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บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1 ผลการทดสอบความสามารถของ Burkholderia pseudomallei ในการใชนํ้ าตาล    
      arabinose

      เปนที่ทราบกันดีวา B.  pseudomallei สายพันธุที่ไมใชนํ้ าตาล arabinose 
(ara_) เปนสายพันธุกอโรคและสวนใหญจะแยกไดจากผูปวย ในการศึกษานี้จึงตองการ
เลือก B.  pseudomallei สายพันธุที่ไมใชนํ้ าตาล arabinose (ara_) มาทดสอบกับสารยับยั้ง
ที่ Bacillus สรางขึ้น

      จากการทดสอบเชื้อ B.  pseudomallei สายพันธุ PSU4, PSU6, PSU9, 
PSU12, PSU68, PSU69, BP1856-12, BP2182-11, BKPN100, PAT41, PATNAR31, 
SK31 และ SK39 ในการใชนํ้ าตาล arabinose โดยมี glucose agar เปนตัวควบคุม พบวา
เชื้อ B.  pseudomallei  สายพันธุ PSU4, PSU9, PSU69, PATNAR31, SK31 และ SK39 
ใหผลบวก (ara+) (ตารางที่ 3.1) โดยเชื้อสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ arabinose
agar และ glucose agar สํ าหรับเชื้อ B.  pseudomallei สายพันธุ PSU6, PSU12, PSU68, 
BKPN100, PAT41, BP1856-12 และ BP2182-11 ใหผลลบ (ara_) เนื่องจากเชื้อสามารถ
เจริญไดเฉพาะบน glucose agar เทานั้น (รูปที่ 3.1) จึงเลือกสายพันธุ PSU68 (ara_) มา
ทดสอบในขั้นตอนตอไป
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 ตารางที่ 3.1  ความสามารถของเชื้อ B.  pseudomallei สายพันธุตางๆในการใชนํ้ าตาล
          arabinose

B.  pseudomallei สายพันธุ Arabinose B.  pseudomallei สายพันธุ Arabinose

PSU4 + BP2182-11 -
PSU6 - BKPN100 -
PSU9 + PAT41 -
PSU12 - PATNAR31 +
PSU68 - SK31 +
PSU69 + SK39 +
BP1856-12 -

รปูที่ 3.1  ผลการทดสอบ B.  pseudomallei PSU68 ใหผลลบในการใชนํ้ าตาล arabinose

3.2 ผลการแยกเชื้อ Bacillus spp. สายพันธุตางๆจากดิน
จากการเก็บตัวอยางดินจากภาคใต ภาคเหนือ ภาคกลางในชวง ฤดูรอน ฤดูฝน และ

ฤดูหนาวสามารถแยกเชื้อ Bacillus จากตัวอยางดิน 79 ตัวอยาง ได 218 ไอโซเลท        
(ตารางที่ 3.2) โดยลักษณะโคโลนี Bacillus ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA มีไดหลาย
แบบ ไดแก โคโลนีสีขาว ดาน เยิ้ม และขอบไมเรียบ เมื่อนํ ามายอมสีแกรม พบเชื้อรูป

Arabinose agar Glucose agar



47

แทงติดสีนํ้ าเงิน มีสปอร ในภาคเหนือเก็บตัวอยางดิน 4 ตัวอยาง พบตัวอยางดินที่
สามารถแยกเชื้อ Bacillus ได 2 ตัวอยาง แยกเชื้อ Bacillus ได 16 ไอโซเลท ในภาคกลาง
เก็บตัวอยางดิน 2 ตัวอยาง พบตัวอยางดินที่สามารถแยกเชื้อ Bacillus ได 2 ตัวอยาง แยก
เชื้อ Bacillus ได 11 ไอโซเลท ในภาคใตเก็บตัวอยางดิน 73 ตัวอยาง พบตัวอยางดินที่
สามารถแยกเชื้อ Bacillus ได 44 ตัวอยาง แยกเชื้อ Bacillus ได 191 ไอโซเลท

ตารางที่ 3.2  ผลการแยกเชื้อ Bacillus spp. และการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ
        B.  pseudomallei (ara_)

