy et al., 1994 ; Campbell, 1996)

4. การซักนำเข้าสู่ไลติคไซเคิล (Induction)
เมื่อแบคทีเรียไม่สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ ลามารถทำให้โปรฟาจหลุดออกจาก 

โครโมโซมแบคทีเรียและเข้าสู'ไลติคไซเคิลเพื่อผลิตอนุภาคฟาจรุ่นใหม่ การชักนำโปรฟาจเข้าสู่
ไลติคไซเคิลนั้นจะมีความเกี่ยวข้องกับการลดระดับลงของโปรตีนควบคุม การ'ชักนำเข้าสู่ไลติค
ไซเคิลนั้นสามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ หรือเกิดจากการตอบสนองของแบคทีเรียที่มีต่อสิ่ง
แวดล้อมภายนอก เช่น แสงอุลตราไวโอเลตหรือสารเคมีที่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ เป็นต้น (Luria 
et al., 1978 )

2.6 การเพาะเลี้ยงฟาจ
การเพาะเลี้ยงฟาจเพื่อเพิ่มบ[ริมาณให้มากขึ้น ทำได้โดยการนำฟาจไปเพิ่ม

จำนวนในโฮสท์เซลล์ของแบคทีเรียที่มีแอคติวิตีของการเจริญเติบโต ซึ่งการเพาะเลี้ยงฟาจนั้น
ลามารถทำได้2 วิธี คือ

1. การเพาะเลี้ยงในอๆหารเหลว
นำฟาจและแบคทีเรียใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ฟาจจะเข้า

ทำลายเซลล์แบคทีเรียและทำให้เซลล์แตก ซึ่งทำให้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมีลักษณะใสเมื่อเปรียบ
เทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแต่การเจริญของเซลล์แบคทีเรียเพียงชนิดเดียว (Wistreich and 
Lechtman, 1980)
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รูปที่ 2.7 ไลโสเจนิค ไซเคิลของแลมดาฟาจ (Tortora et al., 1995)

2. การเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นในจานเพาะเลี้ยงเชื้อโดยวิธีกา?ทำอาหารวุ้นสอง 
ชัน (double agar layer method)

นำฟาจและแบคทีเรียมาผสมกันในอาหารวุ้นเหลว (soft agar) ท่ี 
อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากนั้นเทลงบนอาหารวุ้นแข็งในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ บ่ม 
ทิ้งไว้ พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญบนชื้นของอาหารวุ้นเหลวหรือชั้นบนสุดของจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
มีลักษณะเป็นชื้นบางๆ ครอบคลุมบนผิวอาหารวุ้น เรียกว่า ลอน (lawn) ส่วนแบคทีเรียที่ถูกฟาจ 
เข้าทำลายจะเกิดการแตกและปลดปล่อยอนุภาคฟาจรุ่นใหม่ออกมา จากนั้นอนุภาคใหม่จะเข้า
ทำลายเซลล์ข้างเคียงต่อไป ทำให้ไม่มีการเจริญของแบคทีเรียเป็นบริเวณหนึ่ง เกิดเป็นบริเวณใส 
ขึ้นบนลอนแบคทีเรีย เรียกว่า พล๊าค (plaque) ดังแสดงในรูปท่ี 2.8 ซึ่ง'วิธีนีนอก1จากเป็นการ 
เพาะเลี้ยงฟาจแล้วสามารถใช้เป็นวิธีการแยกฟาจได้อีกด้วย (Bradley, 1967 ; Brock et al., 1994)



รูปท่ี 2.8

Phage ••'••ไ,." Top
V Jdilution พ) agar

Bactenal
cells

การเพาะเลียงฟาจด้วยวิธีการทำอาหารวุ้นสองชั้น (double agar layer method) 
(Brock et al., 1994)
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2.7 ลักษณะของพล๊าค
เมื่อไวรูเลนต์ฟาจเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียจะให้พล๊าคที่มีลักษณะใส (clear 

plaque) เป็นเพราะบริเวณที่เป็นพล๊าคนั้นแบคทีเรียเกิดการแตกลลายและตายจนหมด ส่วน 
เทมเพอเรตฟาจจะให้พล๊าคที่มีลักษณะขุ่น (turbid plaque) เพราะบริเวณกลางพล๊าคนั้นยังคงมี 
แบคทีเรียที่เป็นไลโสเจนเจริญอยู่ (Goyal, 1987) ลักษณะพล๊าคใสและขุ่น แสดงในรูปที่ 2.9

รูปที่ 2.9 ลักษณะของพล๊าค รูปบน : ลักษณะพล๊าคใสของฟาจ T2 และ T4
รูปล่าง : ลักษณะพล๊าคขุ่นของแลมดาฟาจ (Black, 1999)

2.8 การนับจำนวนฟาจ
การนับจำนวนฟาจจะใช้วิธีวิเคราะห์ปริมาณพลาคที่เกิดขึ้น (plaque assay) 

