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บทที่ 2

วสัดุอุปกรณ และ วิธีการ

2.1  วัสดุ
2.1.1 เชื้อแบคทีเรีย

Burkholderia pseudomallei สายพันธุ PSU4, PSU6, PSU9, PSU12, PSU68, 
PSU69, BKPN100, PAT41, PATNAR31, SK31 และ SK39 แยกไดจากสิ่งแวดลอมภาค
ใตของประเทศไทย สายพันธุ BP2182-11 และ BP1856-12 แยกไดจากผูปวย              
โรงพยาบาลสงขลานครินทร

Acinetobacter spp., Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Shigella
spp., Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae แยกได
จากผูปวยโรงพยาบาลสงขลานครินทร

2.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ
Muller Hinton agar (MHA) บริษัท Difco
Muller Hinton broth (MHB) บริษัท Difco
Nutrient agar (NA) บริษัท Difco
Trypticase Soy broth (TSB) บริษัท Difco
Tryptone บริษัท Difco
Yeast extract บริษัท Difco

2.1.3 สารเคมี
ชื่อสารเคมี Molecular

weight
บริษัทผูผลิต

Acrylamide (C3H5NO) 71.1 Merck
Albumin 67,000 Merck
Ammonium chloride (NH4Cl) 53.492 Merck
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ชื่อสารเคมี Molecular
weight

บริษัทผูผลิต

Ammonium nitrate (NH4NO3) 80.04 BDH
Ammonium persulfate (NH4)2S2O8 228.20 Sigma
Ammonium sulphate (NH4)2SO4 132.14 Riedel de Haën
Anhydrous sodium sulphate (Na2SO4) 142.04 Carlo erba
Arabinose (C5H10O5) 150.1 Sigma
N,N'-Methylene-bis-acrylamide (C7H10N2O2) 154.2 Sigma
Blue dextran 2X106 Sigma
Bovine serum albumin 67,000 Fluka
Bromophenol blue 669.99 Fluka
Chymotrypsinogen A 25,000 Merck
Coomassie brilliant blue G250 (C47H48N3NaO7S2) 854.03 Merck
Coomassie brilliant blue R250 - Fluka
Diethylaminoethyl cellulose (DEAE-cellulose) - Whatman
Dipotassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4) 174.18 Merck
Ethanol (C2H5OH) 46.07 BDH
Glacial acetic acid (CH3OOH) 60.05 Merck
Glucose (C6H12O6) 180.2 Sigma
Glycerol (C3H8O3) 92.09 BDH
Glycine (C2H5NO2) 75.07 Fluka
Hydrochloric acid (HCl) 36.46 Merck
Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) 245.48 BDH
Methanol(CH3OH) 32.04 BDH
N, N',N',N, tetramethylenediamine (TEMED) 116.2 Promega
Ovalbumin 43,000 Merck
Phosphoric acid (H3PO4) 98.00 Sigma
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ชื่อสารเคมี Molecular
Weight

บริษัทผูผลิต

Potassium dichromate (K2Cr2O7) 294 Sigma
Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) 136.09 Merck
Ribonuclease A 13,700 Merck
Sodium chloride (NaCl) 58.443 Carlo Erba
Sodium hydroxide (NaOH) 40 Merck
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (C4H11NO3) 121.114 Promega

2.2 อุปกรณ
1. กลองจุลทรรศน (Olympus, Japan)
2. คอลัมนแกวขนาด1.1X84 และ2.4 X 20 เซนติเมตร
3. เครื่องกํ าเนิดไฟฟากระแสตรงสํ าหรับอิเล็กโทรฟอรีซิส (power supply) (Bio-Rad,  U.S.A)
4. เครือ่งเก็บแยกสารละลายแยกสวน (fraction collector) (Bio-Rad, U.S.A)
5. เครื่องชั่งละเอียด 2 ตํ าแหนงรุน FA-200 ( AND, Japan)
6. เครื่องเซนตริฟวจแบบตั้งโตะรุน H-103N (Kokusan, Japan)
7. เครื่องเซนตริฟวจแบบแรงเหวี่ยงสูงที่ควบคุมอุณหภูมิไดรุน Sorvall RC5C ( Dupont,
Korea)
8. เครื่องวัด pH (pH meter) รุน 713 (Metrohm, Switzerland)
9. เครือ่งวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer)รุน Lambda25 (Perkin Elmer,
U.S.A)
10. เครือ่งวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer)รุน UV-1201V (Shimadzu, Japan)
11. ชดุเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (Bio-Rad, U.S.A.)
12. ตูบมเชื้อ (incubator) (Heraeus, Germany)
13. ตูบมเชื้อแบบเขยา (incubator shaker) รุน INNOVA 4000 (New Brunswick Scientific,
U.S.A)
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14. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) รุน BH143AS (Gelman, Australia)
15. หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอนํ้ า (autoclave) รุน SS-320 (Tomy, U.S.A)
16. หลอดปน รุน Centriprep YM-10 (Milipore, U.SA)
17. อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany)
18. Automatic pipette (Eppendorf, Germany)

2.3 วิธีการ
2.3.1 การทดสอบความสามารถของ Burkholderia pseudomallei ในการใชนํ้ าตาล

arabinose (Wuthiekanun, et al., 1996)
เลี้ยงเชื้อ B.  pseudomallei ใน TSB ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ปรับเชื้อให

ไดความขุนเทากับ 0.5 McFarland เจือจางที่ความเขมขน 1:10 ดูดเชื้อ 3 ไมโครลิตร หยด
ลงบน arabinose agar (ภาคผนวก ก.1) โดยมี glucose agar (ภาคผนวก ก.2) เปนชุดควบ
คุม นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงอานผล ผลบวกเชื้อจะ
เจริญบน arabinose agar และ glucose agar ผลลบ เชื้อจะเจริญเฉพาะ glucose agar

2.1.2 การแยกเชื้อ Bacillus spp. สายพันธุตางๆจากดิน (ดัดแปลงจาก Casida,
 1968)

เก็บตัวอยางดินจากภาคใต ภาคเหนือ และภาคกลาง โดยเก็บดินใสถุง
พลาสติก ตัวอยางละประมาณ 5 กรัม 79 ตัวอยาง ชั่งดิน 1.0 กรัม ละลายใน 0.85% 
โซเดียม คลอไรด (NaCl) 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํ าไปแชใน water bath อุณหภูมิ 80
องศาเซลเซียส เพื่อทํ าลาย vegetative cell เปนเวลา 3 นาที นํ าไปเจือจางดวย 0.85%
โซเดียม คลอไรด ใหไดความเจือจางเปน 10-2 และ 10-3 ดูดสารละลายที่เจือจางเปน 10-2

และ 10-3 อยางละ 0.1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) (ภาคผนวก 
ก.6) แลวใช spreader เกลี่ยใหทั่วบนผิวอาหารจนแหง นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 30           
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชัว่โมง เลือกโคโลนีที่มีลักษณะคลาย Bacillus คือแหง 
ขรุขระ นํ าไปยอมสีแกรมเพื่อยืนยันวาเปนแบคทีเรียรูปแทงติดสีแกรมบวกและสราง 
สปอร จากนั้นทํ าการเก็บโคโลนีไวเพื่อศีกษาตอไป
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2.1.3 การคัดเลือก Bacillus spp. สายพันธุที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
B.  pseudomallei โดยวิธี agar well diffusion assay (ดดัแปลงจากวิธีของ

    Kirby-Bauer มาลัย วรจิตร และพนิดา ชัยเนตร, 2525)
เลี้ยง Bacillus spp. ในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก ก.3) ปริมาตร 100 

มลิลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 
72 ชั่วโมง นํ ามาปนแยกสวนใส (supernatant) ดวยความเร็ว 3,000 g เปนเวลา 20 นาที 
ทดสอบสวนใสโดยถายเชื้อลงใน NA นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง พบวาไมมีการเจริญของเชื้อเกิดขึ้น เก็บสวนใสดังกลาวทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของ B.  pseudomallei โดยเลี้ยงเชื้อ B.  pseudomallei PSU68 (ara_)ในอาหารเหลว 
TSB (ภาคผนวก ก.10) อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง ปรับความขุน
ของเชื้อเทากับ 0.5 McFarland จะไดเชื้อแบคทีเรียประมาณ 1.5x108 cfu/ml. ใชสํ าลีพัน
ปลายไมจุมเชื้อปายบนอาหารแข็ง Muller Hinton agar (MHA) (ภาคผนวก ก.5) จากนั้น
เจาะหลุมใหไดขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 6 มิลลิเมตร เติมสวนใสของนํ้ าเลี้ยง 
Bacillus 80 ไมโครลิตร ลงไปในหลุม นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
18-24 ชั่วโมง อานผลการยับยั้งโดยวัดเสนผานศูนยกลางของขอบวงใส (inhibition zone) 
ดวย vernier caliper จากนั้นคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถในการยับยั้งมากที่สุดไวศึกษา
ตอไป

2.1.4 การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสรางสารยับยั้ง
2.1.4.1 การเตรียมกลาเชื้อ Bacillus sp.

เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. บน NA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อ Bacillus ลงในอาหารเหลว LB ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํ า
เชื้อมาปรับดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.5 ที่
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นเก็บเชื้อเพื่อทํ าการทดสอบในขั้นตอไป

2.1.4.2 ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีผลตอการสรางสารยับยั้ง
 นํ ากลาเชื้อ Bacillus sp. ที่เตรียมไวใสในอาหารเหลว LB และ TSB 
ปรมิาตร 250 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 2.5 มิลลิลิตร (1%) บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
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เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุกๆ 5 ชั่วโมง เพื่อวัดปริมาณการเติบโต
ของเชื้อดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ 660 นาโนเมตร และนํ าอีกสวนไปปนที่ 
3,000 g นาน 20 นาที เก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของ B.  pseudomallei ตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.4.3 ผลของ pH เริ่มตนตอการสรางสารยับยั้ง
 นํ ากลาเชื้อ Bacillus sp. ที่เตรียมไวใสในอาหารปริมาตร 250 
มลิลิลิตร ที่คัดเลือกไดจากขอ 2.3.4.2 และปรับ pH เปน 6, 7, 8 และ 9 ตามลํ าดับ โดย
ใสฟลาสกละ 2.5 มิลลิลิตร (1%) จํ านวน 4 ฟลาสก บมที่ 35 องศาเซลเซียส เขยาดวย
ความเร็ว 150 รอบตอนาที โดยวัดปริมาณการเติบโตของเชื้อและเก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อไว
ทดสอบตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.4.4 ผลของอุณหภูมิตอการสรางสารยับยั้ง
 นํ ากลาเชื้อ Bacillus sp. ที่เตรียมไวใสในอาหารปริมาตร 250 
มลิลิลิตร ที่ปรับ pH ตามทีคั่ดเลือกไวในขอ 2.3.4.2 และ 2.3.4.3 โดยใสฟลาสกละ 2.5 
มลิลิลิตร (1%) จํ านวน 4 ฟลาสก บมที่อุณหภูมิ 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส เขยา
ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที โดยวัดปริมาณการเติบโตของเชื้อและเก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อไว
ทดสอบตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.4.5 การศึกษาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้ง
 นํ ากลาเชื้อ Bacillus sp. ที่เตรียมไวใสในอาหารปริมาตร 250 
มลิลิลิตร ที่ปรับ pH ตามทีคั่ดเลือกไวในขอ 2.3.4.2 และ 2.3.4.3 จํ านวน 3 ฟลาสก โดย
ใสฟลาสกละ 2.5 มิลลิลิตร (1%), 5 มิลลิลิตร (2%) และ 10 มิลลิลิตร (4%) บมที่อุณหภูมิ
ไดจากขอ 2.3.4.4 เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที โดยวัดปริมาณการเติบโตของเชื้อ
และเก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อไวทดสอบตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.4.6 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้ง
 นํ ากลาเชื้อ Bacillus sp. ที่เตรียมไวใสในอาหารปริมาตร 250 
มลิลิลิตร ที่ปรับ pH ตามทีคั่ดเลือกไวในขอ 2.3.4.2 และ 2.3.4.3 โดยใชปริมาณเชื้อเริ่ม
ตนจากขอ 2.3.4.5 บมที่อุณหภูมิที่เชื้อเจริญดีที่สุดจากขอ 2.3.4.4 เขยาดวยความเร็ว 150 
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รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง โดยวัดปริมาณการเติบ
โตของเชื้อและเก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อไวทดสอบตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.5 การเตรียมสารยับยั้ง
นํ า Bacillus sp. มาเลี้ยงในอาหารในสภาวะเหมาะสมที่ไดจากขอ 2.3.4 จาก

นั้นนํ ามาปนดวยความเร็ว 3,000 g เปนเวลา 20 นาที เก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ –20 องศา
เซลเซียส เพื่อทดสอบตอไป

2.1.6 การศึกษาคุณสมบัติของสารปฏิชีวนะ
2.1.6.1 การหานํ้ าหนักโมเลกุลโดยวิธี Centriprep

 นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อจากขอ 2.3.5 มา 5 มลิลิลิตร ใสในหลอด Centriprep 
YM-10 (บริษัท Milipore) ปน 1,912 g 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เก็บสารละลาย
สวนขางนอก (นํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตัน) และสารละลายสวนขางใน (นํ้ า
หนกัโมเลกุลนอยกวา 10,000 ดาลตัน) ทดสอบการยับยั้งการเจริญของ B.  pseudomallei
ตามวิธีในขอ 2.3.3

รูปที่ 2.1  หลอด centriprep YM-10
2.1.1.2 ผลของความรอนที่มีตอสารยับยั้ง

 นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อจากขอ 2.3.5 มาทดสอบโดยแบงเปน 2 ชุด ชุดที่ 1 
เปนชุดควบคุม คือนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่ไมไดใหความรอน สวนชุดที่ 2 เปนชุดทดสอบจะนํ านํ้ า
เลี้ยงเชื้อมาใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10, 20 และ 30 นาที 

สารนํ้ าหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 ดาลตัน
สารนํ้ าหนักโมเลกุลนอยกวา 10,000 ดาลตัน
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และที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นนํ ามาทดสอบการยับยั้งการเจริญ
ของ B.  pseudomallei  ตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.1.3 ความสามารถของสารยับยั้งตอแบคทีเรียชนิดอื่น
 นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อจากขอ 2.3.5 มาทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ไดแก 

Acinetobacter spp, B.  subtilis, E.  faecalis, E.  coli, K.  pneumoniae, P.  mirabilis,      
P.  aeruginosa, Salmonella spp., Shigella spp., S.  aureus , S.  pneumoniae และ          
B.  pseudomallei PSU69 (ara+) ตามวิธีในขอ 2.3.3 (ยกเวนใช Muller Hinton Blood agar
สํ าหรับเชื้อ S.  pneumoniae และ E.  faecalis)

2.1.1.4 การศึกษาฤทธิ์ของสารยับยั้งตอโครงสรางของ B.  pseudomallei
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron
Microscope, SEM)
นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อจากขอ 2.3.5 มา 500 ไมโครลิตร เลี้ยงเชื้อ                    

B.  pseudomallei PSU68 (ara_) และ PSU69 (ara+) ใน TSB ที ่ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3-5 ชั่วโมง ปรับความขุนของเชื้อเทากับ 0.5 McFarland นํ ามาอยางละ 500 
ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ าเลี้ยงเชื้อ Bacillus บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่ว
โมง จากนั้นปนที่ความเร็ว 3000 g ใหเซลลตกตะกอนแลวนํ าไปตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน (SEM)

2.1.1.5 การหาคา MIC และ MBC ของสารยับยั้งตอ B.  pseudomallei
โดยวิธี broth dilution (มาลัย วรจิตร และพนิดา ชัยเนตร, 2525)
เลี้ยง B.  pseudomallei ara_ หรือ ara+ ในอาหารเหลว TSB 1-2 

มลิลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3-4 ชั่วโมง ปรับความขุนของเชื้อให
ไดเทากับ 0.5 McFarland จะไดเชื้อแบคทีเรียประมาณ 1.5x108 cfu/ml. เจือจาง 1:100 
ดวย Muller Hinton broth (MHB) จะไดเชื้อแบคทีเรียประมาณ 5x105 ตัวตอมิลลิลิตร

เตรียมยา ceftazidime เปนยาควบคุมใหไดความเขมขน 5,120 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กอนใชเจือจาง 1:10 ดวยนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อ จะไดความเขม
ขนของยาเปน 512 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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 ดดู MHB ใสหลอดแกว 13x100 มลิลลิิตร หลอดละ 0.5 มิลลิลิตรเริ่ม
จากหลอดที่ 2 จนถึงหลอดที่ 11 สวนหลอดที่ 12 ใส MHB 1 มลิลลิิตรเปน negative 
control (แผนภูมิที่ 2.1) ดูดนํ้ าเลี้ยงเชื้อ Bacillus จากขอ 2.3.5 (สารยับยั้ง) ที่เตรียมไวใส
ในหลอดที ่1 และ 2 หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ทํ า two fold dilution ตั้งแตหลอดที่ 2 จนถึง
หลอดที่ 10 ทํ าอีกชุดหนึ่งโดยใชยา ceftazidime เปนตัวควบคุมเติมเชื้อ B.  pseudomallei
ลงในหลอดที่ 1-11 หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ทํ าเชนเดียวกันในหลอดที่มียา ceftazidime 
แลวบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมงจึงนํ ามาอานผล MIC จาก
นั้นนํ าหลอดที่ไมขุนทุกหลอดเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar (BA) บมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง อานความเขมขนที่นอยที่สุดที่ฆาเชื้อแบคทีเรีย
เปนคา MBC (มีแบคทีเรียข้ึนไดนอยที่สุด 10 โคโลนี / 0.1 มิลลิลิตร)
แผนภูมิที่ 2.1 แสดงการหาคา MIC และ MBC ของสารยับยั้งตอ B.  pseudomallei

สารที่เติม ความเขมขนสุดทาย
หลอดทดลอง

ที่ MHB สารยับยั้งหรือ
ceftazidime

B.  pseudomallei
ara_ หรือ ara+

สารยับยั้ง ceftazidime

1 0.5 0.5 1:2 256
2 0.5 0.5 0.5 1:4 128
3 0.5 0.5 0.5 1:8 64
4 0.5 0.5 0.5 1:16 32
5 0.5 0.5 0.5 1:32 16
6 0.5 0.5 0.5 1:64 8
7 0.5 0.5 0.5 1:128 4
8 0.5 0.5 0.5 1:256 2
9 0.5 0.5 0.5 1:512 1
10 0.5 0.5 0.5 1:1024 0.5
11 0.5 - 0.5
12 1 - -
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2.1.7 การแยกสารสารยับยั้งในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba
2.1.7.1 การตกตะกอนสารยับยั้งดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

 นํ า Bacillus sp. มาเลี้ยงในอาหารในสภาวะที่คัดเลือกไดในขอ 2.3.4 
จากนั้นนํ ามาปนแยกเซลลที่ 13,000 g นาน 20 นาที เก็บสวนใสปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
นํ ามาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 40% ที่ 4 องศาเซลเซียส 
ขามคืน แยกตะกอนที่ไดจากการปนดวยความเร็ว 16,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาที นํ าตะกอนไปละลายดวย Tris buffer (TB) (ภาคผนวก ข.5) แลว        ไดอะไลซ 
(dialyse) ใน TB ที ่ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง นํ าสารที่ไดไปทดสอบความ
สามารถในการยับยั้งเชื้อ B.  pseudomallei ตามวิธีในขอ 2.3.3 นํ าไปหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธีแบรดฟอรดและนํ าไปทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพเพื่อหานํ้ าหนัก
โมเลกุลจากนั้นนํ าสารที่เหลือไปแยกในขั้นตอนโครมาโตกราฟตอไป

2.1.7.2 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด (Bradford, 1976)
นํ าสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาทํ าปฏิกิริยากับสาร

ละลายแบรดฟอรด 1.0 มลิลิลิตร (ภาคผนวก ข.7) ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที นํ าไป
วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
(OD595) นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํ านวณหาความเขมขนของโปรตีนโดยเปรียบ
เทียบกับสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (bovine serum albumin)

2.1.7.3 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis)

  เตรียมวุนโพลีอะคริลาไมด ตามวิธีประยุกตของ Davis (1964) โดย
ใชวุนแผน (slab gel) ขนาด 7x8 เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ซึ่งประกอบดวยแผนวุน 2
ชั้น คือ วุนสวนบน (stacking gel) ซึ่งมีความเขมขนของโพลิอะคริลาไมด 3% และวุน
สวนลาง (separating gel) มีความเขมขนของโพลิอะคริลาไมด 4-10% โดยมีสวน
ประกอบดังนี้



43

Stacking gel Separating gel
สวนประกอบ

3% (3ml) 4% (2ml) 10% (2ml)
30%Acrylamide-0.8%bisacrylamide 5 ml 0.26 ml 0.66 ml
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 0.38 ml - -
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 - 1.0 ml 1.0 ml
10%Ammonium persulfate 30 µl 20 µl 20 µl
TEMED 3 µl 2 µl 2 µl
Distilled water 2.1 ml 0.72 ml 0.32 ml

จากนั้นเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานโดยผสมสารตัว
อยาง 3 สวนกับบัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน นํ าสารตัวอยางและโปรตีน
มาตรฐานมาทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสในบัฟเฟอร 25 mM Tris-0.192 M glycine, pH 8.3 เปด
กระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA นาน 1 ชั่วโมง 30 นาที จนสีโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจน
สุดขอบลางของแผนวุน ปดกระแสไฟ หลังจากทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส ตัดแบงวุนออกเปน 
3 สวน โดยสวนแรกนํ าไปยอมดวยสีคูมาซีบลู เพื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลของสารโดย
เปรียบเทียบตํ าแหนงกับโปรตีนมาตรฐาน สวนที่สองนํ ามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดเทากัน
ตามขวาง 20 ชิ้น แลวนํ าไปทดสอบการยับยั้งโดยวางลงบนอาหารที่ปายเชื้อ                  
B. pseudomallei จากนั้นคอยๆชะสารยับยั้งออกจากเนื้อวุนดวย TB และสวนที่สามนํ าวุน
มาตัดเหมือนกับสวนที่สอง หลังจากนั้นสะกัดสารจากวุนโดยนํ าวุนมาบดใหละเอียด
ผสมกับ TB ปนแยกสวนใสที่ความเร็ว 19,000 g และนํ าสวนใสที่ไดมาทดสอบความ
สามารถในการยับยั้ง B.  pseudomallei  ตามวิธีในขอ 2.3.3

2.1.1.4 การแยกสารยับยั้งโดยคอลัมน Sephadex G -50
 ลางและปรับคอลัมน Sephadex G-50 ขนาด 1x22 เซนติเมตร 

(ปริมาตร 17 มลิลิลิตร) ดวยบัฟเฟอร 25 mM Tris-HCl, pH 8.8-10% กลีเซอรอล
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํ าสารยับยั้งที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตและผานการไดอะไลซแลว จากขอ 2.3.7.1 มาผานคอลัมน Sephadex 
G-50 ชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิมดวยอัตราเร็วของการไหล 7 มิลลิลิตรตอชั่วโมง 
เก็บสารละลายหลอดละ 0.6 มิลลิลิตร นํ าสารละลายแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 280 นาโนเมตร (OD280) และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด หลังจากนั้น
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ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ B.  pseudomallei โดยการทํ าอิเล็ก
โทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ

2.1.1.5 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพหรือแบบมีเอสดีเอส
(SDS-PAGE)
ประยุกตตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยมีความเขมขนของวุนโพลิ

อะคริลาไมด 10-20% โดยมีสวนประกอบดังนี้

Stacking gel (µl) Separating gel (µl)สวนประกอบ
3% (3ml.) 10% (2ml.) 20% (2ml.)

30%Acrylamide-0.8%bisacrylamide 0.30 ml 0.67 ml 1.33 ml
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 0.75 ml - -
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 - 0.50 ml 0.50 ml
0.2 M EDTA 30 µl 20 µl 20 µl
10%SDS 30 µl 20 µl 20 µl
10%Ammonium persulfate 30 µl 20 µl 20 µl
TEMED 30 µl 2 µl 2 µl
Distilled water 1.85 ml 0.77 ml 0.11 ml

ทํ าการเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานเชนเดียวกับขอ 
2.3.7.3 จากนั้นนํ าไปทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสเพื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลและตัดวุนเพื่อตรวจ
สอบการยับยั้ง B.  pseudomallei เชนเดียวกับวิธีในขอ 2.3.7.3

2.1.8 การบงชี้ PSU82Ba ทางชีวเคมี
       โดยเลี้ยงเชื้อ PSU82Ba ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส 24 ชั่วโมงนํ ามาทดสอบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก BA, citrate, PR-glucose, 
PR-arabinose, PR-mannitol, OF-xylose, Gas of glucose, starch agar, skim milk agar, 
nitrate broth, indole, Tyrosine agar, casine agar, tributyrin agar, VP, gelatin, growth in 
50, 60 องศาเซลเซียส และ growth in 7%NaCl บมที่ 35 องศาเซลเซียส นาน 3-7 วัน อาน
ผลที่เกิดขึ้น


