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บทที่ 1

บทนํ า

1.1 บทนํ าตนเรื่อง
Burkholderia pseudomallei เปนแบคทีเรียแกรมลบรูปแทง เคลื่อนที่ได เปน

สาเหตุของโรคเมลิออยโดสิส พบเชื้อไดทุกภาคของประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งพบ
มากที่สุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีรายงานผูปวยปละประมาณ 2,000-3,000 คน 
(Leelarasamee, 2000) แหลงธรรมชาติที่พบมากที่สุดคือดิน และปนเปอนไปยังนํ้ า จาก
การสํ  ารวจดินทั่วประเทศไทยพบว า  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตรวจพบเชื้อ                   
B. pseudomallei สูงที่สุด คือ พบเชื้อถึง 50% ของบริเวณที่เก็บตัวอยางดิน รองลงมาคือ
ภาคกลาง ภาคใต และภาคเหนือ (Smith et al., 1995a; Vuddhakul et al., 1999) เชื้อนี้
แบงออกเปน 2 กลุม (biotypes) ตามความสามารถในการใชนํ้ าตาล L-arabinose คือ กลุม
ที่ไมใชนํ้ าตาล (ara_ B.  pseudomallei ) และกลุมที่ใชนํ้ าตาล (ara+ B.  pseudomallei ) เชื้อ 
ara+B.  pseudomallei  สวนใหญจะพบในดิน สวนเชื้อ ara_ B.  pseudomallei  สวนใหญ
จะพบในผูปวยโรคเมลิออยโดสิส เชื้อทั้ง 2 กลุมนี้มีความแตกตางกันทั้งความสามารถใน
การกอใหเกิดโรคและความแตกตางของจีนส ผูปวยโรคเมลิออยโดสิสสวนใหญเปนชาว
ไร ชาวนาซึ่งมีโอกาสสัมผัสกับเชื้อไดสูง การติดเชื้อเกิดไดกับคนทุกวัย และผูติดเชื้อมี
ทั้งที่มีสุขภาพแข็งแรงและผูที่มีโรคเดิมแทรกอยู โรคนี้เปนไดกับทุกอวัยวะที่ติดเชื้อ
(สถิตย ศิริสิงห และคณะ, 2538) ผูปวยมีอาการติดเชื้อแบบเฉียบพลันและเชื้อเขาสู
กระแสโลหิตจะมีอัตราการตายสูง ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบอัตราตายในพวกนี้สูง
ถึง 60-80% และสูงกวาการติดเชื้ออ่ืนอยางมีนัยสํ าคัญ (Chaowagul et al., 1989) ผูปวย
สวนใหญจะเสียชีวิตภายใน 1-3 วัน นอกจากนี้ยังพบวาผูปวยบางรายเมื่อไดรับการรักษา
จนอาการดีข้ึน และติดตามไปอีกระยะหนึ่ง จะพบวามีการกลับเปนซํ้ าของโรคไดถึง 
23% โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูติดเชื้อที่อวัยวะหลายๆแหง หรือมีการติดเชื้อในกระแส
โลหิต (Chaowagul et al., 1993) จากการประชุมเชิงปฏิบัติการระดับชาติเกี่ยวกับโรคเมลิ
ออยโดสิส ในป ค.ศ. 1985 มีรายงานวาประเทศไทยเปนประเทศที่พบโรคนี้สูงที่สุดใน
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โลก (Proceeding of National Workshop on Melioidosis, 1985) ดังนั้นโรค                   
เมลิออยโดสิสจึงเปนปญหาสํ าคัญควรไดรับการแกไขอยางเรงดวน อยางไรก็ตามงาน
วิจัยสวนใหญเปนไปในดานการวินิจฉัยโรคอยางรวดเร็ว การหาความแตกตางของตัว
เชื้อและหาการรักษาอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งลวนเปนการแกปญหาที่ปลายเหตุ ดังนั้น
ควรจะมีแนวทางแกปญหาที่ตนเหตุ ดวยวิธีลดจํ านวน B. pseudomallei ในดิน ซึ่งอาจทํ า
ไดโดยการปลอยใหแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งเขาไปเจริญเติบโตครอบครองพื้นที่ และ
ทํ าลายเชื้อ B. pseudomallei ในขณะเดียวกันเชื้อแบคทีเรียชนิดนั้นจะตองไมเปนอันตราย
ตอมนุษย และสงผลกระทบตอระบบนิเวศนในบริเวณนั้น

Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปแทง เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลา       
(ยกเวน  Bacillus anthracis และ Bacillus mycoides) สามารถสรางสปอรที่ทนความรอน
ไดดี เปน saprophyte พบอยูทั่วไปในธรรมชาติ ดิน นํ้ า ทนตอสภาวะแวดลอม เชื้อใน    
จีนัสนี้สวนใหญไมเปนอันตรายตอคนหรือสัตวยกเวน Bacillus anthracis ที่เปนสาเหตุ
ของโรค anthrax Bacillus cereus และ Bacillus subtilis ทํ าใหเกิดโรค food poisioning
อย  างไรก็ตามเชื้ อ จีนัสนี้ ได ถูกนํ  ามาใช  ในวงการอุตสาหกรรมต  างๆ  เช น                         
อุตสาหกรรมการผลิตเอนไซม cellulase, lipase, amylase, protease และ glucose 
isomerase (Godfredsen, 1990; Jarnagin and Ferrari, 1992; Priest, 1989; Robson and 
Chambliss, 1989) นอกจากนี้ยังสามารถสรางสารปฏิชีวนะ (Bennett and Bentley, 1989; 
Priest, 1989; Zuker et al., 1993) ซึ่งมีฤทธิ์ตอตานจุลินทรียและสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน 
แบคทีเรีย เชื้อรา ปรสิต และแมลง (Aliniazee, 1998; Kugler et al., 1990; Lebbadi et al., 
1995; Munimbazi and Bullerman, 1997; Walker et al., 1998) Bacillus บางสายพันธุ
สามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทด (peptide antibiotics) การสรางสารเหลานี้ของ
Bacillus อาจมีความสํ าคัญมากตอการอยูรอดของเชื้อในระบบนิเวศน เนื่องจากสารเหลา
นี้ถูกสรางขึ้นในสภาวะตางๆ เชน สภาวะที่ขาดแคลนอาหาร (nutritional stress) โดยจะ
ถูกสรางขึ้นจากแบคทีเรียที่อยูในระยะ stationary phase ทํ าใหเกิดการแขงขันเพื่อความ
อยูรอดในสภาวะที่มีอาหารจํ ากัด (Katz and Demain, 1977) มีรายงานวา Bacillus 
licheniformis สรางสาร bacitracin เปนสารประกอบ cyclic hexapeptide และ thiazoline 
ring มีฤทธิ์ตอตานแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยไปขัดขวางการสรางผนังเซลล
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ของแบคทีเรีย Bacillus brevis สราง linear gramicidin และ gramicidin S ซึ่งมีโครงสราง
เปน linear และ cyclic pentapeptide ผลของ linear gramicidin ท ําใหเกิดรูที่ชั้นไขมัน
ของเซลลแบคทีเรีย gramicidin S ออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียและเปน surfactant (Kanda et 
al., 1981) Bacillus subtilis หลายสายพันธุสามารถสราง lipopeptides ซึ่งเปนสาร
ประกอบของ กรดอะมิโนจับกับสายของ fatty acid เชน iturin เปน antifungal agent 
(Vater, 1989) และ surfactin เปน biosurfactant ทีรุ่นแรงสามารถยับยั้งเชื้อราและขัด
ขวางการทํ างานของ cyclic-AMP-dependent phosphodiesterase Bacillus บางสายพันธุ
สามารถสราง dipeptides และ tripeptides เชน bacilysin มีฤทธิ์ตอ S.  aureus และ         
C.  albicans (Hilton et al., 1988; Rojer et al., 1965) โดยขัดขวางการทํ างานของ
glucosamine-6-phosphate synthetase ของแบคทีเรียและยีสตทํ าใหไมสามารถสังเคราะห
ผนังเซลลได นอกจากนี้ยังพบวา Bacillus สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ตอตานและทํ าลาย 
larvae ของยุงและแมลงหลายชนิด (Aronson et al., 1991; Aronson, 1993; Baumann et 
al., 1991) เชน Bacillus thuringiensis สามารถสราง delta-endotoxin ซึง่อยูในรูปผลึก 
เมื่อ larvae ของยุงกินเชื้อเขาไป จะทํ าใหเปนอัมพาตและตาย จะเห็นไดวา Bacillus 
สามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดซึ่งมีฤทธิ์เปนปฏิปกษตอจุลินทรียและสิ่งมีชีวิตหลาย
ชนิด จึงนาสนใจที่จะหา Bacillus สายพันธุที่เปนปฏิปกษตอ B. pseudomallei เพื่อควบ
คุมปริมาณ B.  pseudomallei ในสิ่งแวดลอม เนื่องจาก Bacillus เปนเชื้อที่พบอยูทั่วไปใน
ธรรมชาติ โดยกอผลกระทบนอยมากตอคน สัตว และพืช สามารถเขาทํ าลายไดโดยตรง 
และสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด ในขณะเดียวกันก็สามารถแยงธาตุอาหารไดดีกวา  
จุลินทรียอ่ืนๆในสภาพแวดลอมที่ขาดแคลน และมีความสามารถในการปรับตัว ทนทาน
ตอสภาพแวดลอมที่แปรเปลี่ยนและวิกฤต โดยการสรางสปอรและทนตอสภาพอากาศ
รอนชื้นไดดี
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1.2 การตรวจเอกสาร
1.1.1 Burkholderia pseudomallei

B.  pseudomallei เดิมชื่อ Pseudomonas pseudomallei เปนแบคทีเรียแกรมลบ
รูปแทงเคลื่อนที่ได ยอมติดสีเขมที่หัวและทาย (bipolar staining) ทํ าใหมองดูคลายเข็ม
กลดัซอนปลาย (safety pin) ขนาด 0.4-0.6x2-5 ไมโครเมตร จัดอยูในจีนัส Burkholderia
(Yabuuchi and Arakawa, 1993) ดวยการใชวิธีการทางชีวเคมีรวมกับอณูชีววิทยา เชื้อ
เปน obligate aerobe สามารถเจริญไดในอาหารธรรมดา ในสภาวะที่มีออกซิเจนไดแก 
Blood agar, MacConkey agar และ Eosin Methylene Blue (EMB) agar เปนตน เมื่อเลี้ยง
บน Blood agar จะมี alpha hemolysis รอบๆโคโลนี มีกลิ่นคลายดินหลังฝนตก (musty 
odor) ใน 24 ชั่วโมงแรกโคโลนีมีขนาดเล็ก แต 2-3 วันตอมา โคโลนีจะมีขนาดใหญข้ึน
และเหี่ยวยนมีลักษณะคลายดอกเดซี่ (daisy-head appearance) ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของ
เชื้อนี้ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมีหลายแบบ โคโลนีขรุขระ เรียบ หรือเยิ้ม และ
จากสีครีมเปลี่ยนเปนสีสม และในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนสามารถเจริญในอาหารที่มี
สวนผสมของ nitrate  B.  pseudomallei มีการดํ ารงชีวิตแบบอิสระเปนสาเหตุของโรค   
เมลิออยโดสิส พบเชื้อนี้ไดในสภาวะแวดลอมทั่วทุกภาคของประเทศไทยและประเทศ
อ่ืนๆที่ตั้งอยูระหวางเสนรุงขนาน 20 องศาเหนือและใตเสนศูนยสูตร แหลงธรรมชาติที่
พบมากที่สุดคือในดินและนํ้ านิ่ง (เชน ในนาขาว) เปนเชื้อที่มีความคงทนตอสภาวะแวด
ลอมที่โดยปกติจะไมใหแบคทีเรียที่ไมสรางสปอรอ่ืนๆมีชีวิตอยูได เชื้อสามารถทน
อุณหภูมิตํ่ าในตูเย็นเปนเวลานานหลายเดือน (Yabuuchi et al., 1993) และเชื้อสามารถ
ปรับตัวเองใหเขากับสภาวะแวดลอมที่ตางๆกันไดเปนอยางดี โดยเชื้อสามารถเจริญใน
สภาวะแวดลอมที่มีระดับออกซิเจนที่ตางๆกัน สามารถเปลี่ยนจาก aerobic ไปเปน
anaerobic ได ทํ าใหเชื้อมีชีวิตอยูไดในดินลึกๆ หรือในบาดแผลไดเปนเวลานาน (สถิตย 
ศิริสิงห และคณะ, 2538) สามารถเจริญในนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่มีความเปนกรดไดถึง pH 4.5 
(Dejsirilert et al., 1991) และที่อุณหภูมิ 15-42 องศาเซลเซียส จึงพบเชื้อมีชีวิตอยูในดิน
และนํ้ าในภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีทั้งความเปนกรด ความเขมขนของเกลือสูง มี
ความชื้นตํ่ าและมีอุณหภูมิสูง ในประเทศไทยพบเชื้อนี้ในดินและนํ้ าทั่วประเทศ โดย
เฉพาะตัวอยางผิวดินในสวนพบเชื้อได 60% ดินทุงนาพบ 78% ดินจากภาคตะวันออก



