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บทที่ 1

บทนํ า

1.1 บทนํ าตนเรื่อง
Burkholderia pseudomallei เปนแบคทีเรียแกรมลบรูปแทง เคลื่อนที่ได เปน

สาเหตุของโรคเมลิออยโดสิส พบเชื้อไดทุกภาคของประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งพบ
มากที่สุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีรายงานผูปวยปละประมาณ 2,000-3,000 คน 
(Leelarasamee, 2000) แหลงธรรมชาติที่พบมากที่สุดคือดิน และปนเปอนไปยังนํ้ า จาก
การสํ  ารวจดินทั่วประเทศไทยพบว า  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตรวจพบเชื้อ                   
B. pseudomallei สูงที่สุด คือ พบเชื้อถึง 50% ของบริเวณที่เก็บตัวอยางดิน รองลงมาคือ
ภาคกลาง ภาคใต และภาคเหนือ (Smith et al., 1995a; Vuddhakul et al., 1999) เชื้อนี้
แบงออกเปน 2 กลุม (biotypes) ตามความสามารถในการใชนํ้ าตาล L-arabinose คือ กลุม
ที่ไมใชนํ้ าตาล (ara_ B.  pseudomallei ) และกลุมที่ใชนํ้ าตาล (ara+ B.  pseudomallei ) เชื้อ 
ara+B.  pseudomallei  สวนใหญจะพบในดิน สวนเชื้อ ara_ B.  pseudomallei  สวนใหญ
จะพบในผูปวยโรคเมลิออยโดสิส เชื้อทั้ง 2 กลุมนี้มีความแตกตางกันทั้งความสามารถใน
การกอใหเกิดโรคและความแตกตางของจีนส ผูปวยโรคเมลิออยโดสิสสวนใหญเปนชาว
ไร ชาวนาซึ่งมีโอกาสสัมผัสกับเชื้อไดสูง การติดเชื้อเกิดไดกับคนทุกวัย และผูติดเชื้อมี
ทั้งที่มีสุขภาพแข็งแรงและผูที่มีโรคเดิมแทรกอยู โรคนี้เปนไดกับทุกอวัยวะที่ติดเชื้อ
(สถิตย ศิริสิงห และคณะ, 2538) ผูปวยมีอาการติดเชื้อแบบเฉียบพลันและเชื้อเขาสู
กระแสโลหิตจะมีอัตราการตายสูง ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบอัตราตายในพวกนี้สูง
ถึง 60-80% และสูงกวาการติดเชื้ออ่ืนอยางมีนัยสํ าคัญ (Chaowagul et al., 1989) ผูปวย
สวนใหญจะเสียชีวิตภายใน 1-3 วัน นอกจากนี้ยังพบวาผูปวยบางรายเมื่อไดรับการรักษา
จนอาการดีข้ึน และติดตามไปอีกระยะหนึ่ง จะพบวามีการกลับเปนซํ้ าของโรคไดถึง 
23% โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูติดเชื้อที่อวัยวะหลายๆแหง หรือมีการติดเชื้อในกระแส
โลหิต (Chaowagul et al., 1993) จากการประชุมเชิงปฏิบัติการระดับชาติเกี่ยวกับโรคเมลิ
ออยโดสิส ในป ค.ศ. 1985 มีรายงานวาประเทศไทยเปนประเทศที่พบโรคนี้สูงที่สุดใน
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โลก (Proceeding of National Workshop on Melioidosis, 1985) ดังนั้นโรค                   
เมลิออยโดสิสจึงเปนปญหาสํ าคัญควรไดรับการแกไขอยางเรงดวน อยางไรก็ตามงาน
วิจัยสวนใหญเปนไปในดานการวินิจฉัยโรคอยางรวดเร็ว การหาความแตกตางของตัว
เชื้อและหาการรักษาอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งลวนเปนการแกปญหาที่ปลายเหตุ ดังนั้น
ควรจะมีแนวทางแกปญหาที่ตนเหตุ ดวยวิธีลดจํ านวน B. pseudomallei ในดิน ซึ่งอาจทํ า
ไดโดยการปลอยใหแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งเขาไปเจริญเติบโตครอบครองพื้นที่ และ
ทํ าลายเชื้อ B. pseudomallei ในขณะเดียวกันเชื้อแบคทีเรียชนิดนั้นจะตองไมเปนอันตราย
ตอมนุษย และสงผลกระทบตอระบบนิเวศนในบริเวณนั้น

Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปแทง เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลา       
(ยกเวน  Bacillus anthracis และ Bacillus mycoides) สามารถสรางสปอรที่ทนความรอน
ไดดี เปน saprophyte พบอยูทั่วไปในธรรมชาติ ดิน นํ้ า ทนตอสภาวะแวดลอม เชื้อใน    
จีนัสนี้สวนใหญไมเปนอันตรายตอคนหรือสัตวยกเวน Bacillus anthracis ที่เปนสาเหตุ
ของโรค anthrax Bacillus cereus และ Bacillus subtilis ทํ าใหเกิดโรค 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) นอกจากนี้ยังสามารถสรางสารปฏิชีวนะ (Bennett and Bentley, 1989; 
Priest, 1989; Zuker et al., 1993) ซึ่งมีฤทธิ์ตอตานจุลินทรียและสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน 
แบคทีเรีย เชื้อรา ปรสิต และแมลง (Aliniazee, 1998; Kugler et al., 1990; Lebbadi et al., 
1995; Munimbazi and Bullerman, 1997; Walker et al., 1998) Bacillus บางสายพันธุ
สามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทด (peptide antibiotics) การสรางสารเหลานี้ของ
Bacillus อาจมีความสํ าคัญมากตอการอยูรอดของเชื้อในระบบนิเวศน เนื่องจากสารเหลา
นี้ถูกสรางขึ้นในสภาวะตางๆ เชน สภาวะที่ขาดแคลนอาหาร (nutritional stress) โดยจะ
ถูกสรางขึ้นจากแบคทีเรียที่อยูในระยะ stationary phase ทํ าใหเกิดการแขงขันเพื่อความ
อยูรอดในสภาวะที่มีอาหารจํ ากัด (Katz and Demain, 1977) มีรายงานวา Bacillus 
licheniformis สรางสาร bacitracin เปนสารประกอบ cyclic hexapeptide และ thiazoline 
ring มีฤทธิ์ตอตานแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยไปขัดขวางการสรางผนังเซลล
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ของแบคทีเรีย Bacillus brevis สราง linear gramicidin และ gramicidin S ซึ่งมีโครงสราง
เปน linear และ cyclic pentapeptide ผลของ linear gramicidin ท ําใหเกิดรูที่ชั้นไขมัน
ของเซลลแบคทีเรีย gramicidin S ออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียและเปน surfactant (Kanda et 
al., 1981) Bacillus subtilis หลายสายพันธุสามารถสราง lipopeptides ซึ่งเปนสาร
ประกอบของ กรดอะมิโนจับกับสายของ fatty acid เชน iturin เปน antifungal agent 
(Vater, 1989) และ surfactin เปน biosurfactant ทีรุ่นแรงสามารถยับยั้งเชื้อราและขัด
ขวางการทํ างานของ cyclic-AMP-dependent phosphodiesterase Bacillus บางสายพันธุ
สามารถสราง dipeptides และ tripeptides เชน bacilysin มีฤทธิ์ตอ S.  aureus และ         
C.  albicans (Hilton et al., 1988; Rojer et al., 1965) โดยขัดขวางการทํ างานของ
glucosamine-6-phosphate synthetase ของแบคทีเรียและยีสตทํ าใหไมสามารถสังเคราะห
ผนังเซลลได นอกจากนี้ยังพบวา Bacillus สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ตอตานและทํ าลาย 
larvae ของยุงและแมลงหลายชนิด (Aronson et al., 1991; Aronson, 1993; Baumann et 
al., 1991) เชน Bacillus thuringiensis สามารถสราง delta-endotoxin ซึง่อยูในรูปผลึก 
เมื่อ larvae ของยุงกินเชื้อเขาไป จะทํ าใหเปนอัมพาตและตาย จะเห็นไดวา Bacillus 
สามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดซึ่งมีฤทธิ์เปนปฏิปกษตอจุลินทรียและสิ่งมีชีวิตหลาย
ชนิด จึงนาสนใจที่จะหา Bacillus สายพันธุที่เปนปฏิปกษตอ B. pseudomallei เพื่อควบ
คุมปริมาณ B.  pseudomallei ในสิ่งแวดลอม เนื่องจาก Bacillus เปนเชื้อที่พบอยูทั่วไปใน
ธรรมชาติ โดยกอผลกระทบนอยมากตอคน สัตว และพืช สามารถเขาทํ าลายไดโดยตรง 
และสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด ในขณะเดียวกันก็สามารถแยงธาตุอาหารไดดีกวา  
จุลินทรียอ่ืนๆในสภาพแวดลอมที่ขาดแคลน และมีความสามารถในการปรับตัว ทนทาน
ตอสภาพแวดลอมที่แปรเปลี่ยนและวิกฤต โดยการสรางสปอรและทนตอสภาพอากาศ
รอนชื้นไดดี
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1.2 การตรวจเอกสาร
1.1.1 Burkholderia pseudomallei