เนื่องจากเป็นที่ทราบกันว่า พล๊าคที่เกิดขึ้นบนลอนแบคทีเรียแต่ละพล๊าคนั้นจะเกิดจากการติดเชื้อ 
ของฟาจเพียง 1 อนุภาค ดังนั้นการนับจำนวนพล๊าคที่เกิดขึ้นจากฟาจแขวนลอย (phage
suspension) ตั้งต้นที่ม ีการเจือจางแบบให้มีค่าลดลงระดับละสิบเท่า (serial ten fold dilution) 
นำจำนวนพล๊าคและอัตราการเจือจางมาคำนวณ จะได้จำนวนฟาจในรูปของค่าความสามารถใน 
การเกิดพล๊าค (Plaque forming units : PFU) แม้ว่าค่าความสามารถในการเกิดพล๊าคจะไม่ใช่ 
จำนวนฟาจที่แท้จริง แต่เป็นอัตราส่วนที่สามารถใช้ประมาณจำนวนฟาจได้อย่างเหมาะสม
(Luria et al., 1978 ; Morgan, 1993)
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2.9 โฮสท ์-เรนจ ์ (Host range)
ฟาจท ี่ม ีความลามารถในการทำให ้เก ิดการต ิดเช ื้อก ับแบคทีเร ียได ้หลายชน ิด 

(species) หรือตระกูล (genus) เรืยกว่า ฟาจมี'โฮลท์-เรนจ์ ซึ่งเกิดจากการเกาะติดของฟาจ 
กับรีเซพเตอร์บนแบคทีเรียลายพันธ์ต่างๆที่มีความใกล้ชิดกัน ดังนั้นความสามารถของการเกาะ 
ติดของฟาจกับรีเซพเตอร์ที่จำเพาะนีจึงเป็นปัจจัยที่จำกัดจำนวนสายพันธ์แบคทีเรียที่เกิดการติด 
เรือของฟาจชนิดนันๅได้ (Lomovskaya et al., 1980 ; Coetzee, 1987)

อีกประการหนึ่งโฮสท์-เรนจ์กว้างหรือแคบ ยังชื้นอยู่กับสิ่งขัดขวางหรือป้องกัน
ภายในเชลล์แบคทีเรย ทีเรยก1ว่า Host controlled restriction and modification system ซึง 
restriction เป็นระบบการป้องกันการบุกรุกของดีเอ็นเอแปลกปลอมเข้าสู่เซลล์ และ modification 
เป็นระบบการป้องกันการย่อยสลายดีเอ็นเอของแบคทีเรียเอง ซึ่งทั้ง 2 ระบบจะพบในแบคทีเรียทั้ว 
ไป โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม็ไนเซลล์ 2 ชนิดคือ เอนโดนิวคลีเอล (endonuclease) และ 
เมทีลเลส (methylase) เมื่อดีเอ็นเอของฟาจเข้าสู่เซลล์ เอนโดนิวคลีเอลลามารถจำตำแหน่ง
นิวคลีโอไทด์ที่จำเพาะบนดีเอ็นเอของฟาจ เพื่อทำการย่อยดีเอ็นเอเป็นชิ้นเล็ก ทำให้ดีเอ็นเอของ 
ฟาจไม่เกิดการเพื่มจำนวน แต่ถ้าหากในเซลล์มีเมทิลเลลที่จำเพาะกับดีเอ็นเอฟาจ ซึ่งจะทำหน้าที่ 
เติมหมู่เมทีลที่ตำแหน่งจำเพาะบนดีเอ็นเอของฟาจ ทำให้สามารถต้านทานการย่อยสลายของ
นิวคลีเอสได้ ดังนั้นโฮสท์-เรนจ์ของฟาจนั้นจะชิ้นอยู่กับความสามารถของดีเอ็นเอของฟาจที่จะ
ต้านทานต่อเอนโดนิวคลีเอสนั่นเอง (Kruger et al, 1983 ; Sanders, 1987 ; Levy et al.,1988)

2.10 การประยุกตํใช ้ฟาจในด้านต่างๆ
1. การใช้ฟาจในกา?จัดจำแนกสายพันธ์แบคทีเรีย

ฟาจบางชนิดสามารถทำให้เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียเพียงชนิดเดียว 
ทั้งนี้เป ็นเพราะความจำเพาะกับรีเซพเตอร์บนผิวเซลล์แบคทีเรีย และการมีระบบการป้องกันตัว 
เองของแบคทีเรียหรือ Host controlled restriction and modification system เป็นตัวกำหนด 
ดังนั้นจึงได้มีการนำฟาจมาใช้จัดจำแนกลายพันธุแบคทีเรียชนิดเดียวกัน โดยเฉพาะแบคทีเรียก่อ
โรคที่มีความเหมือนกันมาก เช่น Salmonella typhi ซึ่งเป็นลาเหตุของโรคไข้ไทฟอยด์ (typhoid 
fever) หรือ Staphylococcus aureus เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ อาศัยเทคนิคของ
phage typing ทำให้การวินิจฉัยเชื้อเป็นไปอย่างรวดเร็วและถูกต้อง ฟาจที่นำมาใช้จัดจำแนกลาย 
พันธุแบคทีเรียนั้นจะต้องเป็นไวรูเลนต์ฟาจ มีความเสถียร เจรีญเพิ่มจำนวนในแบคทีเรียอย่าง 
รวดเร็วและให้พล๊าคที่ชัดเจน (DuBow, 1994 ; Black, 1999)
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2. ท?านสดักชัน (Transduction)
ทรานสดักชัน คือ ปรากฏการณ์ที่ฟาจสามารถถ่ายทอดดีเอ็นเอของ