5

เฉียงเหนือพบเชื้อ 68% ของดินตัวอยางที่เก็บ 167 แหง นอกจากนั้น ยังพบวาอัตราการ
แยกเชื้อในผิวดินนาขาวอยูในระดับตํ่ า แตจะสูงขึ้นในดินที่ลึกลงไปถึง 90 เซนติเมตร ใน
หนาแลงพบเชื้อไดบอยกวาในหนาฝน (Wuthiekanun et al., 1995) เชื้อมีความทนทาน
ตอสภาพแวดลอมไดดีมาก เปนไปไดวาเชื้อสามารถหลบซอนอยูในดินตลอดทั้งป และ
ในชวงที่ฝนตกชุก นํ้ าใตดินจะนํ าเอาเชื้อมาอยูที่ผิวดิน ชาวนาชาวสวนสัมผัสกับดินและ
นํ้ าในฤดูฝนจึงมีความเสี่ยงในการรับเชื้อมาก และมีอุบัติการของการติดเชื้อและเกิดโรค
สูงในฤดูฝน (Suputtamongkol et al., 1994a)

1.1.2 โรคเมลิออยโดสิส
  โรคเมลิออยโดสิสมีรายงานครั้งแรกเมื่อป ค.ศ.1912 โดย Whitmore และ

Krishnawamee ในประเทศพมา และในป ค.ศ. 1915 มีรายงานผูปวยซึ่งเปนคนไทยครั้ง
แรกและหลังจากนั้นไมคอยมีผู สนใจโรคนี้มากเทาที่ควร (Leelarasamee and 
Bovornkitti, 1989) จนกระทั่งในชวงสงครามเวียดนามในป ค.ศ. 1960 มีรายงานจากคน
ไขที่เปนทหารที่กลับจากสงครามเวียดนาม (Weber, et al., 1969; Sanford, 1977) และมี
ทหารอเมริกันที่เขามาประจํ าการไดตายและลมปวยดวยโรคนี้เปนจํ านวนมาก พบวาผู
ปวย 30% เปนนักขับเครื่องบินและมีอาการทางปอด จึงสันนิษฐานวาหายใจเอาฝุนที่ฟุง
กระจายในสนามรบ เรียกโรคนี้วา Vietnam tuberculosis ยังพบวามีทหารบางรายที่ลม
ปวยดวยโรคนี้หลังจากกลับไปประเทศอเมริกานานหลายป จึงเรียกโรคนี้วา Time-bomb 
disease (Punyagupta et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีรายงานผูปวยเพิ่มขึ้นจากนักทองเที่ยวที่
เดินทางบริเวณแถวเสนศูนยสูตร การแสดงออกของผูที่ไดรับเชื้ออาจไมมีอาการทาง
คลินิกที่เดนชัดโดยเฉพาะ และในบางคนอาจมีอาการคลายกับโรคติดเชื้อชนิดอื่นไดอีก
หลายโรค โรคนี้จึงเปน The Great Immitator ซึ่งผูปวยสวนใหญจะมีประวัติเขามาในเขต
ที่มีการระบาดสัมผัสกับเชื้อและมีอาการในภายหลัง

1.1.2.1 กลไกการเกิดโรค โรคเมลิออยโดสิสมีกลไกการติดเชื้อ 2 วิธีหลัก
ก. การเกิดโรคเมลิออยโดสิสเปนผลจากการติดเชื้อจากสิ่งแวดลอม

อยางเฉียบพลันเหมือนกับการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆ โดยผูปวยจํ านวนหนึ่งเกิด
โรคเมลิออยโดสิสหลังการสัมผัสเชื้อโดยตรง พบมากในฤดูฝนเนื่องจากเปนชวงทํ านา 
ชาวนาเกิดบาดแผลไดระหวางการทํ างานและตองสัมผัสเชื้อที่อยูในดิน นอกจากนี้ยังเกิด
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ไดจากอุบัติเหตุจมนํ้ า และสํ าลักนํ้ าที่มีเชื้อปนเปอนเขาไปในปอด (สถิตย ศิริสิงห และ
คณะ, 2538)

ข. การเกิดโรคเมลิออยโดสิสเปนผลจากการเพิ่มจํ านวนของเชื้อที่
แอบแฝงอยูในรางกายภายหลังการติดเชื้อครั้งแรก โดยเชื่อวาการติดเชื้อสวนใหญเปน
การติดเชื้อชนิดไมมีอาการและผูที่อยูในเขตระบาดสวนใหญเคยไดรับเชื้อแลว หลังจาก
นั้นเชื้อสามารถซอนตัวอยูในรางกายไดเปนเวลานาน เมื่อเกิดความบกพรองของระบบ
ภูมิคุมกันหรือมีสาเหตุอ่ืนที่ยังไมทราบแนชัด จะทํ าใหเชื้อที่หลบซอนตัวสามารถแบงตัว
เพิ่มจํ านวนขึ้นไดจนทํ าใหเกิดโรค เชื้อสามารถซอนตัวเปนเวลานานหลายสิบปโดยไม
กอใหเกิดโรคเชนในกรณีทหารอเมริกันที่รบในสงครามเวียดนามอาจเกิดโรคเมลิออยโด
สิสไดหลังจากกลับประเทศสหรัฐอเมริกาแลวเปนเวลานาน ผูปวยโรคเมลิออยโดสิส
สวนใหญจะมีโรคเดิมอยูแลว เชน เบาหวาน ไตวายเรื้อรัง ตับแข็ง มะเร็งของระบบ
โลหิต และพบผูปวยโรคเมลิออยโดสิสกลับเปนซํ้ าไดเปนจํ านวนมากภายหลังจากที่
รักษาหายแลวในครั้งแรก โดยเชื้อที่แยกไดเปนเชื้อที่มี ribotype เดียวกับการติดเชื้อครั้ง
แรก แสดงวาเชื้อซอนอยูในรางกายได

โรคเมลิออยโดสิสเกิดไดกับคนทุกอายุตั้งแตทารกเกิดจนถึงอายุ
มากกวา 80 ป โดยมีอายุเฉลี่ย 42.7 ป ชวงอายุ 40-60 ปพบมากที่สุดถึง 42% สํ าหรับเด็ก
พบเพียง 18% และชวงอายุที่พบบอยคือ 5-9 ป พบโรคไดทั้ง 2 เพศโดยมีอัตราสวนชาย
ตอหญิงเปน 1.4-1 พบผูปวยตลอดปแตจะพบมากที่สุดในฤดูฝนตั้งแตเดือนมิถุนายนถึง
พฤศจิกายนถึง  75% จํ  านวนผู ป วยจะสัมพันธ กับปริมาณนํ้  าฝนในป นั้นๆ  
(Suputtamongkol et al., 1994a) 64% ของผูที่ติดเชื้อเปนผูมีโรคเดิมหรือภาวะที่เอื้อตอ
การติดเชื้อ เชน โรคเบาหวาน โรคไตวาย นิ่วในไต โรคเลือดโดยเฉพาะธาลัสซีเมีย 
มะเร็งเม็ดเลือด SLE ตับแข็ง ภาวะภูมิคุมกันบกพรองจากยา เชน สเตียรอยดหรือสารเคมี
บํ าบัด การมีโรคเดิมจะมีความเสี่ยงตอการเปนโรคเมลิออยโดสิสสูงกวาคนปกติถึง 10 
เทา โดยเฉพาะโรคเบาหวานเปนโรคที่พบบอยที่สุดถึง 34% ของผูปวยทั้งหมด 
(Suputtamongkol et al., 1994a)
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1.1.2.2 ระบาดวิทยาของโรคเมลิออยโดสิส
B.  pseudomallei ทํ าใหเกิดโรคในคนและสัตว เชน ปลาโลมา แกะ 

หมูและแพะ (Vendors et al., 1988; Dance 1991; Currie et al., 1994) โรคเมลิออยโดสิส
พบใน มาเลเซีย ไทย เวียดนาม กัมพูชา พมา อินโดนีเซีย จีนตอนใต อินเดีย แอฟริกา 
(Dance, 1991) ออสเตรเลียตอนเหนือ  และอเมริกาตอนกลางและตอนใต ในเขตอบอุนมี
รายงานของโรคเปนครั้งคราว มีรายงานในกลางป ค.ศ. 1970 เกิดการระบาดของโรคเมลิ
ออยโดสิสที่สวนสัตวปารีสทํ าใหสัตวตายเปนจํ านวนมากและมีคนตาย 2 คน (Mollaret, 
1988) ในประเทศสิงคโปร (Heng et al., 1998) รายงานมีผูปวยจํ านวน 372 รายเสียชีวิต 
147 ราย ผูปวยสวนใหญเปนชายอายุ 45 ปหรือมากกวา การเกิดโรคไมสมพันธกับฤดูฝน 
ผูปวย% 77 มีโรคประจํ าตัวที่พบบอยที่สุดคือโรคเบาหวาน เชื้อที่แยกไดไวตอยา
imipenem, ceftazidime, amoxycillin-clavulanic acid และ tetracycline จากการสํ ารวจ
ดินทางตอนใตของประเทศจีนจํ านวน 1,366 ตัวอยาง พบเชื้อ B.  pseudomallei  4.3% 
(Yang et al., 1995) ในประเทศอินเดียตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ B.  pseudomallei โดย
วิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) และ indirect hemagglutination test 
(IHA) พบวาประชากรสวนหนึ่งที่อาศัยอยูในบริเวณที่มีการทํ านามีแอนติบอดีตอเชื้อ   
B.  pseudomallei แตตรวจไมพบเชื้อในดินที่ความลึก 30 เซนติเมตร (Kang et al., 1996)
ในประเทศออสเตรเลียมีการสํ ารวจเชื้อ B.  pseudomallei จากดินที่ระดับความลึกตางๆ
โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะและบงชี้เชื้อโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดย
ใช 16s rRNA primers (Brook et al., 1997) พบวาการใช PCR มีความไวและความ
จํ าเพาะมาก และสามารถตรวจสอบเชื้อไดในปริมาณนอยเพียง 10 cfu. /ดิน 1 กรัม ใน
ประเทศไทยมีความชัดเจนมากวาโรคนี้มีความชุกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากกวา
ในภาคอื่นๆ จากการสํ ารวจผลการเพาะเชื้อ B.  pseudomallei จากสิ่งสงตรวจจากโรง
พยาบาล 141 แหงทั่วประเทศไทย เมื่อป พ.ศ. 2537  และ 2538 (Leelarasamee et al., 
1996) พบเชื้อในอัตรา 4.03 ตอ 1,000 จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ในขณะที่ภาคกลาง 
ภาคเหนือ และภาคใตพบเพียง 0.45, 0.79 และ 0.81 ตอ 1,000 ตามลํ าดับ จังหวัดที่พบ
เชือ้มากที่สุด คือ อุบลราชธานี นครราชสีมา บุรีรัมย ขอนแกน และ อุดรธานี และจาก
การสํ ารวจความชุกของโรคนี้เมื่อป พ.ศ. 2540 ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบผูปวย
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ประมาณ 138 รายตอผูปวยที่รับไวรักษาในโรงพยาบาล 100,000 ราย ในขณะที่ความชุก
ของโรคนี้ในภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคใตของประเทศไทยมีผูปวยประมาณ 13-18 
รายตอผูปวยที่รับไวรักษาในโรงพยาบาล 100,000 ราย ซึ่งความชุกของโรคที่พบใน 3 
ภาคของประเทศไทยนี้ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ ในขณะที่ความชุกของโรค
เมลิออยโดสิส ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ มากกวาภาค
อ่ืนของประเทศไทยประมาณ 8-10 เทา (Vuddahakul et al., 1999) ภาคตะวันออกเฉียง
เหนือจึงเปนภาคที่พบโรคนี้มากที่สุด รองลงมาคือภาคใตและภาคเหนือ โรงพยาบาล
สรรพสิทธิประสงค อุบลราชธานีพบผูปวยโรคนี้ปละ 150-170 คน มีรายงานผูปวย
septicemia จากโรคเมลิออยโดสิสที่ติดเชื้อจากชุมชนถึง 20% และภาวะนี้มีความรุนแรง
โดยมีอัตราตายสูงถึง 60-80% (Chaowagul et al., 1989) การติดเชื้อเกิดขึ้นตั้งแตวัยเด็ก 
คนที่เขามาอยูในถิ่นระบาดเปนเวลาไมนานเชน 6 เดือนถึง 1 ป มีความเสี่ยงที่จะไดรับ
เชื้อเขาไปในรางกายแตไมมีอาการทางคลินิก นอกจากมีผลบวกของการทดสอบ
แอนติบอดีตอเชื้อ จํ านวนของผูที่มีแอนติบอดีจะคอยๆสูงตามอายุ ระดับของแอนติบอดี
จะสูงขึ้นเรื่อยๆ ตั้งแตอายุ 6 เดือนเปนตนไป (McCorrmic et al., 1975) ยังไมสามารถ
ตรวจหรือแยกเชื้อจากคนหรือสัตวปกติในถิ่นระบาด เชน จากคอหอยหรือทวารหนักได
ปจจัยสํ าคัญที่ทํ าใหพบโรคนี้ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากกวาภาคอื่นของประเทศ
ไทยไดแก ความชุกของการตรวจพบเชื้อ B.  pseudomallei จากดินที่เก็บจากภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สูงกวาดินที่เก็บจากภาคอื่น (Vuddahakul et al., 1999; 
Wuthieknan et al., 1995) ปริมาณของเชื้อ B.  pseudomallei ในดินที่เก็บจากภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มีมากกวาดินที่เก็บจากภาคอื่นประมาณ 20 เทา (Smith
et al., 1995a) และเชื้อ B.  pseudomallei สวนใหญที่แยกไดจากดินที่เก็บจากภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สวนใหญเปนเชื้อประเภท ara- B.  pseudomallei ซึ่งเปน
เชื้อที่มี virulence สูงและเปนเชื้อที่กอใหเกิดโรคในคน ในขณะที่เชื้อสวนใหญที่แยกได
จากดินที่ เก็บไดจากดินจากภาคอื่นๆ ของประเทศไทยเป นเชื้อประเภท ara+ B .  
pseudomallei ซึ่งเปนเชื้อที่มี virulence ตํ่ าและมักจะไมกอใหเกิดโรคในคน (Smith et 
al., 1997; Trakulsomboon et al., 1999; Wuthiekanun et al., 1996) จากการศึกษาปจจัย
ตางๆ เชน อุณหภูมิ pH ปริมาณนํ้ าในดิน และแสงอัลตราไวโอเลท ที่อาจจะมีผลตอการ
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ดํ ารงชีวิตของเชื้อ B.  pseudomallei ในสิ่งแวดลอมที่ประเทศจีน (Tong et al.,1996) พบ
วาอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 25-32 องศาเซลเซียส pH ที่เหมาะสมคือ  5-8 ปริมาณนํ้ าในดิน
มากกวา 40% ทํ าใหเชื้อมีชีวิตอยูไดนานถึง 726 วัน สวนปริมาณนํ้ าในดิน 10% ทํ าให
เชื้อมีชีวิตอยูไดประมาณ 70 วัน เชื้อจะถูกทํ าลายไดดวยแสงอัลตราไวโอเลท ที่ 465 
muW/cm2 นาน 7.75 นาที ในขณะที่เชื้ออ่ืนในดินถูกทํ าลายที่ 1,860  muW/cm2 นาน 31 
นาที แสดงวาอุณหภูมิ pH ปริมาณนํ้ าในดิน และแสงอัลตราไวโอเลท ในปริมาณที่
เหมาะสมเปนปจจัยสํ าคัญตอการมีชีวิตอยูของเชื้อ B.  pseudomallei ในสิ่งแวดลอมโดย
เฉพาะอยางยิ่งในดิน ประเทศไทยเปนประเทศที่พบโรคนี้สูงที่สุดในโลก (Proceeding of 
National Workshop on Melioidosis, 1985) ดังนั้นโรคเมลิออยโดสิสเปนปญหาสํ าคัญ
ของประเทศซึ่งจํ าเปนจะตองหาทางแกไข

