
บทที่ 3
อ ุปกรณ ์และว ิธ ีดำเน ินการว ิจ ัย

3.1 อุปกรณ์

- ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุ่น D-0601 model 500 บริษัท Memmert, บ.s.A.
- ตู้ถ่ายเชือ (laminar flow) บริษัท International Scientific supply Co.Ltd.,

Thailand.
- เครองเขย่าควบคุมอุณหภูมิได้ (Controlled environment incubator shaker) 

รุ่น R-88 บริษัท New Brunswick Scientific Co.Ltd., U.S.A.
- เครองปันเหวียงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) model HERTZ บริษัท 

Kubota Corporation, Japan.
- อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น Aquatherm G-86 บรษั'ท New 

Brunswick Scientific Co.Ltd., U.S.A.
- เครืองผลมสาร (vortex) รุ่น vortex-2 Genie model G-560E บรืษัท Scientific 

Industries., U.S.A.
- เครองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH-meter) รุ่น Cyberscan 1000 บรืษัท Eutech 

Cyberscan, Singapore.
- เครื่อง,ชั่งนํ้าหนัก รุ่น A200S บริษัท Sartorius, Germany.
- แผ่นกรองชนิดเซลลูโลสอะซิเตต (cellulose acetate filter) Pore size 0.45 |iM 

บริษัท Sartorius, Germany.
- หลอดฉีดยา (syringe) ขน าด 10 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, Thailand.
- ฮีมาชัยโตมิเตอร์ (haemacytometer) ขนาด bright line deep 1/10 มิลลิลิตร 

บริษัท Boeco, West Germany.
- กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) รุ่น SZH-10 บริษัท 

Olympus Optical Co.Ltd., Japan.
- กล้องจุลทรรศน์ (microscope) รุ่น CHS บริษัท Olympus Optical Co.Ltd.,

Japan.
- กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบล่องผ่าน (Transmission electron microscope) 

รุ่น JEOL model JEM-200CX 1 Japan.
- Swinnex Filter Unit บริษัท Millipore Corporation, USA.
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3.2 สารเคมี

- กรดฮิวมิค (humic acid) บริษัท Sigma chemical, บ.s.A.
- ไบโอติน (biotin) บริษัท Sigma chemical, U.s.A.
- ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด์ (Thiamine-HCI) บริษัท Sigma chemical, U.s.A.
- ไรโบเฟลวิน (riboflavin) บริษัท Merck, Germany.
- ไนอะซิน (niacin) บริษัท Sigma chemical, U.s.A.
- ไพริดอกชิน-ไฮโดรคลอไรด์ (pyridoxin-HCI) บริษัท Sigma chemical, บ.ร.A.
- กรดพารา-อะมิโนเบนโซอิค (p-aminobenzoic acid) บริษัท Sigma Chemical,

U.S.A.
- แมนนิทอล (mannitol) บริษัท Difco Laboratories, U.s.A.
- โพลีเอธิลีน'ไกลคอล (polyethyleneglycol) บริษัท Sigma chemical, U.s.A.
- ยูรานิลอะชิเตต (uranyl acetate) บริษัท Fluka Chemika, Switzerland.

จุลินทรีย์
3.3.1 ลเตรปโตมัยชิทีส

1. Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus JCM 4772
NOV-1

2. ร. coerulescens ISP 5146
3. ร. coralus JCM 4313
4. ร. ambofaciens JCM 4618
5. ร. violacoechromogenes JCM 4530
6. ร. tauricus JCM 4837
7. ร. ทาelanosporofaciens JCM 4495
8. ร. pavullus F4b-31
9. ร. perciperlis V6C-6
10. ร. griseus KA-1198
11. ร. luteogriseus ISP 5483
12. ร. alboniger ATCC 12461
13. ร. albovinaceus ATCC 15823
14. ร. aminophilus ATCC 14961
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15. Streptomyces sp. PO
16. Streptomyces sp. M145
17. Streptomyces sp. PK100C
18. Streptomyces sp. TK21

