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บทคัดยอ 
 
 การระบาดของเช้ือ multidrug resistant-Acinetobacter baumannii (MDR-AB) กลายเปนปญหาสําคัญทางดานสุขภาพ
ทั่วโลก เม่ือมีการอุบัติของ MDR-AB จึงจําเปนตองมีการศึกษาหาทางเลือกในการรักษา ที่นอกเหนือจากการใชยาตานจุลชีพ  
แบคเทอริโอเฟจเปนไวรัสที่สามารถติดเชื้อและทําลายเซลลแบคทีเรียด้ือยา จึงทําใหคณะผูวิจัยสนใจการประยุกตใชแบคเทอริ-
โอเฟจในรูปแบบไวรัสบําบัด (bacteriophage (phage) therapy) ซึ่งจากการศึกษากอนหนานี้ไดทําการแยกแบคเทอริโอเฟจ    
ที่จําเพาะตอเชื้อ A. baumannii สายพันธุ ØABP-01 จากบอบําบัดน้ําเสีย ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค เพื่อศึกษา
คุณสมบัติทางอณูชีววิทยาของ ØABP-01 จากการวิเคราะหดวยเทคนิค pulsed field gel electrophoresis พบวาจีโนมของ 
ØABP-01 มีขนาดประมาณ 35 kb และจีโนมิกดีเอ็นเอถูกยอยไดดวย DNaseI ทาํใหทราบวาจโีนมเปนดีเอ็นเอสายคู การวิเคราะห
โปรตีนดวยเทคนิค SDS - polyacrylamide gel electrophoresis พบวามีแถบโปรตีนหลักๆ อยูหนึ่งแถบซึ่งมีมวลโมเลกุล
ประมาณ 28kDa และแถบโปรตีนอื่นๆ ซึ่งมีมวลโมเลกุลไลเรียงตั้งแต 20 ถึง 97kDa จีโนมของ ØABP-01 ถูกตัดไดดวยเอ็นไซม
ตัดจําเพาะ 8 ชนิด จากทั้งหมด 11 ชนิดที่ใชในการศึกษา คือ BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และ SphI 
สวนการวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 จากการสราง genomic library พบวาลําดับเบส
บางสวนของ ØABP-01 มีความคลายคลึงกับ Acinetobacter phage phiAB1, Acinetobacter phage Abp1 และ 
Acinetobacter phage AB3 เปนตน ผลจากการศึกษานี้สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตน ในการนํา ØABP-01 ไปพัฒนาใน
รูปแบบไวรัสบําบัดเพื่อใชควบคุมการติดเช้ือ MDR-AB 
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Abstract 

Multidrug resistant-Acinetobacter baumannii (MDR-AB) has become a worldwide health problem. The 
emergence of MDR-AB requires the exploration of alternative antibacterial therapy. Bacteriophages (phages) - 
viruses of bacteria - can kill antibiotic-resistant bacteria, which led our group to studythe phage for phage 
therapy.A. baumannii bacteriophage, ØABP-01 was isolated from waste water treatment plants. In this study, we 
examined the molecular characteristics of the bacteriophage ØABP-01. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) 
analysisrevealed that phage DNA ØABP-01 have genome sizes of approximately 35 kb. The ØABP-01 genome  
was digested with DNaseI and revealed that the genome was double stranded DNA. Protein analysis using SDS - 
polyacrylamide gel electrophoresis revealed 1 major protein band of approximately 28 kDa and many minor protein 
bands with molecular weight ranging from 20 - 97 kDa. Restriction analysis of the ØABP-01 DNA indicated that the 
DNA was cut by only 8 of the 11 used enzymes, namely BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI and    
SphI. Partial sequence of the ØABP-01 genomereveals sequence similarity to Acinetobacter phage phiAB1, 
Acinetobacter phage Abp1 andAcinetobacter phage AB3. Results from this study can be used as a 
preliminarydata for developing ØABP-01 as a phage therapy to control MDR-AB infection. 

Keywords : multidrug resistant-A. baumannii / A. baumannii bacteriophage / phage therapy 
 
1. บทนํา 
 Acinetobacter baumannii เปนเชื้อกอโรคที่มีความสําคัญทางการแพทย เนื่องจากสามารถพบเช้ือไดในส่ิงแวดลอมทาง
ธรรมชาติและส่ิงแวดลอมในโรงพยาบาล พบมีการปนเปอนในอุปกรณทางการแพทย สามารถแพรจากบุคคลากรทางการแพทย
สูผูปวยได และยังทําใหเกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิต ระบบทางเดินหายใจสวนลาง และระบบทางเดินปสสาวะ (Seifert, et al., 
1995; Fournier, et al., 2006) โดยสามารถพบการกอโรคไดทั้งในชุมชนและในเขตโรงพยาบาล ที่สําคัญคือเชื้อมีการด้ือตอ    
ยาตานจุลชีพหลายชนิด multidrug resistant-A.baumannii (MDR-AB) เปนผลใหการรักษาดวยยาตานจุลชีพไมไดผลเทาที่ควร
ทั้งยังพบการระบาดไปทั่วโลกรวมถึงในประเทศไทยและมีแนวโนมเพิ่มขึ้นทุกป การติดเชื้อ MDR-AB จึงเปนปญหาสําคัญใน 
การรักษา และเกิดการสูญเสียชีวิตตามมา  
 แบคเทอริโอเฟจเปนไวรัสของแบคทีเรีย มีการติดเชื้อและเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียอยางจําเพาะเจาะจง เม่ือเขาสูชวง
สุดทายของวงจรชีวิต แบคเทอริโอเฟจจะสรางเอนโดไลซิน (lytic enzyme) ขึ้นมาเพื่อทําลายผนังเซลลของโฮสตทําใหเซลลตาย 
แลวปลดปลอยอนุภาคลูกหลานออกนอกเซลล (Kutter and Sulakvelidze, 2005) ดวยคุณสมบัติดังกลาวจึงมีการประยุกตใช
แบคเทอริโอเฟจในรูปแบบ phage therapy เพื่อควบคุมและรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียท่ีมีการด้ือตอยาตานจุลชีพหลายชนิด 
(Parisien, et al., 2007) รวมถึง MDR-AB โดยมีการศึกษาของ Soothill และคณะ (1992) พบวาอนุภาค Acinetobacter phage 
BS46 สามารถปองกันการติดเช้ือของหนู mice จากแบคทีเรีย A. baumannii นอกจากนั้นยังมีการใชรีคอมบิแนนทโปรตีน    
เอนโดไลซินเปน therapeutic agents เชน การศึกษาในป ค.ศ. 2010 มีการแยกและศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจที่
จําเพาะตอ A. baumannii (A. baumannii bacteriophage: ABP) ในประเทศไตหวัน (Lai, et al., 2011) จากนั้นไดสรางรีคอม-
บิแนนทโปรตีนเอนโดไลซิน แลวนําไปทดสอบกับ MDR-AB พบวาสามารถเกิด lytic activity และยังสามารถยับย้ังเชื้อดังกลาว
ไดอีกดวย (antimicrobial activity) (Lai, et al., 2011) แตเนื่องจากสายพันธุของ A. baumannii ที่มีการระบาดในแตละพื้นที่มี
ความแตกตางกันประกอบกับแบคเทอริโอเฟจมีความจําเพาะและทําลาย A. baumannii ไดเพียงบางสายพันธุ จึงจําเปนตอง   
มีการแยกและศึกษาคุณสมบัติ ABP ที่มีความสามารถในการทําลายเชื้อไดหลายสายพันธุ รวมถึงการศึกษาคุณสมบัติทาง    
อณูชีววิทยา และทราบลําดับนิวคลิโอไทดในจีโนมของ ABP โดยเฉพาะลําดับนิวคลิโอไทดที่จะถูกแปรรหัสไปเปน lytic enzyme 
 การระบาดที่เพิ่มขึ้นในแตละปของเช้ือ MDR-AB และคุณสมบัติท่ีโดดเดนของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายเซลลโฮสต
อยางมีประสิทธภิาพ ทาํใหไวรัสบําบัดเปนอีกหนึง่ทางเลือกในการควบคุมการติดเชื้อ MDR-AB โดยการศึกษากอนหนาน้ี (ธวัชชยั 
กิตติ, 2555) ไดทําการแยกแบคเทอริโอเฟจที่จําเพาะตอ MDR-AB จากบอบําบัดน้ําเสียในประเทศไทยพบวาแบคเทอริโอเฟจ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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ความแตกตางกันประกอบกับแบคเทอริโอเฟจมีความจําเพาะและทําลาย A. baumannii ไดเพียงบางสายพันธุ จึงจําเปนตอง   
มีการแยกและศึกษาคุณสมบัติ ABP ที่มีความสามารถในการทําลายเชื้อไดหลายสายพันธุ รวมถึงการศึกษาคุณสมบัติทาง    
อณูชีววิทยา และทราบลําดับนิวคลิโอไทดในจีโนมของ ABP โดยเฉพาะลําดับนิวคลิโอไทดที่จะถูกแปรรหัสไปเปน lytic enzyme 
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อยางมีประสิทธภิาพ ทาํใหไวรัสบําบัดเปนอีกหนึง่ทางเลือกในการควบคุมการติดเชื้อ MDR-AB โดยการศึกษากอนหนานี้ (ธวัชชยั 
กิตติ, 2555) ไดทําการแยกแบคเทอริโอเฟจที่จําเพาะตอ MDR-AB จากบอบําบัดน้ําเสียในประเทศไทยพบวาแบคเทอริโอเฟจ 

 
 
 



28 วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที่ 6 วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557

 
 

 
 

สายพันธุ ØABP-01 มีโครงสรางสวนหัวเปนทรงหกเหลี่ยม (icosahedral head) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 78 nm มีหางสั้น 
(short tail) ขนาด 9 nm จัดอยูในวงศตระกูล Podoviridae และท่ีสําคัญ ØABP-01 มีคุณสมบัติในการทําลาย MDR-AB ได
หลายสายพันธุ จึงเหมาะสมท่ีจะนํามาศึกษาคุณสมบัติทางอณชูีววิทยาเพือ่ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการนําอณภุาคแบคเทอริโอเฟจ
มาประยุกตใชในรูปแบบไวรัสบําบัด (Phage therapy) 
 
2. วิธีการ 
 2.1  สายพันธุแบคทีเรียแบคเทอริโอเฟจและพลาสมิดที่ใชในการศึกษา 
 สายพันธุแบคทีเรียท่ีใชในการศึกษาครั้งนีไ้ดแก A. baumannii สายพันธุ AB1589 ที่แยกไดจากผูปวยโรงพยาบาลพทุธชินราช 
จังหวัดพิษณุโลก (นริศรา บุญเกิด, 2550) ซึ่งเชื้อสายพันธุนี้มีการด้ือตอยาตานจุลชีพหลายชนิด (MDR-AB)ทั้งยังพบยีนด้ือยา 
OXA-23 และ OXA-51 ในพลาสมิดและโครโมโซมตามลําดับและ Escherichia coli สายพันธุ DH5alpha (Hanahan, 1983)
สวนแบคเทอริโอเฟจสายพันธุ ØABP-01 ที่จําเพาะตอเชื้อ A. baumannii แยกไดจากบอบําบัดน้ําเสีย โรงพยาบาลพุทธชินราช 
จังหวัดพิษณุโลก (ธวัชชัย กิตติ, 2555) และพลาสมิดที่ใชในการศึกษาไดแก pBluescript (Fermentas, USA) 
 2.2  การเพิ่มจํานวนแบคเทอริโอเฟจ  
 การเพิ่มจํานวนแบคเทอริโอเฟจดัดแปลงจากวิธีของ Su Venkatesh และ Bodmer (1989) โดยเล้ียง A. baumannii     
สายพันธุ AB 1589 ในอาหาร Luria-Bertani (LB) broth ปริมาณ 50 ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเม่ือเชื้อเจริญอยูในชวง 
log phase หรือมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600nm เทากับ 0.3 - 0.4 จึงเติม ØABP-01 โดยใชปริมาณไวรัสตอ
แบคทีเรียมีคาเทากับ 1 นําไปบมตอจนมีการทําลายโฮสทสมบูรณ จากนั้นเติม chloroform ปริมาตร 1 ml นําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส และเขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปนดวยความเร็ว 4,000 รอบ/นาที  
เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกเศษเซลลแบคทีเรียออกไป นําเอาเฉพาะสวนใสมาเติม 10 mg/ml DNase I ปริมาตร 10μl นําไปบมท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวเติม NaCl ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1 M และเติม Polyethylene Glycol 8000 
(PEG8000) ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 8-10% (w/v) นําไปบมตอที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว
นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกสวนใสทิ้ง แลวนําตกตะกอน   
แบคเทอริโอเฟจมาละลายใน SM buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO4, และ 1% gelatin) 
ปริมาตร 1 ml เก็บอนุภาคของแบคเทอริโอเฟจที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการตรวจสอบโปรตีนและสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ  
 2.3  การตรวจสอบโปรตีนของแบคเทอริโอเฟจ 

นําอนุภาคแบคเทอริโอเฟจที่ละลายใน SM buffer มาผสมกับ sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 5% beta-
mercaptoethnol, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% glycerol และ 0.01% bromphenolblue) นําไปตมเปนเวลา      
5 นาที จากนั้นนํามาแยกขนาดโปรตีนใน 15% SDS-polyacrylamide gel โดยใชกระแสไฟฟา 150 โวลต เปนเวลา 80 นาที 
และนําเจลไปยอมดวย 0.125% Coomassie blue R-250 นาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเจลมาลางสียอมดวย destaining 
solution (40% methanol และ 10% glacial acetic acid) ขามคืน 
 2.4  การสกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจ 

นําอนุภาคแบคเทอริโอเฟจที่ละลายใน SM buffer ปริมาตร 1 ml มาเติม chloroform ในอัตราสวน 1:1 จะเกิดการแยกชั้น 
จากนั้นดูดเอาสารละลายชั้นบนที่มีลักษณะขาวขุน ประมาณ 1.5 ml นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เปนเวลา     
5 นาที แลวแยกเอาสวนใสชั้นบนประมาณ 600 μl มาผสมกับ TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1 mM EDTA) 
ปริมาตร 60 μl จากนั้นเติม 10% SDSปริมาตร 60 μl นําไปบมในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
จากนั้นเติม phenol ปริมาตร 600 μl นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที แยกเอาสวนใสชั้นบนสุด  
มาเติม 3 M sodium acetate ปริมาตร 50 μl และ isopropanol ปริมาตร 500 μl บมบนน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอน
ดีเอ็นเอ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer ปริมาตร 500 μl 
แลวเติม 8 M potassium acetate ปริมาตร 150 μl และ isopropanol ปริมาตร 650 μl นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 
นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําตะกอนดีเอ็นเอมาลางดวย 70% ethanol นําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ทิ้งใหตะกอนดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอกลับใน
TE buffer (pH 8.0) ปริมาตร 100 μl นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
 

 
 

 2.5  การสราง restriction map ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ 
นําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ HindIII, PstI, BamHI, SmaI EcoRI, EcoRV, BglII, HpaII, MluI, XbaI และ

SphI (Vivantis., Selangor, Malasia) โดยใชดีเอ็นเอปริมาณ 1 μg มาตัดเดี่ยวและหรือตัดคูดวยเอนไซมตัดจําเพาะท้ัง 11 ชนิด 
จากนั้นนํามาตรวจสอบ fragment ของจีโนมิกดีเอ็นเอดวยวิธี pulsed field gel electrophoresis (PFGE) โดยใช 1% agarose 
gel และ 0.5X TBE running buffer ปริมาตร 2.5 ลิตรต้ังโปรแกรมอัตโนมัติ (20K-500K automatic program) บนเคร่ือง CHEF 
Mapper (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) ปรับเวลาใหเปน 18 ชั่วโมง, อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียสและความตางศักย 
4.5 V/cm (initial Sw Tm: 2.98s; final Sw Tm 1 m 13.58s) และใชดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda DNA/HindIII Marker และ VC 
1 Kb เม่ือครบ 18 ชั่วโมงนําเจลมายอมใน 10 μg/ml ethidium bromide เปนเวลา 30 นาที ลางดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 1 ชั่วโมง
จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 2.6  การสราง genomic library ของแบคเทอริโอเฟจ 

นําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII สวนดีเอ็นเอพาหะที่ใชในการโคลน ไดแก pBluescript นําดีเอ็นเอพาหะ
ดังกลาวมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII จากนั้นนํามากําจัด phosphate group ที่ปลาย 5’ ดวยเอนไซม FastAPTM 
Thermosensitive Alkaline Phosphatase จากนั้นเชื่อมตอชิ้นสวนจีโนมิกดีเอ็นเอ (insert) เขากับดีเอ็นเอพาหะ (vector) แลว
นําไป transform เขาในแบคทีเรีย E. coli DH5 alpha จากน้ันคัดเลือกเอาโคลนท่ีมี insert โดยใชวิธbีlue/white colony screening 
นําเอาโคโลนีสีขาวมาสกัดพลาสมิดและนํามาตัดดวยเอนไซม HindIII เพื่อเปนการตรวจสอบหา insert จากน้ันนําพลาสมิด
ดังกลาวไปหาลําดับเบส (Applied Biosystems) และวิเคราะหหาสวนที่เปน ORF (Open Reading Frame) โดยใชโปรแกรม 
ORF Finder (http://ncbi.nlm.nih.gov/gorf) จากนั้นนําแตละ ORF ที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสของสิ่งมีชีวิตอื่นๆ ใน
ฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
3. ผลและอภิปราย 
 3.1  การตรวจสอบโปรตีนแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 
 เพื่อตรวจสอบโปรตีนของแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 โดยนําอนุภาคแบคเทอริโอเฟจมาผสมกับ sample buffer แลว  
นําไปตมและแยกโปรตีนดวยเทคนิค SDS - polyacrylamide gel (15%) electrophoresis จากนั้นนํามายอมดวย 0.125% 
Coomassie blue R-250 พบวามีแถบโปรตีนอยางนอย 10 แถบ โดยมีแถบโปรตีนหลักๆ อยูหนึ่งแถบซึ่งมีมวลโมเลกุลประมาณ 
28 kDa ซึ่งนาจะเปนโปรตีนโครงสราง  ที่หอหุมจีโนม (coat protein) ของ ØABP-01 และแถบโปรตีนอื่นๆ ซึ่งมีมวลโมเลกุล    
ไลเรียงต้ังแต 20 ถึง 97kDa ดังในภาพท่ี 1 สอดคลองกับงานวิจัยของ Lin และคณะ (2010) พบวา Acinetobacter phage 
phiAB2 จัดอยูใน Podoviridae family มีแถบโปรตีนหลัก 1 แถบ ขนาดประมาณ 35 kDa ซึ่งนาจะเปนแคปซิดโปรตีน และ       
มีแถบโปรตีนยอย อยางนอย 10 แถบ   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1 SDS - polyacrylamide gel (15%) electrophoresis ของโปรตีนจากอนุภาคแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01: โปรตีน

มาตรฐาน (BIO-RAD) (lane M) และแถบโปรตีนจากอนุภาคแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 (lane 1) 
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 2.5  การสราง restriction map ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ 
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 3.2  การสราง restriction map ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 
เพื่อประมาณขนาดของจีโนมและสราง restriction map ของแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 โดยการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ   

แลวนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 11 ชนิด ไดแก HindIII, PstI, BamHI, SmaI, EcoRI, EcoRV, BglII, HpaII, MluI, XbaI 
และ SphI จากนั้นแยก fragment โดย PFGE ผลที่ไดแสดงในภาพที่ 2a โดยพบวาจีโนมิกดีเอ็นเอของ ØABP-01 ถูกตัดไดดวย
เอนไซม 8 ชนิด จากทั้งหมด 11 ชนิด   คือเอนไซม BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และ SphI เม่ือทําการ
รวมขนาดของ fragment ที่ถูกตัดดัวยเอนไซมตัดจําเพาะ พบวาจีโนมของ ØABP-01 มีขนาดประมาณ 35 kb ซึ่งมีขนาด
ใกลเคียงกับจีโนมของ Acinetobacter phage phiAB2 (Lin, et al., 2010) คือประมาณ 40 kb โดยมีการประมาณขนาดของ
จีโนมดวยเทคนิค PFGE เชนเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ สวน Acinetobacter phage AB3 (KC311669), Acinetobacter phage 
Abp1 (JX658790) และ Acinetobacter phage AB1 (HM368206) จากการหาลําดับเบสท้ังจีโนมพบวามีขนาดจีโนมเทากับ 
31.185 kb, 42.185 kb และ 45.159 kb ตามลําดับ และผลจากการสราง restriction map พบวา ที่ตําแหนงตางๆ ของจีโนม 
ØABP-01 ถูกตัดไดดวยเอนไซม BglII, EcoRV, MluI และ HpaII ดังแสดงในภาพท่ี 2b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2  Restriction analysis ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01: PFGE ของจีโนมิกดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมชนิดตางๆ 
ทั้งตัดเดี่ยวและคู (a) และ Restriction map ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 (b), lane 1: uncut, lane 2: 
EcoRV, lane3: MluI, lane4: SphI, lane5: BglII, lane6: HpaII, lane7: EcoRI, lane8: EcoRV+EcoRI, lane9: 
EcoRV+SphI, lane10: EcoRV+BglII, lane11: EcoRV+HpaII, lane12: EcoRV+EcoRI, lane13: MluI+SphI, 
lane14: MluI+BglII, lane15: MluI+HpaII, lane16: MluI+EcoRI, lane17: SphI+BglII, lane18: SphI+HpaII, 
lane19: SphI+EcoRI, lane20: BglII+HpaII, lane21: BglII+EcoRI, lane22: HpaII+EcoRI, laneM1:  HindIII 
marker และ laneM2:  PstI marker 

 
 
 3.3  การสราง genomic library และการวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 

จากการสราง genomic library เพื่อหาลําดับเบสบางสวนของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 เมื่อนําลําดับเบสมา
วิเคราะหพบ 11incomplete ORF (ตารางที่ 1) พบวา ORF ของ ØABP-01 โดยสวนมากมีลําดับเบสท่ีคลายกับ ORF ของ 
Acinetobacter phage สายพันธุอื่นๆ เชน Acinetobacter phage phiAB1, Acinetobacter phage Abp1 และ Acinetobacter 

 
 

 
 

phage AB3 เปนตน นอกจากน้ันยังพบวา clone4 มี ORF ที่มีลําดับเบสท่ีคลายกับtype VI secretion protein ของเช้ือ A. 
baumannii MDR-TJ โดยการเปรียบเทียบทั้งโครงสรางและลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนใน type VI secretion system (T6SS) 
พบวามีความคลายคลึงกับโครงสรางของหางแบคเทอริโอเฟจ (Leiman, et al., 2009) กลาวคือ เปนโครงสรางที่ไมไดมีบรรพบุรุษ
รวมกัน แตมีวิวัฒนาการและทําหนาที่คลายคลึงกัน (analogous) โดยแบคเทอริโอเฟจจะใชสวนหางในการเจาะเซลลแบคทีเรีย
เพื่อนําสารพันธุกรรมเขาไปในเซลล สวนแบคทีเรียจะใช T6SS ในการหล่ังสารมหโมเลกุลออกนอกเซลล จากการวิเคราะหลําดับ
เบสของ insert ใน clone8 พบวามี 2 incomplete ORF ซึ่งเปนแปลรหัสใหโปรตีน helicase และ ligase ซึ่งยีนทั้งสองมีสวนท่ี
ซอนทับกันอยู (overlapping gene) ซึ่งอาจจะเปนการปรับตัวของไวรัสที่มีจีโนมเปนดีเอ็นเอและมีจีโนมขนาดเล็ก เพื่อใหมีการ
แปลรหัสไดโปรตีนที่หลากหลายและสามารถดํารงชีวิตอยูได (Chirico, et al., 2010) ซึ่งสามารถพบ overlapping gene ใน    
แบคเทอริโอเฟจทั่วไป รวมถึงแบคเทอริโอเฟจที่จําเพาะตอ A. baumannii เชน Acinetobacter phage phiAB1 (Chang, et al., 
2011) 
 
ตารางที่ 1 แสดงผลจากการวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 โดยโปรแกรม BLASTn 
 
Clone 
name 

ORF  

length 

% Identity Accession no. 

4 - 1,329 bp - 100 % type VI secretion protein (A. baumanniiMDR-TJ) - AFI96010 

5 - 264 bp 

 

- 183 bp 

- 99 % putative ATP-dependent DNA ligase (Acinetobacter phage 
phiAB1) 

- 100% DNA-directed DNA polymerase (Acinetobacter phage Petty) 

- ADQ12720 

 

- AGY47989.1 

6 - 159 bp 
- 228 bp 

- 99% hypothetical protein (A. baumanniiTYTH-1) 

- 98% structural protein (Acinetobacter phage phiAB1) 

- AFU3978 
- ADQ12734 

8 - 804 bp 
- 165 bp 

- 98% putative DNA helicase (Acinetobacter phage phiAB1) 

- 99% putative ATP-dependent DNA ligase (Acinetobacter phage 
phiAB1) 

- ADQ12719 
- ADQ12720 

9 - 351 bp 
- 687 bp 

- 98% hypothetical protein (Acinetobacter phage Abp1) 

- 99% hypothetical protein (Acinetobacter phage Abp1) 

- AFV51020 
- AFV51020 

10 - 795 bp - 97% putative internal virion protein (Acinetobacter phage Abp1) - AFV51021 

13 - 891 bp - 93% putative head-tail connector protein (Acinetobacter phage AB3) - AGC35314 

 
4. บทสรุป 

จากการศึกษาคุณสมบัติทางอณูชีววิทยาพบวา ØABP-01 มีขนาดจีโนมประมาณ 35 kb จีโนมเปนดีเอ็นเอสายคู ถูกตัดได
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และ SphI สวนการวิเคราะหลําดับเบสบางสวน
ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 พบวาลําดับเบสบางสวนของ ØABP-01 มีความคลายคลึงกับ Acinetobacter phage 
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phage AB3 เปนตน นอกจากน้ันยังพบวา clone4 มี ORF ที่มีลําดับเบสท่ีคลายกับtype VI secretion protein ของเช้ือ A. 
baumannii MDR-TJ โดยการเปรียบเทียบทั้งโครงสรางและลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนใน type VI secretion system (T6SS) 
พบวามีความคลายคลึงกับโครงสรางของหางแบคเทอริโอเฟจ (Leiman, et al., 2009) กลาวคือ เปนโครงสรางที่ไมไดมีบรรพบุรุษ
รวมกัน แตมีวิวัฒนาการและทําหนาที่คลายคลึงกัน (analogous) โดยแบคเทอริโอเฟจจะใชสวนหางในการเจาะเซลลแบคทีเรีย
เพื่อนําสารพันธุกรรมเขาไปในเซลล สวนแบคทีเรียจะใช T6SS ในการหล่ังสารมหโมเลกุลออกนอกเซลล จากการวิเคราะหลําดับ
เบสของ insert ใน clone8 พบวามี 2 incomplete ORF ซึ่งเปนแปลรหัสใหโปรตีน helicase และ ligase ซึ่งยีนทั้งสองมีสวนท่ี
ซอนทับกันอยู (overlapping gene) ซึ่งอาจจะเปนการปรับตัวของไวรัสที่มีจีโนมเปนดีเอ็นเอและมีจีโนมขนาดเล็ก เพื่อใหมีการ
แปลรหัสไดโปรตีนที่หลากหลายและสามารถดํารงชีวิตอยูได (Chirico, et al., 2010) ซึ่งสามารถพบ overlapping gene ใน    
แบคเทอริโอเฟจทั่วไป รวมถึงแบคเทอริโอเฟจที่จําเพาะตอ A. baumannii เชน Acinetobacter phage phiAB1 (Chang, et al., 
2011) 
 
ตารางที่ 1 แสดงผลจากการวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 โดยโปรแกรม BLASTn 
 
Clone 
name 

ORF  

length 

% Identity Accession no. 

4 - 1,329 bp - 100 % type VI secretion protein (A. baumanniiMDR-TJ) - AFI96010 

5 - 264 bp 

 

- 183 bp 

- 99 % putative ATP-dependent DNA ligase (Acinetobacter phage 
phiAB1) 

- 100% DNA-directed DNA polymerase (Acinetobacter phage Petty) 

- ADQ12720 

 

- AGY47989.1 

6 - 159 bp 
- 228 bp 

- 99% hypothetical protein (A. baumanniiTYTH-1) 

- 98% structural protein (Acinetobacter phage phiAB1) 

- AFU3978 
- ADQ12734 

8 - 804 bp 
- 165 bp 

- 98% putative DNA helicase (Acinetobacter phage phiAB1) 

- 99% putative ATP-dependent DNA ligase (Acinetobacter phage 
phiAB1) 

- ADQ12719 
- ADQ12720 

9 - 351 bp 
- 687 bp 

- 98% hypothetical protein (Acinetobacter phage Abp1) 

- 99% hypothetical protein (Acinetobacter phage Abp1) 

- AFV51020 
- AFV51020 

10 - 795 bp - 97% putative internal virion protein (Acinetobacter phage Abp1) - AFV51021 

13 - 891 bp - 93% putative head-tail connector protein (Acinetobacter phage AB3) - AGC35314 

 
4. บทสรุป 

จากการศึกษาคุณสมบัติทางอณูชีววิทยาพบวา ØABP-01 มีขนาดจีโนมประมาณ 35 kb จีโนมเปนดีเอ็นเอสายคู ถูกตัดได
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และ SphI สวนการวิเคราะหลําดับเบสบางสวน
ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 พบวาลําดับเบสบางสวนของ ØABP-01 มีความคลายคลึงกับ Acinetobacter phage 

 
 
 



32 วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที่ 6 วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557

 
 

 
 

phiAB1, Acinetobacter phage Abp1 และ Acinetobacter phage AB3 ผลท่ีไดจากการศึกษาสามารถใชเปนขอมูลพื้นฐาน 
ในการหาลําดับเบสท้ังจีโนมเพื่อตรวจสอบหายีนที่จะแปรรหัสไปเปน lytic enzyme และประยุกตใชอนุภาคแบคเทอริโอเฟจ
ØABP-01 หรือการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนเอนโดไลซิน เพื่อใชรักษาหรือควบคุมการติดเชื้อ MDR-AB ตอไป 
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การสรางชุดทดลองเพ่ือหาคาอัตราเร็วเสยีงในของแข็งโดยวธิีการสั่นพองของคลื่นเสียง 
Construction the experiments to determine the speed of sound in solids by resonance of the sound wave 
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บทคัดยอ 
 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อสรางชุดทดลองหาคาอัตราเร็วเสียงในของแข็งโดยวิธกีารส่ันพองของคลื่นเสียง ในการทดลอง
จะหาคาอัตราเร็วเสียงในแทงวัสดุ 4 ชนิด ไดแก ทองเหลือง ทองแดง เหล็ก และอลูมิเนียม และหาเปอรเซ็นตความคลาดเคล่ือน
ของคาอัตราเร็วเสียงในของแข็ง ผลจากการทดลองพบวา คาอัตราเร็วเสียงในทองเหลือง ทองแดง เหล็ก และอลูมิเนียมมีคา
เทากับ 3484.00, 3635.48, 4910.11 และ 4914.35 เมตรตอวินาที ตามลําดับ และมีคาเปอรเซ็นตความคลาดเคล่ือนในการ   
หาคาอัตราเร็วเสียงในทองเหลือง ทองแดง เหล็ก และอลูมิเนียมมีคาเทากับ 0.46, 1.74, 2.77 และ 4.58 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
คําสําคัญ : อัตราเร็วเสียงในของแข็ง / การส่ันพองของคลื่นเสียง / ผงไมโสน 
 
 
Abstract 
 
 The objective of this research was to construct an experimental set to determine the sound speed  in solids by 
resonance of the sound wave. In this experiment was to find the sound speed in four kinds of material rods; such 
as brass, copper, iron and aluminum. The percentage error values of the sound speed in solids were calculated to 
compare with the standard value of sound speed in each of solids. The result investigated that the sound speed 
values in brass, copper, iron and aluminum were 3484.00, 3635.48, 4910.11 and 4914.35 m/s; respectively. The 
percentage error values of sound speed in brass, copper, iron and aluminum were 0.46%, 1.74%, 2.77% and 
4.58% respectively. 
 
Keywords : Speed of sound in solids / Resonance of the sound wave / Sesbania wooden powder. 
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