1.1.1.3 ลักษณะทางคลินิกของโรคเมลิออยโดสิส (วิภาดา เชาวกุล และ
        ผกากรอง ลุมพิกานนท, 2540,

โรคเมลิออยโดสิสเกิดไดกับทุกระบบอวัยวะ เชนทางเดินหายใจ         
ผิวหนัง เนื้อเยื่อใตผิวหนัง กระดูกและขอ ตับ มาม ทางเดินปสสาวะ ระบบสืบพันธุ นํ้ า
เหลือง หัวใจ หลอดเลือดและระบบประสาท (Dance et al., 1989a) ระยะฟกตัวของโรค
ในคนสวนใหญประมาณ 2-3 วัน แตบางรายงานพบระยะฟกตัวต้ังแต 6-26 ปหลังจาก
สัมผัสกับเชื้อ (Arakawa, 1990) อาการแสดงออกทางคลินิก (clinical manifestation) ของ
โรคมีไดมากมายหลายแบบขึ้นกับอวัยวะที่เกิดโรค ตั้งแตการติดเชื้อโดยไมมีอาการ หรือ
ติดเชื้อเฉพาะที่ในอวัยวะหนึ่งที่อาจเปนเรื้อรังไปจนถึงรุนแรง มีการติดเชื้อเฉียบพลันใน
กระแสเลือดและเสียชีวิตในเวลาเพียง 1-3 วันในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวาโรคนี้
เปนสาเหตุการตายที่สํ าคัญที่สุดของการติดเชื้อในกระแสเลือด (Chaowagul et al., 1989)
การจัดจํ าแนกลักษณะทางคลินิก (clinical features) ของโรคมีหลายแบบ ตัวอยางเชน 
สมาคมโรคติดเชื้อแหงประเทศไทย ไดจัดจํ าแนกลักษณะทางคลินิกของโรค โดยอาศัย
การแสดงออกทางคลินิกเปน 5 แบบ คือ subclinical, transient bacterimic, localized, non 
disseminated และ disseminated septicemic melioidosis (Leelarasamee and Bovornkitti, 
1989) แตโดยทั่วไปสามารถจัดกลุมทางคลินิกของโรคเมลิออยโดสิสไดดังนี้ (วิภาดา 
เชาวกุล และผกากรอง ลุมพิกานนท, 2540) (ตารางที่ 1.1)
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ก. Disseminated septicemic melioidosis ผูปวยจะมีไขสูงเฉียบพลัน 
มีการติดเชื้อในอวัยวะตางๆ หลายแหงโดยมักมีอาการทางปอดบอยที่สุด อาจมีหนองฝที่
อวัยวะตางๆ เชน ตับ มาม ผิวหนังหรืออวัยวะอื่น อาการจะรุนแรงขึ้นภายใน 24-48 ชั่ว
โมง มีการติดเชื้อในกระแสเลือดและช็อกรวมดวยบอย% 89 ผูปวยอาจเสียชีวิตภายใน 2-
3 วันที่รับไวในโรงพยาบาลอัตราตายสูง% 87 สามารถแยกเชื้อไดจากเลือด และอาจแยก
ไดจากหนองฝที่อวัยวะอื่นดวย

ข. Non-disseminated septicemia ผูปวยจะมีอาการคอยเปนคอยไป 
โดยมีไข มีหนองฝที่อวัยวะตางๆ เพียง 1-2 แหง มีการติดเชื้อในกระแสเลือด มีช็อกได
บาง% 5 อัตราตายตํ่ า% 17 แตถาไมไดรับการรักษาที่ถูกตอง บางครั้งอาการอาจเลวลง
และเชื้อจะลุกลามไปยังอวัยวะอื่นกลายเปนรูปแบบ disseminated ได

ค. Localized melioidosis ผูปวยมีการติดเชื้ออยูที่อวัยวะเพียง 1-2 
แหง อาการคอยๆเปน โดยอาจมีอาการมานานเปนเดือนหรือปอาการมักไมหนัก แยกเชื้อ
จากเลือดไมได ในผูปวยผูใหญจะพบการติดเชื้อเฉพาะที่ปอดบอยที่สุด มักไมมีช็อก
อัตราตายตํ่ ามาก

ง. Transient bacteremia ผูปวยที่แยกเชื้อ B.  pseudomallei ไดจาก
เลือด โดยไมมีอาการแสดงของโรคเมลิออยโดสิส และเชื้อในเลือดหายไปเองโดยไมได
รับยาปฏิชีวนะที่ถูกตอง มีรายงานผูปวยกลุมนี้เพียง 5 ราย

จ. Probable melioidosis ผูปวยมีลักษณะทางคลินิกเหมือนโรคเมลิ
ออยโดสิส เชน มีฝหนองที่อวัยวะตางๆ การตรวจทางหองปฏิบัติการไมสามารถใหการ
วินิจฉัยได ไมสามารถแยกเชื้อ B.  pseudomallei หรือเชื้ออ่ืนได แตการตรวจทาง 
ภูมิคุมกันวิทยา พบวามีแอนติบอดี IHA ตอ B.  pseudomallei สูง ถาใหการรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะที่ไดผลตอเชื้อนี้แลวผูปวยจะตอบสนองตอการรักษา

ฉ. Subclinical melioidosis บุคคลที่ไมมีอาการของโรคแตตรวจพบ
ทางภูมิคุมกันวิทยาพบวาใหผลบวกตอเชื้อ B.  pseudomallei
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ตารางที่ 1.1  การจัดกลุมทางคลินิกของโรคเมลิออยโดสิส
Clasification Blood+ve Shock Organ

involvement
Progression Mortality

rate
Disseminated ++++ + + + +

(89%)
Disseminated Rapid High (87%)

Non-disseminated ++ ++ 5%) 0-few Days-week Low (17%)
Localized 0 +,- 1-2 Slow Low (9%)
Transient
bacteremic

+-0 0 0 0 0

Probable* - - Varies Varies ?
Subclinical * - - - - -
*พบแอนติบอดีตอเชื้อ B.  pseudomallei
ที่มา : วิภาดา เชาวกุล และผกากรอง ลุมพิกานนท, 2540

1.1.1.4 การติดตอ
ในเขตระบาด (รูปที่ 1.1) กลไกการติดเชื้อ B.  pseudomallei ที่สํ าคัญ

ที่สุด คือทางผิวหนัง โดยปนเปอนเชื้อจากดินและนํ้ าทางบาดแผล นอกจากนี้พบการติด
ตอทางการหายใจ เอาฝุนที่ปลิวอยูในถิ่นระบาด การเกิด aerosol ที่เกิดจากอุบัติเหตุใน
หองทดลองและการดูแลผูปวยอยางใกลชิด มีรายงานเกี่ยวกับการติดเชื้อในสามีและ
ภรรยา ซึ่งบงชี้วาโรคนี้อาจติดตอกันไดทางเพศสัมพันธ (McCormick et al., 1975) ใน
เด็กทารกอาจไดรับเชื้อจากชองคลอด นํ้ าครํ่ าที่ติดเชื้อ หรือเครื่องมือที่ใชในการหายใจ 
ในธรรมชาติไมพบรายงานการติดเชื้อจากแมลง แตในการทดลองพบวาเชื้อสามารถติด
ตอผานทางหมัดหนู (Xenopsylla cheopsis) และยุง (Aedes aegypti) (Ellis and Titball, 
1999)



12

รูปที่ 1.1 แผนที่โลกแสดงเขตระบาดของเชื้อ B.  pseudomallei
ที่มา : Ellis and Titball, 1999

1.1.1.5 Biotypes, Genotypes และ Genome ของเชื้อ B.  pseudomallei
การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ B.  pseudomallei จํ านวน 

213 สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย และเชื้อ B.  pseudomallei จํ านวน 140 สายพันธุที่แยก
ไดจากดินที่เก็บจากภาคกลาง (25 สายพันธุ) และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (115 สาย
พันธุ) ของประเทศไทยพบความแตกตางทางชีวเคมี ที่สํ าคัญ คือ เชื้อสายพันธุที่แยกได
จากผูปวยทั้งหมดไมสามารถใชนํ้ าตาล L-arabinose ได (ara_) สวนเชื้อที่แยกไดจากดิน
นั้นมีเพียง 52.2% เทานั้นที่เปน ara_ โดยเชื้อที่เก็บจากดินในภาคกลางทั้งหมดเปน ara+