B.  pseudomallei เดิมชื่อ Pseudomonas pseudomallei เปนแบคทีเรียแกรมลบ
รูปแทงเคลื่อนที่ได ยอมติดสีเขมที่หัวและทาย (bipolar staining) ทํ าใหมองดูคลายเข็ม
กลดัซอนปลาย (safety pin) ขนาด 0.4-0.6x2-5 ไมโครเมตร จัดอยูในจีนัส Burkholderia
(Yabuuchi and Arakawa, 1993) ดวยการใชวิธีการทางชีวเคมีรวมกับอณูชีววิทยา เชื้อ
เปน obligate aerobe สามารถเจริญไดในอาหารธรรมดา ในสภาวะที่มีออกซิเจนไดแก 
Blood agar, MacConkey agar และ Eosin Methylene Blue (EMB) agar เปนตน เมื่อเลี้ยง
บน Blood agar จะมี alpha hemolysis รอบๆโคโลนี มีกลิ่นคลายดินหลังฝนตก (musty 
odor) ใน 24 ชั่วโมงแรกโคโลนีมีขนาดเล็ก แต 2-3 วันตอมา โคโลนีจะมีขนาดใหญข้ึน
และเหี่ยวยนมีลักษณะคลายดอกเดซี่ (daisy-head appearance) ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของ
เชื้อนี้ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมีหลายแบบ โคโลนีขรุขระ เรียบ หรือเยิ้ม และ
จากสีครีมเปลี่ยนเปนสีสม และในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนสามารถเจริญในอาหารที่มี
สวนผสมของ nitrate  B.  pseudomallei มีการดํ ารงชีวิตแบบอิสระเปนสาเหตุของโรค   
เมลิออยโดสิส พบเชื้อนี้ไดในสภาวะแวดลอมทั่วทุกภาคของประเทศไทยและประเทศ
อ่ืนๆที่ตั้งอยูระหวางเสนรุงขนาน 20 องศาเหนือและใตเสนศูนยสูตร แหลงธรรมชาติที่
พบมากที่สุดคือในดินและนํ้ านิ่ง (เชน ในนาขาว) เปนเชื้อที่มีความคงทนตอสภาวะแวด
ลอมที่โดยปกติจะไมใหแบคทีเรียที่ไมสรางสปอรอ่ืนๆมีชีวิตอยูได เชื้อสามารถทน
อุณหภูมิตํ่ าในตูเย็นเปนเวลานานหลายเดือน (Yabuuchi et al., 1993) และเชื้อสามารถ
ปรับตัวเองใหเขากับสภาวะแวดลอมที่ตางๆกันไดเปนอยางดี โดยเชื้อสามารถเจริญใน
สภาวะแวดลอมที่มีระดับออกซิเจนที่ตางๆกัน สามารถเปลี่ยนจาก aerobic ไปเปน
anaerobic ได ทํ าใหเชื้อมีชีวิตอยูไดในดินลึกๆ หรือในบาดแผลไดเปนเวลานาน (สถิตย 
ศิริสิงห และคณะ, 2538) สามารถเจริญในนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่มีความเปนกรดไดถึง pH 4.5 
(Dejsirilert et al., 1991) และที่อุณหภูมิ 15-42 องศาเซลเซียส จึงพบเชื้อมีชีวิตอยูในดิน
และนํ้ าในภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีทั้งความเปนกรด ความเขมขนของเกลือสูง มี
ความชื้นตํ่ าและมีอุณหภูมิสูง ในประเทศไทยพบเชื้อนี้ในดินและนํ้ าทั่วประเทศ โดย
เฉพาะตัวอยางผิวดินในสวนพบเชื้อได 60% ดินทุงนาพบ 78% ดินจากภาคตะวันออก
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เฉียงเหนือพบเชื้อ 68% ของดินตัวอยางที่เก็บ 167 แหง นอกจากนั้น ยังพบวาอัตราการ
แยกเชื้อในผิวดินนาขาวอยูในระดับตํ่ า แตจะสูงขึ้นในดินที่ลึกลงไปถึง 90 เซนติเมตร ใน
หนาแลงพบเชื้อไดบอยกวาในหนาฝน (Wuthiekanun et al., 1995) เชื้อมีความทนทาน
ตอสภาพแวดลอมไดดีมาก เปนไปไดวาเชื้อสามารถหลบซอนอยูในดินตลอดทั้งป และ
ในชวงที่ฝนตกชุก นํ้ าใตดินจะนํ าเอาเชื้อมาอยูที่ผิวดิน ชาวนาชาวสวนสัมผัสกับดินและ
นํ้ าในฤดูฝนจึงมีความเสี่ยงในการรับเชื้อมาก และมีอุบัติการของการติดเชื้อและเกิดโรค
สูงในฤดูฝน (Suputtamongkol et al., 1994a)

1.1.2 โรคเมลิออยโดสิส
  โรคเมลิออยโดสิสมีรายงานครั้งแรกเมื่อป ค.ศ.1912 โดย Whitmore และ

