
����� 4 

��	
��
���
������ 

B. pseudomallei ��������	
����
�����	��
������ 24-48 ��. �����������	
�������
��� 
�!��
  !�"��
#	�	����$���%�����&��'�����(�')���*+�*� ��!�),-.��� /0�)1��*���	
�����
����� 
�!��
���%�������
�����	� 20% ������"�	�	"&%�4�$�	
�����*����	
"�� B. pseudomallei 
"5��)6����'���/!���""�����')7	.%�	������������%�/!����	
������*���%�� �-���!%�89������
(�'4�$*��������(��
0���� 
4!�	� $!����%.������	
�����*����	
"�� .$*����� ���!.����: ������!�
��������"�	�	"&%�4�$*�'���')7	.%�	������'�����!������������"  !��	;�������"�	�	"&%�
*�'���')7	.%�	���*��
�*��
<
$�� ����-�������"��
	�'
�'���"  �����'���������!����������� 48 ��. 

5���%.�	;�����	�	"&%�*����
��=�  !�*5��
�'��� $���	;�������"*�'�	��04� 
���������"��
 ���	�"�(�'����� ���� ���	.�
	�������� >?�'�)6��	;�*�������!��������� 12 ��.  ��$�����  !�
$���"5��-��(�'�	;�
%'�!��� ������5��������������"�	�	"&%�4�$ �%'���
����#�����'�"�
� �)6�
�-���(9�����%'���
����#$���� ���	�"�*��"5��-�����������
� ���$����
���*��"5��-��(�'�����"?'��
$���
5�$%A�������5���-%B�� �-���������"�	�	"&%�4�$ �������)C�'�%�4�$ 

 !�"�����*
!�'����������� �-��������(�'����� B. pseudomallei *�� 

'�����
>��%�(�'/0�)1��*���)6�4�$��!	���4
>	
 /!"�����*
!�'�����������*5�����
����*�����
��"*%�' 4 ��� 
>?�'�
� �� Bp7 bipD Bp3SC1  !� Bp3SC2 (Jitsurong et al., 2002) 4
� ��!����*��-.����������� 
.�'������������
����=�  !��)6�����	�$����P 
���������4)� ��� bioinformatics �����%.(���0!
*�'���4��!�<! 
5���%.'���	"%���� �
�*5����4$!����
����=�(�'��� ��!����
%'�!��� �-���
0$���
�)6��)�
�*��"����4)���� Bp7 BipD Bp3SC1  !� Bp3SC2 ��������"�	�	"&%�4�$��!	���4
>	
 

�����*
!�'��� �-���*��"�*��.#?'$���
����#(�'4)���� "�����*%�' 4 ��	
 ���
�������)6��$����'�����������"�	�	"&%�/0�)1��
���4�$��!	���4
>	
 "?'�
�*5����4$!����  ��!�
��	
�(��
0�
���=���-��� pGEX 4T-1 >?�'�)6�
���=���-���*��
����#/!	�4)����"��*�����*�� *���(��
�)�
�  !�4)����*��/!	��
�"��
���=���-������ '����������5���*5����.�	
<*;	a �-���4)����*��#0�
/!	������"���
���(�'4)���� Glutathione-S-transferase (GST) ����������)6�
���
����%.4)����
"�����*��������'���  ��"�*5����4)����"�����*�� *���(���)��(��
�-	��(?�� 29 kDa ��������"
�.
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���/!	�4)����
������*5� SDS-PAGE �������0�(�'4)���� GST ����������*5�.�	
<*;	a4)����*��
���'���'���(?�� 
����!%����*5�.�	
<*;	a ..���"%."5��-�� (affinity purification)�%. GST beads 
4)����.�	
<*;	a*���
�"��%'$'��4)���� GST �����0�
���  �����������'����%
���4)���� GST ��� 
"����'�������>�P�%
"5��-��*���.	� (thrombin) �)6�����>�P*��"��(���)"%.�%'�5� ���'*�����������
������'4)���� GST �%.4)����*�����'��� (Leu-Val-Pro-Arg-∨-Gly-Ser)  !��%
������'��
 
���	4� Arg �%. Gly �-������4)���� GST ���"��4)����*�����'��� 
���4)���� GST "��%'$'"%.
�%. beads ��0������
	� "�����'������������� (Dian et al.., 2002) �
� 

'�����=�������*5�.�	
<*;	a
4)����4
�/�����..(�'
���=���-��� pGEX ��� (?����0��%.!%�89�(�'4)���� ��!���	
 #�����
4)������!%�89����!�!����5��
�
� "�'���������*5�.�	
<*;	a$�� 
����#"%.�%. GST beads �
�
� *5�
����
�)�	��94)��������!%'"�����*5�.�	
<*;	a  ��#��!%�89�(�'4)���� !�!����5��
����
� /!�=
$�����'��	�
��*���������!�!�� (detergent) �-������4)����
����#"%.�%. GST beads �
�  !�
�!%'"��*5�.�	
<*;	a !�� )�	��94)����*���
��%'$'��)�	��9���� ������)���.�*��.�%.4)����*��!�!��
��5��
� 

��� Bp7 (��
 813 bp #0�
���'�)6�4)������-!�
�	
 pGEX 4T-1 *5��������
�
(��
4)���� GST-Bp7 "�����*5� SDS-PAGE �)6� 46 kDa  !�"������	�$����P
����
���	4� 
*5����*��.���4)���� Bp7 ��!%�89��)6�4)����*�� *����0�������'���������� (transmembrane 
protein) >?�')����.
���
����
���	4� ..��!��� (α -helix) 7 ��!��� 
���!%�89�(�'�&-��(�'
4)���������' *5�������
����#!�!����o�
�o
.%o�o��P (PBS buffer pH 7.4) ���*%�'4)����  
GST-Bp7 �%'���
����#"%.�%. GST beads �
����
��� "?'*5�������������*5�.�	
<*;	a
����	;����"%.
 .."5��-�� ���*
!�'������������
� 

'�����=���� 4)���� EcoKch *����"������������(�'
 .$*����� E. coli  !���
���*�� *����0�������'���������� 6 ��!���  !����������!�!����o�
�o

.%o�o��P !%�89��&-��(�'4)���� ..��� "5��)6����'�������	�
��>%�o�� (detergent agent) ���� 
dodecyl-β-D-maltoside (DDM), β-OG, 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane 
sulfonate (CHAPS), Tween 20, TritonX 100  !� lauroylsarcosine sodium salt (SDS) �-���*5����
4)����!�!����.%o�o��P  !����������$!��
��4)�����-������*5�.�	
<*;	a4)���� >?�'�=
�'/!���
)�	��94)����(�'���*5�.�	
<*;	a4)����!
!'�)
��� �-���/!(�'
��!
 �'�?'/	��%�� ��/!���
���"%.�%� .."5��-��(�'4)���� GST  �%. GST beads ���"��������������5�4)����*��/������
*5�.�	
<*;	a
������!�!��
��� detergent 
%'�!��� �)*

�.���*5�'��(�'4)���� (protein 
activation) 
�� detergent .�'�%����� SDS "�*5����)��
	*;	��-(�'4)������5�!' 
5���%.���*5�
.�	
<*;	a4)���� GST-Bp7 
����	;����"%. .."5��-��4
������	�
�� detergent !'�)
����%�� /!*��
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�
�-.���4)���� GST-Bp7 ���"%.�%. beads *5����/0��	"%��)!�����	;����"�����*5�.�	
<*;	a .."5��-�� 
���)6����*5�.�	
<*;	a
����	;����
�%
"���"! (gel extraction) "��4)���� GST-Bp7 *��*5�.�	
<*;	a�
� 
�="�#0��5����%
���4)���� GST ��� 
�������>�P*���.	� �!%'"��*���%

�������>�P !�� -.���
����>�P    *���.	� ���
����#�%
4)���� GST �
���
 4
����"
�.
������*5� SDS-PAGE 
-.���.�'
���(�'4)����!0�/
��%'���#0��%
  !�(��
(�'4)���� GST *��
%'����
�"�����*5� 
SDS-PAGE ��(��
��!��$��'�%.4)���� Bp7 ��� >?�'��������
��������5���*
!�'��(%�����
���*

�.�%.>��%� �-���"����������
%'��� /0��	"%�"?'�
�*
!�'�5�4)���� GST-Bp7 *���
���"%. 
GST beads �-����5�"%
4)���� GST *��#0��%
���"��4)���� Bp7 /!�=$��4)���� GST-Bp7 *���
�"��
���*5�.�	
<*;	a
����	;�
�%
"���"! ���
����#"%.�%. GST beads �
�  

"�����*
!�'(�' jitsurong  !�$9� (2003) -.���
���(�'4)���� Bp7 (246 
bp) (��
 10 kDa ���$���"5��-���%.>��%�(�'/0�)1����!	���4
>	
 ���*
!�'
%'�!����)6����*5�
���'
�<

���=��� �-���$�������*�� 

'�����(9�*���	
����� B. pseudomallei 4$!� Bp7 ��(��

(�'
���=��� 2,303 bp >?�'�)6��)�
����
����

�����?�'(�'
����
���	4� ��"���$���"5��-�����
>��%���!	���4
>	
  ��"������	�$����P
���4)� ��� Hopp and Woods �-�����
���*����$����)6�
 ���	�"� (�'
���=��� 2,303 bp �=-.���*��
���=���(��
 246 bp ��$����)6� ���	�"�
0'*��
<
 "?'�
�
*5����4$!����
����=�(�' Bp7 (813 bp) �(��
0�
���=���-��� pGEX 4T-1 �-���
���'4)���� GST-
Bp7  !���$�����  !�$���"5��-���%.�%�����'>��%� -.���4)���� GST-Bp7 *����$����)6�
 ���	�"�
0'  ���������$�����  !�$���"5��-�� !�� �!%.������!�*����5����� (77.8%  !� 74.4% 
���!5�
%.) 4)���� GST-BipD *5����$�
������4$!����
����=�(�'4)���� Bp7 ��"�����$���
"5��)6��������5������"
�.  !���"�)6�
����<*��*5������$�����  !�$���"5��-����5� ����)#?'
���.
.%'(�'4)���� GST *��*5�������
����#*5�.�	
<*;	a4)���� Bp7 �
� 
5���%.��� ���()zA����� 
"?'��$���"5��)6�*����""��)!����
���=���-���
5���%.��� 

'���(�'4)�������� ������"
��� .. primer �-���*5�����-	��)�	��9
��
���=�����'.�	��9*����$����)6�����	�"�
0' >?�'
�����
�������������"�	�	"&%�4�$  

����*5�.�	
<*;	a4)����!0�/
�*��/!	��
� "5��)6�"����'��������"
�.���4)����
!0�/
�*��/!	��
� ��$���
����#��������"/0�)1��*���)6�4�$��!	���4
>	
�
�������� 4
����
*

�.�%.�%�����'>��%����*��/������
0
>%.��� ���	.�
����4)�����"��.�������) �-������"
����%�(%�� �����4)����!0�/
�*��/!	��
� 
����#�5��)-%B���-���������"�	�	"&%�4�$�
� 4)����
!0�/
�*���
�"�#0��5��)������"
�.�%.>��%� ��!���� 4
� .�'�)6�>��%�/0�)1��
���4�$��!	���4

>	
*%�'��
 27 ���  !�>��%�(�'/0�*������
��)6�4�$��!	���4
>	
*%�'��
 90 ���  !���$��$����� 
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$���"5��-�� �-�������%
���4)����!0�/
���	
�
*��
����#�5��)-%B������) 
5���%.�����$����� 
 !�$���"5��-��4
����
%'���"�������	
 #.
�4)����
���
����(�'/0�*
!�' �%����"*5������	

(��/	
-!�
(?���
�������$����(��
�*��)���7 ��	
(?������
%.*��"�': >?�'*5������� ���"���"�����)6�
.�� ����!. (.��$�� �	
����� !.$�� ����	
�����) 
5���%.���*
!�'$�%�'��� #�������	
 #.
�(?���=���
�)6� .��  


���$���$����"��"�' secondary serum (anti-human IgG (H+L), alkaline 
phosphatase conjugate) *����������*
!�'�)6� 1:25000 �=-.����)6�$��$����"��"�'*�������������	

���"%.(�����	
4)���� (cross reactivity) 4
��
������*
!�' �%.4)�����"��.���
�������"��"�'
>��%�*��$����(��(�����': �%�  !��%.����"��"�' primary serum (melioidosis  !� non-melioidosis 
serum) -.���)�	��9 1:2000 �)6�$����(��(��*�������
�������*
!�' 
���)�	��94)�����=
-.��� 6 µg/µl �)6�)�	��9*�������
�������*
!�'��$�%�'��� >?�'�
���"������"��"�'4)����*��
$����(��(�����': �%� "���%���=�5���*

�.�%.>��%����)��	 �!���)�	��94)����*������*��
<
*�����
 #."5��-���%.>��%����(�'/0�)1��*���)6�4�$��!	���4
>	
  �������� #."5��-���%.>��%����(�'$�
)��	 
���$���"5��-�����4)���� GST �����'��������������
� 

'�����=���� 4)���� GST 
������ #."5��-�����>��%� ��������)�	��94)���� 4 ng/µl (Steven et al., 2002)  
����#������"
�.
�
�4
����"5��)6����'�%
4)���� GST ���  ��
5���%.���*
!�'$�%�'���)�	��94)����"��

��!�!���>!!P*�����$�� 5 µg/µl  )�	��94)���� GST ��	
/!.��)!��(?�� 100% "�����*
!�'
�%.>��%�(�'/0��)6�4�$��!	���4
>	
*%�'��
 27 �%�����' "?'�
� ���()zA��
�������%
4)���� GST 
���
�������>�P*���.	�  !�������5��)*

�.�%.>��%�-.�����$�����  !�$���"5��-��
�(?�� >?�'
��"��	
"�����.
.%'(�'4)���� GST *5������	
���(%
(��'���"%.(�'>��%� �%.4)���� ������"
*5����
��4)���� GST '���������"%.�%.>��%� >?�'���(%
(��'���"%.�%�(�'4)����!0�/
� 4)���� 
GST-Bp7 >?�'*5�������
����#*5�.�	
<*;	a�
� ����)#?'*5��������%
4)���� GST ��� 
�������>�P
*���.	�*5��
����
�-� 

��� bipD (913 bp) �)6�
�����?�'(�'�!<����� TTSS3 >?�'��������
���'��4��!�<!
*����!%�89�$!����(=�&�
�� ����������
%�/%
�>!!P�����"������4��!�<!����"��*�!</������ .�� �-���
(%.4)���� effecter �(��
0��>4�-!�
�(�'�>!!P*��������<���� "�����+?�8�(�' Steven  !�$9� 
(2002) -.������ bipD �)6�4)����*������� B. pseudomallei ����������������	
-��;	
��- ���>!!P*��
������<���� $�� �)6�4)���� >?�'�������'��������� *��/���������<�� (membrane) ���':  !�-.������
�)6�4)����*�������
%�/%
�%.��..�0�	$<���%�(�'/0�)1��*���	
����� B. pseudomallei (Steven et al., 
2002  !� Jitsurong et al., 2003)  !�"������	�$����P$����)6� ���	�"� -.���4)���� BipD ��
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$����)6� ���	�"�
0' (Jitsurong et al., 2003)  !����"�����)6��$����'�����������"�	�	"&%�4�$��
!	���4
>	
�
� 
5���%.������*
!�'$�%�'��� �
������4$!���� bipD �(��
0���$����P pGEX 4T-1 >?�'
�)6���$����P*������� 

'���(�'4)���� GST *5����4)����*�� 

'���/�����$����P pGEX 4T-1 
��*%�'4)���� GST  !�4)����"��
���=���*�� *���(��
0���$����P�����0���
���
����%� 
�'/!���(��

(�'4)����!0�/
� BipD ��A��-	��(?���)6� 55 �	4!
�!�%� �����
%'���"�� SDS-PAGE  !�'������
���*5�.�	
<*;	a
��� GST beads 
���!%�89�(�'4)���� BipD >?�'!�!����o�
�o�.%o�o��P *5����
'���������*5�.�	
<*;	a  !�"�����*

�.�.���'����%.>��%�����=-.���4)����
�%
���. GST-
BipD ��$���"5��-���%.>��%����(�'/0�)1����!	���4
>	
 ���*

�.(%���������)�)6������
$�����  !�$���"5��-�� 4
��5�4)���� GST-BipD .�	
<*;	a*

�.>��%� ��!����*%�'��
 117 ��
$�����  !�$���"5��-���)6� 77.8%  !� 90.0% ���!5�
%.  !�������%
���4)���� GST ��� *5����
�
� ���&-��4)���� BipD  !�������5��)*

�.�%.>��%� ��!����-.�����$�����  !�$���"5��-��
�)6� 100%  !� 91.1% ���!5�
%. 

4)���� GST-Bp3SC1  !� GST-Bp3SC2 (��
 37  !� 43 �	4!
�!�%�  �����
*

�.�.���'����%.>��%����-.��� ���*5�)7	�	�	���%.>��%����(�'/0�)1����!	���4
>	
 "?'*5���������
���*5�.�	
<*;	a4)����*%�'
�'�%� �-�����$��$�����  !�$���"5��-�� "�����*
!�'(�' Jitsurong 
 !�$9� (2003) -.���
���=���*���
�"�����*5����'
�<

���=�����(��
 1738 >?�')����.
������ 2 
��� $�� Bp3SC1 (321 bp)  !� Bp3SC2 (738 bp) ���4)����(��
 17  !� 25 �	4!
�!�%� -.�����
��� 

'�����/0�)1��
���4�$��!	���4
>	
  ��"�����*
!�'$�%�'���-.����������� 

'�����
/0�)1��
���4�$��!	���4
>	
 ��"�)6��)�
���� ��� 

'���(�'4)�������>!!P�"��.���*�� �����'
�%� ��"
�'/!#?'!%�89�(�'4)���� (protein folding) *�������
���'�����  !����*��4)������0���
!%�89�!0�/
�(�'4)���� GST ��� "�#0�.
.%'
���4)���� GST ��' *5����.�	��9*��"%.�%.
 ���	.�
� #0�(%
(��' 
%'�%����� ���(��""����'�%
���4)���� GST ��� !�������*

�.�%.
>��%����$�%�' 

����'���=��� 
5���%.���*
!�'$�%�'���#���!���#?'�� '�(�'����	�	"&%�4�$ !�� "�
-.����)6�������"�� ���	.�
���	
 IgG >?�'�)6� ���	.�
	*�������/!	������/0�)1���	
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