สวนเชื้อที่เก็บจากดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปน ara+ 25% เชื้อทั้งสองประเภทนี้มี
ความไวตอยาตานจุลชีพ ceftazidime, chloramphenicol, co-amoxiclav และ doxycyclin 
ที่คลายคลึงกัน และสามารถ recognize specific polyclonal antibody ตอเชื้อ                  
B.  pseudomallei ได (Wuthiekanun et al., 1996) แสดงวาเชื้อ B.  pseudomallei ที่พบใน
ผูปวยและที่พบในดินสวนหนึ่งมีลักษณะ biotype ที่แตกตางกันและอาจจะเปนคนละ
species กัน จึงแบงเชื้อออกเปน 2 biotypes ตามความสามารถในการใชนํ้ าตาล L-
arabinose คือ ara_ B.  pseudomallei  และ ara+  B.  pseudomallei ความแตกตางของเชื้อ 
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B.  pseudomallei ประเภท ara+ และ ara_ มีความสํ าคัญเนื่องจากมีการศึกษา virulence
ของเชื้อทั้ง 2 ประเภทนี้โดยการฉีดเชื้อ ara+ B.  pseudomallei และ ara_ B.  pseudomallei 
เขาไปในหนูแลวหา 50% Lethal Dose (LD50) พบวาคาเฉลี่ยของ LD50 ของเชื้อ ara_          

B.  pseudomallei  (ทั้งสายพันธุที่แยกไดจากคนและดิน) เปน 182 cfu./หนู 1 ตัว LD50

ของ ara+ B.  pseudomallei เปน 109 cfu./หนู 1 ตัว แสดงวาเชื้อ ara-  B.  pseudomallei มี 
virulence สูงในขณะที่เชื้อ ara+ B.  pseudomallei  ม ี virulence ตํ่ า (Smith et al., 1997) 
และการตรวจความสามารถในการใชนํ้ าตาล arabinose อาจจะใชในการทํ านายวาเชื้อที่
ไมสามารถใชนํ้ าตาล arabinose ไดนั้นเปนเชื้อกอโรค อยางไรก็ตามเชื้อ ara+                            

B.  pseudomallei ก็มีรายงานวาสามารถกอใหเกิดโรคในคนได (Smith et al., 1997) แต
พบไดนอยมาก นอกจากนี้ไมสามารถที่จะเปลี่ยน biotype ของเชื้อ ara_ B.  pseudomallei
ใหกลายเปน ara+ B.  pseudomallei ดวยวิธีตางๆ แสดงวาคุณสมบัติในการใชนํ้ าตาล 
arabinose นั้นเปนคุณสมบัติเฉพาะและคงที่ถาวรของเชื้อไมพบวาเชื้อมีการเปลี่ยนแปลง
biotype เมื่อเก็บเชื้อไวนานเปนป หรือระหวางการ subculture นอกจากนี้ยังพบความแตก
ตางของจีนสระหวางเชื้อทั้งสอง คือจีน flagellin (Wajanarogana et al., 1999) และจีน
16S rRNA โดยมีลํ าดับ nucleotide ตางกัน (Dhrarakul et al., 1999b) ทั้ง ara_ และ ara+   
B.  pseudomallei มโีครโมโซม 2 ชุด แตขนาดตางกัน (Songsivilai et al., 2000) คือ ara_ 

มีโครโมโซมขนาด ~3.8 และ ~ 2.4 Mb และ ara+ มโีครโมโซมขนาด ~3.4 และ ~ 2 Mb
ในการทํ า genomic macrorestriction pattern โดยใช pulsed field gel electrophoresis เพื่อ
ศึกษา DNA ที่ตัดดวย Nco I พบวา ara_ biotype ให macrorestriction pattern I (MP I)
และ ara+ biotype ให MP II (Chaiyaroj et al., 1999) จากลักษณะที่ตางกันจึงมีผูเสนอให
จัด ara+ biotype เปนสปชีสใหมชื่อ B.  thailandensis (Brett et al., 1998)

1.1.1.6 ปจจัยที่ทํ าใหเกิดความรุนแรงของโรค
ก.  Lipopolysaccharide
จากการศึกษา B.  pseudomallei จํ านวน 702 ไอโซเลทที่แยกจากผู

ปวยในประเทศไทยพบวาสวนประกอบ lipopolysaccharide (LPS) ของผนังเซลลมีความ
แตกตาง ซึ่งแบงออกไดเปน 3 กลุม คือกลุมที่ 1 typical พบอยู 96.3% เชื้อในกลุมนี้มีรูป
แบบจํ าเพาะที่ไดจากการทํ า SDS-PAGE และสามารทํ าปฏิกิริยากับซีรั่มของผูปวยรวม
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ทัง้ monoclonal antiobody ตอ LPS กลุมที่ 2 atypical พบ 2.8% ไมทํ าปฏิกิริยากับ 
monoclonal antibody ตอ LPS และซีรั่มของผูปวยกลุมอื่น ยกเวนซีรั่มในกลุมที่ 2 ดวย
กนั กลุมที่ 3 no ladder พบอยู 0.9% ไมพบรูปแบบใดๆในการทํ า SDS-PAGE และไมทํ า
ปฏิกิริยากับซีรั่มผูปวยใดๆ (Chantratita et al., 2001) และจากการศึกษาเพิ่มเติมในเชื้อ  
B.  pseudomallei ที่แยกจากผูปวยในประเทศออสเตรเลียก็พบวาแบงออกเปน 3 กลุมเชน
เดยีวกนั โดยพบเชื้อกลุม 1 กลุม 2 และกลุม 3 เทากับ 71% 17% และ 12% ตามลํ าดับ 
LPS ที่แตกตางกันในเชื้อ B.  pseudomallei นี้อาจมีผลตอการวินิจฉัยและการกอโรค ซึ่ง
ขณะนี้กํ าลังศึกษาอยู

ข. Exotoxin (Haase et al., 1997)
(1) Cytolethal toxin (CLT) เปนเปปไทดขนาดประมาณ 3 kDa

ทนตอการถูกทํ าลายดวยความรอน ออกฤทธิ์ไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน และดีเอ็นเอ
(Mohammed et al., 1989) การออกฤทธิ์เกิดเร็ว (1 ชม. ยับยั้ง 90%) ดังนั้นอาจเปนผลของ
สารพิษตอเซลลเมมเบรนโดยตรง เชื้อจากดินจะมี CLT นอยกวาเชื้อจากผูปวย การศึกษา
สายพันธุที่ทํ าใหเกิดการระบาดของโรคเมลิออยโดสิสในสัตว พบวาเชื้อสายพันธุเดียว
กันที่แยกไดจากดิน และสัตวมีการสราง CLT ที่ตางกัน โดยเชื้อสายพันธุที่แยกจากดินมี 
cytolethal activity นอยกวาเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากสัตว แสดงวา CLT เปนสาเหตุหนึ่ง
ในการทํ าใหการดํ าเนินโรคเปนไปอยางรวดเร็ว และรุนแรงในกรณีของ septicemic 
melioidosis อยางไรก็ตามยังตองศึกษาตอไปในสัตวทดลองเพื่ออธิบายบทบาทของ 
toxin นี้ในการกอโรค

(2) Extracellular glycolipid toxin (Haussler et al., 1998) โครง
สรางประกอบดวย rhamnolipid 2 โมเลกุลและ β-hydroxytetradecanoate 2 โมเลกุล
ขนาด 762 ดาลตัน ทนตอการถูกทํ าลายดวยความรอน กรด และดาง ออกฤทธิ์ทํ าใหเซลล
เพาะเลี้ยง (HL60 และ Hela) เกดิ cytotoxic effect และ hemolytic activity การออกฤทธิ์
ถกู neutralize ไดดวยอัลบูมิน บทบาทในการทํ าใหเกิดโรคในสัตวทดลองและในคนยัง
ตองศึกษาตอไป

ค. Exopolysaccharides (capsular polysaccharides, CPS) การศึกษา
โดยใช mass-spectrophotometric techniques และ NMR method (Steinmetz et al., 1999) 
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พบวาโครงสรางของ CPS ของเชื้อ B.  pseudomallei เปน linear tetrasaccharide 
repeating units ประกอบดวย galactose, 3-deoxy-D-manno-2 octulosonic acid (KDO)
เชื้อ B.  pseudomallei ที่มีโคโลนีแบบขรุขระ เรียบและเยิ้มสามารถทํ าปฏิกิริยากับ 
monoclonal antibody ที่จํ าเพาะตอ exopolysaccharide เนื่องจากซีรั่มของผูปวยสามารถ
ทํ าปฏิกิริยากับ CPS ได แสดงวา CPS มีคุณสมบัติเปน immunogen จึงมีความเปนไปได
ที่จะนํ ามาใชในการเตรียมวัคซีน และ diagnostic agents (Masoud et al., 1997) มีการ
ทดลองให monoclonal antibody ที่จํ าเพาะตอ B.  pseudomallei exopolysaccharide เปน 
passive immunization กับหนู mice ที่ทํ าใหเปนโรคเมลิออยโดสิส จะชวยลดปริมาณเชื้อ
B.  pseudomallei ในอวัยวะตางๆ ของสัตวทดลอง

ง. Flagellin จากการศึกษาจีนที่กํ าหนดการสราง flagellin ของ           
B.  pseudomallei ทั้ง ara+ และ ara_ พบวามีลํ าดับนิวคลีโอไทดตางกัน (Wajanarogana et 
al., 1999) โดย ara+ มนีิวคลีโอไทดหายไป 15 bp (~5 amino acid) จากการทํ า PCR โดย
อาศัย 15 bp ที่หายไปเปน primer สามารถแยก B. pseudomallei (PCR product 191 )
และ B.  thailandensis (PCR product 176) ออกจากกันได (Sonthayanon et al., 2002) ดัง
นั้น flagellin จึงมีประโยชนใชในการบงชี้เชื้อ B.  pseudomallei   

จ. Extracellular enzyme
(1) Protease, Lipase และ Phospholipase C (PLC) จากการศึกษา

โดยทํ าใหเชื้อ B. pseudomallei เกิด mutagenesis และไมสามารถหลั่งเอนไซม protease, 
lipase และ phospholipase C (Deshazer et al., 1999) พบวาการหลั่งเอนไซมทั้ง 3 ของ
เชื้อ  B. pseudomallei ใช pathway เดียวกัน protease และ PLC เปน cell-associated 
enzyme การ หลั่งถูกควบคุมโดย type II secretion pathway gene เชื้อที่ไมสรางเอนไซม
ทั้ง 3 ยังคงกอโรคในสัตวทดลองได  แสดงวา extracellular product ที่หลั่งโดย type II 
pathway มีบทบาทนอยในการทํ าใหเกิดโรค protease มนีํ ้าหนักโมเลกุล 36,000 ดาลตัน 
เปน alkaline metalloprotease มี optimal pH ที ่8.0 (Sexton et al., 1994)

(2) Phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase C (PC-
PLC) เปน acidic protein ทนตอการทํ าลายดวยความรอนไดถึง 65 องศาเซลเซียส ออก
ฤทธิไ์ดที่ pH 2-8 มีขนาด 73 - kDa สามารถกระตุนรางกายใหสราง IgM (Korbsrisate et 
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al., 1999) PC-PLC อาจจะเกี่ยวของกับการที่เชื้อสามารถมีชีวิตอยูใน phagocyte ของคน
บทบาทในการกอโรคของ PC-PLC ยังตองศึกษาตอไป

1.2.2.7 การวินิจฉัยโรค
การวินิจฉัยโรคทางคลินิกทํ าไดยาก เนื่องจากลักษณะทางคลินิกของ

โรคคลายคลึงกับโรคอื่นๆมาก การวินิจฉัยโรคอาจอาศัยลักษณะทางคลินิกขางตน และ
พิสูจนวาโรคเกิดจากเชื้อ B.  pseudomallei แนนอนโดยการเพาะเชื้อจากสิ่งสงตรวจเชน 
เสมหะ หนอง เลือด ปสสาวะ throat swab และสารนํ้ าที่เจาะจากอวัยวะตางๆ โดยทั่วไป
การวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการทํ าได 3 วิธี

ก. การวินิจฉัยทางจุลชีววิทยา
(1) การยอมสีแกรม โดยยอมแกรมจากสิ่งสงตรวจ ไดแกเลือด 

เสมหะ หนองจากฝตางๆ จะพบแบคทีเรียรูปแทงซึ่งติดสีแกรมลบ โดยติดสีเขมที่ปลาย
ทั้งสองขาง (bipolar staining) แตลักษณะการติดสีดังกลาวไมจํ าเพาะสํ าหรับเชื้อนี้