Krishnawamee ในประเทศพมา และในป ค.ศ. 1915 มีรายงานผูปวยซึ่งเปนคนไทยครั้ง
แรกและหลังจากนั้นไมคอยมีผู สนใจโรคนี้มากเทาที่ควร (Leelarasamee and 
Bovornkitti, 1989) จนกระทั่งในชวงสงครามเวียดนามในป ค.ศ. 1960 มีรายงานจากคน
ไขที่เปนทหารที่กลับจากสงครามเวียดนาม (Weber, et al., 1969; Sanford, 1977) และมี
ทหารอเมริกันที่เขามาประจํ าการไดตายและลมปวยดวยโรคนี้เปนจํ านวนมาก พบวาผู
ปวย 30% เปนนักขับเครื่องบินและมีอาการทางปอด จึงสันนิษฐานวาหายใจเอาฝุนที่ฟุง
กระจายในสนามรบ เรียกโรคนี้วา Vietnam tuberculosis ยังพบวามีทหารบางรายที่ลม
ปวยดวยโรคนี้หลังจากกลับไปประเทศอเมริกานานหลายป จึงเรียกโรคนี้วา Time-bomb 
disease (Punyagupta et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีรายงานผูปวยเพิ่มขึ้นจากนักทองเที่ยวที่
เดินทางบริเวณแถวเสนศูนยสูตร การแสดงออกของผูที่ไดรับเชื้ออาจไมมีอาการทาง
คลินิกที่เดนชัดโดยเฉพาะ และในบางคนอาจมีอาการคลายกับโรคติดเชื้อชนิดอื่นไดอีก
หลายโรค โรคนี้จึงเปน The Great Immitator ซึ่งผูปวยสวนใหญจะมีประวัติเขามาในเขต
ที่มีการระบาดสัมผัสกับเชื้อและมีอาการในภายหลัง

1.1.2.1 กลไกการเกิดโรค โรคเมลิออยโดสิสมีกลไกการติดเชื้อ 2 วิธีหลัก
ก. การเกิดโรคเมลิออยโดสิสเปนผลจากการติดเชื้อจากสิ่งแวดลอม

อยางเฉียบพลันเหมือนกับการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆ โดยผูปวยจํ านวนหนึ่งเกิด
โรคเมลิออยโดสิสหลังการสัมผัสเชื้อโดยตรง พบมากในฤดูฝนเนื่องจากเปนชวงทํ านา 
ชาวนาเกิดบาดแผลไดระหวางการทํ างานและตองสัมผัสเชื้อที่อยูในดิน นอกจากนี้ยังเกิด
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ไดจากอุบัติเหตุจมนํ้ า และสํ าลักนํ้ าที่มีเชื้อปนเปอนเขาไปในปอด (สถิตย ศิริสิงห และ
คณะ, 2538)

ข. การเกิดโรคเมลิออยโดสิสเปนผลจากการเพิ่มจํ านวนของเชื้อที่
แอบแฝงอยูในรางกายภายหลังการติดเชื้อครั้งแรก โดยเชื่อวาการติดเชื้อสวนใหญเปน
การติดเชื้อชนิดไมมีอาการและผูที่อยูในเขตระบาดสวนใหญเคยไดรับเชื้อแลว หลังจาก
นั้นเชื้อสามารถซอนตัวอยูในรางกายไดเปนเวลานาน เมื่อเกิดความบกพรองของระบบ
ภูมิคุมกันหรือมีสาเหตุอ่ืนที่ยังไมทราบแนชัด จะทํ าใหเชื้อที่หลบซอนตัวสามารถแบงตัว
เพิ่มจํ านวนขึ้นไดจนทํ าใหเกิดโรค เชื้อสามารถซอนตัวเปนเวลานานหลายสิบปโดยไม
กอใหเกิดโรคเชนในกรณีทหารอเมริกันที่รบในสงครามเวียดนามอาจเกิดโรคเมลิออยโด
สิสไดหลังจากกลับประเทศสหรัฐอเมริกาแลวเปนเวลานาน ผูปวยโรคเมลิออยโดสิส
สวนใหญจะมีโรคเดิมอยูแลว เชน เบาหวาน ไตวายเรื้อรัง ตับแข็ง มะเร็งของระบบ
โลหิต และพบผูปวยโรคเมลิออยโดสิสกลับเปนซํ้ าไดเปนจํ านวนมากภายหลังจากที่
รักษาหายแลวในครั้งแรก โดยเชื้อที่แยกไดเปนเชื้อที่มี ribotype เดียวกับการติดเชื้อครั้ง
แรก แสดงวาเชื้อซอนอยูในรางกายได

โรคเมลิออยโดสิสเกิดไดกับคนทุกอายุตั้งแตทารกเกิดจนถึงอายุ
มากกวา 80 ป โดยมีอายุเฉลี่ย 42.7 ป ชวงอายุ 40-60 ปพบมากที่สุดถึง 42% สํ าหรับเด็ก
พบเพียง 18% และชวงอายุที่พบบอยคือ 5-9 ป พบโรคไดทั้ง 2 เพศโดยมีอัตราสวนชาย
ตอหญิงเปน 1.4-1 พบผูปวยตลอดปแตจะพบมากที่สุดในฤดูฝนตั้งแตเดือนมิถุนายนถึง
พฤศจิกายนถึง  75% จํ  านวนผู ป วยจะสัมพันธ กับปริมาณนํ้  าฝนในป นั้นๆ  
(Suputtamongkol et al., 1994a) 64% ของผูที่ติดเชื้อเปนผูมีโรคเดิมหรือภาวะที่เอื้อตอ
การติดเชื้อ เชน โรคเบาหวาน โรคไตวาย นิ่วในไต โรคเลือดโดยเฉพาะธาลัสซีเมีย 
มะเร็งเม็ดเลือด SLE ตับแข็ง ภาวะภูมิคุมกันบกพรองจากยา เชน สเตียรอยดหรือสารเคมี
บํ าบัด การมีโรคเดิมจะมีความเสี่ยงตอการเปนโรคเมลิออยโดสิสสูงกวาคนปกติถึง 10 
เทา โดยเฉพาะโรคเบาหวานเปนโรคที่พบบอยที่สุดถึง 34% ของผูปวยทั้งหมด 
(Suputtamongkol et al., 1994a)
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1.1.2.2 ระบาดวิทยาของโรคเมลิออยโดสิส
B.  pseudomallei ทํ าใหเกิดโรคในคนและสัตว เชน ปลาโลมา แกะ 