จํ านวน
ตัวอยาง
ดิน

ตัวอยางดินที่แยก
Bacillusได (%)

Bacillus ที่
แยกได

Bacillus ที่ยับยั้ง
B.  pseudomallei (%)

ภาคเหนือ 4 2 (50.0) 16 4 (25.0)
ภาคกลาง 2 2 (100.0) 11 0
ภาคใต 73 44 (60.3) 191 39 (20.4)
รวม 79 48 218 43

3.3 ผลการทดสอบ Bacillus spp. สายพันธุท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ
      B.  pseudomallei

จากการทดสอบเชื้อ Bacillus ที่แยกไดจากดินทั้งหมด 218 ไอโซเลท ในการยับยั้ง
การเจริญของ B.  pseudomallei (ara_) โดยวิธี agar well diffusion assay พบวาเชื้อ  
Bacillus 43 ไอโซเลท สามารถสรางสารยับยั้งยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei เปน
สายพันธุที่แยกจากภาคเหนือ 4 ไอโซเลท และจากภาคใต 39 ไอโซเลท โดยมีขนาดเสน
ผานศูนยกลางของการยับยั้งเทากับ 8-12 มิลลิเมตร (ตารางที่ 3.3) พบวาเชื้อไอโซเลทที่ 
82 ใหผลการยับยั้งมากที่สุด (12 มม.) (รูปที่ 3.2) จึงคัดเลือกสายพันธุนี้ไวศึกษาตอไป 
และใหชื่อวาสายพันธุ PSU82Ba
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ตารางที่ 3.3  ความสามารถของ Bacillus ในการยับยั้งการเจริญ B.  pseudomallei
ขนาดเสนผานศูนยกลาง

(มม.)
จํ านวน
ไอโซเลท

หมายเลข ไอโซเลท

8 2 76, 180
9 9 60, 65,79, 86, 89, 94, 98, 177, 179

10 22 6, 12, 28, 30, 36, 43, 50, 55, 58, 
61, 63, 68, 73, 78, 80, 87, 91 109, 
110, 116, 123, 176

11 9 4, 34, 46, 93, 102, 103, 105, 106, 
107

12 1 82*
* คือ Bacillus ที่ไดคัดเลือก

รปูที่ 3.2  การทดสอบการยับยั้ง B.  pseudomallei ของ PSU82Ba บนอาหาร
   Muller Hinton agar โดยวิธี agar well diffusion assay
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3.4 ผลของปจจัยตางๆตอการสรางสารยับยั้ง
3.4.1 ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีผลตอการสรางสารยับยั้ง

จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในอาหารเหลว LB และ TSB อุณหภูมิ 35          
องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ 1% พบวาเชื้อ 
PSU82Ba มีการเจริญอยางรวดเร็วตามเวลาที่เพิ่มขึ้น โดยรูปแบบการเจริญเติบโตของ
เชือ้ใน LB และ TSB ไมตางกันในชวง 70 ชั่วโมงแรก หลังจากนั้นการเจริญของ 
PSU82Ba ใน LB เริ่มลดลง (รูปที่ 3.3) เมื่อนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อมาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei โดยวิธี agar well diffusion assay พบวาเชื้อเริ่มมี
การสรางสารยับยั้งใน LB หลังจาก 40 ชั่วโมงผานไป (รูปที่ 3.4) และสรางไดสูงสุดเมื่อ
ผานไป 70 ชั่วโมง หลังจากนั้นการสรางสารยับยั้งลดลงอยางรวดเร็ว ขณะที่ใน TSB เชื้อ
เริ่มสรางสารยับยั้งหลังจากชั่วโมงที่ 60 และสรางเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จนถึงชั่วโมงที่ 110 ดัง
นั้นการทดสอบในขั้นตอนตอไป จึงใช TSB เปนอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus เนื่องจากเชื้อมี
การสรางสารยับยั้งในปริมาณมากกวาและนานกวา