(2) การเพาะเชื้อจากสิ่งสงตรวจ ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar, 
MacConkey agar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนเปนเวลา 24 - 48 
ชั่วโมง เมื่อเพาะเชื้อข้ึนใหสังเกตลักษณะโคโลนีที่เหี่ยวยน (ถามีอายุมากขึ้น) และอาจมี
กลิ่นของไอระเหยของดินหลังฝนตก จากนั้นทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี เชน oxidase, 
motility, nitrate reduction การเกิดกรดใน OF glucose, OF maltose และ OF lactose มี
การพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อจํ าเพาะสํ าหรับแยกเชื้อ B.  pseudomallei ออกจากแบคทีเรีย
ชนิดอื่นๆ โดยการเติมสารเคมีหรือยาตานจุลชีพ เชน Farkas-Himsley (Farkas- Himsley, 
1968) Ashdown's selective medium (Ashdown, 1979) พบวาการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Ashdown จะใหผลดีกวา Blood agar และ MacConkey agar (Wuthiekanun et al., 1990) 
นอกจากนั้นยังมีการนํ า API20NE kit มาชวยในการทดสอบทางชีวเคมี (Dance et al., 
1989b) ตอมามีการใช Minitek disc system มาใชแยกเชื้อ B.  pseudomallei และ           
B.  cepacia โดยอาศัยเอนไซม arginine dehydrolase, lysine decarboxylase, 
orthonitrophenyl-β-galactopyranosidase และ nitrate reductase อยางไรก็ตามการ
วินิจฉัยโรคโดยวิธีการเพาะเชื้อใชเวลาอยางนอย 2 - 3 วัน จึงจะไดผลการตรวจ
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ข. การวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยา
(1) การทดสอบ latex agglutination (LA)  (Dharakul et al., 

1999a) เปนการตรวจโดยใช B.  pseudomallei-specific monoclonal antibody ที่
recognize สวน lipolysaccharide ของเชื้อมาเตรียม latex นํ าไปทดสอบกับ blood culture 
วิธี LA มีความไวและความจํ าเพาะถึง 100 เปอรเซ็นต ใชเวลาเพียง 2 นาที

(2) วิธี indirect hemagglutination (IHA) เปนวิธีที่ใชแพรหลาย 
ทํ างาย ใหผลรวดเร็ว โดยนํ าแอนติเจนจากสวนนํ้ าใสของ B. pseudomallei เคลือบบน
เม็ดเลือดแดงแกะทดสอบกับซีรั่มของผูปวย ความไวและความจํ าเพาะของการทดสอบนี้
จะเปลี่ยนไปตามคาจุดตัด (cut off titer) ที่ใชในแตละแหง คาจุดตัด 1:160 จะใหความไว
และความจํ าเพาะ% 77.8 และ 78.3 ตามลํ าดับ (Phung et al., 1995)

(3) Indirect fluorescent Ab staining (IFA) สามารถตรวจหาได
ทั้ง IgM และ IgG และมีความจํ าเพาะกับ IgM หรือ IgG โดยดูจากการเรืองแสงของเชื้อ
โดยใชกลอง fluorescence มีความไว ความจํ าเพาะสูงกวา IHA สามารถแยกไดวาผูปวย
กํ าลังเปนโรคอยู หรือเคยปวยดวยโรคนี้มากอนแลวหาย

(4) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELIZA)  ตรวจหาได
ทั้ง IgG และ IgM  ความไวในการทดสอบหา IgG และ IgM เปน% 85.7 และ 63.5 ตาม
ลํ าดับและความจํ าเพาะ% 82.5 และ 81.8 ตามลํ าดับ (Dharakul et al., 1997)

(5) Gold blot (Kunakorn et al., 1991)ใช crude antigen ของ         
B.  pseudomallei ตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG และ IgM การตรวจหา IgM มีความไว% 
87.5 และความจํ าเพาะ% 88 ในขณะที่การตรวจหา  IgG มีความไวและความจํ าเพาะ% 
100 และ 91 ตามลํ าดับ

ค. การวินิจฉัยโรคทางอณูวิทยา
(1) Nucleic acid hybridization ใช DNA probe ที่จํ าเพาะสํ าหรับ

เชื้อ B.  pseudomallei มีชื่อเรียกวา pKKU-S23L (Sermswan et al., 1994) วิธีนี้สามารถ
ตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อโดยมีความไว 1.5 นาโนกรัม หรือ 40,000 เซลล และไมมี
ปฏิกิริยาขามพวกกับดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น
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(2) Polymerase chain reaction (PCR) ( Lew and Dermarchelier, 
1994) ใช primer (18bp) จาก 23S ribosomal DNA ใหความไวเทากับ 104 เซลลตอ
มิลลิลิตร แตถานํ าเลือดไปเพาะเชื้อไวกอน 24 ชั่วโมง เพิ่มความไวเทากับ 102 เซลลตอ
มลิลิลิตร มีการพัฒนาวิธี seminested PCR และตรวจหาปริมาณดวยเทคนิค enzyme 
immuno assay (EIA) (Kunakorn and Markham, 1995) ซึ่งทํ าเปน 2 แบบคือแบบ
solution hybridization assay EIA (SHEIA) และ primer-labeled EIA (PLEIA) ความไว
ในการตรวจดวย SHEIA และ PLEIA เปน 75 และ 300 เซลลตอมิลลิลิตรตามลํ าดับ

1.2.2.8 การรักษา
การรักษาผูปวยโรคเมลิออยโดสิสนั้น ความสํ าคัญอยูที่การวินิจฉัย

ใหไดถูกตองรวดเร็วที่สุดและตัดสินวาผูปวยอยูในระยะใด ถาผูปวยที่สงสัยมีการติดเชื้อ
ซึ่งลุกลามรวดเร็วโดยมิไดเกิดจากการติดเชื้อในโรงพยาบาลหรือมีการพบรอยโรคมาก
กวาหนึ่งแหงซึ่งอาจมีรอยโรคเดิมแลวแพรกระจายไปอวัยวะอื่น และ/หรือมีโรคเดิม เชน
เบาหวานหรือโรคเลือด และถาระดับ IHA สูงกวา 1:320 ใหสงสัยวาผูปวยนั้นจะเปนโรค
เมลิออยโดสิสเปนอันดับแรก

ก. การรักษาผูปวย septicemic melioidosis เนื่องจากผูปวยที่อยูใน
ระยะนี้มีอัตราตายสูง การใชยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมจะทํ าใหผูปวยมีโอกาสหายจากโรค 
ยาที่มีการศึกษายืนยันวามีประสิทธิภาพในการรักษาไดแก

(1) ยากลุม conventional คือการใชยารวมกัน 3 ชนิดคือ
chloramphenicol (100 มก./กก./วัน) doxycycline (4 มก./กก./วัน) และ cotrimoxazole          
(trimethoprim 8 มก./กก./วัน หรือ sulfamethoxazole 40 มก./กก./วัน) แตผลการรักษาไม
ดีมีอัตราตายสูงประมาณ 74-8%0 (Sookpranee et al., 1992) ปจจุบันไมแนะนํ าใชยากลุม
นี้

(2) Ceftazidime ขนาด 120 มก./กก./วัน สามารถลดอัตราการ
ตายจากเมลิออยโดสิกลุมรุนแรงจาก 74% เหลือ 37% ปจจุบันนี้ถือวา ceftazidime เปน
ยาเลือกตัวแรกสํ าหรับเมลิออยโดสิสที่มีอาการรุนแรง อาจใชยา ceftazidime เพียงอยาง
เดียวหรือรวมกับ TMP-SMX สามารถลดอัตราตายของ septicemia ไดถึง 56.6%
(Sookpranee et al., 1992)
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(3) Amoxycillin-clavulanic acid ขนาด 160 มก./กก./วัน ใหผล
ใกลเคียงกับการใช ceftazidime อัตราตายของทั้ง 2 กลุมเทากับ 47% แตผูปวย 23% ตอง
เปลี่ยนจากยานี้เปนยา ceftazidime เนื่องจากการตอบสนองตอยาไมดีหลังจากใหการ
รักษานานกวา 72 ชั่วโมง ในขณะที่ตองเปลี่ยนจากยา ceftazidime เปนยา amoxycillin-
clavulanic acid เพียง 5% (P=0.004) ( Suputtamongkol et al., 1994b)

(4) Imipenem ขนาด 60  มก./กก./วัน ยานี้เปนยาที่ดีที่สุดที่ใชกับ
เชื้อ B.  pseudomallei โดยพบวาในหลอดทดลองมี MIC90 < 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(Smith et al., 1994) ยังไมพบเชื้อดื้อยาระหวางรักษา หรือปฏิกิริยาไมพึงประสงคที่ไม
รุนแรง

(5) Piperacillin  มี MIC90 < 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตมี 
inoculum  effect สูง มีการใชยานี้ในประเทศไทยบางแตไมมีรายงานการศึกษาเหมือนยา
อ่ืน แตในประเทศออสเตรเลียมีรายงานการใชยานี้ในขนาด 12-18 กรัมตอวันรวมกับยา
ตวัอ่ืน เชน kanamycin, tetracycline, cloramphenicol และ TMP-SMX

ข. การใชยาในระยะ maintenance เริ่มใหยาปฏิชีวนะชนิดกินหลัง
จากอาการโดยทั่วไปดีข้ึนและไขลดลงเปนเวลาอยางนอย 48-72 ชั่วโมงยาที่ใชมีดังนี้

(1) ยากลุม conventional ประกอบดวย TMP-SMX (ขนาดของ 
TMP 8-12 มก./กก./วัน) รวมกับยา doxycycline 4-6 มก./กก./วัน อาจใหยา 
chloramphenicol รวมดวยในระยะ 1 เดือนแรก การใชยาทั้ง 3 ตัวนี้รวมกันไดผลการ
รักษาดีที่สุดในปจจุบัน (Chaowagul et al., 1990; Rajchanuvong et al., 1995) ใน
ประเทศออสเตรเลียนิยมใชยาชนิดเดียว คือ TMP-SMX หรือ doxycycline เปนเวลาอยาง
นอย 3 เดือน (Currie, 1994) เพื่อปองกันการกลับซํ้ า เนื่องจากเชื้อ B.  pseudomallei
สามารถรอดชีวิตแบงตัวใน phagocyte ได อัตราการกลับซํ้ าเทากับ 4.9% ในผูที่ไดรับยา
นานกวา 12 สัปดาห  ผูปวยที่ไดรับยากลุมนี้จะมีความเสี่ยงในการกลับซํ้ านอยกวากลุมที่
ไดยา amoxicillin-clavulanic acid ถึง 20%  ผลขางเคียงที่พบไดบอย คือ การมีปฏิกิริยา
แพแสงจากยา doxycycline โดยพบอาการจมูกแดง เล็บสีดํ าเปนตน ทํ าใหตองหยุดหรือ
เปลี่ยนยาสูงถึง 12% (Suputtamongkol et al., 1991) ยานี้ไมเหมาะที่จะใชในหญิงตั้ง
ครรภ หรือหญิงที่ใหนมบุตรหรือในเด็กอายุนอยกวา 8 ป
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(2) Amoxicillin-clavulanic acid มกีารใชยานี้ในการรักษาโรค       
เมลิออยโดสิสที่มีการติดเชื้อเฉพาะที่ หรือเปน maintenance ตามหลังยาฉีด พบวา 67%
ของผูปวยที่ไดรับยานอยกวา 8 สัปดาหมีการกลับซํ้ า 28% (Suputtamongkol et al., 1991)

(3) Quinolone ชนิดกิน เชน ciprofloxacin  5  มก./กก./วัน  ไดมี
การนํ ามารักษาโรคเมลิออยโดสิสที่เปนการติดเชื้อเฉพาะที่และใชเปนยา maintenance 
หลงัจากไดรับยาฉีดแลว พบการกลับซํ้ า 24.4% มีความลมเหลวในการรักษา 19.4% และ
ไดผลดีเพียง 56% ระยะเวลาเฉลี่ยที่ไดรับยาคือ 14 อาทิตย (สถิตย ศิริสิงห และคณะ, 
2538)

1.2.3 Bacillus spp.
เปนแบคทีเรียรูปแทง แกรมบวก ขนาด 0.5X1.2–2.5X10 ไมโครเมตร สราง

endospore เคลื่อนที่ได เจริญไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กนอย 
ทดสอบคะตะเลสใหผลบวก ทนตอสภาวะแวดลอมไดดี เจริญไดในอาหารหลายชนิด 
โคโลนีลักษณะกลมหรือมีรูปรางไมแนนอน สมาชิกในจีนัส Bacillus สามารถผลิตสาร
ปฏิชีวนะมากกวา 167 ชนิด (Berdy, 1974)

