
����� 3 

��	
����� 

1. 	
����������
��������� Bp7, bipD, Bp3SC1 ��� Bp3SC2 ����� �	����
�!	"#$ (PCR) 

�����������	
���
�	�����������
�������	
�	� B. pseudomallei ��������
����
 ����!����	
���
�	�"��#�����$�$�%	 PCR )��")������ PCR *�#�"+�,����,���"�$����

�-.�#"����$��������� 
����
������/����� ���
 �	��
	�����*����	
���
���"�0�� 100 base 
pair ladder ��#���#<��� 	� 1A, 1B, 1C ��, 1D ������
 �	��
	�����*����	
���
���"�0��  
Bp7 �	*������+�,A$+�# 800-900 bp bipD �	*������+�,A$+�# 900-1000 bp  Bp3SC1 �	*������+
�,A$+�# 400-500 bp ��, Bp3SC2 �	*������+�,A$+�# 700-800 bp �H#�����������#<�*�.�"��
"+��  
�-���-����$+�����	
���
�	������������ PCR 
 I����
���� ����!����	
���
� Bp7, bipD, 
Bp3SC1 ��, Bp3SC2 ���# ��$����������A��������	
���
�*�#)�)��" PCR 	���� 
 

 
 

�!���� 1A )������ PCR *�#�	� Bp7 ���#J+�#	� 2 *������+�,A$+�# 800-900 bp 
�-��
 �	��
	��
��� 100 base pair ladder <�J+�#	� 1 
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�!���� 1B )������ PCR *�#�	� bipD ���#J+�#	� 2 �	*������+�,A$+�# 900-1000 bp 
�-��


 �	��
	����� 100 base pair ladder <�J+�#	� 1 
 
 
 

 
 
�!���� 1C )������ PCR *�#�	� Bp3SC1 ���#J+�#	� 2 �	*������+�,A$+�# 400-500 bp 
�-��


 �	��
	����� 100 base pair ladder <�J+�#	� 1 
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�!���� 1D )������ PCR *�#�	� Bp3SC2 ���#J+�#	� 2 �	*������+�,A$+�# 700-800 bp 
�-��


 �	��
	����� 100 base pair ladder <�J+�#	� 1 
 

2. 	
�.��/0��1
�2����3��"4��5�� Bp7, bipD, Bp3SC1 ��� Bp3SC2 

)�)��"*�#����� PCR �����<A�����M%�N��$� gel wizard kit (Promega, USA) ���$
�H#���� 
J-�������	
���
���A, pGEM T-easy �����.���� �	
���
���A,���)��	���� 
*����+
����
���
���� E. coli ������%M� Top10 ��,���
�-��
����
�������	��	�	
���
���A,���)�� ��$����
"�� 80 
µg/ml ampicilin �#<���A��
�	.�# 
����	�
���c
"���"*H.����,
 I�����.#�	
�	�#�	
���
���A,A�-��	
�	
���
���A,���)�� �H#"��#�����"�$������$���� ���
����
�������	����
�-������ 
���� ����! 
��,����
�	
���
���A,��"�$������$������
����
������/����� ���
 �	��
	������	
���
�
��A,	���+�	������*�#����	
���
� ��,���"���	
���
���A,��$�
������"�����
��, EcoRI �	
���

���A,���)���,������� A�������
�� )����A�������
���	
���
��,��������$�
���,A��$��
���"��#)���$�� ����� Blastn (
 �	��
	���������	
���
�	��	���+<����#�	�) ��,Blastx 
(
 �	��
	������������,����	��	���+<����#�	�) ��,A������,*�#�$��
A�-�� �$�� �H#���#
�� ���
	������	
���
���$�� ����� ClustalX ��, Gendoc  

����	
���
� Bp7 (813 bp) 	����������A�������
���	
���
� 
�-��
 �	��
	�����
����	
���
�<����#�	�*�# B. pseudomallei ������%M� K96243 ��$� Blastn ����	
���
� Bp7 ���+<� 
chromosome 	� 2 ��,�	���k!,������������	
���
�	�����A��
 I�� �"	� homoserine kinase 
��,/A�-� putative membrane protein �H�#�	�$��
A�-������H# 99% ����	
��	��"�"+�#������+ 2 
"���A�+#�-� <�������	� 220 
 �	������ C 
 I� T ��,������	� 798 
 �	������ A 
 I� G ��#�� 	� 2A 
��,
�-��
 �	��
	����$� Blastx �H�#�,
 �	��
	������������A��
 I�����,���� ����,���� 
Bp7 *��� 270 aa �	�$��
A�-���������,����<����#�	�*�# B. pseudomallei ������%M� K96243 
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99% ����	����,����	��"�"+�#������+ 2 "���A�+#�-� <�������	� 74 
 �	������ A 
 I� V ��,������
	� 263 
 �	������ N 
 I� S ��#�� 	� 2B ����������$!�	*�����
��M� 28,680 ���"�� �"+��#��+����H#
A���	�*�#� �"	� (hypothetical protein: BPSS1780) ��,/A�-� ���$+��+��,
 I� putative 
membrane protein  