แบคทีเรียจากเซลล์หนึ่งไปส่อีกเชลล์หนึ่งได้ แบ่งออกเป็น 2 แบบ คือ ทรานสดักชันแบบทั่วไป 
และทรานลดักชันแบบจำเพาะ

ทรานสดักชันแบบทัวไป (generalized transduction)
เป ็นการถ ่ายทอดด ีเอ ็นเอแบบล ุ่มและจะเก ิดข ึ้นโดยไวร ูเลนต ์ 

ฟาจในขณะที่ฟาจเกิดการติดเชือ ดีเอ็นเอของแบคทีเรียจะถูกดัดเป็นชิ้นเล็กๆ และในขั้นตอน 
การประกอบอนุภาคฟาจใหม่ที่สมบูรณ์นั้น ชิ้นดีเอ็นเอของแบคทีเรียจะถูกบรรจุเข้าไปในส่วนหัว 
ของฟาจ และเมื่อฟาจอนุภาคใหม่ที่มีดีเอ็นเอของแบคทีเรียบรรจุอยู่เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย 
เชลล์ใหม่ ทำให้เกิดการถ่ายทอดดีเอ็นเอไปสู'เซลล์ใหม่ด้วย ตัวอย่างฟาจที่เกิดทรานลดักชัน 
แบบนี คือ ฟาจ P22 ทีมี Salmonella typhimurlum เป็นโฮสท์ (Luria et al., 1978 ; Maloy 
et al., 1994)

ทรานสดัก'ชันแบบ'จำเพาะ (specialized transduction)
เป็นการถ่ายทอดดีเอ็นเอโดยเทมเพอเรตฟาจ ซึ่งมีการศึกษา

อย่างมากในแสมดาฟาจของ E. coli เมื่อแสมดาฟาจเกิดการติดเชื้อ ดีเอ็นเอของฟาจจะเข้า 
สอดแทรกในดีเอ็นเอของ E. coll หรีอคือโปรฟาจ โดยจะเข้าสอดแทรกในตำแหน่งระหว่างยีน 
gal และยีน bio บนโอเปอรอนและเมื่อถูกชักนำเข้าสู่ไลติคไซเคิล โปรฟาจจะถูกตัดด้วยเอนไซม์ 
ของ E. coli ซึ่งทำให้มียีน gal และยีน bio ติดมากับดีเอ็นเอของฟาจด้วย หลังจากประกอบ 
เป็นอนุภาคฟาจใหม่ที่มียีน gal หรอยีน bio อย่างใดอย่างหนึ่งหรือทั้งสองยีน ดังนั้นเมื่อเกิดการ 
ติดเชื้อกับ E.coli ท่ีไม,สามารถใช้กาแลคโตลหรีอไม่สามารถลังเคราะหํใบโอดินได้นั้นเปลี่ยนแปลง 
เป็นสามารถ'ใช้กาแลคโตลหรีอสร้าง,ใบโอติน่ได้ตามลำดับ ฟาจที่เกิดทรานสดักชันแบบจำเพาะ 
สามารถนำมาประยุกต์ใช้เป็นพาหะในงานด้านพันธุวิศวกรรมศาสตร์ได้ (Luria et al., 1978 ; 
Maloy et al., 1994)
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2.11 แอคติโนฟาจ (Actinophage)
แอคติโนฟาจ คือ ฟาจที่สามารถเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซิทีส 

(actinomycètes) มีการสืกษ"าครงแรก'โดย Wieringa และ Wiebols ในปี 1936 (Dowding, 
1973) การคืกษาแอคติโนฟาจส่วนใหญ่จะเป็นการศึกษาแอคติโนฟาจที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อกับ
สเตรปโตมัยซิทีล (Streptomycetes) เซ่น ฟาจ (j)C31, R4 และ SH10 เป็นต้น ทั้งนี้ลืบเนื่องมา 
จากน ักว ิทยาศาสตร์ม ีความสนใจท ี่จะพ ัฒ นาแอคต ิโนฟาจเป ็นพาหะสำหรับงานด ้านพ ันธ ุ 
วิศวกรรมศาสตร์ของสเตรปโตมัยซิทีส (Donadio et al., 1986 ; Kuhn et al., 1987 ; Diaz et 
al., 1989)

นอกจากนี้ย ังม ีแอคติโนฟาจที่ทำให้เก ิดการติดเช ื้อก ับแอคติโนมัยซิท ีสกลุ่มอื่น 
เซ่น (j)FR114, cj)FR113 และ (j)FR371 แยกมาจาก Faenia rectivirigula (Schneider et al., 
1987) (j)-115A แยกจาก Thermoactinomyces sp. และ (j)-150A แยกจาก
Micropolospora sp. (Kurup and Heinzen., 1978)

Ackermann และคณะ (1985) ให้ความหมายของแอคติโนฟาจว่า นอกจากเป็น 
ฟาจที่ทำให้เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซิทีสแล้ว ยังรวมถึงฟาจที่ทำให้เกิดการ
ติดเชื้อกับแบคทีเรียกลุ่มอื่นที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับแอคติโนมัยซิทีสด้วย เซ่น Corynebacteria 
และ Propionibacteria เป็นต้น ดังแลดงในตารางที่ 2.1

ตารางที่ 2.1 ตัวอย่างของแอคติโนฟาจที่เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียที่ไม่อยู่ในกลุ่ม
แอคติโนมัยซิทีส (Ackermann et al., 1985)