1.2.4 สารปฏิชีวนะ (Antibiotics) หมายถึง สารประกอบที่ผลิตหรือสรางขึ้นโดย         
จุลินทรียชนิดใดชนิดหนึ่ง อาจเปนแบคทีเรีย หรือเชื้อรา สารที่ผลิตขึ้นไดนี้สามารถไป
ยับยั้งหรือชะลอการเจริญเติบโตของจุลลินทรียกลุมใดกลุมหนึ่ง หรือไปมีฤทธิ์ทํ าลาย    
จุลินทรียกลุมนั้นๆไดโดยใชในปริมาณนอย สารปฏิชีวนะที่จุลินทรียผลิตขึ้นสวนใหญ
เปนสารเมตาโบไลทข้ันที่สอง (secondary metabolite) ซึ่งเปนสารเมตาโบไลทที่ไมมี
ความจํ าเปนตอการเจริญ แตถามีอาจกอใหเกิดประโยชนตอเซลลที่ผลิต สวนใหญจะ
สรางในชวง late log phase จนถึงชวง stationary phase อันเปนชวงที่จุลินทรียเริ่มมีการ
เจริญคงที่ สารปฏิชีวนะที่ถูกผลิตขึ้นในชวงนี้มีประโยชนเพราะยับยั้งการสรางสาร
โมเลกุลใหญบางชนิดในเซลลได อันจะชวยรักษาพลังงานสวนหนึ่งไว นอกจากนี้ถาอยู
รวมกับจุลินทรียชนิดอื่นในสภาวะแวดลอมที่ตองแกงแยงอาหาร สารที่สรางขึ้นจะชวย
ยับยั้งหรือทํ าลายจุลินทรียที่อยูรอบขางบางชนิดลงไปได จึงชวยยืดชีวิตของจุลินทรียที่
ผลิตอยูใหนานขึ้น สารปฏิชีวนะที่ Bacillus สรางสวนใหญเปนสารโพลีเปปไทด บาง
สายพันธุสามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด ไดแก B. subtilis ผลิตสารปฏิชีวนะ
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เปปไทดได 66 ชนิด และ B. brevis ผลิตได 23 ชนิด (Katz and Demain, 1977 ; Lee et 
al., 1985)

1.2.5 สารปฏิชีวนะเปปไทด (Peptide antibiotic) (Hancock and Chapple, 1999)
สารปฏิชีวนะถูกสรางขึ้นไดจากเชื้อจุลินทรีย สัตวเลี้ยงลูกดวยนม แมลงและ

พืชเพื่อตอตานสิ่งแปลกปลอมเขาสูรางกาย (McCafferty et al., 1999) ดังนั้นจึงพบวาสาร
เหลานี้มีความแตกตางและประกอบดวยสารตางๆหลายรอยชนิด อยางไรก็ตามสามารถ
แบงตามการสรางได 2 กลุมใหญคือ

1.2.5.1 สารปฏิชีวนะเปปไทดที่สรางจากไรโบโซม สรางไดจากสิ่งมีชีวิต
ทกุชนิด เชนสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สัตวครึ่งบกครึ่งนํ้ า แมลง พืช รวมทั้งแบคทีเรีย และไว
รัส สารในกลุ มนี้กํ าลังเปนที่สนใจและมีการศึกษาเพื่อหาแนวทางในการนํ ามาใช
ประโยชนในดานการแพทย เปปไทดที่สรางจากไรโบโซมสามารถแบงตามสิ่งมีชีวิตที่
สรางไดดังนี้

ก. Mammalian peptides พบใน แกรนูลของนิวโตรฟล และสารคัด
หลั่งบริเวณเยื่อเมือก (Boman, 1995) มฤีทธิ์ตานแบคทีเรีย รา ไวรัส ยกตัวอยางเชน 
bactericidal permeability increasing protein, cationic protein, lysozyme, lactoferrin, 
bactenecins, defensins, indolicidins และ cathelicidins

ข . Amphibian peptide ไดแก dermaseptins ที่พบในกบ 
Phylomedusa sauvagii มีฤทธิ์ตานเชื้อรา (Mor and Nicolas, 1994)

ค. Insect peptides ไดแก cecropins พบใน cecropia moth มีฤทธิ์ตอ
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (Hultmark et al., 1980)

ง. Plants peptides สารตานเชื้อแบคทีเรียตัวแรกที่พบจากพืช คือ 
thionins มีฤทธิ์ตอเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เชื้อรา ยีสต และ mammalian 
cell  นอกจากนี้ยังพบ plant defensins ซึ่งมีฤทธิ์ตานเชื้อรา (Thevissen et al., 1997)

จ. Bacterial peptides เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่อาศัยอยูในสิ่ง       
แวดลอม เชนในดินและนํ้ า สามารถสรางสารจํ านวนมากที่ทํ าใหมีชีวิตรอด (Bu'lock, 
1961; , Katz and Demain, 1977) พบวาสารเหลานี้มีประโยชนในทางการแพทยและอุต
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สาหกรรมเปนกลุม secondary metabolite ประกอบดวย aminoglycoside, β-lactams, 
polyketides และ polypeptide ขนาดเล็ก สารเหลานี้ไมมีความสํ าคัญตอการเจริญและการ
เพิ่มจํ านวนของเชื้อที่สราง โดยถูกสรางขึ้นในภาวะขาดแคลนอาหาร เนื่องจากพบใน
ชวง stationary phase เพื่อชวยเชื้อที่สรางในการแขงขันในสภาวะที่อาหารมีจํ ากัด 
(Vining, 1990) เชือ้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบสรางสารจัดอยูในกลุม bacteriocin 
เชน microcin C7 จาก E.coli ยบัยั้งการสรางโปรตีน mersacidin จาก Lactococcus ยับยั้ง
การสราง peptidoglycan แบคทีเรียแกรมบวกสรางสารปฏิชีวนะเรียกวา lantibiotic ซึ่งใช
เปนยาปฏิชีวนะและสารเติมในอาหาร เชน nisin สรางจาก Lactococcus lactis ใชเปน 
food preservative สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  แกรมบวก เชน Clostridium spp. และ 
subtilin  (Baneljee and Bansen, 1988) subtilosin สรางจาก B.  subtilis (Babasaki et al., 
1985) epidermin (Schnell et al., 1988) สรางจาก Staphylococcus epidermidis และ 
gallidermin สรางจาก S.  gallinarum (Kellner et al., 1988)

ฉ.  Viral peptides เปนโปรตีนพบอยูในสวนของ cytoplasm ของ     
ไวรัส HIV-1 (Eisenberg and Wesson, 1990) มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย

1.2.5.2 สารปฏิชีวนะที่ไมไดสรางจากไรโบโซม สารในกลุมนี้สวนใหญ
สรางไดจากแบคทีเรีย เชื้อรา และ Streptomyces ประกอบดวยกรดอะมิโน 2 โมเลกุล
หรือมากกวา ถูกสรางโดยสารประกอบเอนไซม (multienzyme complex) การสรางสวน
ใหญเปนแบบ multienzyme thiotemplate (Zuber et al., 1993) โดยมีกลุมเอนไซม (AA1, 
AA2, AA3, AA4 และ AA5) (รูปที่ 1.2) ไปกระตุนและจับกับกรดอะมิโน (aa1, aa2, aa3, 
aa4 และ aa5) โดยพันธะ thioester ทํ าใหมีการเรียงลํ าดับกรดอะมิโน จากนั้นจะเกิด 
transpeptidation โดย pantetheine cofacter (pan) ทํ าใหไดสายเปปไทด ตัวอยางสาร
ปฏชิีวนะเปปไทดในกลุมนี้ ไดแก polymyxin B และ gramicidin S บางตัวมีคุณสมบัติ
เปนประจุบวก (cation) เชน polymyxin และ gramicidin S มีฤทธิ์ตอตานแบคทีเรียแกรม
ลบโดยไปออกฤทธิ์ที่ cytoplasmic membrane เพิ่มการนํ าสารเขาสูเซลล
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รูปที่ 1.2 แผนภูมิแสดงการสังเคราะหเปปไทดโดยกลไก multienzyme thiotemplate   
กลุมเอนไซม (AA1, AA2, AA3, AA4 และ AA5) ที่กระตุนและเชื่อมกับกรด
อะมิโน (aa1, aa2, aa3, aa4 และ aa5) โดยเชื่อมดวย thioester (s). กลุม
เอนไซมเรียงตัวตามลํ าดับกรดอะมิโนของเปปไทด เกิด transpeptidation โดย
pantethine cofactor (pan) ตดิกับหนวยยอยของเอนไซม  ลูกศรแสดงทิศทาง
ที่โคแฟกเตอรเคลื่อนที่เพื่อที่จะยายสายเปปไทดที่ตอแลวไปตํ าแหนงตอไป
(Zuber et al., 1993)
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1.2.6 สารปฏิชีวนะเปปไทดที่สรางจาก Bacillus spp.
Bacillus ที่ถูกเลี้ยงและอาหารที่จํ าเปนตอการดํ ารงชีวิตเริ่มขาดแคลน จะเขา

สูระยะ stationary phase และจะเริ่มมีการสรางสปอร extracellular enzyme และสาร
ปฏิชีวนะ (Losick et al., 1986) เพื่อปรับตัวเองใหมีชีวิตรอดในสภาพแวดลอมที่จํ ากัด 
การสรางสารปฏิชีวนะของ Bacillus เกิดจากความจํ าเปนตองแขงขันกับจุลินทรียชนิดอื่น
(Zuber et al., 1993) และอาจเปนสารที่ทํ าหนาที่เปนสัญญาณ (intercellular signals) ที่สง
ตอกันเปนลํ าดับใหตอบสนองตอสิ่งเราในสภาวะแวดลอม (Modest, 1984; Horinuchi 
and Beppu, 1990; Willey, 1991) พบวาการสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดของ Bacillus มี
ความสัมพันธกับการสรางสปอร เนื่องจาก Bacillus สายพันธุที่ทํ าใหเกิดการกลายพันธุ
ไมสรางสปอร จะไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทด (Piggot and Coote, 1976) และ
การผลิตสารทั้งหมดถูกควบคุมโดยจีน ซึ่งถูกกระตุนใหทํ างานในสภาวะแวดลอมที่ขาด
แคลนอาหาร (Losick et al., 1986) ตัวอยางสารปฏิชีวนะเปปไทดที่สรางจาก Bacillus 
ไดแก bacitracin สรางจาก B.  licheniformis polymyxin สรางจาก B.  polymyxa iturin 
สรางจาก B.  subtilis  gramicidin S สรางจาก B.  brevis (ตารางที่ 1.2) (Katz and
Demain, 1977) สารปฏิชีวนะจาก Bacillus สวนใหญมีการสรางแบบ multienzyme 
thiotemplate

1.2.6.1 คุณสมบัติโดยทั่วไปของสารปฏิชีวนะเปปไทด (Katz and Demain,
1977)
ก. ขนาดเล็กกวาโปรตีนทั่วไปมีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในระหวาง 270-

4500 ดาลตัน
ข. ในเชื้อตัวหนึ่งมักจะสรางเปปไทดหลายชนิดที่อยูในกลุมใกล

เคียงกัน โดยที่โครงสรางของเปปไทดอาจจะมีกรดอะมิโนที่แตกตางกันตั้งแต 1 ตัว หรือ 
2-3 ตัว ยกตัวอยางเชน linear gramicidins (A, B และ C) และ cyclic tyrocidines (A, B
และ C) สรางจาก B. brevis ในเวลาเดียวกัน linear gramicidins (pentadecapeptides) และ
tyrocidines (decapeptides) มีสวนประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน แตทั้งสองอยูในกลุม
เดียวกันเพียงแตมีการแทนที่ของ aromatic amino acid ตางกัน
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ค. ประกอบดวยกรดอะมิโนทั้งหมด แตจะมีบางชนิดที่ประกอบ
ดวยกรดอะมิโนรวมกับสารประกอบอื่น เชน edeine A ประกอบดวย spermidine รวม
กบักรด อะมิโน 5 ชนิด polymyxin ประกอบดวย 6-methyloctanoic acid หรือ 6-
methylheptanoic acid ซึ่งเปนกรดไขมันรวมกับกรดอะมิโน

ง . กรดอะมิโนที่ประกอบเปนสารปฏิชีวนะเปปไทดที่ไดจาก
Bacillus เปนกรดอะมิโนที่มีลักษณะเฉพาะคือไมมี N-methylamino acid และไมพบใน
โปรตีนปกติ ไดแกกรดอะมิโนที่เปน D-amino acid หรือ basic amino acid เชน
ornithine, diaminobutyric acid, β-amino acid, dehydroamino acid และ sulfur 
containing amino acid ซึ่งแตกตางจากสารปฏิชีวนะเปปไทด ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย
กลุม Actinomycetes

