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บทคัดย่อ 
 

 การระบาดของเชือ้multidrug resistant-Acinetobacter baumannii (MDR-AB) กลายเป็นปัญหาส าคญั
ทางด้านสขุภาพทัว่โลก เมื่อมีการอบุตัิของ MDR-AB จึงจ าเป็นต้องมีการศกึษาหาทางเลอืกในการรักษา ที่นอกเหนือจาก
การใช้ยาต้านจลุชีพ แบคเทอริโอเฟจเป็นไวรัสที่สามารถติดเชือ้และท าลายเซลล์แบคทีเรียดือ้ยาจงึท าให้คณะผู้วจิยัสนใจ
การประยกุต์ใช้แบคเทอริโอเฟจในรูปแบบไวรัสบ าบดั (bacteriophage (phage) therapy) ซึง่จากการศกึษาก่อนหน้านีไ้ด้
ท าการแยกแบคเทอริโอเฟจทีจ่ าเพาะตอ่เชือ้ A. baumanniiสายพนัธุ์ ØABP-01 จากบอ่บ าบดัน า้เสยี ดงันัน้ในการศกึษา
ครัง้นีจ้งึมีวตัถปุระสงค์ เพื่อศกึษาคณุสมบตัิทางอณชีูววิทยาของ ØABP-01 จากการวเิคราะห์ด้วยเทคนิค pulsed field 
gel electrophoresis พบวา่จีโนมของ ØABP-01 มีขนาดประมาณ 35 kb และจีโนมิกดเีอ็นเอถกูยอ่ยได้ด้วย DNaseI    
ท าให้ทราบวา่จีโนมเป็นดเีอ็นเอสายคู ่ การวเิคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS - polyacrylamide gel electrophoresis 
พบวา่มีแถบโปรตีนหลกัๆ อยูห่นึง่แถบซึง่มีมวลโมเลกลุประมาณ 28kDa และแถบโปรตีนอื่นๆ ซึง่มีมวลโมเลกลุไลเ่รียง
ตัง้แต ่20 ถึง 97kDa จีโนมของ ØABP-01 ถกูตดัได้ด้วยเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ 8 ชนิด จากทัง้หมด 11 ชนิดที่ใช้ในการศกึษา 
คือ BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และSphI สว่นการวเิคราะห์ล าดบัเบสบางสว่นของจีโนม        
แบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 จากการสร้าง genomic library พบวา่ล าดบัเบสบางสว่นของ ØABP-01 มีความคล้ายคลงึกบั
Acinetobacter phage phiAB1, Acinetobacter phage Abp1 และ Acinetobacter phage AB3 เป็นต้น ผลจาก
การศกึษานีส้ามารถใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้น ในการน าØABP-01 ไปพฒันาในรูปแบบไวรัสบ าบดัเพื่อใช้ควบคมุการติดเชือ้ 
MDR-AB 
 