����	
���
� bipD (933 bp) 	����������A�������
���	
���
� ���� 
 �	��
	�����
����	
���
�<����#�	���$� Blastn �	�$��
A�-���������	
���
�*�# B. pseudomallei ������%M� 
1710b �H�#���+<�chromosome 	� 2 �	���k!,������������	
���
�	�����A��
 I�� �"	� type III 
effector protein IpaD/SipD/SspD (831 bp) 	� 99% ��,
�-��
 �	��
	���������	
���
�*�#  
B. pseudomallei ������%M� K96243 �H�#���+<� chromosome 	� 2 ��,�	���k!,������������	
���
�	�
����A��
 I�� �"	� putative membrane protein (933) �H# 99% ����	
��	��"�"+�#������+ 6 
"���A�+#�-� <�������	� 101 
 �	������ C 
 I� A ��,������	� 414 
 �	������ C 
 I� T <�������	� 
522 
 �	������ C 
 I� G ��,������	� 874 
 �	������ G 
 I� A <�������	� 903 
 �	������ G 
 I� A 
��,������	� 907 
 �	������ A 
 I� G ���#<���  2C ��,
�-��
 �	��
	����$� Blastx �H�#�,

 �	��
	���������	
���
� bipD ����A��
 I�����,����*��� 310 aa ��$+��	�$��
A�-�����
����,���� BipD *�# B. pseudomallei ������%M� K96243 99% ���� �"	� membrane antigen ���
�	����,����	��"�"+�#������+ 3 "���A�+#�-� <�������	� 34 
 �	������ A 
 I� E ��,������	� 292 

 �	������ V 
 I� M <�������	� 303 
 �	������ T 
 I� A ��#�� 	� 2D ���������$!�	*�����
��M� 
34,033 ���"�� 

����	
���
� Bp3SC1 (462 bp) 	����������A�������
���	
���
� 
�-��
 �	��
	��
��$� Blastn �������	
���
�<����#�	�*�# B. pseudomallei ������%M� K96243 ���+<� chromosome 	� 
1 ��,�	���k!,������������	
���
�	�����A��
 I�� �"	�  conserved hypothetical protein �H�#�	
�$��
A�-������H# 99% ����	
��	��"�"+�#������+ 4 "���A�+#�-� <�������	� 134 
 �	������ A 
 I� 
G ������	� 292 
 �	������ G 
 I� A ������	� 294 
 �	������ A 
 I� G ��,<�������	� 339 
 �	���
��� C 
 I� T ���#<��� 	� 2E ��,
�-��
 �	��
	����$� Blastx �H�#�,
 �	��
	������������A��

 I�����,���� (153 aa) ��$+��	�$��
A�-�� 98% ����	����,����	��"�"+�#������+ 2 "���A�+#
�-� <�������	� 45 
 �	������ Q 
 I� R ��,������	� 98 
 �	������ V 
 I� M ���#<��� 	� 2F ��,
����������$!�	*�����
��M� 17,354 ���"�� �"+��#��+����H#A���	�*�#� �"	� (hypothetical 
protein: BPSL0973)  

����	
���
� Bp3SC2 (738 bp) 	����������A�������
���	
���
� 
�-��
 �	��
	��
��$� Blastn �������	
���
�<����#�	�*�# B. pseudomallei ������%M� K96243 ���+<� chromosome 	� 
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1 ��,�	���k!,������������	
���
�	�����A��
 I�� �"	�  putative exported protein �H�#�	�$��

A�-������H# 99% ����	
��	��"�"+�#������+ 3 "���A�+#�-� <�������	� 264 
 �	������ G 
 I� A 
������	� 425 
 �	������ C 
 I� T ��,<�������	� 546 
 �	������ C 
 I� T ���#<���  2G ��,
�-��

 �	��
	����$� Blastx �H�#�,
 �	��
	������������A��
 I�����,���� (245 aa) ��$+��	�$��

A�-�� 99% ����	����,����	��"�"+�#������+ 1 "���A�+#�-� <�������	� 142 
 �	������ P 
 I� L 
��#�� 	� 2H ��,����������$! ����,���� Bp3SC2 �	*�����
��M� 25,502 ���"�� �"+��#��+����H#
A���	�*�#� �"	� (hypothetical protein: BPSL0972)  
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B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

ATGCAACTGATCGAAGTCTCCGCCAAGACCGGCTACGTGTGGTTCCGCCAAGGCATCTGG

ATGCAACTGATCGAAGTCTCCGCCAAGACCGGCTACGTGTGGTTCCGCCAAGGCATCTGG

                                                            

      

      

 :  60

 :  60

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

CTGTTCCGGCGCAATCCGCTCGCATTCGTCACACTGTTCTTCACGTACCTGCTCGCGATG

CTGTTCCGGCGCAATCCGCTCGCATTCGTCACACTGTTCTTCACGTACCTGCTCGCGATG

                                                            

      

      

 : 120

 : 120

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

ATGCTGGTGTCGCTCGTGCCCGTGATCGGCGCGGCGCTGCCGCTGCTGCTCATTCCCGGA

ATGCTGGTGTCGCTCGTGCCCGTGATCGGCGCGGCGCTGCCGCTGCTGCTCATTCCCGGA

                                                            

      

      

 : 180

 : 180

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

ATCGCGGTCGGCTTCATGGCGGCCTGCCGCGACACGATCGCCGGCAAGCAGGTGCTGCCG

ATCGCGGTCGGCTTCATGGCGGCCTGCCGCGACACGATCGTCGGCAAGCAGGTGCTGCCG

                                                            

      

      

 : 240

 : 240

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

ACGATCCTGATCGACGGCTTCCGCTCGTACGGCCCGACCGTCACGCAGCGGCTGCTCGCG

ACGATCCTGATCGACGGCTTCCGCTCGTACGGCCCGACCGTCACGCAGCGGCTGCTCGCG

                                                            

      

      

 : 300

 : 300

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

CTCGGCGGGCTCTACATCGTTTCGATGGCGGCCGTGTTCGCGTGCTCGGCGCTCGGCGAC

CTCGGCGGGCTCTACATCGTTTCGATGGCGGCCGTGTTCGCGTGCTCGGCGCTCGGCGAC

                                                            

      

      

 : 360

 : 360

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

GGCGGCACGCTGCTGAAGATCATGTTCGGTCTCGGCGCCGAGAACCTCGGGCCGGAGGCG

GGCGGCACGCTGCTGAAGATCATGTTCGGTCTCGGCGCCGAGAACCTCGGGCCGGAGGCG

                                                            

      

      

 : 420

 : 420

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

CTCGATTCGCCGGGCGTCAGGATCGCGGTACTGATCGCGGCCGCGCTGTACGCGCCGGTC

CTCGATTCGCCGGGCGTCAGGATCGCGGTACTGATCGCGGCCGCGCTGTACGCGCCGGTC

                                                            

      

      

 : 480

 : 480

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

GCGATGATGTTCTGGTTCGCGCCGGTGCTGACCGCGTGGCACGACGTGCCGCCCGTGAAA

GCGATGATGTTCTGGTTCGCGCCGGTGCTGACCGCGTGGCACGACGTGCCGCCCGTGAAA

                                                            

      

      

 : 540

 : 540

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

GCGCTGTTCTTCAGCGTCGTGAGCTGCTGGCGCAACAAGGGCGCGTTCACCGTCTATGGA

GCGCTGTTCTTCAGCGTCGTGAGCTGCTGGCGCAACAAGGGCGCGTTCACCGTCTATGGA

                                                            

      

      

 : 600

 : 600

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

CTGCTGTGGTTCGCGCTAGCGCTCGGCGTGTCGTTCGGGCTCGCCGCGCTGATGCAGGCG

CTGCTGTGGTTCGCGCTAGCGCTCGGCGTGTCGTTCGGGCTCGCCGCGCTGATGCAGGCG

                                                            

      

      

 : 660

 : 660

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

CTCGGCGCCAGCGCCTACGCGCTCACGGTGATGATGCCGGCCTCGATCGTCATCACCGCG

CTCGGCGCCAGCGCCTACGCGCTCACGGTGATGATGCCGGCCTCGATCGTCATCACCGCG

                                                            

      

      

 : 720

 : 720

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                        

                                                            

                                                            

ATGCTCTACTGCTCCTTCTATGCAACCTATCGCGGCTGCTTCGGCGTGCAGGAGCCGGGG

ATGCTCTACTGCTCCTTCTATGCAACCTATCGCGGCTGCTTCGGCGTGCAGGAGCCGGGG

                                                            

      

      

 : 780

 : 780

      

                        

                        

B.pseudomallei K96243 : 

B.pseudomallei        : 

                                 

                                 

GCGCAGAATCCGCCGAACGCATCCGGCCGTTGA

GCGCAGAGTCCGCCGAACGCATCCGGCCGTTGA

      

      

 : 813

 : 813  
 
�!���� 2A ���#)����
 �	��
	������	
���
�*�#�	� Bp7 	������������ PCR ��� �	� Bp7 *�#  

B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
�� 
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�	
���
��.#A�� 2 "���A�+# (�	H�) ��#��  <�������	� 220 
 �	������ C 
 I� T ��,������	� 
798 
 �	������ A 
 I� G 

 

 
 
�!���� 2B ���#���
 �	��
	�� �������,����*�#� �"	� Bp7 �������,����*�#  

B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
����,�����.#A�� 2 "���A�+# (��������) ��#��  <�������	� 74 
 �	������ A 
 I� 
V ��,������	� 263 
 �	������ N 
 I� S �	������#����,����	��	�M!����"�
 I�
�� 
�	
�
*�����#����,����	��	�M!����"�
 I���� �	
��+�����#����,����	��	
�M!����"��,����.�� �	*�$���#����,����	��	�M!����"���+�,����.�� 
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�!���� 2C ���#)����
 �	��
	������	
���
�*�#�	� bipD 	������������ PCR ��� �	� bipD *�# 
B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
�� 
�	
���
��.#A�� 6 "���A�+# (�	H�) ��#��  <�������	� 101 
 �	������ C 
 I� A ��,������	� 
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414 
 �	������ C 
 I� T <�������	� 522 
 �	������ C 
 I� G ��,������	� 874 
 �	������ 
G 
 I� A <�������	� 903 
 �	������ G 
 I� A ��,������	� 907 
 �	������ A 
 I� G 

 

 
 
�!���� 2D ���#���
 �	��
	��  �������,����*�#� �"	� BipD �������,����*�#  

B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
����,�����.#A�� 3 "���A�+# (��������) ��#��  <�������	� 34 
 �	������ A 
 I� E 
��,������	� 292 
 �	������ V 
 I� M <�������	� 303 
 �	������ T 
 I� A �	������#
����,����	��	�M!����"�
 I�
�� �	
�
*�����#����,����	��	�M!����"�
 I���� �	

��+�����#����,����	��	�M!����"��,����.�� �	*�$���#����,����	��	
�M!����"���+�,����.��  
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SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

ATGCGCTACTGGCTGATGAAATCCGAACCGGACGAGGCAAGCATCGACGA

ATGCGCTACTGGCTGATGAAATCCGAACCGGACGAGGCAAGCATCGACGA

                                                  

      

      

 :  50

 :  50

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

CCTCGCCGCCGCCCCCGACCAGACCTTGCCGTGGACCGGCGTGCGCAACT

CCTCGCCGCCGCCCCCGACCAGACCTTGCCGTGGACCGGCGTGCGCAACT

                                                  

      

      

 : 100

 : 100

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

ATCAGGCGCGCAACTTCATGCGCGACACGATGCAGATCGGCGACGGCGTG

ATCAGGCGCGCAACTTCATGCGCGACACGATGCGGATCGGCGACGGCGTG

                                                  

      

      

 : 150

 : 150

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

CTGTTCTACCATTCGAGCTGCCCCGAACCCGGTATCGCCGGGCTCGCGCG

CTGTTCTACCATTCGAGCTGCCCCGAACCCGGTATCGCCGGGCTCGCGCG

                                                  

      

      

 : 200

 : 200

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

AGTCTCGTCGACGCCCTACCCCGACCCCACGCAGTTCGATTCGCGCAGTC

AGTCTCGTCGACGCCCTACCCCGACCCCACGCAGTTCGATTCGCGCAGTC

                                                  

      

      

 : 250

 : 250

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

CGTACCACGATCCGAAGTCGACGCGGGAAGCGCCGCGCTGGGTACTCGTC

CGTACCACGATCCGAAGTCGACGCGGGAAGCGCCGCGCTGGATGCTCGTC

                                                  

      

      

 : 300

 : 300

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

GACGTGCGCTTCGTCAGGAAATCGCCGCTCGTTCCCCTCGCCGCGCTGCG

GACGTGCGCTTCGTCAGGAAATCGCCGCTCGTTCCCCTTGCCGCGCTGCG

                                                  

      

      

 : 350

 : 350

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

CGAGCACGAGGCGCTCGCGAACATGCGCGTGCTCGCGAAGGGCAACCGGC

CGAGCACGAGGCGCTCGCGAACATGCGCGTGCTCGCGAAGGGCAACCGGC

                                                  

      

      

 : 400

 : 400

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

                                                  

                                                  

TGTCGATCACGCCCGTCACGCCAAACGAGTGGCGCTTCATCACGCAGCGC

TGTCGATCACGCCCGTCACGCCAAACGAGTGGCGCTTCATCACGCAGCGC

                                                  

      

      

 : 450

 : 450

      

                              

                              

SC1-B. pseudomallei K96243  : 

SC1-B. pseudomallei         : 

                              

            

            

CTGATGAAGTGA

CTGATGAAGTGA

            

      

      

 : 462

 : 462

       
 
�!���� 2E ���#)����
 �	��
	������	
���
�*�#�	� Bp3SC1 	������������ PCR ��� �	� Bp3SC1 

*�# B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
��
�	
���
��.#A�� 4 "���A�+# (�	H�) ��#��  <�������	� 134 
 �	������ A 
 I� G ������	� 292 

 �	������ G 
 I� A ������	� 294 
 �	������ A 
 I� G ��,<�������	� 339 
 �	������ C 

 I� T  
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�!���� 2F ���#���
 �	��
	��  �������,����*�#� �"	� Bp3SC1 �������,����*�#  

B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
����,�����.#A�� 2 "���A�+# (��������) ��#��  <�������	� 45 
 �	������ Q 
 I� R 
��,������	� 98 
 �	������ V 
 I� M �	������#����,����	��	�M!����"�
 I�
�� �	
�

*�����#����,����	��	�M!����"�
 I���� �	
��+�����#����,����	��	�M!����"�
�,����.�� �	*�$���#����,����	��	�M!����"���+�,����.�� 
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SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

ATGACGAAAAAATCCGCTCTTGCCGTTGCCGTCACGCTCG

ATGACGAAAAAATCCGCTCTTGCCGTTGCCGTCACGCTCG

                                        

      

      

 :  40

 :  40

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGGCGGCGCTGCCGATCGCGCTCGCGCTCGCCCCGTCCGC

CGGCGGCGCTGCCGATCGCGCTCGCGCTCGCCCCGTCCGC

                                        

      

      

 :  80

 :  80

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGCGCGCGCGCAAAGCATGGGGCAGATGCAGCCGCCCGCG

CGCGCGCGCGCAAAGCATGGGGCAGATGCAGCCGCCCGCG

                                        

      

      

 : 120

 : 120

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

GGCGTGCTGTCGCTGTCCGCGCAGGCGAGCACCGACGTCC

GGCGTGCTGTCGCTGTCCGCGCAGGCGAGCACCGACGTCC

                                        

      

      

 : 160

 : 160

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGCAGGACGTCGTCGATATCACGCTGTTCTACGAACAACA

CGCAGGACGTCGTCGATATCACGCTGTTCTACGAACAACA

                                        

      

      

 : 200

 : 200

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

GGCGAAGGACCCGGGCACGCTGACCGCGGAGCTGAACAAG

GGCGAAGGACCCGGGCACGCTGACCGCGGAGCTGAACAAG

                                        

      

      

 : 240

 : 240

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGCGCGGATACGGCGCTCGCGCAGGCGCGCGGGGTCACGG

CGCGCGGATACGGCGCTCGCGCAAGCGCGCGGGGTCACGG

                                        

      

      

 : 280

 : 280

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

GCGTCACGGCCCGCACGGGCGAATTCTCGGTGTCGCCGAG

GCGTCACGGCCCGCACGGGCGAATTCTCGGTGTCGCCGAG

                                        

      

      

 : 320

 : 320

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGTCGATCGCGACGGCAAGATCTCCGCGTGGCGCGGCCGC

CGTCGATCGCGACGGCAAGATCTCCGCGTGGCGCGGCCGC

                                        

      

      

 : 360

 : 360

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

ACCGAGGTCGTGCTCGAGTCGCACGACTTCGCGGCCGCAT

ACCGAGGTCGTGCTCGAGTCGCACGACTTCGCGGCCGCAT

                                        

      

      

 : 400

 : 400

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGAAGCTCGCCGGCCAGTTGAGCCCGATGATGCAGGTGGG

CGAAGCTCGCCGGCCAGTTGAGCCTGATGATGCAGGTGGG

                                        

      

      

 : 440

 : 440

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CAACGTGTCGTTCTCGCTGTCGCCCGAGGCGCAGCGCGCC

CAACGTGTCGTTCTCGCTGTCGCCCGAGGCGCAGCGCGCC

                                        

      

      

 : 480

 : 480

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

GCCGAGCAGAAACTCACGTCGGAGGCGATCAAGGCGTTCC

GCCGAGCAGAAACTCACGTCGGAGGCGATCAAGGCGTTCC

                                        

      

      

 : 520

 : 520

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

GCGCGCGCGCCGAGGAAGCGACGCGCGCGTTCGGCTACAG

GCGCGCGCGCCGAGGAAGCGACGCGTGCGTTCGGCTACAG

                                        

      

      

 : 560

 : 560

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CAACTACTCGATCCGCGAGGTGAACGTCGGCAGCGGCCGC

CAACTACTCGATCCGCGAGGTGAACGTCGGCAGCGGCCGC

                                        

      

      

 : 600

 : 600

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

AACGTGCAGCCGTACCCGCGGATGTTCGCGATGGCCGCGC

AACGTGCAGCCGTACCCGCGGATGTTCGCGATGGCCGCGC

                                        

      

      

 : 640

 : 640

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CCGCGATGGACAGTGCGAAGATGAGCGCGCCGATCGCCGT

CCGCGATGGACAGTGCGAAGATGAGCGCGCCGATCGCCGT

                                        

      

      

 : 680

 : 680

      

                            

                            

SC2-B.pseudomallei K96243 : 

SC2-B.pseudomallei        : 

                            

                                        

                                        

CGAAGGCGGCAAGACGACCGTGACCGTCAATGTGAACGGC

CGAAGGCGGCAAGACGACCGTGACCGTCAATGTGAACGGC

                                        

      

      

 : 720

 : 720
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�!���� 2G ���#)����
 �	��
	������	
���
�*�#�	� Bp3SC2 	������������ PCR ��� �	� Bp3SC2 
*�# B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#

���	
���
��.#A�� 3 "���A�+# (�	H�) ��#��  <�������	� 264 
 �	������ G 
 I� A ��,
������	� 425 
 �	������ C 
 I� T <�������	� 546 
 �	������ C 
 I� T  

 

 
�!���� 2H ���#���
 �	��
	��  �������,����*�#� �"	� Bp3SC2 �������,����*�#  

B. pseudomallei ������%M� K96243 	��	���+<����#�	� ��$+��	�$���"�"+�#���*�#
����,�����.#A�� 1 "���A�+# (��������) ��#��  <�������	� 142 
 �	������ P 
 I� L 
�	������#����,����	��	�M!����"�
 I�
�� �	
�
*�����#����,����	��	�M!����"�

 I���� �	
��+�����#����,����	��	�M!����"��,����.�� �	*�$���#����,����	�
�	�M!����"���+�,����.�� 
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3. 	
�0��
�"��.�� GST-Bp7, GST-BipD, GST-Bp3SC1 ��� GST-Bp3SC2 

A��#���	�"�$�����$�����"��#*�#������
���	
���
����$ ����	
���
�	����+<��	

���
���A, pGEM T-easy �,���"����$�
������"�����
��,	��������$�<��	
���
�
����"�� (primer) 

�-�����
*����+�	
���
���A, pGEX 4T-1 �H�#
 I��	
���
���A, ���A�������#� �"	��������	
���
�	�
���
*���  ���
�-��<J� pGEX 4T-1 
 I��	
���
���A, ��
�-��#+��"+����������M%�N� �"	����)��	�
����#*H.� ��$����<J� GST beads �H�#<J�A������������M%�N��$�$�%	���������/v���������
��, 
*���� �"	�*�# Bp7, BipD, Bp3SC1 ��, Bp3SC2 	��������������$!
 I���#�	. 28.9, 34, 17.3 
��, 25.5 �������"�� ��,*���� �"	����)��	���#
�"����������� 12% SDS-PAGE 
 I���#�	. 
46 (��  3A), 55 (��  3B), 37 (��  3C) ��, 43 (��  3D) �������"�� �H�#
 I�*���	��$����� �"	� 
Glutathione-s-transferase (GST) �H�#�	*��� 26 �������"�� �"+���� �"	�	� ���x<������ SDS-
PAGE �,�	*��� 29 �������"�� ��#��  3A 

�+��
*����+*�.�"�����������M%�N� �"	��"+�,J��� Bp7, BipD, Bp3SC1 A�-� 
Bp3SC2 ����������������,���� �"	��"+�,J��� ����	����$�*�#)��
 I����
�����������	�
)+����������� 
�-��"�$����
�-.�#"��$+�� �"	�	�)+���������#����	
���
���A, pGEX 4T-1 
����������	����$�*�#)��
 I����
����������� ����	����$�*�#�� �"����A�-���+ ()����
���#������#<�A�$"+�� ) ���������#��$+�� �"	� GST-Bp7 ��, GST-BipD <A�)��$�
����	����$�*�#)��
 I����
����������� �"+<A�)�������	����$�*�#�� �"� ��#��.��H#���� �"	� 
GST-Bp7 ��, GST-BipD � ������M%�N"+�� ��$� GST beads ��,��������������,���*�#
� �"	���� PBS ��/
/��� ��$+�� �"	� GST-BipD �	����,���<���/
/�������	�$+�� �"	� GST-
Bp7 �����.����� �"	�	��,�����$� PBS ��/
/���� ������M%�N ��$+�� �"	� GST-BipD ������
������
��,��� GST beads ��,������������M%�N� �"	� GST-BipD ��� �$�� �H#������"��
��
� �"	� GST 	�
J-���"+���� � �"	� BipD ������ ��$�
������������ (thrombin, Sigma®) ��<A�

������ �"	�����M%�N BipD ��#��  3B 

�+$�� �"	� GST-Bp7 	���$+���+�,���<� PBS ��/
/��� A��#������������M%�N
� �"	� GST-Bp7 
����$+�� �"	���#��+�$��+�����������+�#���
��,��� GST beads ��,
�-����
�,�����$� 0.05% ��, 0.01% SDS <� PBS ��/
/�������$+�� �"	� GST-Bp7 �,�������	*H.� �"+
*!,
�	�$���� �"	� GST-Bp7 ����+������������ GST beads ��� ��<A���+������������M%�N
� �"	� GST-Bp7 ��� �H#
 �	���$�%	���������M%�N ������������//v���������
��,��
 I����
�������
�� SDS-PAGE ��,)�������#��$+� ������������M%�N� �"	� GST-Bp7 ��� ��#�� 	� 
3A 
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�!���� 3A ���#)����"�$����������#���*�#� �"	� GST-Bp7 ���� �"	� GST <� E. coli 

������%M� BL-21 ��$� 12% SDS-PAGE  J+�#	� 1 � �"	���"�0�� J+�#	� 2 
����
�������
	��	 ������� pGEX 4T-1 ��,��+���
A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 3 
����
���
����	�������� pGEX 4T-1 ��,
A�	��$���<A�
����������#� �"	���$� 1 mM IPTG J+�#
	� 4 
����
�������	��	����������)�� pGEX 4T-1: Bp7 �"+��+���
A�	��$���<A�
������
����#� �"	� J+�#	� 5 
����
�������	��	����������)�� pGEX 4T-1: Bp7 ��,
A�	��$���
<A�
����������#� �"	���$� 1 mM IPTG J+�#	� 6 )����������M%�N� �"	����)�� GST-
Bp7 ��$�$�%	����������
�� 

 
 
 
 



 57 

 
 
�!���� 3B  ���#)����"�$����������#���*�#� �"	� GST-BipD ��,� �"	� GST <� E. coli 

������%M� BL-21 ��,"�$����)����������M%�N� �"	� BipD ��$� 12% SDS-PAGE 
J+�#	� 1 
 I� � �"	���"�0�� J+�#	� 2 
����
�������	��	������� pGEX 4T-1 ��,��+���

A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 3 
����
�������	�������� pGEX 4T-1 �"+

A�	��$���<A�
����������#� �"	���$� 1 mM IPTG J+�#	� 4 
����
�������	��	����������
)�� pGEX 4T-1: BipD ��+���
A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 5 
����
�������	�
�	����������)�� pGEX 4T-1: BipD ��,
A�	��$���<A�
����������#� �"	���$� 1 mM 
IPTG J+�#	� 6 � �"	����)���+��)+�����������M%�N��$�$�%	��������+�#���
��,��� GST-
beads J+�#	� 7 � �"	����)��A��#)+�����������M%�N��$�$�%	��������+�#���
��, J+�#	� 8 
� �"	����)��	����"����$�
������������ (thrombin, Sigma®) �, ���x���� �"	�
	��	*���<Ac+�$+� 30 kDa �H�#���-�� �"	� BipD "��	����z�J	. ��, ���x���� �"	�
*��� 66 kDa �H�#���-�� �"	� BSA J+�#	� 9 )����������M%�N� �"	����)�� GST-BipD 
��$�$�%	��������+�#���
��,��� GST-beads J+�#	� 10 )����������M%�N� �"	� GST ��$�
$�%	��������+�#���
��,��� GST-beads 
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�!���� 3C   ���#)����"�$����������#���*�#� �"	� GST-Bp3SC1 ��,� �"	� GST <�  

E. coli ������%M� BL-21 ��$� 12% SDS-PAGE J+�#	� 1 
 I� � �"	���"�0��<J����
*���� �"	�<�J+�#�-��{ J+�#	� 2 
����
�������	��	������� pGEX 4T-1 ��,��+���

A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 3 
����
�������	�������� pGEX 4T-1 �"+

A�	��$���<A�
����������#� �"	���$� 1 mM IPTG J+�#	� 4 
����
�������	��	����������
)�� pGEX 4T-1: Bp3SC1 �"+��+���
A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 5 
����
���
����	��	����������)�� pGEX 4T-1: Bp3SC1 ��,
A�	��$���<A�
����������#� �"	�
��$� 1 mM IPTG  
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�!���� 3D  ���#)����"�$����������#���*�#� �"	����)�� Bp3SC2 ��,� �"	� GST <� 

E. coli ������%M� BL-21 ��$� 12% SDS-PAGE J+�#	� 1 
 I� � �"	���"�0��<J����
*���� �"	�<�J+�#�-��{ J+�#	� 2 
����
�������	��	������� pGEX 4T-1 ��,��+���

A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 3 
����
�������	�������� pGEX 4T-1 �"+

A�	��$���<A�
����������#� �"	���$� 1 mM IPTG J+�#	� 4 
����
�������	��	����������
)�� pGEX 4T-1: Bp3SC2 �"+��+���
A�	��$���<A�
����������#� �"	� J+�#	� 5 
����
���
����	��	����������)�� pGEX 4T-1: Bp3SC2 ��,
A�	��$���<A�
����������#� �"	���$� 
1 mM IPTG  

 

4. 	
���0�"��.���!	�0���?@�.�� 	2�#��2���� ������A� Western Blotting 

A��#���	�
A�	��$���<A��	�������#� �"	����)�����
 I�)����
������$ �H#�����
�����M!����"�� �"	����)����#��+�$ 
�-�����<J�"�$�A�)�� |$�	�
 I����
����������� ��$�$�%	 
Western blotting ���������
��-�������� �"	����)�����
�� SDS-PAGE ��+ nitrocellulose 
membrane ��,���
��
���	�)+�����
��-�������� �"	� ����������	����$�*�#�"+�,��M+� ���
��+#
 I� 4 ��M+� ��#�	. �	����$�*�#)��
 I����
����������� �	����$�*�#)��
 I����
�����������	�
)+����������� ���"����	 "+�
����
����������� ���$ �	����$�*�#)��	�"��
J-.����	
�	��-��{ 	�)+��
������������"����	 "+�
����
����������� ���$ ��,�	����$�*�#��	���+��� |$�
 I����"��
J-.� 	�
)+����������� ���"����	 "+�
����
����������� ���$
J+���� 

)��������� �"	����)����$+� Bp7 ��,BipD <A�)�����
 I��$�"+�
�	����$�
����������� ��,
 I���"+��	����$�*�#�� �"� ��,)�� |$�	�"��
J-.��-��{ �"+ BpSC1 
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��,BpSC2 �	)�����
 I���"+��	����$�
����������� �$�� �H#�	����$�*�#�� �"� )�� |$�	�
"��
J-.��-��{ ���#��#�� 	� 4A, 4B, 4C, 4D "�������� 

 

 
�!���� 4A ���#)������ Western blotting �������*�.�"��*�#� �"	�����A��� GST-Bp7 (42 

µg/µl) ����	����$���M+�"+�#{ <�J+�#	� 1 ����	����$�*�#)��
 I����
����������� <�J+�#
	� 2 ����	����$�*�#)��
 I����
�����������	�)+��������������"����� "+�
����
�������
���� ���$ <�J+�#	� 3 ����	����$�*�#��	���+��� |$�
 I����"��
J-.� 	�)+�����������
���"����� "+�
����
����������� ���$ ��, <�J+�#	� 4 ����	����$�*�#)��	�"��
J-.�
���	
�	��-��{ 	�)+��������������"����� "+�
����
����������� ���$ 

 

 
 
�!���� 4B ���#)������ Western blotting �������*�.�"��*�#� �"	�����A��� GST-BipD (42 

µg/µl) <���  A ��,� �"	�����M%�N BipD (6 µg/µl) <���  B <�J+�#	� 1 ����	����$�*�#)��

 I����
����������� <�J+�#	� 2 ����	����$�*�#)��
 I����
�����������	�)+��������
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������"����	 "+�
����
����������� ���$ <�J+�#	� 3 ����	����$�*�#��	���+��� |$�
 I�
���"��
J-.� 	�)+��������������"����	 "+�
����
����������� ���$ ��, <�J+�#	� 4 ���
�	����$�*�#)��	�"��
J-.����	
�	��-��{ 	�)+��������������"����	 "+�
����
����������� 
���$ 

 

 
�!���� 4C ���#)� ����� Western blotting �������*�.�"��*�#� �"	�����A��� GST-Bp3SC1 

(42 µg/µl) ����	����$���M+�"+�#{ <�J+�#	� 1 ����	����$�*�#)��
 I����
����������� <�
J+�#	� 2 ����	����$�*�#)��
 I����
�����������	�)+��������������"����	 "+�
����
���
�������� ���$ <�J+�#	� 3 ����	����$�*�#��	���+��� |$�
 I����"��
J-.� 	�)+��������
������"����	 "+�
����
����������� ���$ ��, <�J+�#	� 4 ����	����$�*�#)��	�"��
J-.�
���	
�	��-��{ 	�)+��������������"����	 "+�
����
����������� ���$ 

 

 
�!���� 4D ���#)� ����� Western blotting �������*�.�"��*�#� �"	�����A��� GST-Bp3SC2 

(42 µg/µl) ����	����$���M+�"+�#{ <�J+�#	� 1 ����	����$�*�#)��
 I����
����������� <�
J+�#	� 2 ����	����$�*�#)��
 I����
�����������	�)+��������������"����	 "+�
����
���
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�������� ���$ <�J+�#	� 3 ����	����$�*�#��	���+��� |$�
 I����"��
J-.� 	�)+��������
������"����	 "+�
����
����������� ���$ ��, <�J+�#	� 4 ����	����$�*�#)��	�"��
J-.�
���	
�	��-��{ 	�)+��������������"����	 "+�
����
����������� ���$ 

 

5. 3�
�4� ���3�
�/1
��
���"��.���!	�0� ���"��.�� 

A��#����������
�-.�#"�� ��$+�� �"	����)�� GST-Bp7 ��, GST-BipD �	
 x�����������	����$�*�#)�� |$���$����
����������� ������#*�.�"+��  �H#��$+� � �"	����)��
��#��+�$ ��������+#�����M+�)�� |$���$����
����������� ������)��	���+��� |$���$����
������-
����� ���A�-���+ ��$����������M%�N� �"	����)�� GST-Bp7 ��, GST-BipD 
�-�������
���)�
�$� ��� (false positive) �����.����� �"	� GST-Bp7 ��, GST-BipD 	�)+�����������M%�N� 
��������	����"+�,��� �.#A�� 117 ��� ��$�$�%	 Western blotting )�����	�������A��+��$��
�$ ��,�$�����
��, 
�-���+#J	.$+�� �"	� GST-Bp7 ��, GST-BipD ������<J�<����"�$�
$����~�����
�������������� A�-���+ 

)�������$+� � �"	����)�� Bp7 �	�$�����
��, 74.4% ��,�$���$"+����

 I����
����������� 77.8% �+$�� �"	����)�� BipD �	�$�����
��, 90.0% ��,�$���$"+����

 I����
����������� 77.8% ��#"���#	� 5.1 ��, 5.2 "�������� ��, ����!� �"	�	�<J�<��� 
Western blotting 
+���� 5 µg/ml �H�#��$+�� �"	� GST 
��� cross reaction �H#����	������#"+��  
������"���+$�� �"	� GST �����$�
������������ ��,���� ��������	����	����.# ��$+�
� �"	����)�� BipD ������"���+$�� �"	� GST ������ �"+� �"	����)�� Bp7 ��+������"��
��� �H#������� �"	� BipD � ����"+��  )�������$+�� �"	� BipD �	�$�����
��, 91.11% 
��,�$���$"+����
 I����
����������� 100% ��#"���#	� 5.3 
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.
�
���� 5.1 ���#)������ �"	����)�� GST-Bp7 ���"�$��+�#�	����.#A�� 117 "�$��+�# ���
�� Western blotting 

 
Reactivity of GST-Bp7 fusion protein 

Test result  
Melioidosis Non Melioidosis 

Test Pos. 21 23 
Test Neg. 6 67 
Total 27 90 

 

Sensitivity of GST-Bp7 fusion protein 77.8% 
Specificity of GST-Bp7 fusion protein 74.4% 
 
 
.
�
���� 5.2 ���#)������ �"	����)�� GST-BipD ���"�$��+�#�	����.#A�� 117 "�$��+�# ���

�� Western blotting 
 

Reactivity of GST-BipD fusion protein 
Test result 

Melioidosis serum Non Melioidosis serum 

Test Pos. 21 9 

Test Neg. 6 81 

Total 27 90 

   
Sensitivity of GST-BipD fusion protein 77.8 % 

Specificity of GST-BipD fusion protein 90.0 % 

 
 
 
 
 

 



 64 

.
�
���� 5.3 ���#)������ �"	����)�� BipD ���"�$��+�#�	����.#A�� 117 "�$��+�# ����� 
Western blotting 

 
Reactivity of BipD protein 

Test result 
Melioidosis serum Non Melioidosis serum 

Test Pos. 27 8 
Test Neg. 0 82 
Total 27 90 
   
Sensitivity of BipD protein 100% 
Specificity of BipD protein 91.1% 

 