3.4.2 ผลของ pH เริ่มตนตอการสรางสารยับยั้ง
จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในอาหารเหลว TSB pH 6, 7, 8 และ 9 อุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ 1% พบวาการ
เจริญเติบโตของเชื้อ PSU82Ba ที่ pH 6, 7, 8 และ 9 ไมตางกัน (รูปที่ 3.5) เมื่อทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei พบวาเชื้อไมมีการสรางสาร
ยับยั้งจนถึงชั่วโมงที่ 40 หลังจากนั้นเชื้อเริ่มสรางสารยับยั้ง (รูปที่ 3.6) การสรางสาร
ยบัยั้งจะสูงสุดที่ ชั่วโมงที่ 70 และพบมากที่ pH 8 และ pH 9 ในชั่วโมงที่ 90 การสราง
สารยับยั้งใน pH 6 และ pH 7 เริ่มสูงขึ้นจนใกลเคียงกับ pH 8 และ pH 9 และการสราง
สารยับยั้งใน pH 8 และ pH 9 เริม่ลดลงในชั่วโมงที่ 100 ในการศึกษานี้ไดเลือก pH 8 เปน 
pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดลองตอไป
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รูปที่ 3.3  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อระหวาง LB และ TSB ตอการเจริญของ PSU82Ba
   (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)

รูปที่ 3.4  การสรางสารยับยั้งของ PSU82Ba ตอ B.  pseudomallei ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
         LB และ TSB (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)
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รูปที่ 3.5  ผลของ pH เริ่มตนตอการเจริญของ PSU82Ba
        (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)

รูปที่ 3.6  การสรางสารยับยั้งของ PSU82Ba ตอ B.  pseudomallei ที่ pH เริ่มตนตางๆ
        (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)
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3.4.3 ผลของอุณหภูมิตอการสรางสารยับยั้ง
จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในอาหารเหลว TSB, pH 8 อุณหภูมิ 30, 35, 40 

และ 45 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ 1% พบ
วาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเวลาผานไป 70 ชั่วโมง เชื้อมีการเจริญมากกวาที่
อุณหภูมิอ่ืนๆ (รูปที่ 3.7) และที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เชื้อมีการเจริญที่นอยกวา
อุณหภูมิอ่ืน เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei พบวา
ชัว่โมงที่ 30 เชื้อเริ่มมีการสรางสารยับยั้งที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส (รูปที่ 3.8) 
จนถึงชั่วโมงที่ 90 การสรางเริ่มลดลง การสรางสารยับยั้งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มี
ปริมาณมากกวาการสรางที่อุณหภุมิ 35 องศาเซลเซียส แตไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ 
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เชื้อเริ่มมีการสรางสารยับยั้งในชั่วโมงที่ 70 และสรางสูงสุด
ชั่งโมงที่ 80 จากนั้นการสรางคอยๆลดลง อยางไรก็ตามตรวจไมพบการสรางสารยับยั้งที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิเหมาะสมที่
สุดในการสรางสารยับยั้งและไดใชเปนอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในขั้นตอนตอ
ไป

3.4.4 การศึกษาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้ง
จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในอาหารเหลว TSB, pH 8 อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที โดยมีปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ 1%, 2% และ 
4% พบวาที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1%, 2% และ 4% การเจริญของเชื้อไมมีความแตกตางกัน 
(รูปที่ 3.9) เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei พบวา
ปรมิาณเชื้อเริ่มตนที่ 1%, 2% และ 4% เริ่มมีการสรางสารยับยั้งตั้งแตชั่วโมงที่ 40  (รูปที่ 
3.10) และเพิ่มขึ้นจนถึงชั่วโมงที่ 80 จากนั้นเริ่มลดลง พบวาชั่วโมงที่ 60 ที่ปริมาณเชื้อ
เริ่มตน 4% เชื้อมีการสรางสารยับยั้งมากกวาที่ปริมาณเชื้อเริ่มตนอื่นๆ จึงเลือกปริมาณ
เชื้อเริ่มตน 4% เปนปริมาณเชื้อเริ่มตนในการทดสอบขั้นตอนตอไป
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รูปที่ 3.7  ผลของอุณหภูมิตอการเจริญของ PSU82Ba
        (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)

รูปที่ 3.8  การสรางสารยับยั้งของ PSU82Ba ตอ B.  pseudomallei ที่อุณหภูมิตางๆ
        (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)
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รูปที่ 3.9  ผลของปริมาณเชื้อเริ่มตนตอการเจริญของ PSU82Ba
    (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)

รูปที่ 3.10  การสรางสารยับยั้งของ PSU82Ba ตอ B.  pseudomallei ที่
          ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1%, 2% และ 4%
          (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)
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3.2.5 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้ง
จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในอาหารเหลว TSB pH 8 อุณหภูมิ 30      

องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที โดยมีปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ 4% เก็บ 
ตวัอยางที่เวลา 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมงพบวาเชื้อ PSU82Ba มีการเจริญอยาง   
รวดเร็วตามเวลาที่เพิ่มขึ้น (รูปที่ 3.11) เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของ B.  pseudomallei พบวาเชื้อเริ่มมีการสรางสารยับยั้งตั้งแตชั่วโมงที่ 48 และเพิ่มขึ้น
จนสูงสุดชั่วโมงที่ 96 จากนั้นการสรางสารยับยั้งคอยๆลดลง (รูปที่3.12) ดังนั้นในการ
เตรียมสารยับยั้งเพื่อศึกษาในขั้นตอนตอไปจึงเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 96 ชั่วโมง
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รูปที่ 3.11  ผลของเวลาตอการเจริญของ PSU82Ba
        (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)
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รูปที่ 3.12  การสรางสารปฏิชีวนะของ PSU82Ba ตอ B.  pseudomallei ที่เวลาตางๆ
                  (ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)
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3.5 ผลการศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้ง
3.5.1 การหานํ้ าหนักโมเลกุลโดยวิธี Centriprep

จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba และนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ไดมาหานํ้ าหนักโมเลกุลโดย
ใชหลอด Centriprep YM-10 (บริษัท milipore) พบสารละลายแยกเปน 2 สวน คือสวนที่
มนีํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตัน และสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลนอยกวา 10,000 
ดาลตัน พบการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei ทัง้ 2 สวน แตสวนที่มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตัน ใหผลการยับยั้งสูงกวาสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลนอยกวา 
10,000 ดาลตัน (ตารางที่ 3.4) แสดงวา สารยับยั้งเปนสารที่มีขนาดใหญ มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตันและอาจประกอบดวยสารมากกวา 1 ชนิด บางชนิดมี
ขนาดเล็กและมีนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่ ากวา 10,000 ดาลตัน
ตารางที่ 3.4  การทดสอบสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ตอ B.  pseudomallei ที่

             นํ ้าหนักโมเลกุลตางๆ
นํ ้าหนักโมเลกุล (ดาลตัน) ขนาดเสนผานศูนยกลาง (มม.)

นํ้ าเลี้ยงเชื้อ 22
มากกวา 10,000 22
นอยกวา 10,000 10.5

3.5.2 ผลความไวของสารยับยั้งตอความรอน
จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba และนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อมาทดสอบกับความรอนที่

อุณหภูมิตางๆ (ตารางที่ 3.5) พบวาสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อเปนสารที่ทนความรอนได 
(heat stable) อยางไรก็ตามที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที การยับยั้งการเจริญของ 
B.  pseudomallei ลดลงเล็กนอย แสดงวาสารยับยั้งที่สรางจาก PSU82Ba มีคุณสมบัติใน
การทนตอความรอนสูงถึงอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 30 นาที
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ตารางที่ 3.5  ผลของความรอนที่มีตอสารยับยั้งในการขัดขวางการเจริญของ                    
B. pseudomallei

สารยับยั้ง ขนาดเสนผานศูนยกลาง (มม.)

นํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ไมไดใหความรอน 22
100oC 10 นาที 21
100oC 20นาที 20
100oC 30 นาที 19
121oC 15 นาที 15

(ผลที่แสดงเปนตัวแทนของการทดลองทั้งหมด 2 ซํ้ า)

3.2.3 ความสามารถของสารยับยั้งตอแบคทีเรียชนิดอื่น
จากการเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba และนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ไดมาทดสอบการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อตางๆ (ตารางที่ 3.6) พบวาสารยับยั้งที่สรางจาก PSU82Ba สามารถยับยั้ง
เชื้อแกรมบวก S.  pneumoniae และแกรมลบ Acinetobacter spp. และ Shigella spp. โดย
พบความสามารถในการยับยั้งสูงสุดในเชื้อ Acinetobacter spp. (21 มม.) และที่นาสนใจ
คือไมมีฤทธิ์ยับยั้ง B.  pseudomallei PSU69 ซึ่งเปนสายพันธุ ara+ อยางไรก็ตามสารนี้ไม
สามารถยับยั้งเชื้อแกรมบวก B.  subtilis, E.  faecalis และ S.  aureus และเชื้อแกรมลบ 
E.  coli, K.  pneumoniae, P.  mirabilis, P.  aeruginosa และ Salmonella spp. แสดงวา
สารยับยั้งนี้สามารถยับยั้งเชื้อไดบางสายพันธุเทานั้น
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ตารางที่ 3.6  ความสามารถของสารยับยั้งในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่น
เชื้อทดสอบ ขนาดเสนผานศูนยกลาง (มม.)

B.  pseudomallei PSU68 (ara_) 20
Acinetobacter spp. 21
B.  subtilis 6
E.  faecalis 6
E.  coli 6
K.  pneumoniae 6
P.  mirabilis 6
P.  aeruginosa 6
Salmonella spp. 6
Shigella spp. 11
S.  aureus 6
S.  pneumoniae 11
B.  pseudomallei PSU69 (ara+) 6

รูปที่ 3.13 ความสามารถของสารยับยั้งในการยับยั้งเชื้อ B.  pseudomallei PSU68
                 (ara_) และ PSU69 (ara+)

PSU69 (ara+)PSU68 (ara_)



59

3.2.4 ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารยับยั้งตอโครงสรางของ B.  pseudomallei ดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM)
จากการบมนํ้ าเลี้ยงเชื้อกับ B.  pseudomallei PSU68 (ara_) และ PSU69 (ara+)

เปนเวลา 8 ชั่วโมง แลวนํ าไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด
พบวาสารยับยั้งมีฤทธิ์ต อเชื้อทั้ง 2 ชนิด แตความรุนแรงของสารยับยั้งที่มีตอ                   
B.  pseudomallei ara_ มีมากกวา (รปูที่ 3.14 B และ C) โดยพบความเสียหายของผนัง
เซลลลึกกวาที่พบใน B.  pseudomallei ara+ (รปูที่ 3.14 E และ F) เมือ่เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม

3.2.5 ผลการหาคา MIC และ MBC ของสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba
จากการศึกษาเพื่อยืนยันวาสารยับยั้งจาก PSU82Ba ออกฤทธิ์จํ าเพาะตอ       

B.  pseudomallei ara_ มากกวา B.  pseudomallei ara+ จึงไดทํ าการตรวจสอบคา MIC
และ MBC พบวาสารยับยั้งมีคา MIC ตอ B.  pseudomallei ara_ และ B.  pseudomallei
ara+ เทากับ 1:16 และ 1:4 ตามลํ าดับ สวนคา MBC ตอ B.  pseudomallei ara_ และ                      
B.  pseudomallei ara+ เทากับ 1:8 และ 1:2 ตามลํ าดับ เมื่อทดสอบ B.  pseudomallei ทั้ง
สองสายพันธุกับยา ceftazidime (ชุดควบคุม) มีคา MIC เทากับ 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
และคา MBC เทากับ 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเทากัน

3.3 การแยกสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba
จากการนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อปริมาตร 500 มิลลิลิตร (ที่เตรียมจากขอ 2.3.4.2) มาทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei ตามวิธีการในขอ 2.3.3 พบวา
ใหขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสที่ความเจือจาง 1:2 เทากับ 14 มิลลิเมตร มีปริมาณ
โปรตีนทั้งหมด 50 มิลลิกรัม หลังจากตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความอิ่มตัว 40% พบวา ใหขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส เทากับ 14 มิลลิเมตร เมื่อ
เจือจางสารยับยั้งลง 50 เทา มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1.94 มิลลิกรัม (ตารางที่ 3.7) เมื่อนํ า
สารปฎิชีวนะที่ไดจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและผานการไดอะ
ไลซแลวไปทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ พบแถบโปรตีน 1 แถบขนาด 650 
กโิลดาลตัน (ตรงลูกศรรูปที่ 3.15) เมื่อตัดวุนและและนํ าสารในเนื้อวุนไปทดสอบการ
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ยับยั้งเชื้อ B. pseudomallei ตามวิธีในขอ 2.3.3 โดยการนํ าวุนวางบนอาหารแลวชะสาร
ยับยั้งออกจากวุนโดย TB พบความสามารถในการยับยั้ง B.  pseudomallei ในวุนชิ้นที่ 18 
และ 19 โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสเทากับ 17 และ 21 มิลลิเมตรตามลํ าดับ
และเมื่อสกัดสารจากวุนโดยวิธีการบดวุนพบวาใหผลยับยั้งในวุนชิ้นที่ 18 และ 19 เชน
กันโดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสเทากับ 16 และ 26 มิลลิเมตรตามลํ าดับ ขณะ
ทีแ่ถบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 650 กิโลดาลตัน ซึ่งอยูในชิ้นวุนที่ 4 ไมพบการยับยั้งเชื้อ
B.  pseudomallei (รูปที่ 3.15 และรูปที่ 3.16)

เมื่อนํ าสารที่ไดจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ไปผาน
คอลัมน Sephadex G-50 หลังชะคอลัมนดวย 25 mM Tris-HCl, pH 8.8-10% glycerol
พบวาสามารถแยกสารยับยั้งออกเปน 2 peak คือ peak S1 (รูปที่ 3.17) พบการยับยั้ง        
B.  pseudomallei โดยใหเสนผานศูนยกลางการยับยั้งเทากับ 15 มิลลิเมตร ในหลอดที่ 19
ซึ่งถูกชะออกมาจากคอลัมน Sephadex G-50 ตํ าแหนงเดียวกับสารมาตรฐาน BSA 
(ปริมาตรภายนอกของคอลัมน, Vo)และ peak S2 (หลอดที่ 39) พบการยับยั้ง                  
B.  pseudomallei โดยใหเสนผานศูนยกลางของการยับยั้งสูงที่สุด 20 มิลลิเมตร โดยถูก
ชะออกมาจากคอลัมนตํ าแหนงเดียวกับสารมาตรฐาน K2Cr2O7 (ปริมาตรทั้งหมดของ
คอลัมน, Vt) เมื่อนํ าสารยับยั้งในหลอดที่ 19-25 (pool peak S1) ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง                
B.  pseudomallei  มารวมกันแลวทํ าใหเขมขนดวย CM-cellulose จากการทดลอง พบวา
สารยับยั้งจาก pool peak S1 ใหเสนผานศูนยกลางการยับยั้งที่ความเจือจาง 1:4 เทากับ 11 
มิลลิเมตร ขณะที่ peak S2 (หลอดที่ 39) ใหเสนผานศูนยกลางการยับยั้งเทากับ 10 
มิลลิเมตร เมื่อเจือจางสารยับยั้งลง 2 เทา แตไมสามารถตรวจพบโปรตีนโดยการหา
โปรตีนดวยวิธีแบรดฟอรดได

เมื่อนํ าสารยับยั้ง pool peak S1 และ peak S2 ไปทํ า ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ
แปลงสภาพแลวตัดวุนเปนชิ้นขนาดเล็ก แลวนํ าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อ B.  pseudomallei  พบสารยับยั้งจากทั้ง 2 peak โดยพบในชิ้นเจลลํ าดับที่ 17-20 เทา
นั้นที่สามารถยับยั้งเชื้อ B.  pseudomallei ได เมื่อตรวจสอบโปรตีนในวุนดวยการยอมสีคู
มาซีบลู พบโปรตีนเฉพาะใน pool peak S1 แตไมพบใน peak S2 (รูปที่ 3.18 และรูปที่ 
3.19)
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3.4 ผลการบงชี้ PSU82Ba ทางชีวเคมี
จากการทดสอบ พบวาลักษณะโคโลนี PSU82BA บน BA มีสีขาว ขอบไมเรียบ ให

β-hemolysis ใหผลบวกใน PR-glucose, OF-xylose, starch agar, skim milk agar, nitrate 
broth, casine agar, tributyrin agar, gelatin และ motile และใหผลลบใน citrate, PR-
arabinose, PR-mannitol, Gas of glucoe, indole, Tyrosine agar, VP และ growth in 50, 
60 องศาเซลเซียส และ growth in 7%NaCl แสดงวา PSU82Ba ไมใช B.  anthracis และ
B.  cereus ซึ่งเปนอันตรายตอมนุษย
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       B.  pseudomallei ara_ B.  pseudomallei ara+

รูปที่ 3.14 ความสามารถของสารยับยั้งตอโครงสรางของ B.  pseudomallei  ดวยกลอง
                 SEM
                 A-C = B.  pseudomalei ara_ โดย A เปนชุดควบคุม, B+C เติมสารยับยั้ง
                 D-F = B.  pseudomalei ara+ โดย D เปนชุดควบคุม, E+F เติมสารยับยั้ง

A กํ าลังขยาย x 20,000 D กํ าลังขยาย x 20,000

B กํ าลังขยาย x 20,000 E กํ าลังขยาย x 20,000

C กํ าลังขยาย x 40,000 F กํ าลังขยาย x 40,000
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ตารางที่ 3.7  สมบัติของสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อจากการแยกในขั้นตอนตางๆ

นํ้ าเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร

(ml)
ปริมาณโปรตีน

(mg/ml)
เสนผานศูนยกลาง

วงใส มม.
(dilution)

Crude 500 0.10 14(1:2)
หลังตกตะกอนดวย 40%(NH4)2SO4 7 0.277 14(1:50)
หลังผาน Sephadex G-50
     -peak S1, pool tube 19-25 0.7 0.37 11 (1:4)
     -peak S1, tube 19 0.5 0.10 15
     -peak S2, tube 39 0.5 - 10 (1:2)

รูปที่ 3.15  ชุด A แบบแผนของโปรตีนเมื่อทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพบน
                4-10% วุนโพลีอะคริลาไมด แลวยอมดวยสี คูมาซีบลู
         ชองที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน
         ชองที่ 2 นํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba
         ชองที่ 3 นํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba หลังตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
      ชุด B การตัดแถบโปรตีนจากแผนวุน (ชองที่ 3) เพื่อทดสอบการยับยั้งเชื้อ                        

B. pseudomallei

B

    1

    20

kDa

660
440
232
140

67

A
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-

A

D

B

รูปที่ 3.16 การยับยั้ง B.  pseudomallei
 ของสารยับยั้งที่ผานการตกตะกอน
 เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต แลวทํ า
 อิเลกโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
A-B: สารยับยั้งที่ชะดวยบัฟเฟอร TB จากชิ้น
         วุน 1-20
C-E: สารยับยั้ง ที่สกัดจากชิ้นวุน 1-20

1
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- - OD 280
- - OD 595
- - clear zone (mm.)

รูปที่ 3.17  การแยกสารยับยั้งที่ผานการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตดวย
      คอลัมน Sephadex G-50
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        A                    B
รูปที่ 3.18   ชุด A แบบแผนของโปรตีนจากการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ
                   10-20% เจล ยอมดวยสีคูมาซีบลู

      ชองที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน
      ชองที่ 2  pool peak S1 ผาน Sephadex G-50

      ชองที่ 3  peak S2 ผาน Sephadex G-50
     ชุด B  การตัดแถบโปรตีนจากแผนวุน ชองที่ 2 (pool peak S1) และชองที่ 3   
                (S2) เพื่อทดสอบการยับยั้งเชื้อ B. pseudomallei

11

  1

 20

1

kDa
205
11998

52.3
36.8
30.1

22

7.16

1        2             3
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รูปที่ 3.19  การยับยั้ง B.  pseudomallei ของสารยับยั้งหลังผานคอลัมน Sephadex
G-50 และทํ าอิเลกโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ แลวตัดวุนเปนชิ้นขนาดเทา
กัน 1-20 ชิ้น

     A-B ชิ้นวุนจาก pool peak S1

1

234
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8
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15 14
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