ค าส าคัญ: multidrug resistant-A. baumannii/แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะตอ่เชือ้ A. baumannii /ไวรัสบ าบดั 
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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 DNAØABP-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,namelyBamHI, 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 
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1. บทน า 
 Acinetobacter baumanniiเป็นเชือ้ก่อโรคที่มีความส าคญัทางการแพทย์ เน่ืองจากสามารถพบเชือ้ได้ในสิ่งแวดล้อมทาง
ธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมในโรงพยาบาล พบมีการปนเปือ้นในอปุกรณ์ทางการแพทย์ สามารถแพร่จากบคุคลากรทางการแพทย์สูผู่้ ป่วยได้ และ
ยงัท าให้เกิดการติดเชือ้ในกระแสโลหิต ระบบทางเดินหายใจสว่นลา่ง และระบบทางเดินปัสสาวะ(Seifert, et al., 1995; Fournier, et al., 
2006) โดยสามารถพบการก่อโรคได้ทัง้ในชมุชนและในเขตโรงพยาบาล ที่ส าคญัคือเชือ้มีการดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพหลายชนิด multidrug 
resistant-A.baumannii (MDR-AB)เป็นผลให้การรักษาด้วยยาต้านจลุชพีไมไ่ด้ผลเทา่ที่ควรทัง้ยงัพบการระบาดไปทัว่โลกรวมถึงในประเทศ
ไทยและมีแนวโน้มเพ่ิมขึน้ทกุปี การติดเชือ้ MDR-AB จงึเป็นปัญหาส าคญัในการรักษา และเกิดการสญูเสียชีวิตตามมา  
 แบคเทอริโอเฟจเป็นไวรัสของแบคทีเรีย มีการติดเชือ้และเพ่ิมปริมาณในเซลล์แบคทีเรียอยา่งจ าเพาะเจาะจง เม่ือเข้าสูช่ว่ง
สดุท้ายของวงจรชีวิต แบคเทอริโอเฟจจะสร้างเอนโดไลซิน (lytic enzyme)ขึน้มาเพื่อท าลายผนงัเซลล์ของโฮสต์ท าให้เซลล์ตาย แล้วปลดปลอ่ย
อนภุาคลกูหลานออกนอกเซลล์(Kutter and Sulakvelidze, 2005) ด้วยคณุสมบตัดิงักลา่วจงึมีการประยกุต์ใช้แบคเทอริโอเฟจในรูปแบบ 
phage therapy เพ่ือควบคมุและรักษาการติดเชือ้แบคทีเรียที่มีการดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพหลายชนิด (Parisien, et al., 2007) รวมถึง MDR-AB 
โดยมีการศกึษาของ Soothill และคณะ (1992) พบวา่อนภุาค Acinetobacter phage BS46 สามารถป้องกนัการติดเชือ้ของหน ู mice จาก
แบคทีเรีย A. baumannii นอกจากนัน้ยงัมีการใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนเอนโดไลซินเป็น therapeutic agents เชน่ การศกึษาในปี ค.ศ.2010     
มีการแยกและศกึษาคณุสมบตัิของแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะตอ่ A. baumannii (A. baumannii bacteriophage: ABP) ในประเทศไต้หวนั 
(Lai, et al., 2011) จากนัน้ได้สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนเอนโดไลซิน แล้วน าไปทดสอบกบั MDR-AB พบวา่สามารถเกิด lytic activity และยงั
สามารถยบัยัง้เชือ้ดงักลา่วได้อีกด้วย (antimicrobial activity) (Lai, et al., 2011) แตเ่น่ืองจากสายพนัธุ์ของA. baumannii ที่มีการระบาดใน
แตล่ะพืน้ที่มีความแตกตา่งกนัประกอบกบัแบคเทอริโอเฟจมีความจ าเพาะและท าลาย A. baumanniiได้เพียงบางสายพนัธุ์ จงึจ าเป็นต้องมีการ



28 
 

 
วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ฉบับพิเศษ  การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครัง้ที่ 6  วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557 

 

แยกและศกึษาคณุสมบตัAิBP ที่มีความสามารถในการท าลายเชือ้ได้หลายสายพนัธุ์  รวมถึงการศกึษาคณุสมบตัทิางอณชูีววิทยา และทราบ
ล าดบันิวคลิโอไทด์ในจีโนมของ ABP โดยเฉพาะล าดบันิวคลิโอไทด์ที่จะถกูแปรรหสัไปเป็น lytic enzyme 
 การระบาดที่เพ่ิมขึน้ในแตล่ะปีของเชือ้ MDR-AB และคณุสมบตัิที่โดดเดน่ของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายเซลล์โฮสต์อยา่ง     
มีประสิทธิภาพ ท าให้ไวรัสบ าบดัเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการควบคมุการติดเชือ้ MDR-AB โดยการศกึษาก่อนหน้านี ้ (ธวชัชยั กิตติ, 2555) ได้
ท าการแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะตอ่ MDR-ABจากบอ่บ าบดัน า้เสียในประเทศไทยพบวา่แบคเทอริโอเฟจสายพนัธุ์ ØABP-01 มีโครงสร้าง
สว่นหวัเป็นทรงหกเหลี่ยม (icosahedral head) ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 78 nm มีหางสัน้ (short tail) ขนาด 9 nm จดัอยูใ่นวงศ์ตระกลู 
Podoviridae และที่ส าคญั ØABP-01 มีคณุสมบตัิในการท าลายMDR-AB ได้หลายสายพนัธุ์ จงึเหมาะสมที่จะน ามาศกึษาคณุสมบตัิทางอณู
ชีววิทยาเพ่ือใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการน าอณภุาคแบคเทอริโอเฟจมาประยกุต์ใช้ในรูปแบบไวรัสบ าบดั (Phage therapy) 
 
2. วิธีการ 
2.1 สายพันธ์ุแบคทเีรียแบคเทอริโอเฟจและพลาสมิดที่ใช้ในการศึกษา 
 สายพนัธุ์แบคทีเรียที่ใช้ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้แก่ A. baumanniiสายพนัธุ์ AB1589 ที่แยกได้จากผู้ ป่วยโรงพยาบาลพทุธชินราช 
จงัหวดัพิษณโุลก (นริศรา บญุเกิด, 2550) ซึง่เชือ้สายพนัธุ์นีมี้การดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพหลายชนิด (MDR-AB)ทัง้ยงัพบยีนดือ้ยา OXA-23และ 
OXA-51 ในพลาสมิดและโครโมโซมตามล าดบัและ Escherichia coli สายพนัธุ์ DH5alpha (Hanahan, 1983)สว่นแบคเทอริโอเฟจสายพนัธุ์ 
ØABP-01 ที่จ าเพาะตอ่เชือ้ A. baumanniiแยกได้จากบอ่บ าบดัน า้เสีย โรงพยาบาลพทุธชินราช จงัหวดัพิษณโุลก (ธวชัชยั กิตติ, 2555) และ 
พลาสมิดที่ใช้ในการศกึษาได้แก่ pBluescript (Fermentas, USA) 
2.2 การเพิ่มจ านวนแบคเทอริโอเฟจ  

การเพิ่มจ านวนแบคเทอริโอเฟจดดัแปลงจากวิธีของ Su Venkatesh และ Bodmer (1989) โดยเลีย้งA. baumannii สายพนัธุ์ AB 
1589 ในอาหาร Luria-Bertani (LB) broth ปริมาณ 50mlที่อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียสเม่ือเชือ้เจริญอยูใ่นชว่ง log phase หรือมีคา่การดดูกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 600nm เทา่กบั 0.3 - 0.4 จงึเติม ØABP-01 โดยใช้ปริมาณไวรัสตอ่แบคทีเรียมีคา่เท่ากบั 1 น าไปบม่ตอ่จนมีการท าลาย
โฮสท์สมบรูณ์ จากนัน้เติม chloroform ปริมาตร 1 ml น าไปบม่ที่อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส และเขยา่ด้วยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 
10 นาที จากนัน้น าไปป่ันด้วยความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกเศษเซลล์แบคทีเรียออกไป น าเอาเฉพาะสว่นใสมาเติม    
10 mg/mlDNase I ปริมาตร 10µlน าไปบม่ที่อณุหภมิูห้องเป็นเวลา30 นาที แล้วเติม NaCl ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั1 Mและเติม 
Polyethylene Glycol 8000 (PEG8000)ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 8-10% (w/v)น าไปบม่ตอ่ที่อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมงแล้วน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาทีที่อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส แยกสว่นใสทิง้ แล้วน าตกตะกอน   
แบคเทอริโอเฟจมาละลายใน SM buffer (50mM Tris-HCl pH 7.5, 100mM NaCl, 10mM MgSO4, และ 1% gelatin) ปริมาตร 1ml          
เก็บอนภุาคของแบคเทอริโอเฟจที่อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการตรวจสอบโปรตีนและสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอ  
2.3 การตรวจสอบโปรตีนของแบคเทอริโอเฟจ 

น าอนภุาคแบคเทอริโอเฟจที่ละลายใน SM buffer มาผสมกบั sample buffer(62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 5% beta-
mercaptoethnol, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% glycerol และ 0.01% bromphenolblue)น าไปต้มเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้
น ามาแยกขนาดโปรตีนใน 15% SDS-polyacrylamide gel โดยใช้กระแสไฟฟ้า150 โวลต์ เป็นเวลา 80 นาที และน าเจลไปย้อมด้วย 0.125 % 
Coomassie blue R-250 นาน 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าเจลมาล้างสีย้อมด้วย destaining solution (40% methanol และ 10% glacial acetic 
acid) ข้ามคืน 
2.4 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจ 

น าอนภุาคแบคเทอริโอเฟจที่ละลายใน SM buffer ปริมาตร 1 ml มาเติมchloroform ในอตัราสว่น 1:1 จะเกิดการแยกชัน้ จากนัน้
ดดูเอาสารละลายชัน้บนที่มีลกัษณะขาวขุ่น ประมาณ 1.5 ml น ามาป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา5 นาที แล้วแยกเอาสว่น
ใสชัน้บนประมาณ 600 µl มาผสมกบั TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0และ 1 mM EDTA)ปริมาตร 60 µlจากนัน้เติม 10% SDSปริมาตร 
60 µlน าไปบม่ในอา่งน า้ร้อนที่อณุหภมิู 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้เติม phenol ปริมาตร600 µl น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 
11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา5 นาที แยกเอาสว่นใสชัน้บนสดุ มาเติม 3 M sodium acetate ปริมาตร 50 µlและ isopropanol ปริมาตร 500 µl
บม่บนน า้แข็งเป็นเวลา 15 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา5 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอ  
ในTE buffer ปริมาตร 500 µlแล้วเติม 8 M potassium acetate ปริมาตร 150 µlและ isopropanol ปริมาตร 650 µl น าไปบม่ที่อณุหภมิูห้อง
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เป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้น าตะกอนดีเอ็นเอมาล้างด้วย 70% ethanol น าไปป่ัน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ทิง้ให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้งที่อณุหภมิูห้อง ละลายตะกอนดีเอ็นเอกลบัในTE buffer       
(pH 8.0)ปริมาตร 100 µl น าไปเก็บไว้ที่อณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส 
2.5 การสร้าง restriction map ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ 

น าดีเอ็นเอมาตดัด้วยเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ HindIII, PstI, BamHI, SmaI EcoRI, EcoRV, BglII, HpaII, MluI, XbaI และSphI 
(Vivantis., Selangor, Malasia) โดยใช้ดีเอ็นเอปริมาณ 1 µg มาตดัเดี่ยวและหรือตดัคูด้่วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะทัง้ 11 ชนิด จากนัน้น ามา
ตรวจสอบ fragment ของจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยวิธี pulsed field gel electrophoresis (PFGE) โดยใช้ 1% agarose gel และ 0.5X TBE running 
buffer ปริมาตร 2.5 ลิตรตัง้โปรแกรมอตัโนมตัิ (20K-500K automatic program) บนเคร่ือง CHEF Mapper (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA) ปรับเวลาให้เป็น 18 ชัว่โมง, อณุหภมิู 14 องศาเซลเซียสและความตา่งศกัย์ 4.5 V/cm (initial Sw Tm: 2.98s; final Sw Tm 1 
m 13.58s) และใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda DNA/HindIII Marker และ VC 1 Kb เม่ือครบ 18 ชัว่โมงน าเจลมาย้อมใน 10 µg/ml ethidium 
bromide เป็นเวลา 30 นาที ล้างด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 1 ชัว่โมงจากนัน้ตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต 
2.6 การสร้าง genomic library ของแบคเทอริโอเฟจ 

น าดีเอ็นเอมาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ HindIII สว่นดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ในการโคลน ได้แก่ pBluescript น าดีเอ็นเอพาหะดงักลา่ว
มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ HindIII จากนัน้น ามาก าจดั phosphate group ที่ปลาย 5’ ด้วยเอนไซม์ FastAPTM Thermosensitive Alkaline 
Phosphataseจากนัน้เช่ือมตอ่ชิน้สว่นจีโนมิกดีเอ็นเอ (insert) เข้ากบัดีเอ็นเอพาหะ (vector) แล้วน าไป transform เข้าในแบคทีเรีย E. coli 
DH5 alphaจากนัน้คดัเลือกเอาโคลนที่มี insert โดยใช้วิธีblue/white colony screening น าเอาโคโลนีสีขาวมาสกดัพลาสมิดและน ามาตดัด้วย
เอนไซม์ HindIII เพ่ือเป็นการตรวจสอบหา insertจากนัน้น าพลาสมิดดงักลา่วไปหาล าดบัเบส (Applied Biosystems) และวิเคราะห์หาสว่น    
ที่เป็น ORF (Open Reading Frame) โดยใช้โปรแกรม ORF Finder (http:// ncbi.nlm.nih.gov/gorf) จากนัน้น าแตล่ะ ORF ที่ได้ไป
เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมลูโดยใช้โปรแกรม BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
3. ผลและอภิปราย 
3.1 การตรวจสอบโปรตีนแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 
 เพ่ือตรวจสอบโปรตีนของแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 โดยน าอนภุาคแบคเทอริโอเฟจมาผสมกบั sample buffer แล้วน าไปต้มและ
แยกโปรตีนด้วยเทคนิค SDS - polyacrylamide gel (15 %) electrophoresis จากนัน้น ามาย้อมด้วย 0.125 % Coomassie blue R-250 
พบวา่มีแถบโปรตีนอยา่งน้อย 10 แถบ โดยมีแถบโปรตีนหลกัๆ อยูห่นึ่งแถบซึง่มีมวลโมเลกลุประมาณ 28 kDa ซึง่น่าจะเป็นโปรตีนโครงสร้าง  
ที่หอ่หุ้มจีโนม (coat protein) ของ ØABP-01 และแถบโปรตีนอ่ืนๆ ซึง่มีมวลโมเลกลุไลเ่รียงตัง้แต ่ 20 ถึง 97kDa ดงัในรูปที่ 1สอดคล้องกบั
งานวิจยัของ Lin และคณะ (2010) พบวา่ Acinetobacter phage phiAB2 จดัอยูใ่น Podoviridae family มีแถบโปรตีนหลกั 1 แถบ ขนาด
ประมาณ 35 kDa ซึง่น่าจะเป็นแคปซิดโปรตีน และมีแถบโปรตีนยอ่ย อยา่งน้อย 10 แถบ   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 SDS - polyacrylamide gel (15 %) electrophoresis ของโปรตีนจากอนภุาคแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01: โปรตีนมาตรฐาน (BIO-
RAD) (lane M) และแถบโปรตีนจากอนภุาคแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 (lane 1) 
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3.2 การสร้าง restriction map ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 
เพื่อประมาณขนาดของจีโนมและสร้าง restriction map ของแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 โดยการสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอแล้วน ามาตดั

ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 11 ชนิด ได้แก่ HindIII, PstI, BamHI, SmaI, EcoRI, EcoRV, BglII, HpaII, MluI, XbaI และSphI จากนัน้แยก 
fragment โดย PFGE ผลที่ได้แสดงในภาพที่ 2aโดยพบวา่จีโนมิกดีเอ็นเอของ ØABP-01 ถกูตดัได้ด้วยเอนไซม์ 8 ชนิด จากทัง้หมด 11 ชนิด   
คือเอนไซม์ BamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และSphI เม่ือท าการรวมขนาดของ fragment ที่ถกูตดัดวัยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ พบวา่จีโนมของ ØABP-01 มีขนาดประมาณ 35 kb ซึง่มีขนาดใกล้เคียงกบัจีโนมของ Acinetobacter phage phiAB2 (Lin, et al., 
2010) คือประมาณ 40 kb โดยมีการประมาณขนาดของจีโนมด้วยเทคนิค PFGE เชน่เดียวกบัการศกึษาครัง้นี ้ สว่น Acinetobacter phage 
AB3 (KC311669), Acinetobacter phage Abp1 (JX658790) และ Acinetobacter phage AB1 (HM368206) จากการหาล าดบัเบส        
ทัง้จีโนมพบวา่มีขนาดจีโนมเทา่กบั 31.185 kb, 42.185 kb และ 45.159 kb ตามล าดบั และผลจากการสร้าง restriction map พบวา่             
ที่ต าแหน่งตา่งๆ ของจีโนม ØABP-01 ถกูตดัได้ด้วยเอนไซม์ BglII, EcoRV, MluI และ HpaII ดงัแสดงในภาพที่ 2b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 Restriction analysis ของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01: PFGE ของจีโนมิกดีเอ็นเอที่ถกูตดัด้วยเอนไซม์ชนิดตา่งๆ ทัง้ตดัเดี่ยว
และคู ่ (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 การสร้าง genomic library และการวิเคราะห์ล าดับเบสบางส่วนของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 

จากการสร้าง genomic library เพ่ือหาล าดบัเบสบางสว่นของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ ØABP-01 เม่ือน าล าดบัเบสมาวิเคราะห์พบ
11incomplete ORF(ตารางที่ 1) พบวา่ ORF ของ ØABP-01 โดยสว่นมากมีล าดบัเบสทีค่ล้ายกบั ORF ของ Acinetobacter phage สายพนัธุ์
อ่ืนๆ เชน่ Acinetobacter phage phiAB1, Acinetobacter phage Abp1และ Acinetobacter phage AB3 เป็นต้น นอกจากนัน้ยงัพบวา่ 
clone4 มี ORF ที่มีล าดบัเบสที่คล้ายกบัtype VI secretion protein ของเชือ้ A. baumannii MDR-TJ โดยการเปรียบเทียบทัง้โครงสร้างและ
ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนใน type VI secretion system (T6SS) พบวา่มคีวามคล้ายคลงึกบัโครงสร้างของหางแบคเทอริโอเฟจ (Leiman, et 
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al., 2009) กลา่วคือ เป็นโครงสร้างที่ไมไ่ด้มีบรรพบรุุษร่วมกนั แตมี่วิวฒันาการและท าหน้าทีค่ล้ายคลงึกนั (analogous) โดยแบคเทอริโอเฟจ  
จะใช้สว่นหางในการเจาะเซลล์แบคทีเรียเพ่ือน าสารพนัธุกรรมเข้าไปในเซลล์ สว่นแบคทีเรียจะใช้ T6SS ในการหลัง่สารมหโมเลกลุออกนอก
เซลล์ จากการวิเคราะห์ล าดบัเบสของ insert ใน clone8 พบวา่มี 2 incomplete ORF ซึง่เป็นแปลรหสัให้โปรตีน helicase และ ligase ซึง่ยีนทัง้
สองมีสว่นที่ซ้อนทบักนัอยู ่ (overlapping gene) ซึง่อาจจะเป็นการปรับตวัของไวรัสที่มีจีโนมเป็นดีเอ็นเอและมีจีโนมขนาดเล็ก เพ่ือให้มีการ
แปลรหสัได้โปรตีนที่หลากหลายและสามารถด ารงชีวิตอยูไ่ด้ (Chirico, et al., 2010) ซึง่สามารถพบoverlapping geneในแบคเทอริโอเฟจ
ทัว่ไป รวมถึงแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะตอ่ A. baumannii เชน่Acinetobacter phage phiAB1 (Chang, et al., 2011) 
 
ตารางที่ 1แสดงผลจากการวิเคราะห์ล าดบัเบสบางสว่นของจีโนมแบคเทอริโอเฟจ 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 

จากการศกึษาคณุสมบตัิทางอณชูีววิทยาพบวา่ ØABP-01 มีขนาดจีโนมประมาณ 35 kb จีโนมเป็นดีเอ็นเอสายคู ่ ถกูตดัได้ด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะBamHI, EcoRI, HindIII, EcoRV, BglII, HpaII, MluI และSphI สว่นการวิเคราะห์ล าดบัเบสบางสว่นของจีโนมแบคเทอริ
โอเฟจ ØABP-01 พบวา่ล าดบัเบสบางสว่นของ ØABP-01 มีความคล้ายคลงึกบั Acinetobacter phage phiAB1, Acinetobacter phage 
Abp1 และ Acinetobacter phage AB3 ผลที่ได้จากการศกึษาสามารถใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐาน ในการหาล าดบัเบสทัง้จีโนมเพื่อตรวจสอบหายีน
ที่จะแปรรหสัไปเป็น lytic enzymeและประยกุต์ใช้อนภุาคแบคเทอริโอเฟจØABP-01หรือการสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนเอนโดไลซิน เพ่ือใช้
รักษาหรือควบคมุการติดเชือ้ MDR-ABตอ่ไป 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 
 การศกึษานีไ้ด้รับการสนบัสนนุจากกองทนุวิจยัมหาวิทยาลยันเรศวรNaresuan University Research fund (R2555C085) 
 
6. เอกสารอ้างอิง 
ธวชัชยั กิตต.ิ (2555). การแยกและศกึษาลกัษณะแบคเทอริโอเฟจท่ีจ าเพาะตอ่ Acinetobacter baumannii ท่ีแยกจากบ่อบ าบดัน า้เสีย. วิทยานิพนธ์ วท.ม.

, มหาวิทยาลยันเรศวร, พิษณโุลก. 

นริศรา บญุเกิด. (2550). การดือ้ยา carbapenem ในเชือ้ Acinetobacter baumanniiและ Pseudomonas aeruginosa. วิทยานิพนธ์ วท.ม., มหาวิทยาลยั
นเรศวร, พิษณโุลก. 



32 
 

 
วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ฉบับพิเศษ  การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครัง้ที่ 6  วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557 

 

Chang, K.C., Lin, N.T., Hu, A., Lin, Y.S., Chen, L.K. and Lai, M.J. (2011). Genomic analysis of bacteriophage ØAB1, a ØKMV-like virus 
infecting multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. Genomics, 97(4), 249–255. 

Chirico, N., Vianelli, A. and Belshaw, R. (2010). Why genes overlap in viruses. Proceedings.Biological sciences,277(1701), 3809-3817. 

Fournier, P.E. and Richet, H. (2006). The epidemiology and control of Acinetobacter baumannii in health care facilities. Clinical infectious 
diseases, 42(5), 692-699. 

Hanahan, N. (1983). Studies on transformation of Escherichia coli with plasmid.Journal of molecular biology, 166(4), 557-580. 

Kutter, E. and Sulakvelidze, A. (2005).Bacteriophages: biology and applications. USA: CRC Press. 

Lai, M.J., Lin, N.T., Hu, A., Soo, P.C., Chen, L.K., Chen, L.H., et al. (2011). Antibacterial activity of  Acinetobacter baumannii phage ØAB2 
endolysin (LysAB2) against both gram-positive and gram-negative bacteria. Applied microbiology and biotechnology, 90(2), 
529-539. 

Leiman, P.G., Basler, M., Ramagopal, U.A., Bonanno, J.B., Sauder, J.M., Pukatzki, S., et al. (2009). Type VI secretion apparatus and phage 
tail-associated protein complexes share a common evolutionary origin. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America, 106(11), 4154-4159. 

Lin, N. T., Chiou, P. Y., Chang, K. C., Chen, L. K. and Lai, M. J. (2010). Isolation and characterization of phi AB2: a novel bacteriophage of 
Acinetobacter baumannii. Research in microbiology, 161( 4),308-314. 

Parisien, A., Allain, B., Zhang, J., Mandeville, R. and Lan, Q.C. (2007). Novel alternatives to antibiotics: bacteriophages, bacterial cell wall 
hydrolases, and antimicrobial peptides. Journal of applied microbiology, 104(1), 1-13. 

Seifert, H., Strate, A. and Pulverer, G. (1995). Nosocomial bacteremia due to Acinetobacter baumannii: clinical features, epidemiology and 
preaictirs of motality. Medicine (Baltimore), 74(6), 340-349. 

Soothill, J.S. (1992). Treatment of experimental infections of mice with bacteriophages.Journal of medical microbiology, 37(4), 258-261. 

Su, M.T., Venkatesh, T.V. and Bodmer, R. (1998).Large- and small-scale preparation of bacteriophage lambda lysate and 
DNA.BioTechniques, 25(1), 44-46. 

 

 