จ. มีลักษณะโครงสรางเปนวง (cyclic) และมีบางที่โครงสรางเปน
เสนตรง (linear) ลักษณะโครงสรางที่เปนวงมีทั้งที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติและอาจเกิด
จากการจัดตัวกันใหมของกรดอะมิโน เชน bacitracin จะมี thiazoline ring ที่เกิดจากการ
รวมตัวของ cysteine และ isoleucine โดย thiazoline ring นี้เปน cyclic hexapeptide ที่มี
พันธะระหวาง β-carbonyl group ของ aspartic acid กับ δ -amino group ของ lysine

ฉ . ทนตอปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของเอนไซม
peptidase และ protease จากพืชและสัตว แตก็มีบางชนิดที่ไวตอเอนไซมอ่ืน เชน
polymyxin B ไวตอเอนไซม ficin และ papain, edeine A และ B  ไวตอเอนไซม
carboxypeptidase, bacilysin ไวตอเอนไซม leucine aminopeptidase และ pronase และ 
gramicidin S ไวตอเอนไซม subtilopeptidase A
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ตารางที่ 1.2 สารปฏิชีวนะบางชนิดที่สรางจากจีนัส Bacillus (Katz and Demain, 1977)
Species Antibiotic
Bacillus brevis Gramicidin S, Tyrocidine, Linear gramicidins, Brevin,

Edeine, Eseine, Bresseine, Brevistin
Bacillus subtilis Mycobacillin, Subtilin, Bacilysin, Bacillomycin, Fungisattin,

Bulbiformin, Bacillin, Subsporin, Bacillocin, Mycosubtilin,
Fungocin, Iturin, Neocidin, Eumycin

Bacillus pumilus Micrococcin P, Pumilin, Tetain
Bacillus mesentericus Esperin
Bacillus thiaminolyticus Octopytin(Thianosine), Baciphelacin
Bacillus licheniformis Bacitracin, Licheniformin, Proticin
Bacillus polymyxa Polymyxin, Colistin, Gatavalin, Jolipeptin
Bacillus circulans Butirosin, Circulin, Polypeptin, EM-49, Xylostatin
Bacillus laterosporus Laterosporamine, Laterosporin
Bacillus cereus Biocerin, Cerexin, Thiocillin

1.2.6.2 การสรางสารปฏิชีวนะกับการเจริญ (Katz and Demain, 1977)
การสังเคราะห สารปฏิชีวนะเปปไทด  เริ่มต นขึ้นหลังจากเชื้อ

แบคทีเรียผานระยะ rapid growth phase โดยศึกษาจากการสราง gramicidin S, 
tyrocidine, polymyxin, edeine, bacitracin, mycobacillin และ bacilysin โดย Tomino
และคณะ (1967) พบวา B.  brevis สราง gramicidin S และเอนไซมที่จํ าเปนในการสราง 
ชวง late logarithmic phase โดยกิจกรรมของเอนไซมในการสรางสารปฏิชีวนะจะหาย
ไปภายใน 2-3 ชั่วโมงและพบลักษณะเดียวกันในการสราง tyrocidine synthetase 
(Fujikawa et al., 1968) ยังไมมีขอสรุปของกิจกรรมของเอนไซมที่หายไป แตตอมา Lee 
และคณะ (1975) พบวาเอนไซมในการสราง tyrocidine (trocidine-forming enzymes) 
หายไปโดยไปรวมกับ membrane ของโครงสรางที่กํ าลังจะเปลี่ยนเปนสปอร ซึ่งเกิดขึ้น
ในชวงเวลาการสรางสปอร Demain และคณะ (1976) พบวาการหายไปของ gramicidin 
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S synthetase ใน B. brevis ข้ึนกับ oxygen-dependent inactivation โดยปกติการสรางสาร
ปฏิชีวนะจะเกิดในระยะหลัง logarithmic phase (บางชนิดอาจมีขอยกเวน) ระหวางการ
เจริญพันธุกรรมของเชื้อและองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไปอาจเปน
ตัวเรงหรือชะลอการสรางสารปฏิชีวนะ การสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดอาจถูกควบคุม
โดย carbon และ nitrogen catabolite repression หรืออยูภายใตการควบคุมของอัตราการ
แบงตัว (Matteo et al., 1976) มีรายงานวาการสราง bacitracin จาก B. licheniformis ถูก
ยับยั้งระหวางสองสามชั่วโมงแรกของการเจริญเมื่อเติม glucose ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Haavik, 1974) แสดงวาการสังเคราะหสารปฏิชีวนะที่ลดลงนี้ไมเกี่ยวกับ carbon 
catabolite repression  แตเกี่ยวของกับ pH ที่ตํ่ าเนื่องจากเมตาบอลิสม แตตอมาพบวาการ
ลดลงในการสังเคราะห bacitracin ไมข้ึนกับ pH แตเกี่ยวกับ acetic acids และ pyruvic 
acids ที่เกิดจาก glucose ไปยับยั้งการสรางโดยตรง เชนเดียวกันกับการสราง tyrocidine,
linear gramicidins และ polymyxin E (colistin) เกิดขึ้นพรอมกับการเจริญของเชื้อ 
Bacilluis และพบวา gramicidin S และ gramicidin synthetase (Matteo et al., 1976) ถูก
สรางชวง exponential phase เมื่อทํ า continuous culture จึงสรุปวาสารปฏิชีวนะเปปไทด
ถูกสังเคราะหระหวางขั้นตอนการเจริญของเชื้อ (active growth) การสังเคราะห 
gramicidin S, tyrocidine, linear gramicidin, edeine, bacitracin, colistin และ 
mycobacillin แตกตางจากการสังเคราะหโปรตีน และกระบวนการการสรางสาร
ปฏิชีวนะไมไวตอ chloramphenicol, puromycin, deoxyribonuclease และ ribonuclease 
(Rnase) นอกจากนี้พบวา transfer ribonucleic acid (tRNA), messenger RNA(mRNA) 
และไรโบโซมไมมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการสราง

1.2.6.3 โครงสรางทางเคมีของสารปฏิชีวนะเปปไทด แบงเปน 3 กลุมใหญ
(Shoji, 1978) (รูปที่ 1.3)
ก. โครงสรางทางเคมีเปนเสน (linear peptide) ไดแก bacilysin, 

linear gramicidins, edeines, cererins (A, B, C และ D) และสารปฏิชีวนะกลุม
tridecaptin เชน tridecaptin A

ข. โครงสรางทางเคมีเปนวง (cyclic peptide) ไดแก gramicidins, 
tyrocidines, bacitracin, mycobacillin, iturin A, mycosubtilin, bacillomycin, polymyxins
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เชน polymyxin F, colistin และกลุม octapeptin เชน EM-49, 333-25, BU-1880, TM-
473, Y-8495 และ AB-1

ค. เปปไทด แลคโตน (Peptide lactone) ไดแก esperin, surfactin, 
brevistin, TL-119 และ 3302-A

1.2.6.4 กลไกการออกฤทธิ์
ก. ยับยั้งการสรางผนังเซลล (cell wall) ไดแก พวก cyclic peptide

เชน bacitracin  จะมีฤทธิ์ตอการสังเคราะห peptidoglycan ของ Staphylococcus aureus
ทํ าใหเกิด การสะสมของ N-acetylmuramyl pentapeptides ซึ่งเปน peptidoglycan 
precursor และเขาไปรบกวนกระบวนการ dephosphorylation โดยมีไขมันเปนพาหะ ทํ า
ใหเกิดการขัดขวางการขนสงไขมันที่จะไปเชื่อมกับ UDP-muraminic-N-acetyl 
pentapeptide ในกระบวนการสรางผนังเซลล (Klienkauf and Dohren, 1985 ; Klienkauf, 
1988) นอกจากนี้ยังมี bacilysin และพวก linear peptides ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 
เชื่อมอยูกับ cyclic peptide

ข. ยับยั้งการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก โดยออกฤทธิ์ขัดขวางการ
สังเคราะหดีเอ็นเอ เชน edeines

ค. ทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางหรือหนาที่ของเยื่อหุมเซลล
(cell membrane) ไดแก พวก linear peptide หรือ cyclic peptide เชน tyrocidines และ
gramicidins โดยไปทํ าใหสวนประกอบของเยื่อหุมเซลลผิดปกติมีผลทํ าให กรดอะมิโน
และฟอสเฟตภายในเซลลแบคทีเรีย และอิออนตางๆ ที่เปนอิเลคโตรไลท ที่ใชใน
กระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลผิดปกติ (Wolin, 1979) กลุม polymyxins ซึ่งมีกรด
ไขมันเปนสวนประกอบ พบวากรดไขมันของ polymyxins จะแทรกเขาไปยังชั้นของเยื่อ
หุมเซลล ทํ าใหการเรียงตัวของสวนไขมันของเยื่อหุมเซลลผิดปกติ มีผลทํ าใหเกิดการรั่ว
ไหลของเปนโตนฟอสเฟต และสารโมเลกุลเล็กๆ ออกนอกเซลล เปนเหตุใหเมตาบอลิ
ซึมของเซลลผิดปกติ (มาลินี ลิ้มโภคา, 2525)

แบคทีเรียในกลุม Bacillus นอกจากสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ
พวกเปปไทดไดเปนสวนใหญแลว ยังพบวาสามารถผลิตสารปฏิชีวนะกลุมอื่นที่นาสนใจ 
ไดแกสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycoside เชน butirosin สรางจาก B. circulans (Howell 
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et al., 1972) amicoumacin สรางจาก B. licheniformis (Nesemann et al., 1972) สาร
ยับยั้งเชื้อราและปรสิต ไดแก cycloheximide สรางจาก B. griseus (มาลิน จุลศิริ, 2532) 
และ 6-aminopenicillanic acid จาก penicillin A และ penicillin V ที่ผลิตจาก                 
B. megaterium (Vandamme, 1984) ซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารปฏิชีวนะ
กลุม penicillin สารปฏิชีวนะเปปไทดจาก  Bacillus หลายชนิด เชน colistin bacitracin 
ถูกนํ ามาใชเปนยารักษาโรค เนื่องจากออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคหลายชนิด ใน
ขณะเดียวกันสารปฏิชีวนะเปปไทดบางชนิดก็มีฤทธิ์ตอตานจุลินทรียอ่ืนๆ เชน แบคทีเรีย
หรือเชื้อราที่เปนศัตรูพืช ปรสิต ยุง เปนตน ดังนั้นจึงนิยมใช Bacillus เปน ตัวควบคุมชีว
ภาพ (biological control) เชื้อมีชีวิตชนิดอื่น

1.2.7 การใช Bacillus เปนตัวควบคุมชีวภาพ (biological control)
มีรายงานการใช B.  subtilis ตอตาน Botrytis cinera ซึ่งเปนสาเหตุของโรคที่

เกิดกับองุนและลูกเบอรี่ (Silva, 1992) Podile และคณะ (1988) ใช B.  subtilis ตอตาน
เชื้อรา Rhizoctonia solani, Sclerocium rolfsii และ Fusarium solani Kado Clarens และ
คณะ (1987) พบ Bacillus polymyxa 9A สามารถตอตาน Verticillium wilt ในการปลูก
มันฝรั่ง Safiyazov และคณะ (1995) ไดทํ าการศึกษา Bacillus และ Pseudomonas ในการ
ควบคุมโรคของฝายและพบวา B.  subtilis 23 และ P.  fluorescens มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
ในการยับยั้ง Xanthomonas malvacearum, Rhozoctonia solani, Fusarium vasinfectum
และ Verticillium dahliae นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสามารถใช Bacillus ในการควบคุม
ลูกนํ้ ายุง โดยพบวา B.  sphearicus สามารถสังเคราะหผลิตโปรตีนซึ่งเปนพิษตอลูกนํ้ ายุง
ซึ่งนํ ามาใชในการกํ าจัดยุงซึ่งเปนพาหะนํ าโรค มีการใช B.  papillae เพื่อควบคุม 
japanese beetle แมลงกอใหเกิดโรคกับสนามหญา โดยทํ าใหเกิดโรค milky กับตัวออน
ของแมลง เมื่อแมลงมากิน สปอร สปอรจะงอกภายใน 3-5 วันและแทรกเขาไปในผนัง
กระเพาะและโตในนํ้ าเหลืองเพิ่มจํ านวนทํ าใหตัวออนตาย (Deacon, 1983) Sharga และ
Lyon (1998) พบวาสารปฏิชีวนะของ B.  subtilis BS107 สามารถยับยั้ง Erwinia 
carotovora subsp. atroceptica และ Erwinia carotovora subsp. carotovora เชื้อสาเหตุ
ของโรค potato blackleg และ tuber soft rot B.  thuringiensis (Bt) ใชกันแพรหลายใน
อเมริกาเหนือ ใชในพืช canola, cruciferous crops ฝาย ขาวโพด มันฝรั่ง ผลไมและยาสูบ 
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ใชยับยั้งยุงและ black flies และสามารถฆา nematodes (Edward et al., 1988) โดยภาย
ในสปอรมี δ-endotoxin เปนพิษตอทางเดินอาหารของตัวออนของแมลง B.  coagulans
ใชในการยับยั้งการเจริญของ Fusarium spp. โดยวัดจากจํ านวนโคโลนี นํ้ าหนักแหง และ 
ระดับ ergosterol (Czacyzk et al., 2002) B.  amyloliquefaciens B94 สามารถยับยั้ง
Rhizoctonia solani และเชื้อรากอโรคพืชชนิดอื่นโดยสรางสารตานเชื้อรา iturin A      
(Yu et al., 2002) B.  mojavensis (B.  subtilis subgroup) เปนปฏิปกษตอเชื้อรากอโรคพืช
Fusarium moniliforme  (Bacon and Hinton, 2001)