ลายพันธุที่ 1-11 ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ
สายพันธุที่ 12-14 ซื้อมาจากศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทย
สายพันธุที่ 15-18 ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. Ogata Seiya

3.3.2 จุลินทรีย์สำหรับทดสอบการสร้างสารปฏิชีวนะ (Test organisms)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Escherichia coli ATCC 25922 
Micrococcus luteus ATCC 9341 
Bacillus subtilis ATCC 6633 
Candida albicans ATCC 70014 
Saccharomyces cerevisiae 
Aspergillus niger ATCC 6275 
Pseudomonas fluorescens K. Komagata

ที่มา : ซื้อมาจากศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย

3.4 การเก็บจุลินทรีย์
3.4.1 การเตรียมและเก็บรักษาสปอร์ของสเตรูปโตมัยซิทีส

ขีด (streak) สปอร์หรือมัยซิเลียมของเชื้อลงบนอาหารวุ้นเอียง 
แมนนิทอล มังบีน อการ์ (Mannitol Mungbean Agar : เอ็มเอ็ม อการ์ (MM agar) ; ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 3 0 องศาเซลเซียส ประมาณ7-14 วัน เติมสารละลาย 20 เปอร์ 
เซนต์ กลีเชอรอล (20% glycerol (ปริมาตรต่อปริมาตร)) 10 มิลลิลิตร ใช้ลูป (loop) ขูดให้สปอร์ 
หลุด กรองสปอร์แขวนลอยในสารละลายกลีเชอรอลด้วยสำลีปลอดเชีอ เก็บรักษาไว้ในตู้แช่แข็ง 
อ ุณ หภ ูม ิ-20 องศาเซลเซียส



3.4.2 ทารเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ที่ใชในการทดสอบการสร้างสารปฏิชีวนะ
เชียเชือ ร. suhtilis, ร. aureus, E. coli, Ps. fluorescens และ 

M. luteus ลงบนอาหารวุ้นเอียงนิวเตรียนท์อการ์ (Nutrient Agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 2) 
และเชียเชีอ ร. cerevisiae และ C.albicans ลงบนอาหารวุ้นเอียงวายเอ็ม (Yeast Malt 
extract Agar : YM agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 5) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง

เขี่ยเชีอ A. niger ลงบนอาหารวุ้นเอียงพีดีเอ (Potato Dextrose 
Agar : PDA agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 6) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 3-4 วัน

เมื่อเชื้อทั้งหมดเจริญดีแล้ว เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 
ทำการถ่ายเชื้อลงบนอาหารที่ใหม่ เพื่อเก็บรักษาทุกๆ 1 เดือน โดยวิธีเดียวกัน

3.5 ตัวอย่างดิน
3.5.1 การเก็บตัวอย่างดิน

เก็บตัวอย่างดินจากจังหวัดต่างๆของประเทศไทย ประมาณ 30-
100กรัม โดยเก็บลึกจากผิวดินประมาณ7-10 เซนติเมตร บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะและสีของ 
ดิน นำมาเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

3.5.2 การวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของดิน
ชั่งตัวอย่างดิน 5 กรัม เติมนํ้ากลั่นค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 ปริมาตร 

1 0 มิลลิลิตรลงไป ผสมให้เข้ากันด้วยเครองผสมสาร ตั้งสารแขวนลอยดินให้ตกตะกอน นำไปวัด 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (Lanning and Williams, 1982)

3.6 การแยกสเตรปโตมัย'!เทีสจากตัวอย่างดิน
นำตัวอย่างดิน 1 กรัม มาเจือจางในนํ้ากลั่น 9 มิลลิลิตร เจือจางสารแขวนลอยดิน 

ให้มีค่าลดลงระตับละสิบเท่า (serial ten fold dilution) ประมาณห้าระดับ (10'1-10'5) และนำสาร 
แขวนลอยดินแต่ละระดับการเจือจางไปแช่ในอ่างนำปรับอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที

นำสารแขวนลอยดิน 0.1 มิลลิลิตร ลเปรด (spread) บนอาหารฮิวมิค แอชิด
วิตามิน อการ์ (Humic acid Vitamin agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 7) (Hayakawa and
Nonomura, 1987) บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน เมื่อเชื้อเจริญดีแล้วโดยโคโลนีจะ
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มีลักษณะเป็นเล้น'โยขนาดเล็กบนผิวหน้าอาหาร'วุ้น ทำการถ่ายเชื้อมาขีดลงบนอาหารเอ็มเอ็ม
อการ์ บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน เพื่อให้ได้เชื้อบรีลุทธิ้ต่อไป

3.7 การเตรียมสปอร์แขวนลอย
ขีดลเตรปโตมัยชิทีลจากข้อ 3.6 ลงบนอาหาร1วุ้นเอียงเอ็มเอิม อการ์ บ่มที่ 30 องศา 

เซลเชียล เป็นเวลา 7-14 วัน เมื่อเชื้อเจรีญจนมีลปอร์มากพอ เติมสารละลาย 20 เปอร์เซนต์ 
กลีเซอรอล 10 มิลลิลิตรลงไป ใช้ลูปเขี่ยสปอร์ให้หลุดเป็นสปอร์แขวนลอย แล้วนำไปกรองด้วย 
สำลีปลอดเชีอ ปรับจำนวนสปอร์ให้ไต้ประมาณ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยการนับด้วยฮีมาชัยโต 
มิเตอร์ เก็บรักษาสปอร์แขวนลอยที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

3.8 การศึกษาลักษณะของเชื้อสเตรปโตมัยซิทึสที่แยกได้จากดิน
ศึกษาตามวิธีที่รายงานโดย Williams และคณะ (1983) และ Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology volume 4. (Williams et al., 1989)

3.8.1 ศึกษาสีของโคโลนีและสปอร์
ขีดเชื้อลเตรปโตมัยซิทีสลงบนอาหารอินออร์แกนค ซอล์ท สตาร์ช 

อการ์ (Inorganic Salt Starch Agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 8) บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7-14 วัน สังเกตสีของโคโลนีและสปอร์ที่เกิดขึ้น

3.8.2 ศึกษาลักษณะของมัยซิเลียมและกา?เรียงตัวของสปอร์
นำเช ื้อลเตรปโตม ัยซ ิท ีลมาเพาะเล ี้ยงโดยวิธ ีการทำสไลด์ค ัลเจอร์ 

(slide culture) บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน นำมาย้อมด้วยแลคโตพีเนอล 
(lactophenol) ศึกษาลักษณะของมัยซิเลียม การเรียงตัวของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำลัง 
ขยาย 400 เท่า

3.8.3 ศึกษาการสร้างรงควัตถุเมลานิน (melanin pigment)
ขีดเชื้อลเตรปโตมัยซิทีลลงบนอาหารวุ้นเอียงเปปโตน ยีสต์เอกซ์

แทรก ไอออน อการ์ (Peptone Yeast extract Ion Agar ; ภาคผนวก ก หมายเลข 9) บ่มที 30 
องศาเซลเซียส ตรวจดูการสร้างรงควัตถุเมื่อเข้าสํวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดำหรีอสีนํ้าตาลเข้มใน
อาหารวุ้นเอียง
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3 .8 .4  ศ ึก ษ า ท า ? ส ร ้า ง ร ง ค ว ัต ถ ุท ี่ล า ม า ร ถ แ พ ร ่ก ร ะ จ า ย ไ ด ้ ( d i f f u s ib le  p i g m e n t )

ข ีด เช ื้อ ล เต ร ป โ ต ม ัย ช ิท ีล ล ง บ น อ า ห า ร ว ุ้น เอ ีย ง ก ล ีเช อ ร อ ล - แ อ ส ป า ร า จ ีน  

อ ก า ร ์ ( G l y c e r o l - A s p a r a g i n e  A g a r  ; ภ า ค ผ น ว ก  ก ห ม า ย เล ข  1 0 )  บ ่ม ท ี่ 3 0  อ ง ศ า เซ ล เช ีย ล เป ็น  

เว ล า  7 - 1 4  ว ัน โ ด ย จ ะ เก ิด ล ีบ น อ า ห า ร ว ุ้น เอ ีย ง  ค ือ  เห ล ือ ง - น ํ้า ต า ล  น ํ้า เง ิน  เข ีย ว  แ ด ง -ล ์ม  แ ล ะ ม ่ว ง

3 .8 .5  ศ ึก ษ า ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ณ ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ใ ซ ้ท ด ส อ บ ก า ร ส ร ้า ง ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ

น ำ ส ป อ ร ์แ ข ว น ล อ ย ข อ ง ส เต ร ป โ ต ม ัย ช ิท ีส จ า ก ข ้อ  3 .7  ม า ท ำ ก า ร จ ุด  

( s p o t )  ล ง บ น ผ ิว ห น ้า อ า ห า ร น ิว เต ร ีย น ท ์อ ก า ร ์ บ ่ม ท ี่ 3 0  อ ง ศ า เช ล เช ีย ล  เป ็น เว ล า  5  ว ัน  จ า ก น ั้น  

น ำ จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ด ส อ บ ท ี่ท ำ ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ต า ม ว ิธ ีข ้อ  3 .4 .2  ม า เต ิม น ั้า เก ล ือ  0 .9  เป อ ร ์เซ น ต ์ ( 0 .9 %

N a C I  ( น ํ้า ห น ัก ต ่อ บ ่! ม า ต ร ) )  ไ ด ้เป ็น เซ ล ล ์แ ข ว น ล อ ย

น ำ เช ล ล ์แ ข ว น ล อ ย ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ด ส อ บ แ ต ่ล ะ ต ัว  ป ร ิม า ต ร  2 0 0  

ไ ม โ ค ร ล ิต ร  เต ิม ล ง ใ น ส ล ็อ ป ป ี อ ก า ร ์ ( s l o p p y  a g a r  ; ภ า ค ผ น ว ก  ก ห ม า ย เล ข  4 )  ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน  

น ำ ไ ป เท ท ับ ล ง บ น เช ือ ลเต ป โ ต ม ัย ซ ิท ิส ท ี่เจ ร ิญ เป ็น จ ุด บ น น ิว เต ร ีย น ท ์ อ ก า ร ์ บ ่ม ท ี่ 3 0  อ ง ศ า

เซ ล เช ีย ล  เป ็น เว ล า  2 4  ช ั่ว โ ม ง  ต ร ว จ ด ูก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ ท ด ส อ บ จ า ก ก า ร เก ิด บ ร ิเว ณ ใ ส  

( c l e a r  z o n e )  ร อ บ เช ื้อ ส เต ร ป โ ต ม ัย ชิทีล

3.9 การแยกแอคต ิโนฟาจท ี่สามารถเพ ิ่มจ ้านวนได ้ในสเตรปโตม ัย5 ทีสโดยวิธีการส่ง
เสริมการเจริญ (enrichment method)

น ำ ต ัว อ ย ่า ง ด ิน  2 5  ก ร ัม  ใ ส ่'ใ น น ิว เต ร ีย น ท ับรอ ท  5 0  ม ิล ล ิล ิต ร ท ี่บ ร ร จ ุใ น ข ว ด  

ท ด ล อ ง ร ูป ช ม พ ู,ข น า ด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ะ เต ิม ส ป อ ร ์แ ข ว น ล อ ย ข อ ง ส เต ร ป โ ต ม ัย ช ิท ีส ท ี่แ ย ก จ า ก ด ิน  

ต ัว อ ย ่า ง เด ีย ว ก ัน น ี้ป ร ิม า ต ร  5  ม ิล ล ิล ิต ร  ( 1 0 8 ส ป อ ร ์ต ่อ ม ิล ! ล ิต ร )  เพ า ะ เล ี้ย ง บ น เค ร ื่อ ง เข ย ่า ค ว บ ค ุม  

อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0  อ ง ศ า เซ ล เช ีย ส ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า  2 4  ช ั่ว โ ม ง  แ ย ก ด ิน อ อ ก  

โ ด ย น ำ ไ ป ป ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ป ัน เห ว ี่ย ง ค ว า ม เร ็ว  5 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น  

เว ล า  1 0  น า ท ี น ำ ส ่ว น น ํ้า ใ ส  ( s u p e r n a t a n t )  ไ ป ก ร อ ง ผ ่า น แ ผ ่น ก ร อ ง เซ ล ล ูโ ล ส อ ะ ซ ิเต ต ข น า ด  0 .4 5  

ไ ม โ ค ร เม ต ร  ( D o w d in g ,  1 9 7 3 )
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3 . 1 0  ต ร ว จ ส ' อ บ ก า ร ต ิด เ ช ื้อ ข อ ง แ อ ค ต ิ' โ น ฟ า จ ด 'ว ย ว ิธ ีก า ร ท ำ อ า ห า ร ว ุ้' 'น ส อ ง ช ั้น  

( d o u b le  a g a r  la y e r  m e t h o d )

น ำ ส ่ว น น ํ้า ใ ล ท ี่ผ ่า น ก า ร ก ร อ ง จ า ก ข ้อ  3 .9  เ จ ือ จ า ง ด ้ว ย น ิว เต ร ีย น ท ์บ ร อ ท

ใ ห ้ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1 0 ‘1- 1 0 '5 จ า ก น้ันน ำ ส ่ว น น ํ้า ใสแ ต ่ล ะ ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข้น!]ร ิม า ต ร  2 0 0

ไ ม โ ค ร ล ิต ร  แ ล ะ ส ป อ ร ์แ ข ว น ล อ ย ข อ ง ล เต ร ป โ ต ม ัย ซ ิท ีส ต ัว เด ีย ว ก ับ ท ี่ท ำ ก า ร แ ย ก แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ ใ น ข ้อ

3 .9  ป ร ิม า ต ร  2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  เต ิม ล ง ใ น ส ล ็อ ป ป ีอ ก า ร ์ ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน  เท ล ง บ น น ิว เต ร ีย น ท ์ 

อ ก า ร ์ท ีเต ร ีย ม ไ ว ้ บ ่ม ท ี 3 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  1 6  ช ั่ว โ ม ง  ต ร ว จ ล อ บ ก า ร ต ิด เช ื้อ ข อ ง แ อ ค ต ิ 

โ น ฟ า จ ก ับ ส เต ร ป โ ต ม ัย ซ ิท ีล จ า ก ก า ร เก ิด พ ล ัา ค  ( D o w d in g ,  1 9 7 3  ; L a n n in g  a n d  W il l ia m s ,  1 9 8 2  ; 

A n n e  e t  a l . ,1 9 8 4  )

3.11 การนำ,อนุภาคแ'อคติโนฟาจจากจานเพาะเชื้อที่เกิดการติดเขี่['อ
น ำ จ า น เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่เ ก ิด พ ล ี'า ค ม า เต ิม น ิว เต ร ีย น ท ํบ ร อ ท  ท ี่ป ล อ ด เช ื้อ

ป ร ิม า ต ร  5  ม ิล ล ิล ิต ร  เข ย ่า จ า น เพ า ะ เล ีย ง เช ื้อ ท ุก ๆ  1 5  น า ท ี เป ็น เว ล า  2  ช ั่ว โ ม ง  จ า ก น ั้น น ำ ข อ ง  

เห ล ว จ า ก จ า น เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ น ี้ก ร อ ง ผ ่า น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง ข น า ด  0 .4 5  ไ ม โ ค ร เม ต ร  ไ ด ้เป ็น แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ  

แ ข ว น ล อ ย  ( a c t i n o p h a g e  s u s p e n s i o n s )  ต ร ว จ ล อ บ อ น ุภ า ค แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ อ ิส ร ะ ใ น แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ  

แ ข ว น ล อ ย ด ้ว ย เท ค น ิค ก า ร ท ำ อ า ห า ร ว ุ้น ส อ ง ช ั้น อ ีก ค ร ั้ง  ( S y k e s  e t  a l . ,  1 9 8 1 )

3.12 การศึกษาความสามารถในการเกิดพล๊าค
ท ำ ก า ร เจ ือ จ า ง แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ แ ข ว น ล อ ย จ า ก ข ้อ  3 .1 1  ด ้ว ย น ิว เต ร ีย น ท ์บ ร อ ท ใ ห ้ 

ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น   ๆ0  า- 1 0 5 น ำ ม า ท ำ อ า ห า ร ว ุ้น ล อ ง ช ั้น  ต ร ว จ ล อ บ ข น า ด  ค ว า ม ข ุ่น  ล ัก ษ ณ ะ ข อ บ  

ข อ ง พ ล ๊า ค แ ล ะ น ับ จ ำ น ว น พ ล ๊า ค  โ ด ย ก า ร น ับ จ ำ น ว น พ ล ๊า ค จ ะ น ับ ใ น จ า น เพ า ะ เช ื้อ ท ี่ม ีจ ำ น ว น พ ล ๊า ค  

เห ม า ะ ส ม  ค ือ อ ย ู่ร ะ ห ว ่า ง  5 0 - 3 0 0  พ ล ๊า ค ต ่อ จ า น เพ า ะ เช ื้อ  ( D o w d in g ,  1 9 7 3 )  น ำ จ ำ น ว น พ ล ๊า ค ม า  

ค ำ น ว ณ ห า ค ่า ค ว า ม ล า ม า ร ถ ใ น ก า ร เก ิด พ ล ๊า ค  จ า ก ส ูต ร  ( L u r ia  e t  a l . ,  1 9 7 8 )

ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร เก ิด พ ล ๊า ค  ( p . f .u . /m l )  =  จ ำ น ว น พ ล ๊า ค

ป ร ิม า ต ร แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ ท ีใ ซ ้ X ค ่า อ ัต ร า ก า ร เจ ือ จ า ง

3 4. 0 0 0 % 11
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3.13 การเพิ่มปริมาณและการเก็บรวบรวมแอคติโนฟาจ
น ำ แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ แ ข ว น ล อ ย ท ี่ได้จากข้อ 3.12 ของระดับก า ร เจ ือ จ า ง ท ีใ่ห ้พ ล ๊า ค  

ป ร ิม า ณ ท ี่เห ม า ะ ส ม ม า ท ำ อ า ห า ร ว ุ้น ส อ ง ช ั้น  โ ด ย เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ จ า น เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ เป ็น  1 5 - 2 0  จ า น  

เม ือ เก ิด พ ล ๊า ค แ ล ้ว ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง เห ม ือ น ข ้อ  3 .1 1  แ ล ะ ก ร อ ง ผ ่า น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง ข น า ด  0 .4 5

ไ ม โ ค ร เม ต ร  เก ็บ แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ ท ี่แ ข ว น ล อ ย ใ น น ิว เต ร ิย น ท ์บร อ ท ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส

3.14 การศึกษาแอคติโนฟาจโดยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน
ท ำ ก า ร ต ก ต ะ ก อ น แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ แ ข ว น ล อ ย จ า ก ข ้อ  3 . 1 3  ด ้ว ย โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 

แ ล ะ โ พ ล ีเอ ท ธ ิล ีน ไ ก ล ค อ ล  ( ป ร ับ ป ร ิม า ต ร ท ั้ง ห ม ด ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ใ ห ้เป ็น  0 . 5  โ ม ล า ร ์โ ซ เด ีย ม  

ค ล อ ไ ร ด ์แ ล ะ  1 0  เป อ ร ์เซ น ต ์โ พ ล ีเอ ท ธ ิล ีน ไ ก ล ค อ ล )  บ ่ม ท ี่ 4  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  2 4  ช ั้ว โม ง 

น ำ ไ ป ป ่น ด ้ว ย เค ร อ ง ป ัน เห ว ี่ย ง ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ค ว า ม เร ็ว  1 0 0 0 0  X g เป ็น เว ล า  

1 0  น า ท ี น ำ ต ะ ก อ น ท ี่ไ ด ้ม า ล ะ ล า ย ใ น ส า ร ล ะ ล า ย  0 .1  โ ม ล า ร ์แ อ ม โ ม เน ีย ม อ ะ ซ ิเต ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ ค ่า

ค ว า ม เป ็น ก ร ด - ด ่า ง  7  ( A m m o n iu m  a c e t a t e  b u f f e r  ; ภ า ค ผ น ว ก  ข)

ห ย ด แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ ใ น ส า ร ล ะ ล า ย แ อ ม โ ม เน ีย ม อ ะ ซ ิเต ต ล ง บ น ก ร ิด  ( g r id )  แ ล ะ  

ย ้อ ม ด ้ว ย ว ิธ ีเน ก า ท ีฟ  ส เต น น ิ่ง  ( n e g a t i v e  s t a i n i n g )  โ ด ย ใ ช ้ 2  เป อ ร ์เซ น ต ์ ย ูร า น ิล อ ะ ช ิเต ต  ( u r a n y l  

a c e t a t e )  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ส ืก ษ า ร ูป ร ่า ง อ น ุภ า ค แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ ด ้ว ย ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์อ ิเล ค ต ร อ น แ บ บ ส ่อ ง  

ผ ่า น  ( D o w d in g ,  1 9 7 3  ; K u h n  e t  a l . ,  1 9 8 7 )

3.15 ศึกษาความล้มพันธ์ระหว่างแอคติโนฟาจที่แยกได้จากสเตรปโตม้ย?ทีสสายพันธุ 
หนี่งกับสเตรปโตม้,ย?ทีสอีกสายพันธุอื่น

น ำ ส ป อ ร ์แ ข ว น ล อ ย ข อ ง ล เต ร ป โ ต ม ัย ซ ิท ีส ส า ย พ ัน ธ ุท ี่แ ย ก ไ ด ้จ า ก ด น แ ล ะ ส เต ร ป โ ต  

ม ัย ซ ิท ีส ล า ย พ ัน ธ ุอ ้า ง อ ิง ท ี่ท ร า บ ช น ิด  แ ต ่ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุป ร ิม า ต ร  2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ม า ใ ส ่ใ น ส ล ็อ ป ป ี 

อ ก า ร ์ ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน เท ล ง บ น น ิว เต ร ิย น ท ์ อ ก า ร ์ จ า ก น ั้น น ำ แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ แ ข ว น ล อ ย แ ต ่ล ะ ช น ิด ม า  

ท ด ส อ บ ก า ร ท ำ ใ ห ้เก ิด ก า ร ต ิด เช ื้อ ใ น โ ฮ ส ท ์เซ ล ล ์ ด ้ว ย ก า ร ห ย ด แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ แ ข ว น ล อ ย ป ร ิม า ต ร  5 0  

ไ ม โ ค ร ล ิต ร ล ง ไ ป เป ็น จ ุด ล ง บ น จ า น เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ  บ ่ม ท ี่ 3 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  1 6  ช ั้ว โ ม ง  

ต ร ว จ ส อ บ ก า ร ต ิด เช ื้อ เบ ื้อ ง ต ้น ,จ า ก ก า ร เก ิด บ ร ิเว ณ ใ ส ต ร ง บ ร ิเว ณ 'ท ี่ท ำ ก า ร ,จ ุด แ อ ค ต ิ'โ น 'ฟ า จ แ ข ,ว น ล อ ย  

บ น จ า น เพ า ะ เซ ือ  ( A n n e  e t  a l . ,  1 9 8 4 )

น ำ แ อ ค ต ิโ น ฟ า จ แ ล ะ ส เต ร ป โ ต ม ัย ซ ิท ีส ท ี่เก ิด ก า ร ต ิด เช ื้อ จ า ก ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ช ้า ง  

ต ้น ม า ท ำ ต า ม ข ้อ  3 .1  ต ร ว จ ส อ บ ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง พ ล ๊า ค ท เก ิด ข น
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