แบคทีเรีย แอคติโนฟาจ
Corynebacterium sp. P, A
Arthobacter sp. Arp, cj)AC8010, AN25-S1
Kurthia sp. 7/26
Propionibacterium sp. P-a-1
Actinomyces sp. AV-1
Bifidobacterium sp. Bir
Mycobacterium sp. 13, lacticola, Léo

R1-Myb
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2.12 มักษณะทํ่วไปของสเตรปโตมัยซิทีส (Streptomycetes)
สเตรปโตมัยซิทีสเป็นแบคทีเรียกลุ่มหนึ่งของแอคติโนมัยซิทีสที่มีจำนวนสายพันธุ 

มากและมีความหลากหลายสูง ติดสิแกรมบวก มัยซิเลียมมีความกว้าง 0.5-1.0 ไมโครเมตร 
ความยาวไม่แน่นอน และภายในมัยซิเลียมไม่มีผนังกั้น การเจรีญของสเตรปโตมัยซิทีสจะเกิด
ขึ้นที่ปลายมัยซิเลียมพร้อมกับการแตกกิ่งก้านสาขาของมัยซิเลียมด้วย ลเตรปโตมัยซิทีสสร้าง
สปอร์ที่เรียกว่า โคนิเดีย โดยจะสร้างขึ้นบนมัยซิเลียมที่เจริญในอากาศหรือแอเรียสมัยซีเลียม
(aerial mycelium) ซึ่งการสร้างสปอร์เกิดขึ้นโดยการเกิดผนังกั้นแอเรียล มัยซีเลียม ทำให้แยก 
เป็นเซลล์เดี่ยว (Wildermuth, 1 9 7 0  ; Williams et al., 1 9 8 3 )  ดังแสดงในรูปที่ 2 . 1 0

Growth Tip curls
phase

Partitioning 
of tip

Cell walls Spores
thicken mature
and constrict

รูปที่ 2.10 การสร้างโคนิเดียของลเตรปโตมัยซิทีส (Wildermuth, 1970)



สปอร์ของสเตรปโตมัยซิทีสจะต่อกันเป็นสายตังแต่ 5-50 สปอร์หรือมากกว่ามัน 
ไม่เคลื่อนที่ ลักษณะบนผิวสปอร์มีตั้งแต่ผิวเรืยบ ลักษณะเป็นหนามยื่นออกมา จนถึงขรุขระ
การเรียงตัวของสายของสปอร์แบ่งออกเป็นหลายลักษณะ เช่น การเรียงตัวแบบสายตรง (straight) 
และสายโค้งงอ (flexuous) การเรียงตัวเป็นลักษณะตะขอ (hook) ลูป (loop) หรือขดเป็นเกลียว 
(spirals) เป็นต้น (Pridham et al., 1958) ดังแสดงในรูปที่ 2.11 โคนิเดียและแอเรียสมัยซีเลียม 
มักจะเกิดการสร้างรงควัตถุ (pigment) เมื่อโคโลนีเจริญเต็มที่ ในบางครั้งมัยซิเลียมที่เจริญใน
อาหารหรือซับสเตรตมัยซีเลียม (substrate mycelium) สร้างรงควัตถุได้เช่นกัน ส่วนประกอบ 
ผมังเซลล์ของสเตรปโตมัยซิทีส คือ L,L-diaminopimelic acid และปริมาณของ G+C ในสาย
ดีเอ็นเอ คือ 69-78 % (Lechevalier and Lechevalier, 1993 ; Williams et al., 1983)

Straight

Monoverticillate. 
no spirals

Monoverticillate 
with spirals

Open loops Open spirals Closed spirals
Primitive spirals
Hooks

Bivcrticillate, 
no spirals

Bivcrticillate 
with spirals

รูปที่ 2.11 โครงสร้างการเรียงตัวของสายสปอร์ของสเตรปโตมัยซิทีส (Pridham et al., 1958)



23

สเตรปโตมัยซิทีลม็ความสำคัญต่อระบบนิเวศน์ธรรมชาติ โดยเฉพาะในดินจะพบ 
สเตรปโตมัยชิทีลเป็นจำนวนมาก โดยอาจพบ 1-20 เปอร์เซนต์ฃองจุลินทรีย์ทังหมดที่พบภายใน 
ดิน (Lechevalier and Lechevalier, 1993) และยังพบว่าดินที่ได้มาจากเกษตรกรรม 1 กรัม 
สามารถแยกลเตรปโตมัยชิทีลได้ 108 ซี.เอฟ.ยู (CFU : Colony-forming unit) (Labeda and 
Shearer, 1990) สเตรปโตมัยชิทีสมีบทบาทสำคัญในการย่อยสลายสารอินทรีย์ในดิน โดย
ลามารถผลิตเอนไชม์เฮมิเซลลูเลล (hemicellulase) เซลลูเลส (cellulase) และ ชูโลบิไลล้ ลิกนิน 
(solubilise lignin) ซึ่งเอนไซม์เหล่านิเกี่ยวข้องกับกระบวนการย่อยสลายในดินและลามารถ
ย่อยซับสเตรตที่ย่อยสลายได้ยากในภาวะที่มีอ๊อกซิเจน เช่น เพคติน (pectin) ลิกนิน (lignin) 
ไคดิน (chitin) และ เคอราดิน (keratin) เป็นต้น (Willington et al., 1990 ; Lechevalier and 
Lechevalier, 1993)

นอกจากนี้สเตรปโตมัยซิทีสยังมีความสำคัญทางการแพทย์และเทคโนโลยีชีวภาพ คือ
เป็นแหล่งผลิตที่สำคัญของสารปฏิชีวนะหลายชนิด เช่น สเตรปโตมัยชิน (streptomycin)
เททราซัยคลิน (tetracyclin) คลอแรมทิเนิคอล (cloramphenicol) นิโอมัยชิน (neomycin)
และอีรีโทรมัยชิน (erythromycin) เป็นต้น รวมทั้งลามารถผลิตเอนไซม์และวิตามินด้วย แม้ว่า 
สเตรปโตมัยซิทีลส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียที่ดำรงชีวิตอย่างอิสระ (saprophytes) แต่มีส่วนน้อยที่ 
สามารถก่อโรคในพืชและสัตว็ได้ เช่น Streptomyces scabies เป็นสาเหตุของการเกิดสะเก็ด 
แผลบนมันฝรังและทัวบีท (Lechevalier and Lechevalier, 1993)

2.13 การศึกษาแอคติโนฟาจของสเตรปโตมัยi ทึสในดิน
เนื่องจากกลุ่มของแอคติโนมัยซิทีสที่พบมากที่ลุดในดิน คือ สเตรปโตมัยซิทีส 

ด ังน ั้นการศึกษาแอคติโนฟาจที่อาศัยอยู่ในดินจึงม ุ่งเน ้นไปที่แอคติโนฟาจที่ม ีความจำเพาะกับ 
สเตรปโตมัยชิทีสนั่นเอง แอคติโนฟาจหลายตัวถูกแยกจากสิ่งแวดล้อมธรรมชาติและนำไปศึกษา 
ทางด้านพันธุศาสตร์ แต่การศึกษาเกี่ยวกับการดำรงชีวิตของฟาจในสิ่งแวดล้อมธรรมชาติยังมี
น้อยมาก (Herron and Wellington, 1990)

Sykes และ Wellington (1978) พบว่าแอคติโนฟาจจำนวนมากกว่า 60 เปอร์เซนต์ 
ที่แยกจากดินนั้นจะถูกดูดซับไว้ด้วยอนุภาคเคโอลิไนท์ (kaolinite) ที่อยู่ในดิน

Sykes และคณะ (1981) พบว่าแอคติโนฟาจจะมีความเสถียรอยู่ในดินที่มีค่า 
ความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 5.5 ถึง 9.0 และแอคติวิตีของแอคติโนฟาจจะลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อ 
อยู่ในดินที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างตํ่าหรีอลูงกว่านี้ แอคติโนฟาจจะดำรงชีวิตอยู่ในดินได้ดีเมื่อดิน 
นั้นมีค่าความเป็นกรด-ด่างเป็นกลางและสามารถดำรงชีวิตได้ช่วงระยะหนึ่งเมื่อดินมีค่าความเป็น 
กรด-ด่างตํ่ากว่า 6.0
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จากการคืกษาที่กล่าวมาข้างต้นเป็นการคืกษาการดำรงชีวิตของแอคติโนฟาจที่ 
เป็นอนุภาคอิสระในดิน ซึ่ง Reanney และคณะ (1983) รายงานว่าในความเป็นจริงแล้วมีความ 
เป็นไปได้มากที่ฟาจส่วนใหญ่ในธรรมชาติจะดำรงชีวิตในรูปของไลโลเจน ดังนั้น Herron และ 
Wellington (1990) ได้ทำการคืกษาความสัมพันธ์ของสเตรปโตมัยซิทีสและแอคติโนฟาจในดิน 
โดยการนำสปอร์ของลเตรปโตมัยซิทีสและแอคติโนฟาจที่มีความจำเพาะกัน ใส่ลงไปในดิน 2 ชนิด 
คือ ดินที่ฆ่าเชื้อและไม่ฆ่าเชื้อที่มีการเติมไคติน (chitin) และแป้ง (soluble starch) บ่มทิ้งไวิใน 
สภาวะที่เหมาะสม พบว่าในช่วงแรกของการทดลองในดินทิ้งสองชนิดจะมีสารอาหารจำนวนมาก 
ลเตรปโตมัยซิทีสเกิดการงอกเป็นมัยซีเลียมและเกิดการติดเชื้อโดยแอคติโนฟาจ ทำให้ในช่วงนี้
ตรวจพบปริมาณแอคติโนฟาจอิสระจำนวนมาก แต่หลังจากบ่มไว้หลายวันในดินที่มีการฆ่าเชื้อ
ปริมาณสารอาหารลดลง การเจริญของสเตรปโตมัยซิทีสเข้าลู่ช ่วงการเป็นสปอร์ (sporulation) 
โดยในช่วงนี้จะพบแอคติโนฟาจในรูปของไลโลเจนและจะตรวจพบไปจนถึงวันที่ 60 ของการ
ทดลอง แต่ในดินที่ไม่ฆ่าเชื้อไม่สามารถตรวจหาไลโสเจนได้ ทิ้งนี้เป็นเพราะว่าในดินนั้นมีสาร
อาหารเพียงพอจากการดำรงชีวิตร่วมกันของจุลินทริย์หลายชนิดในดิน ซึ่งทำให้สเตรปโตมัยซิทีส 
มีการเจริญในช่วงมัยซิเลียมสั้นและไม่เข้าลู่ช่วงการเป็นสปอร์ จึงพบแต่การเพิ่มจำนวนของ
อนุภาคแอคติโนฟาจอิสระ ซึ่ง Herron และ Wellington ได้สรุปว่าเทมเพอเรตฟาจสามารถถ่าย 
ทอดยีนไปลู่ประชากรของสเตรปโตมัยซิทีลได้ในดินที่มีไลโสเจนเซลล์ที่มีความทนทาน และสามารถ 
เก ิดการกระจายของย ีน1ไปส ู่ส เตรปโตม ัยซ ิท ีลด ้วยการปล ่อยอน ุภาคฟาจโดย'ว ิธ ีธรรมชาต ิ 
(spontaneous release) ในช่วงเวลาที่ดินมีสารอาหารเพียงพอ (Herron and Wellington, 1990)