จากคุณสมบัตินี้ Bacillus หลายสปชีสสามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดซึ่งมี
ฤทธิ์ตอตาน จุลินทรียหลายชนิด และไดมีการนํ า Bacillus มาใชเปนตัวควบคุมชีวภาพ
ในดานตางๆ ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจที่จะศึกษาหาสายพันธุของ Bacillus ที่มีความ
สามารถสามารถตอตานเชื้อ B.  pseudomallei เพื่อใชเปนตัวควบคุมโดยสามารถทํ าลาย 
หรือลดจํ านวน B.  pseudomallei ในพื้นที่ที่มีการระบาดสูงซึ่งจะสงผลใหปริมาณผูติด
เชื้อโรคเมลิออยโดสิสนอยลง
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รูปที่1.3  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดบางชนิดที่ผลิตจาก Bacillus spp.
  (Zuber et al., 1993)
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1.3 วัตถุประสงค

1.3.1 ทํ าการแยกเชื้อ Bacillus spp. สายพันธุตางๆจากดิน
1.3.2 ศึกษาผลของ Bacillus spp. ตอการเจริญของเชื้อ B. pseudomallei
1.3.3 ศึกษาปจจัยที่มีผลตอ Bacillus spp. ในการสรางสารยับยั้ง
1.3.4 ศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้ง


	Bacillus spp.
	à»ç¹áº¤·ÕàÃÕÂÃÙ»á·è§ á¡ÃÁºÇ¡ ¢¹�
	ÊÒÃ»¯ÔªÕÇ¹Ðà»»ä·´ì \(Peptide antibiot
	»ÃÐ¡Íº´éÇÂ¡Ã´ÍÐÁÔâ¹·Ñé§ËÁ´ áµè¨
	¡Ã´ÍÐÁÔâ¹·Õè»ÃÐ¡Íºà»ç¹ÊÒÃ»¯ÔªÕ�
	ÁÕÅÑ¡É³Ðâ¤Ã§ÊÃéÒ§à»ç¹Ç§ \(cyclic\�
	·¹µèÍ»®Ô¡ÔÃÔÂÒäÎâ´ÃäÅ«ÔÊ \(hydrol�
	¡ÒÃÊÃéÒ§ÊÒÃ»¯ÔªÕÇ¹Ð¡Ñº¡ÒÃà¨ÃÔ­ 
	â¤Ã§ÊÃéÒ§·Ò§à¤ÁÕà»ç¹àÊé¹ \(linear�
	¡Åä¡¡ÒÃÍÍ¡Ä·¸Ôì
	ÂÑºÂÑé§¡ÒÃÊÃéÒ§¼¹Ñ§à«ÅÅì \(cell w�
	ÂÑºÂÑé§¡ÒÃÊÑ§à¤ÃÒÐËì¡Ã´¹ÔÇ¤ÅÕÍ�
	·ÓãËéà¡Ô´¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§â¤Ã§ÊÃé�
	áº¤·ÕàÃÕÂã¹¡ÅØèÁ Bacillus ¹Í¡¨Ò¡ÊÒ�
	¡ÒÃãªé Bacillus à»ç¹µÑÇ¤Çº¤ØÁªÕÇÀÒ�
	ÇÑµ¶Ø»ÃÐÊ§¤ì
	·Ó¡ÒÃáÂ¡àª×éÍ Bacillus spp. ÊÒÂ¾Ñ¹¸Ø�
	ÈÖ¡ÉÒ¼Å¢Í§ Bacillus spp. µèÍ¡ÒÃà¨ÃÔ­�
	ÈÖ¡ÉÒ»Ñ¨¨ÑÂ·ÕèÁÕ¼ÅµèÍ Bacillus spp. �
	ÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ¢Í§ÊÒÃÂÑºÂÑé§
	¡ÒÃ¤Ñ´àÅ×Í¡ Bacillus spp. ÊÒÂ¾Ñ¹¸Øì·�
	B.  pseudomallei â´ÂÇÔ¸Õ agar well diffusion 
	Kirby-Bauer ÁÒÅÑÂ ÇÃ¨ÔµÃ áÅÐ¾¹Ô´Ò ªÑ�
	àÅÕéÂ§ Bacillus spp. ã¹ÍÒËÒÃàËÅÇ LB \�
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ»Ñ¨¨ÑÂ·ÕèÁÕ¼ÅµèÍ¡ÒÃÊÃé�
	¡ÒÃàµÃÕÂÁ¡ÅéÒàª×éÍ Bacillus sp.
	àÅÕéÂ§àª×éÍ Bacillus sp. º¹ NA ºèÁ·Õè�
	ª¹Ô´¢Í§ÍÒËÒÃàÅÕéÂ§àª×éÍ·ÕèÁÕ¼Å�
	¹Ó¡ÅéÒàª×éÍ Bacillus sp. ·ÕèàµÃÕÂÁäÇ
	¼Å¢Í§ pH àÃÔèÁµé¹µèÍ¡ÒÃÊÃéÒ§ÊÒÃÂ�
	¹Ó¡ÅéÒàª×éÍ Bacillus sp. ·ÕèàµÃÕÂÁäÇ
	¼Å¢Í§ÍØ³ËÀÙÁÔµèÍ¡ÒÃÊÃéÒ§ÊÒÃÂÑº�
	¹Ó¡ÅéÒàª×éÍ Bacillus sp. ·ÕèàµÃÕÂÁäÇ
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ»ÃÔÁÒ³àª×éÍàÃÔèÁµé¹·Õè�
	¹Ó¡ÅéÒàª×éÍ Bacillus sp. ·ÕèàµÃÕÂÁäÇ
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒàÇÅÒ·ÕèàËÁÒÐÊÁã¹¡ÒÃÊÃé�
	¹Ó¡ÅéÒàª×éÍ Bacillus sp. ·ÕèàµÃÕÂÁäÇ
	¡ÒÃàµÃÕÂÁÊÒÃÂÑºÂÑé§
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ¢Í§ÊÒÃ»¯ÔªÕÇ¹�
	¼Å¢Í§¤ÇÒÁÃéÍ¹·ÕèÁÕµèÍÊÒÃÂÑºÂÑé�
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒÄ·¸Ôì¢Í§ÊÒÃÂÑºÂÑé§µèÍâ�
	´éÇÂ¡ÅéÍ§¨ØÅ·ÃÃÈ¹ìÍÔàÅç¡µÃÍ¹áº�
	Microscope, SEM)
	¡ÒÃáÂ¡ÊÒÃÊÒÃÂÑºÂÑé§ã¹¹éÓàÅÕéÂ§�
	¡ÒÃµ¡µÐ¡Í¹ÊÒÃÂÑºÂÑé§´éÇÂà¡Å×Íá�
	¹Ó Bacillus sp. ÁÒàÅÕéÂ§ã¹ÍÒËÒÃã¹ÊÀÒ
	¡ÒÃËÒ»ÃÔÁÒ³â»ÃµÕ¹â´ÂÇÔ¸ÕáºÃ´¿Í�
	¡ÒÃ·ÓÍÔàÅç¡â·Ã¿ÍÃÕ«ÔÊáººäÁèá»Å�
	(Nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis)
	
	¨Ò¡¹Ñé¹àµÃÕÂÁÊÒÃµÑÇÍÂèÒ§áÅÐâ»Ã�


	¡ÒÃáÂ¡ÊÒÃÂÑºÂÑé§â´Â¤ÍÅÑÁ¹ì Sephad�
	ÅéÒ§áÅÐ»ÃÑº¤ÍÅÑÁ¹ì Sephadex G-50 ¢¹Ò�
	¡ÒÃ·ÓÍÔàÅç¡â·Ã¿ÍÃÕ«ÔÊáººá»Å§ÊÀ�
	(SDS-PAGE)
	
	·Ó¡ÒÃàµÃÕÂÁÊÒÃµÑÇÍÂèÒ§áÅÐâ»ÃµÕ�


	¡ÒÃºè§ªÕé PSU82Ba ·Ò§ªÕÇà¤ÁÕ
	¼Å¡ÒÃ·´ÊÍº Bacillus spp. ÊÒÂ¾Ñ¹¸Øì·Õ�
	B.  pseudomallei
	¼Å¢Í§»Ñ¨¨ÑÂµèÒ§æµèÍ¡ÒÃÊÃéÒ§ÊÒÃ�
	ª¹Ô´¢Í§ÍÒËÒÃàÅÕéÂ§àª×éÍ·ÕèÁÕ¼Å�
	¼Å¢Í§ pH àÃÔèÁµé¹µèÍ¡ÒÃÊÃéÒ§ÊÒÃÂ�
	¼Å¢Í§ÍØ³ËÀÙÁÔµèÍ¡ÒÃÊÃéÒ§ÊÒÃÂÑº�
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ»ÃÔÁÒ³àª×éÍàÃÔèÁµé¹·Õè�
	¡ÒÃÈÖ¡ÉÒàÇÅÒ·ÕèàËÁÒÐÊÁã¹¡ÒÃÊÃé�
	¼Å¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ¢Í§ÊÒÃÂÑºÂÑ�
	¼Å¤ÇÒÁäÇ¢Í§ÊÒÃÂÑºÂÑé§µèÍ¤ÇÒÁÃé�
	µÒÃÒ§·Õè 3.5  ¼Å¢Í§¤ÇÒÁÃéÍ¹·ÕèÁÕµ
	pseudomallei
	µÒÃÒ§·Õè 3.6  ¤ÇÒÁÊÒÁÒÃ¶¢Í§ÊÒÃÂÑº
	¼Å¡ÒÃÈÖ¡ÉÒÄ·¸Ôì¢Í§ÊÒÃÂÑºÂÑé§µè�
	¡ÅéÍ§¨ØÅ·ÃÃÈ¹ìÍÔàÅç¡µÃÍ¹áººÊèÍ�
	¡ÒÃáÂ¡ÊÒÃÂÑºÂÑé§ã¹¹éÓàÅÕéÂ§àª×�
	¨Ò¡¡ÒÃ¹Ó¹éÓàÅÕéÂ§àª×éÍ»ÃÔÁÒµÃ 5�
	¼Å¡ÒÃºè§ªÕé PSU82Ba ·Ò§ªÕÇà¤ÁÕ
	SEM
	ËÅÑ§¼èÒ¹ Sephadex G-50
	-peak S1, pool tube 19-25
	-peak S1, tube 19
	-peak S2, tube 39

	ÃÙ»·Õè 3.17  ¡ÒÃáÂ¡ÊÒÃÂÑºÂÑé§·Õè¼�
	¤ÍÅÑÁ¹ì Sephadex G-50
	10-20% à¨Å ÂéÍÁ´éÇÂÊÕ¤ÙÁÒ«ÕºÅÙ
	
	A-B ªÔé¹ÇØé¹¨Ò¡ pool peak S1


	¤Ø³ÊÁºÑµÔ¢Í§ÊÒÃÂÑºÂÑé§
	¡ÒÃáÂ¡ÊÒÃÂÑºÂÑé§ã¹¹éÓàÅÕéÂ§àª×�
	ÍÒËÒÃÊÓËÃÑº¡ÒÃà¾ÒÐàÅÕéÂ§¨ØÅÔ¹·�
	ÀÒ¤¼¹Ç¡ ¢.
	¡ÒÃàµÃÕÂÁÊÒÃà¤ÁÕ

	ªÑè§ ammonium persulfate 0.05 ¡ÃÑÁ ÅÐÅÒÂ�



