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บทที่ 4

วิจารณผลการทดลอง

4.1 การแยก Bacillus  ท่ีสามารถยับยั้ง B.  pseudomallei
คุณสมบัติการใชนํ้ าตาล arabinose เปนคุณสมบัติเฉพาะและคงที่ของเชื้อ           

B.  pseudomallei ไมพบวาเชื้อมีการเปลี่ยนแปลง biotype เมื่อเก็บเชื้อไวนานเปนป หรือ
ระหวางการ subculture นอกจากนี้ยังสามารถบอกถึง virulence ของเชื้อโดย                  
B.  pseudomallei ara_ มี virulence สงูในการกอโรคในขณะที่ B.  pseudomallei ara+ มี 
virulence ตํ่ า (Smith et al., 1997) ในการศึกษานี้ไดตรวจสอบคุณสมบัติในการใชนํ้ าตาล
arabinose และไดเลือก PSU68 (ara_) และ PSU69 (ara+) เปนตัวแทนในการศึกษาตอไป

ในการแยกเชื้อ Bacillus จากตัวอยางดินทั้ง 3 ภาคของประเทศไทยคือภาคเหนือ 
ภาคกลาง และภาคใต พบเชื้อ Bacillus ที่ยับยั้ง B.  pseudomallei ในตัวอยางดินจากภาค
เหนือและภาคใตเปนจํ านวนใกลเคียงกัน คือภาคเหนือพบ 4 ไอโซเลทจากเชื้อที่แยกได
ทั้งหมด 16 ไอโซเลท ภาคใตพบ 39 ไอโซเลทจากเชื้อที่แยกได 191 ไอโซเลทคิดเปน 
25.0 และ 20.1 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ตารางที่ 3.2)  ซึ่งเปนสิ่งที่นาสนใจมากเนื่องจาก
การศึกษาของ Vuddhakul และคณะ  (1999) พบวาสามารถแยกเชื้อ B.  pseudomallei ใน
ดินจากภาคเหนือและภาคใตเปนจํ านวนใกลเคียงกัน คือ 4.4 และ 5.9 เปอรเซ็นต ตาม
ลํ าดับในขณะที่การแยกเชื้อ B.  pseudomallei จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือเทากับ 20.4 
เปอรเซ็นต และเปนภาคที่มีผูติดเชื้อ B.  pseudomallei สูงสุดในประเทศไทย (Vuddhakul 
et al., 1999) ดังนั้นนาจะมีความสัมพันธระหวางปริมาณ Bacillus กับปริมาณ               
B.  pseudomallei ในดินภาคเหนือและภาคใต อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไมไดมี
การแยก Bacillus จากตัวอยางดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมาเปรียบเทียบ ทํ าใหขอ
มูลนี้ยังไม กระจ างชัด  สํ  าหรับในภาคกลางไม พบ Bacillus ที่สามารถยับยั้ ง                     
B.  pseudomallei เนื่องจากจํ านวนตัวอยางดินที่เก็บมานอยเกินไป คือ 2 ตัวอยาง และ
แยกเชื้อไดเพียง 11 ไอโซเลท
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4.2 ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางสารยับยั้ง
จากการศึกษาปจจัยตางๆในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus เพื่อสรางสารยับยั้ง          

B.  pseudomallei พบวา Bacillus สายพันธุ PSU82Ba ที่คัดเลือกไดมีการเจริญใน TSB
และสรางสารยับยั้งไดในปริมาณมากกวาใน LB เนื่องจากใน TSB มี yeast extract ซึ่ง
เปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่สํ าคัญของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาการผลิตสารยับยั้ง
สามารถถูกควบคุมโดย carbon และ nitrogen metabolite เชนในการสราง erythromycin
จะลดลงเมื่อเติมไนโตรเจน เชน ammonium chloride glycine หรือ soybean meal ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (Smith et al., 1962) และการเติม glucose ในปริมาณนอย สามารถยับยั้ง
การสราง rhizocticin A (Kugler et al., 1990) ในการศึกษาครั้งนี้พบวาการสรางสารยับยั้ง
จะสรางไดดีที่ pH 8 และ pH 9 แสดงวาเชื้อสามารถเจริญและสรางสารยับยั้งไดปริมาณ
มากในสภาวะที่เปนดาง นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อเจริญและสรางสารยับยั้งไดดีที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส แตเชื้อเจริญไดนอยและไมพบการสรางสารยับยั้งที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ซึ่งคลายกับสายพันธุ B.  cereus ซึ่ง Naclerio และคณะ (1993) พบวาสราง
cerein ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไมพบการสรางที่ 25 องศาเซลเซียส และมีการสราง
นอยลงที่ 37 องศาเซลเซียส จากการทดลองเลี้ยง PSU82Ba ในอาหารเหลว TSB เปน
เวลา 120 ชั่วโมง และทดสอบนํ้ าเลี้ยงเชื้อในการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei
พบวานํ้ าเลี้ยงเชื้อ ตั้งแตชั่วโมงที่ 0-36 ไมสามารถยับยั้งเชื้อ B.  pseudomallei ได แตใน
ชั่วโมงที่ 48-96 พบวามีความสามารถในการยับยั้ง B.  pseudomallei (รปูที่ 3.12) แสดงวา 
PSU82Ba สรางสารยับยั้ง ในชวง stationary phase และจะมีการสรางมากที่สุดในชั่วโมง
ที่ 96 มีรายงานวาสารปฏิชีวนะเปปไทด ที่ Bacillus สรางขึ้นจากไรโบโซมจะถูกควบคุม
การสรางโดยจีนสที่อยูรวมกลุมกันใน polycistronic transcription units และอยูภายใต
การควบคุมของ regulatory systems ซึ่งจะถูกกระตุนใหทํ างานเมื่อ Bacillus เขาสูระยะ
stationary phase (Nakano and Zuber, 1990)

4.3 คุณสมบัติของสารยับยั้ง
ในการศึกษาครั้งนี้จากการหานํ้ าหนักโมเลกุลสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ 

PSU82Ba โดยวิธี Centriprep พบสารยับยั้งสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 ดาล



70

ตนั และสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลนอยกวา 10,000 ดาลตัน มีฤทธิ์ยับยั้ง B.  pseudomallei
แสดงวาสารยับยั้งอาจประกอบดวยสารมากกวา 1 ชนิด หรือมีเพียง 1 ชนิดซึ่งสารที่มีนํ้ า
หนกัโมเลกุลนอยกวา 10,000 ดาลตัน แตมีความสามารถจับกับโปรตีนโมเลกุลใหญจึง
ท ําใหสารสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตันมีฤทธิ์ยับยั้ง B.  pseudomallei
ไดเชนกัน นอกจากนี้ยังพบวาสารยับยั้งนี้เปนสารที่ทนความรอน (heat stable) เนื่องจาก
ยังคงมีฤทธิ์ยับยั้ง B.  pseudomallei หลังจากผานความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส 10 20 
30 นาที และ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที สารยับยั้งที่สรางจาก PSU82Ba ไมสามารถ
ยับยั้ง B.  subtilis, E.  feacalis, S.  aureus, E.  coli, K.  pneumoniae, P.  mirabilis ,        
P.  aeruginosa และ Salmonella spp. แตสามารถยับยั้งเชื้อ S.  pneumoniae, 
Acinetobacter spp. และ Shigella spp. แสดงวาสารยับยั้งนี้ไมไดออกฤทธิ์ที่ 
peptidoglycan หรือ lipopolysaccharide ซึ่งเปนองคประกอบจํ าเพาะของผนังเซลล
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ตามลํ าดับ แตสารยับยั้งนี้อาจจะออกฤทธิ์กับโครง
สรางที่จํ าเพาะของเชื้อแบคทีเรียที่ถูกยับยั้งได ซึ่งเปนสิ่งที่นาสนใจที่จะศึกษาตอไปใน
อนาคตวาโครงสรางที่จํ าเพาะนี้คืออะไรและเปนสวนประกอบสวนไหนของแบคทีเรีย 
นอกจากนี้การที่พบวาสารยับยั้งไมมีฤทธิ์ยับยั้ง B.  pseudomallei ara+ ชวยยืนยันวาเชื้อ
ทั้ง 2 ตัวนาจะเปนคนละสปชีส (species) และมีโครงสรางบางสวนแตกตางกัน โดย
ปจจุบันมีหลายรายงานที่แนะนํ าใหจัด B.  pseudomallei ara+ เปนสปชีสใหม คือ           
B.  thailandensis (Brett et al., 1998)

4.4 MIC และ MBC ของสารยับยั้ง
จากการศึกษาพบวาสารยับยั้งมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อ B.  pseudomallei ทั้ง

สายพันธุ ara_ และ ara+ ตางกันขึ้นอยูกับความเขมขนของสารยับยั้งนั้น โดยพบวาคา
MIC และ MBC ของ B.  pseudomallei ara_ (1:16 และ 1:8) สูงกวา B.  pseudomallei ara+ 

(1:4 และ 1:2) แสดงวาสารยับยั้งออกฤทธิ์ตอสายพันธุ ara_ มากกวา ara+ ซึ่งยืนยันไดจาก
ผลการทํ าจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวาสารยับยั้งทํ าลายโครงสรางของ    
B.  pseudomallei สายพันธุ ara_ รุนแรงกวา B.  pseudomallei สายพันธุ ara+ (รปูที่ 3.14 C
และ F กํ าลังขยาย 40,000 เทา) อยางไรก็ตามผลการทดลองนี้ขัดแยงกับการทดสอบสาร
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ยับยั้งกับ B.  pseudomallei ara+ โดยใช agar well diffusion (รปูที่ 3.13) ซึ่งพบวาสาร
ยับยั้งไมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อนี้ ดังนั้นอาจเปนไปไดที่นํ้ าเลี้ยงเชื้อ Bacillus สาย
พันธุ PSU82Ba ผลิตสารยับยั้งแตกตางกัน 2 ชนิด ชนิดหนึ่งละลายนํ้ าไดดีและออกฤทธิ์
กับ B.  pseudomallei ara_ ซึง่ใหผลบวกกับการทดลองทั้งวิธี agar well diffusion และ
tube dilution อีกชนิดหนึ่งออกฤทธิ์กับ B.  pseudomallei ara+ ละลายนํ้ าไดไมดี โดยให
ผลลบกับการทดสอบโดยวิธี agar well diffusion แตเมื่อทดสอบโดยวิธี broth dilution
จะใหผลบวกและดวยเหตุนี้จึงทํ าใหมีคา MIC และ MBC ตอเชื้อทั้งสองชนิดแตกตางกัน
การทดลองตอไปในอนาคตจะชวยทํ าใหเรื่องนี้ชัดเจนขึ้น

4.5 การแยกสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba
จากการตกตะกอนนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่

ความอิ่มตัว 40% พบวาสารยับยั้งจากเชื้อ PSU82Ba เปนสารที่มีความเปนขั้วนอยสภาพ
การละลายตํ่ า ดังนั้นเมื่อเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ ทํ าใหสภาพของ
ไอออนของนํ้ าเลี้ยงเชื้อสูงขึ้นและไอออนดังกลาวจับกับโมเลกุลของนํ้ าทํ าใหสารยับยั้ง
รวมตัวกันตกตะกอน อยางไรก็ตามพบวาโปรตีนบางชนิดในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ก็มี
สภาพการละลายตํ่ าเชนเดียวกับสารยับยั้ง เพราะเมื่อตกตะกอนนํ้ าเลี้ยงเชื้อดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัวมากขึ้น (50%) พบวาคาแอคทิวิตีจํ าเพาะของสารยับยั้ง
ลดลงเพราะมีโปรตีนชนิดอื่นตกตะกอนลงมาดวยเชนกัน (ไมไดแสดงผลการทดลอง)

การตกตะกอนสารยับยั้งดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 40 % ทํ า
ใหสารยับยั้งมีความเขมขนสูงขึ้น ปริมาณเนื้อสารยับยั้งที่ไดกลับคืนมาหลังตกตะกอน 
(recovery activity) เทากับ 35 % จากนํ้ าเลี้ยงเชื้อเริ่มตน อยางไรก็ตามแมจะเพิ่มความอิ่ม
ตัวของเกลือแอมโมเนียมมากกวา 40% ในการตกตะกอนจะไดเนื้อสารกลับคืนมาไมเกิน 
38 % (ไมไดแสดงผลการทดลอง) และพบการปนเปอนของโปรตีนจากการตกตะกอน
เพิ่มมากขึ้นทํ าใหยากตอการแยกสารยับยั้งใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไป ดังนั้นจึงเลือกใช
การตกตะกอนเกลือที่ความอิ่มตัว 40 % ซึ่งทํ าใหสารยับยั้งมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นและลด
การปนเปอนจากโปรตีนตัวอ่ืน



72

สารยับยั้งที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแลวผานคอลัมน 
Sephadex G-10 ชะดวยบัฟเฟอร 25 mM Tris-HCl, pH8.8 ตรวจไมพบสารยับยั้งหลัง
ผานคอลัมนแลว ในขณะที่ตรวจพบปริมาณโปรตีนทั้งกอนและหลังผานคอลัมนใน
ปริมาณใกลเคียงกันรวมทั้งไมพบความแตกตางของแบบแผนโปรตีนเมื่อทํ าอิเล็กโทรฟอ
รีซิส (ไมไดแสดงผลการทดลอง) แสดงวาสารยับยั้งสามารถจับกับ Sephadex G-10 ได 
เนื่องจาก Sephadex G-10 มีปริมาณ cross-link สูง ดังนั้นจึงนํ าสารยับยั้งที่ตกตะกอนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตไปผานคอลัมน Sephadex G-50 แลวชะดวยบัฟเฟอรที่มี 10 % 
glycerol พบวาสารยับยั้งถูกชะออกมา 2 peak คือ peak S1 และ peak S2 แตตรวจพบ
โปรตีนเฉพาะใน peak S1 เทานั้น (รปูที่ 3.17) แสดงวา glycerol สามารถยับยั้งการจับตัว
ของสารยับยั้งกับโปรตีนและ Sephadex G-50 ได

เมื่อนํ าสารละลาย pool peak S1 ไปทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพแลว
ตัดวุนนํ าไปทดสอบการยับยั้งของสารยับยั้ง พบวาโปรตีนจาก pool peak S1 ไมสามารถ
ยับยั้งเชื้อ B. pseudomallei ได แตพบปฏิกิริยาการยับยั้งในชิ้นวุนที่ 17-20 ซึ่งเปน
ตํ าแหนงวุนที่มีขนาดเล็กกวาโปรตีนมาตรฐานขนาด 7,160 ดาลตัน สวนใน peak S2 สาร
ยับยั้งที่ไดมีความบริสุทธิ์มากกวาใน peak S1 เนื่องจากตรวจไมพบโปรตีนดวยวิธี       
แบรดฟอรด และการยอมสีคูมาซีบลูเมื่อทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (รูปที่ 
3.18 ชองวุนที่ 3) และเมื่อตัดวุนนํ าไปทดสอบการยับยั้ง B.  pseudomallei พบวาปฏิกิริยา
การยับยั้งในชิ้นวุนที่ 17-20 ซึ่งเปนตํ าแหนงเดียวกับที่พบใน pool peaks S1 (รปูที่ 3.19) 
ซึ่งเปนการยืนยันวาสารยับยั้งนี้เปนสารที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่ าและนาจะมีขนาดโมเลกุล
ตํ่ ากวา 1,500 ดาลตัน เพราะถูกชะออกมาที่ปริมาตรชะทั้งหมดของคอลัมน (Vt) (ความ
สามารถในการแยกขนาดโมเลกุลของ Sephadex G-50 อยูในชวง 1,500-30,000 ดาลตัน) 
ดังนั้นสารยับยั้งจากเชื้อ PSU82Ba อาจจะเปนสารกลุมเปปไทด (peptide) ที่ไมใช
โปรตีนขนาดใหญแตมีสมบัติในการจับกับโปรตีนหรือสารอื่นในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ รวมทั้ง 
Sephadex ที่มีเปอรเซ็นตการ cross-link สงู เชน Sephadex G-10 ได และดวยเหตุผลนี้เอง
ทํ าให เมื่อทํ าการหานํ้ าหนักโมเลกุลของสารยับยั้งโดยวิธี Centriprep จึงพบการยับยั้ง    
B.  pseudomallei ในนํ้ าเลี้ยงเชื้อสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตัน และ
นอยกวา 10,000 ดาลตัน (ตารางที่ 3.4)
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จากการศึกษาพบวาสารยับยั้งมีสภาพการละลายตํ่ าจึงสามารถจับกับโปรตีน
ในนํ้ าเลี้ยงเชื้อได  ดังนั้นหลังการแยกดวยคอลัมน Sephadex G-50 (pool peak S1 และ 
peak S2) จึงไดนํ าตัวอยางไปแยกตอดวยวิธี อิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ ซึ่งเปน
การแยกสารทางไฟฟาที่ไมข้ึนกับรูปรางและประจุของสารแตข้ึนกับขนาดเพียงอยาง
เดียว จากผลการทดลองบงชี้วาสารยับยั้งจากเชื้อ PSU82Ba ที่จับอยูกับโปรตีนสามารถ
แยกดวยวิธีทางไฟฟาได แตการแยกสารยับยั้งดวยไฟฟาอาจทํ าใหสารยับยั้งจับกับสารที่
ผสมอยูในบัฟเฟอรตัวอยาง เชน glycerol หรือ โบรโมฟนอลบลู ดังนั้นสารยับยั้งจะ
เคลื่อนตัวไปในสนามไฟฟาพรอมกับสารดังกลาวและปรากฏอยูตํ าแหนงเดียวกับชิ้นวุน
ที ่ 19-20 (รูปที่ 3.18 ชุด A) ซึ่งเปนระยะสิ้นสุดในการเคลื่อนที่ของสารในการทํ าอิเล็ก
โทรฟอรีซิส

ในการศึกษาครั้งนี้ไมสามารถระบุไดวาสารยับยั้งจากเชื้อ PSU82Ba เปนสาร
ยับยั้งชนิดใดและมีโครงสรางอยางไร เนื่องจากยังไมสามารถทํ าใหบริสุทธิ์ไดอยาง
สมบูรณ อยางไรก็ตามการศึกษาสมบัติเบื้องตนของสารยับยั้งในครั้งนี้จะเปนขอมูลพ้ืน
ฐานนํ าไปสูการศึกษาวิจัยเพื่อระบุโครงสราง และชนิดของสารนี้ในอนาคต ซึ่งอาจเปน
สารตัวใหมและสามารถนํ ามาปรับปรุงเปนยาชนิดใหมรักษาผูที่ติดเชื้อ B.  pseudomallei
ที่ดื้อตอยาที่ใชในปจจุบัน นอกจากนี้การรูโครงสรางของสารนี้ทํ าใหรูเปาหมาย (target) 
ของสารนี้บนโครงสรางของ B.  pseudomallei ดวย อันจะนํ าไปสูการออกแบบยาชนิด
ใหมๆ ที่สามารถออกฤทธิ์ตอเปาหมายเดียวกันนี้ไดเชนกัน

4.6 การบงชี้ PSU82Ba ทางชีวเคมี
      ในการศึกษานี้ไดทํ าการบงชี้ Bacillus PSU82Ba โดยการทดสอบทางชีวเคมีและพบ
วาไมใช B.  anthracis และ B.  cereus โดย B.  anthracis ใหผล non-hemolysis บน BA
แต PSU82Ba ใหผล β-hemolysis สวน B.  cereus ใหผลบวกอาหารเลี้ยงเชื้อ citrate และ 
tyrosine แต PSU82Ba ใหผลลบในอาหารชนิดเดียวกัน ซึ่ง Bacillus ทั้ง 2 ชนิดนี้จัดวา
เปน Bacillus ที่พบบอยวากอใหเกิดโรคอันตรายในมนุษย ดังนั้นอาจนํ า PSU82Ba ไปใช
ควบคุมปริมาณ B.  pseudomallei ในดิน ซึ่งจะเปนการแกปญหาของโรคเมลิออยโดสิส
โดยตรง