2.14 การแยกแอคติโนฟาจจากดิน
การแยกแอคติโนฟาจจากดินสามารถทำได้ 2 วิธีคือ วิธีการนับจำนวนโดยตรง 

และวิธีการส่งเสริมการเจริญ ซึ่งทิ้ง 2 วิธีนี้จะตรวจสอบอนุภาคแอคติโนฟาจโดยอาศัยการแตก 
ของโฮสท์จากวิธีการทำอาหารวุ้นส่องชัน

วิธีการนับจำนวนโดยตรง (direct counts)
เป็นวิธีที่ประมาณจำนวนของแอคติโนฟาจที่มีชีวิตอยู่ต่อ'นํ้าหนักดิน โดย 

นำดัวอย่างดินที่ทราบนํ้าหนักมาทำการเจือจางและกำจัดแบคนีเริยออกไบ่ด ้วยวิธ ีการก5'องหริอ 
ทำลายเซลล์ด้วยคลอโรฟอร์ม จากนั้นตรวจลอบการติดเชื้อของแอคติโนฟาจกับโฮสท์ที่คาดว่าจะ 
เกิดการติดเชื้อหนึ่งหริอมากกว่าหนึ่งสายพันธุ ซึ่งจำนวนพล๊าคที่เกิดขึ้นจะแลดงถึงจำนานอนุ■ กาค 
แอคติโนฟาจในดินที่จำเพาะกับโฮสท์ที่ใช้ ดังนั้นการแยกแอคติโนฟาจด้วยวิธีนี้จะขึ้นอยู่กับการ



เลือก1ชนิดสายพันธุ'ของโฮสท์ทั้ใช้ จำนวนแอคติโนฟาจที่ได้นั้นสามารถบอกถึงจำนวนอนุภาคทั้ง
หมดของฟาจทีอาศัยอยู่ในดินได้ (Williams et al., 1987 ; Williams, 1994)

วิธีการส่งเส?มุทา?เจริญ (enrichment procedures)
เป็นวิธีที่อาศัยกระบวนการบ่ม (incubation) ของตัวอย่างดินในอาหาร 

เหลวกับโฮสท์สายพันธุที่ต้องการให้เกิดการติดเชื้อในความเข้มข้นสูง ช่วงเวลาที่ใชในกระบวนการ 
บ่มนั้นชื้นอยู่กับระยะเวลาที่เหมาะสมกับการเจริญของโฮสท์ที่ต้องการแยกแอคติโนฟาจ หลังจาก 
บ่มแล้วแยกอนุภาคดินออก และนำส่วนนํ้าใสที่ไต้ไปกำจัดแบคทีเรียออกด้วยการกรองหริอ
ทำลายเซลล์ด้วยคลอโรฟอร์ม ตรวจสอบการติดเชือของอนุภาคแอคติโนฟาจกับโฮสท์ลายพันธุ 
ที่ทำการบ่ม วิธีนี้เป็นวิธีที่ทำได้ง่ายและมีประสิทธิภาพในการแยกฟาจในดินที่จำเพาะกับโฮสท์ 
จีนัลอืนๆได้ เช่น Bacillus sp., Pseudomonas sp. และ Rhizobium sp. เป็นต้น (Williams 
étal,, 1987)

ลำหรับการแยกแอคติโนฟาจที่จำเพาะกับสเตรปโตมัยซิท ีสในดินส ่วน 
ใหญ่จะใช้วิธีการส่งเสริมการเจริญ โดยนำตัวอย่างดินมาบ่มกับสปอร์หรีอมัยชิเลียมของสเตรปโต 
มัยชิทีลที่ต้องการแยกฟาจในอาหารเหลว ทำการเขย่าที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำไปตรวจลอบแอคติโนฟาจด้วยการทำอาหารวุ้นสองชั้น (Dowding, 
1973 ; Anne et al., 1984 ; Greene and Goldberg, 1985) นอกจากนี้อาหารเหลวที่ใช้บ่ม
ตัวอย่างดินอาจมีการเติมแร่ธาตุ สารอาหาร และสารปฏิชีวนะเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการแยก 
แอคติโนฟาจ (Diaz et al., 1989)

2.15 ลักษณะเฉพาะทั๋วไปของแอคติโนฟาจ
การศึกษาลักษณะเฉพาะของฟาจที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม ซึ่งรวมถึงแอคติโน 

ฟาจนั้นจะอาศัยหลักเกณฑ์ในการ่ศึกษาตังนี้ คือ ลักษณะของพล๊าค การเป็นไลโสเจนของ
โฮลท์ รูปร่างอนุภาคแอคติโนฟาจ การตรวจสอบโฮสท์-เรนจ์ และหลักเกณฑ์อื่นๆ เช่น การทน
ต่อคลอโรฟอร์ม ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิต่างๆ ชนิดของกรดนิวคลือิค เป็นต้น เพ่ือ 
นำลักษณะเฉพาะนี้'ไป1ใช้'ในการ,จัดหมวดหมู่ฟาจและเป็น'ข้อมูล'ไนการศึกษาฟาจทางด้าน'พันธุ 
ศาสตร์ต่อไป (Goyal, 1987)

ลักษณะ'ซองพล๊าค
เมื่อทำการตรวจสอบแอคติโนฟาจด้วยการทำอาหารวุ้นลองชัน พบว่า

ฟาจแต่ละชนิดจะให้พล๊าคที่มีรูปร่าง และความขุ่นของพล๊าคแตกต่างกัน ซึ่งสามารถใช้ความ
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แตกต่างนี้เป็นเกณฑ์ไ.นการจัดจำแนกฟาจได้ การศึกษารูปร่างของพล๊าคจะดูจากขนาดเส้นผ่าน 
ศูนย์กลางของพล๊าคและลักษณะขอบของพล๊าค ส่วนความขุ่น'ของพล'าคมี 2 ลักษณะเซ่นเดียว 
กับฟาจทั่วไป คือ พล๊าคที่มีลักษณะใสซื่งเป็นลักษณะของไวรูเลนต์ฟาจ และพล๊าคทีมีโฮสท์เชลล์ 
เจริญอยู่กลางพล๊าคซึ่งเป็นลักษณะของเทมเพอเรตฟาจ (Clair and McCoy, 1958 ; Dowding 
and Hopwood, 1973)

การเป็นไลโสเจนของโฮสท์
เป็นการตรวจลอบการเป็นไลโลเจนิคของโฮสท์ หริอโปรฟาจ โดยนำ

โฮลท์ที่เจริญกลางพล๊าคของพล๊าคที่มีลักษณะขุ่นมาทำการเพิ่มจำนวน ตรวจสอบการมีภูมิคุ้มกัน 
นั่นคือไม1เกิดการติดเชื้อซํ้าจากฟาจตัวเดิม (Stuttard, 1982) และการตรวจลอบการชักนำ 
โปรฟาจเฃ้าสู่ไลติคไซเคิล (Chater and Carter., 1979 ; Schneider et al., 1990 ; Maloy et al., 
1994)

การศึกษารูปร่างอนุภาคแอคติโนฟาจ
การศ ึกษารูปร ่างอน ุภาคแอคต ิโนฟาจจะค ืกษาจากกล ้องจ ุลทรรศน ์ 

อิเลคตรอนแบบส่องผ่านด้วยวิธีการย้อมแบบเนกาทีฟ (negative staining) โดยจะทำการย้อม 
ด้วยยูรานิลอะซิเตต (uranyl acetate) (Chater and Carter, 1979 ; Stuttard and Dwyer, 1981) 
หริอโพแทสเซียม ฟอสโฟทังลเตต (potassium phosphotungstate) (Dowding, 1973 ; Hranueli 
étal., 1979)

Ackermann และคณะ (1985) ทำการรวบรวมแอคติโนฟาจที่จำเพาะ 
กับแอคติโนมัยซิทีลหลายจีน์ล เพื่อนำมาจัดจำแนกหมวดหมู่ พบว่ารูปร่างอนุภาคแอคติโนฟาจ 
เป็นแบบรูปทรงไอโคซาฮีดรัลที่มีส่วนหาง ไม่พบแบบรูปทรงไอโคซาฮีดรัลที่ไม่มีล่วนหางหริอรูปร่าง 
แบบลายยาว Ackermann และคณะ ได้จัดหมวดหมู่แอคติโนฟาจโดยใช้รูปร่างของอนุภาคเป็น 
เกณฑ์พบว่าอยู่ในกลุ่ม A1, A2, B1, B2, C1 และ C2 ซึ่งตรงกับการจัดจำแนกกลุ่มของฟาจ 
โดยวิธีของ Bradley (1967) ในกลุ่ม A, B และ C

ลำหรับอนุภาคแอคติโนฟาจที่จำเพาะกับสเตรปโตมัยซิท ีสส ่วนใหญ ่ท ี่ 
ทำการศึกษาแล้วนั้นส่วนใหญ่จะมีส่วนหัวเป็นรูปหกเหลี่ยม มีส่วนหางที่ยาวแบบหดตัวไม่ได้และ 
บางอนุภาคพบแผ่นฐานด้วย ซึ่งเมื่อทำการจำแนกกลุ่มด้วยวิธีการของ Bradley พบว่าจัดอยู่ใน 
กลุ่ม B ขนาดของส่วนหัวและส่วนหางของแต่ละอนุภาคมีความแตกต่างกัน (Hranueli et al.,
1979 ; Klaus et al., 1981 ; Donadio et al., 1986)
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การตรวจสอบโฮฟิท์-เรนจั
แอคติโนฟาจแต่ละชนิดสามารถทำให้เกิดการติดเชื้อกับโฮสท์สายพันธุ 

อื่นๆนอกเหนือจากสายพันธุที่ตัวเองถูกแยกออกมาได้ นั่นคือถ้าทำให้จำนวนโฮสท์เกิดการติดเชื้อ 
ได้หลายสายพันธุ แสดงว่าฟาจชนิดนั้นมีโฮลท์-เรนจ์กว้าง และหากแอคติโนฟาจมีความจำเพาะ 
กับโฮลท์ลายพันธุโดสายพันธุหนึ่ง แสดงว่ามี'โฮสท์-เรนจ์แคบ ทั้งนี้ความกว้างหรือแคบของโฮลท์- 
เรนจ์จะถูกจำกัดด้วยความจำเพาะของแอคติโนฟาจกับรืเชพเตอร์บนผิวเซลล็โฮสท์และระบบป้อง 
กันภายในโฮสท์เซลล์ (Lomovskaya et al., 1980)

Chater และ Carter (1979) รายงานว่าแอคติโนฟาจ R4 มี'โฮสท์-เรนจ์กว้างโดย 
ตรวจสอบการติดเชือกับสเตรปโตมัยซิทีลลายพันธุต่างๆ 36 สายพันธุ พบว่าลามารถเกิดการติด 
เรือได้ 18 สายพันธุ แต่ไม่เกิดการติดเรือกับ Nocardia mediterranei

Klaus และคณะ (1981) พบว่าแอคติโนฟาจ SH10 มีโฮสท์-เรนจ์กว้าง ลามารถ 
ทำให้เกิดการติดเชื้อกับสเตรปโตมัยชิทีสได้ 28 สายพันธุจากสายพันธุทดสอบทั้งหมดจำนวน 36 
สายพันธุและไม่ทำให้เกิดการติดเชื้อกับแอคติโนมัยชิทีสจีนัสอื่น ได้แก่ Oerskovia sp.,
Nocardia sp., Rhodococcus sp., Promicromonospora sp., Micropolyspora sp., 
Actinomadura sp. และ Micromonospora sp.

Diaz และคณะ (1989) รายงานว่าแอคติโนฟาจจำนวน 9 ชนิดที่แยกได้จาก
Streptomyces antibioticus นั้นแต่ละชนิดมีโฮสท์-เรนจ์แตกต่างกัน เมื่อตรวจลอบการติดเชื้อ 
กับลเตรปโตมัยซิทีลทั้งหมด 31 ลายพันธุ พบว่าแอคติโนฟาจ (j)A9 ทำให้เกิดการติดเชื้อกับ 
สเตรปโตมัยซิทีล 7 สายพันธุ ส่วน (J)A3 และ (})A8 ทำให้เกิดการติดเชื้อ 19 สายพันธุ และไม่พบ 
ว่ามีแอคติโนฟาจที่ลามารถทำให้เกิดการติดเรือกับจีนัส Saccharopolyspora sp., Nocardia sp. 
และ Micromonospora sp. ทั้งนี้เป็นเพราะส่วนประกอบของผนังเซลล์ของแอคติโนมัยซิทีสแต่ละ 
จีนัสมีส่วนประกอบแตกต่างกัน นอกจากนี้ยังพบว่าแอคติโนฟาจ 8 ชนิดไม่สามารถทำให้เกิดการ 
ติดเชื้อกับ S.a lbusG  ยกเว้น (j)A7 ทั้งนี้ s. albus G ลามารถผลิตเอนไซม์เอนโดนิวคลีเอส 
Sa/GI ดังนั้นบนจีโนมของแอคติโนฟาจที่มีบรืเวณจำเพาะต่อการย่อยของ Sa/GI จะถูกย่อย
ด้วย Sa/GI จึงไม่สามารถเกิดการติดเรือกับ S.a lbusG  แต่ (j)A7 สามารถเกิดการติดเรือจึง 
แสดงว่าบนจีโนมไม่มีบริเวณจำเพาะต่อการย่อยของ Sa/GI

การที่แอคติโนฟาจมีโฮลท์-เรนจ์กว้างนั้นจะมีความเป็นไปได้ในการเป็นตัวกลาง 
ของการถ่ายทอดยีนไปส่สเตรปโตมัยชิทีสได้หลายสายพันธุ ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการนำแอคติโน
ฟาจไปพัฒนาเป็นพาหะ (Klaus étal., 1981) สำหรับแอคติโนฟาจหลายชนิด เซ่น SH10 1 R4 
จะไมไกิดการติดเชื้อกับแอคติโนมัยชิทีสจีนัสอื่นได้นอกเหนือจากลเตรปโตม์ยซิพีล ดังนันจึง
สามารถนำมาใช้ไนการจัดจำแนกสเตรปโตมัยซิทีล ออกจากแอคติโนมัยซิทีสจีนัสอื่นได้ทำนอง
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เดียวกับการสืกษ'าฃอง Prauser (า976) ซึ่งใช้แอคติโนฟาจเป็นเครื่องบอกความแตกต่างระหว่าง 
จีนัลแอคติโนมยชิทีลที่มีส่วนประกอบของผนังเชลล์แตกต่างกัน เช่น Streptomyces sp.,
Nocardia sp. และ Actinomadura sp. ซึงชนิดของผนังเชลล์ (cell wall type) มีส่วน
ประกอบเป็น L,L-Diaminopimelic acid (L.L-DAP: cell wall type 1), meso-DAP (cell wall 
type 4) และ meso-DAP (cell wall type 3) ตามลำดับ (Williams et al., 1980)


	บทที่ 2 วารสารปริทรรศน์