หมูและแพะ (Vendors et al., 1988; Dance 1991; Currie et al., 1994) โรคเมลิออยโดสิส
พบใน มาเลเซีย ไทย เวียดนาม กัมพูชา พมา อินโดนีเซีย จีนตอนใต อินเดีย แอฟริกา 
(Dance, 1991) ออสเตรเลียตอนเหนือ  และอเมริกาตอนกลางและตอนใต ในเขตอบอุนมี
รายงานของโรคเปนครั้งคราว มีรายงานในกลางป ค.ศ. 1970 เกิดการระบาดของโรคเมลิ
ออยโดสิสที่สวนสัตวปารีสทํ าใหสัตวตายเปนจํ านวนมากและมีคนตาย 2 คน (Mollaret, 
1988) ในประเทศสิงคโปร (Heng et al., 1998) รายงานมีผูปวยจํ านวน 372 รายเสียชีวิต 
147 ราย ผูปวยสวนใหญเปนชายอายุ 45 ปหรือมากกวา การเกิดโรคไมสมพันธกับฤดูฝน 
ผูปวย% 77 มีโรคประจํ าตัวที่พบบอยที่สุดคือโรคเบาหวาน เชื้อที่แยกไดไวตอยา
imipenem, ceftazidime, amoxycillin-clavulanic acid และ tetracycline จากการสํ ารวจ
ดินทางตอนใตของประเทศจีนจํ านวน 1,366 ตัวอยาง พบเชื้อ B.  pseudomallei  4.3% 
(Yang et al., 1995) ในประเทศอินเดียตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ B.  pseudomallei โดย
วิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) และ indirect hemagglutination test 
(IHA) พบวาประชากรสวนหนึ่งที่อาศัยอยูในบริเวณที่มีการทํ านามีแอนติบอดีตอเชื้อ   
B.  pseudomallei แตตรวจไมพบเชื้อในดินที่ความลึก 30 เซนติเมตร (Kang et al., 1996)
ในประเทศออสเตรเลียมีการสํ ารวจเชื้อ B.  pseudomallei จากดินที่ระดับความลึกตางๆ
โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะและบงชี้เชื้อโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดย
ใช 16s rRNA primers (Brook et al., 1997) พบวาการใช PCR มีความไวและความ
จํ าเพาะมาก และสามารถตรวจสอบเชื้อไดในปริมาณนอยเพียง 10 cfu. /ดิน 1 กรัม ใน
ประเทศไทยมีความชัดเจนมากวาโรคนี้มีความชุกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากกวา
ในภาคอื่นๆ จากการสํ ารวจผลการเพาะเชื้อ B.  pseudomallei จากสิ่งสงตรวจจากโรง
พยาบาล 141 แหงทั่วประเทศไทย เมื่อป พ.ศ. 2537  และ 2538 (Leelarasamee et al., 
1996) พบเชื้อในอัตรา 4.03 ตอ 1,000 จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ในขณะที่ภาคกลาง 
ภาคเหนือ และภาคใตพบเพียง 0.45, 0.79 และ 0.81 ตอ 1,000 ตามลํ าดับ จังหวัดที่พบ
เชือ้มากที่สุด คือ อุบลราชธานี นครราชสีมา บุรีรัมย ขอนแกน และ อุดรธานี และจาก
การสํ ารวจความชุกของโรคนี้เมื่อป พ.ศ. 2540 ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบผูปวย
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ประมาณ 138 รายตอผูปวยที่รับไวรักษาในโรงพยาบาล 100,000 ราย ในขณะที่ความชุก
ของโรคนี้ในภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคใตของประเทศไทยมีผูปวยประมาณ 13-18 
รายตอผูปวยที่รับไวรักษาในโรงพยาบาล 100,000 ราย ซึ่งความชุกของโรคที่พบใน 3 
ภาคของประเทศไทยนี้ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ ในขณะที่ความชุกของโรค
เมลิออยโดสิส ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ มากกวาภาค
อ่ืนของประเทศไทยประมาณ 8-10 เทา (Vuddahakul et al., 1999) ภาคตะวันออกเฉียง
เหนือจึงเปนภาคที่พบโรคนี้มากที่สุด รองลงมาคือภาคใตและภาคเหนือ โรงพยาบาล
สรรพสิทธิประสงค อุบลราชธานีพบผูปวยโรคนี้ปละ 150-170 คน มีรายงานผูปวย
septicemia จากโรคเมลิออยโดสิสที่ติดเชื้อจากชุมชนถึง 20% และภาวะนี้มีความรุนแรง
โดยมีอัตราตายสูงถึง 60-80% (Chaowagul et al., 1989) การติดเชื้อเกิดขึ้นตั้งแตวัยเด็ก 
คนที่เขามาอยูในถิ่นระบาดเปนเวลาไมนานเชน 6 เดือนถึง 1 ป มีความเสี่ยงที่จะไดรับ
เชื้อเขาไปในรางกายแตไมมีอาการทางคลินิก นอกจากมีผลบวกของการทดสอบ
แอนติบอดีตอเชื้อ จํ านวนของผูที่มีแอนติบอดีจะคอยๆสูงตามอายุ ระดับของแอนติบอดี
จะสูงขึ้นเรื่อยๆ ตั้งแตอายุ 6 เดือนเปนตนไป (McCorrmic et al., 1975) ยังไมสามารถ
ตรวจหรือแยกเชื้อจากคนหรือสัตวปกติในถิ่นระบาด เชน จากคอหอยหรือทวารหนักได
ปจจัยสํ าคัญที่ทํ าใหพบโรคนี้ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากกวาภาคอื่นของประเทศ
ไทยไดแก ความชุกของการตรวจพบเชื้อ B.  pseudomallei จากดินที่เก็บจากภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สูงกวาดินที่เก็บจากภาคอื่น (Vuddahakul et al., 1999; 
Wuthieknan et al., 1995) ปริมาณของเชื้อ B.  pseudomallei ในดินที่เก็บจากภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มีมากกวาดินที่เก็บจากภาคอื่นประมาณ 20 เทา (Smith
et al., 1995a) และเชื้อ B.  pseudomallei สวนใหญที่แยกไดจากดินที่เก็บจากภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สวนใหญเปนเชื้อประเภท ara- B.  pseudomallei ซึ่งเปน
เชื้อที่มี virulence สูงและเปนเชื้อที่กอใหเกิดโรคในคน ในขณะที่เชื้อสวนใหญที่แยกได
จากดินที่ เก็บไดจากดินจากภาคอื่นๆ ของประเทศไทยเป นเชื้อประเภท ara+ B .  
pseudomallei ซึ่งเปนเชื้อที่มี virulence ตํ่ าและมักจะไมกอใหเกิดโรคในคน (Smith et 
al., 1997; Trakulsomboon et al., 1999; Wuthiekanun et al., 1996) จากการศึกษาปจจัย
ตางๆ เชน อุณหภูมิ pH ปริมาณนํ้ าในดิน และแสงอัลตราไวโอเลท ที่อาจจะมีผลตอการ
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ดํ ารงชีวิตของเชื้อ B.  pseudomallei ในสิ่งแวดลอมที่ประเทศจีน (Tong et al.,1996) พบ
วาอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 25-32 องศาเซลเซียส pH ที่เหมาะสมคือ  5-8 ปริมาณนํ้ าในดิน
มากกวา 40% ทํ าใหเชื้อมีชีวิตอยูไดนานถึง 726 วัน สวนปริมาณนํ้ าในดิน 10% ทํ าให
เชื้อมีชีวิตอยูไดประมาณ 70 วัน เชื้อจะถูกทํ าลายไดดวยแสงอัลตราไวโอเลท ที่ 465 
muW/cm2 นาน 7.75 นาที ในขณะที่เชื้ออ่ืนในดินถูกทํ าลายที่ 1,860  muW/cm2 นาน 31 
นาที แสดงวาอุณหภูมิ pH ปริมาณนํ้ าในดิน และแสงอัลตราไวโอเลท ในปริมาณที่
เหมาะสมเปนปจจัยสํ าคัญตอการมีชีวิตอยูของเชื้อ B.  pseudomallei ในสิ่งแวดลอมโดย
เฉพาะอยางยิ่งในดิน ประเทศไทยเปนประเทศที่พบโรคนี้สูงที่สุดในโลก (Proceeding of 
National Workshop on Melioidosis, 1985) ดังนั้นโรคเมลิออยโดสิสเปนปญหาสํ าคัญ
ของประเทศซึ่งจํ าเปนจะตองหาทางแกไข

1.1.1.3 ลักษณะทางคลินิกของโรคเมลิออยโดสิส (วิภาดา เชาวกุล และ
        ผกากรอง ลุมพิกานนท, 2540,

โรคเมลิออยโดสิสเกิดไดกับทุกระบบอวัยวะ เชนทางเดินหายใจ         
ผิวหนัง เนื้อเยื่อใตผิวหนัง กระดูกและขอ ตับ มาม ทางเดินปสสาวะ ระบบสืบพันธุ นํ้ า
เหลือง หัวใจ หลอดเลือดและระบบประสาท (Dance et al., 1989a) ระยะฟกตัวของโรค
ในคนสวนใหญประมาณ 2-3 วัน แตบางรายงานพบระยะฟกตัวต้ังแต 6-26 ปหลังจาก
สัมผัสกับเชื้อ (Arakawa, 1990) อาการแสดงออกทางคลินิก (clinical manifestation) ของ
โรคมีไดมากมายหลายแบบขึ้นกับอวัยวะที่เกิดโรค ตั้งแตการติดเชื้อโดยไมมีอาการ หรือ
ติดเชื้อเฉพาะที่ในอวัยวะหนึ่งที่อาจเปนเรื้อรังไปจนถึงรุนแรง มีการติดเชื้อเฉียบพลันใน
กระแสเลือดและเสียชีวิตในเวลาเพียง 1-3 วันในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวาโรคนี้
เปนสาเหตุการตายที่สํ าคัญที่สุดของการติดเชื้อในกระแสเลือด (Chaowagul et al., 1989)
การจัดจํ าแนกลักษณะทางคลินิก (clinical features) ของโรคมีหลายแบบ ตัวอยางเชน 
สมาคมโรคติดเชื้อแหงประเทศไทย ไดจัดจํ าแนกลักษณะทางคลินิกของโรค โดยอาศัย
การแสดงออกทางคลินิกเปน 5 แบบ คือ subclinical, transient bacterimic, localized, non 
disseminated และ disseminated septicemic melioidosis (Leelarasamee and Bovornkitti, 
1989) แตโดยทั่วไปสามารถจัดกลุมทางคลินิกของโรคเมลิออยโดสิสไดดังนี้ (วิภาดา 
เชาวกุล และผกากรอง ลุมพิกานนท, 2540) (ตารางที่ 1.1)
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ก. Disseminated septicemic melioidosis ผูปวยจะมีไขสูงเฉียบพลัน 
มีการติดเชื้อในอวัยวะตางๆ หลายแหงโดยมักมีอาการทางปอดบอยที่สุด อาจมีหนองฝที่
อวัยวะตางๆ เชน ตับ มาม ผิวหนังหรืออวัยวะอื่น อาการจะรุนแรงขึ้นภายใน 24-48 ชั่ว
โมง มีการติดเชื้อในกระแสเลือดและช็อกรวมดวยบอย% 89 ผูปวยอาจเสียชีวิตภายใน 2-
3 วันที่รับไวในโรงพยาบาลอัตราตายสูง% 87 สามารถแยกเชื้อไดจากเลือด และอาจแยก
ไดจากหนองฝที่อวัยวะอื่นดวย

ข. Non-disseminated septicemia ผูปวยจะมีอาการคอยเปนคอยไป 
โดยมีไข มีหนองฝที่อวัยวะตางๆ เพียง 1-2 แหง มีการติดเชื้อในกระแสเลือด มีช็อกได
บาง% 5 อัตราตายตํ่ า% 17 แตถาไมไดรับการรักษาที่ถูกตอง บางครั้งอาการอาจเลวลง
และเชื้อจะลุกลามไปยังอวัยวะอื่นกลายเปนรูปแบบ disseminated ได

ค. Localized melioidosis ผูปวยมีการติดเชื้ออยูที่อวัยวะเพียง 1-2 
แหง อาการคอยๆเปน โดยอาจมีอาการมานานเปนเดือนหรือปอาการมักไมหนัก แยกเชื้อ
จากเลือดไมได ในผูปวยผูใหญจะพบการติดเชื้อเฉพาะที่ปอดบอยที่สุด มักไมมีช็อก
อัตราตายตํ่ ามาก

ง. Transient bacteremia ผูปวยที่แยกเชื้อ B.  pseudomallei ไดจาก
เลือด โดยไมมีอาการแสดงของโรคเมลิออยโดสิส และเชื้อในเลือดหายไปเองโดยไมได
รับยาปฏิชีวนะที่ถูกตอง มีรายงานผูปวยกลุมนี้เพียง 5 ราย

จ. Probable melioidosis ผูปวยมีลักษณะทางคลินิกเหมือนโรคเมลิ
ออยโดสิส เชน มีฝหนองที่อวัยวะตางๆ การตรวจทางหองปฏิบัติการไมสามารถใหการ
วินิจฉัยได ไมสามารถแยกเชื้อ B.  pseudomallei หรือเชื้ออ่ืนได แตการตรวจทาง 
ภูมิคุมกันวิทยา พบวามีแอนติบอดี IHA ตอ B.  pseudomallei สูง ถาใหการรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะที่ไดผลตอเชื้อนี้แลวผูปวยจะตอบสนองตอการรักษา

ฉ. Subclinical melioidosis บุคคลที่ไมมีอาการของโรคแตตรวจพบ
ทางภูมิคุมกันวิทยาพบวาใหผลบวกตอเชื้อ B.  pseudomallei
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ตารางที่ 1.1  การจัดกลุมทางคลินิกของโรคเมลิออยโดสิส
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 * - - - - -
*พบแอนติบอดีตอเชื้อ B.  pseudomallei
ที่มา : วิภาดา เชาวกุล และผกากรอง ลุมพิกานนท, 2540

1.1.1.4 การติดตอ
ในเขตระบาด (รูปที่ 1.1) กลไกการติดเชื้อ B.  pseudomallei ที่สํ าคัญ

ที่สุด คือทางผิวหนัง โดยปนเปอนเชื้อจากดินและนํ้ าทางบาดแผล นอกจากนี้พบการติด
ตอทางการหายใจ เอาฝุนที่ปลิวอยูในถิ่นระบาด การเกิด aerosol ที่เกิดจากอุบัติเหตุใน
หองทดลองและการดูแลผูปวยอยางใกลชิด มีรายงานเกี่ยวกับการติดเชื้อในสามีและ
ภรรยา ซึ่งบงชี้วาโรคนี้อาจติดตอกันไดทางเพศสัมพันธ (McCormick et al., 1975) ใน
เด็กทารกอาจไดรับเชื้อจากชองคลอด นํ้ าครํ่ าที่ติดเชื้อ หรือเครื่องมือที่ใชในการหายใจ 
ในธรรมชาติไมพบรายงานการติดเชื้อจากแมลง แตในการทดลองพบวาเชื้อสามารถติด
ตอผานทางหมัดหนู (Xenopsylla cheopsis) และยุง (Aedes aegypti) (Ellis and Titball, 
1999)
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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 สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย และเชื้อ B.  pseudomallei จํ านวน 140 สายพันธุที่แยก
ไดจากดินที่เก็บจากภาคกลาง (25 สายพันธุ) และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (115 สาย
พันธุ) ของประเทศไทยพบความแตกตางทางชีวเคมี ที่สํ าคัญ คือ เชื้อสายพันธุที่แยกได
จากผูปวยทั้งหมดไมสามารถใชนํ้ าตาล L-arabinose ได (ara_) สวนเชื้อที่แยกไดจากดิน
นั้นมีเพียง 52.2% เทานั้นที่เปน ara_ โดยเชื้อที่เก็บจากดินในภาคกลางทั้งหมดเปน ara+

สวนเชื้อที่เก็บจากดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปน ara+ 25% เชื้อทั้งสองประเภทนี้มี
ความไวตอยาตานจุลชีพ ceftazidime, chloramphenicol, co-amoxiclav และ doxycyclin 
ที่คลายคลึงกัน และสามารถ recognize specific polyclonal antibody ตอเชื้อ                  
B.  pseudomallei ได (Wuthiekanun et al., 1996) แสดงวาเชื้อ B.  pseudomallei ที่พบใน
ผูปวยและที่พบในดินสวนหนึ่งมีลักษณะ biotype ที่แตกตางกันและอาจจะเปนคนละ
species กัน จึงแบงเชื้อออกเปน 2 biotypes ตามความสามารถในการใชนํ้ าตาล L-
arabinose คือ ara_ B.  pseudomallei  และ ara+  B.  pseudomallei ความแตกตางของเชื้อ 
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B.  pseudomallei ประเภท ara+ และ ara_ มีความสํ าคัญเนื่องจากมีการศึกษา virulence
ของเชื้อทั้ง 2 ประเภทนี้โดยการฉีดเชื้อ ara+ B.  pseudomallei และ ara_ B.  pseudomallei 
เขาไปในหนูแลวหา 50% Lethal Dose (LD50) พบวาคาเฉลี่ยของ LD50 ของเชื้อ ara_          

B.  pseudomallei  (ทั้งสายพันธุที่แยกไดจากคนและดิน) เปน 182 cfu./หนู 1 ตัว LD50

ของ ara+ B.  pseudomallei เปน 109 cfu./หนู 1 ตัว แสดงวาเชื้อ ara-  B.  pseudomallei มี 
virulence สูงในขณะที่เชื้อ ara+ B.  pseudomallei  ม ี virulence ตํ่ า (Smith et al., 1997) 
และการตรวจความสามารถในการใชนํ้ าตาล arabinose อาจจะใชในการทํ านายวาเชื้อที่
ไมสามารถใชนํ้ าตาล arabinose ไดนั้นเปนเชื้อกอโรค อยางไรก็ตามเชื้อ ara+                            

B.  pseudomallei ก็มีรายงานวาสามารถกอใหเกิดโรคในคนได (Smith et al., 1997) แต
พบไดนอยมาก นอกจากนี้ไมสามารถที่จะเปลี่ยน biotype ของเชื้อ ara_ B.  pseudomallei
ใหกลายเปน ara+ B.  pseudomallei ดวยวิธีตางๆ แสดงวาคุณสมบัติในการใชนํ้ าตาล 
arabinose นั้นเปนคุณสมบัติเฉพาะและคงที่ถาวรของเชื้อไมพบวาเชื้อมีการเปลี่ยนแปลง
biotype เมื่อเก็บเชื้อไวนานเปนป หรือระหวางการ subculture นอกจากนี้ยังพบความแตก
ตางของจีนสระหวางเชื้อทั้งสอง คือจีน flagellin (Wajanarogana et al., 1999) และจีน
16S rRNA โดยมีลํ าดับ nucleotide ตางกัน (Dhrarakul et al., 1999b) ทั้ง ara_ และ ara+   
B.  pseudomallei มโีครโมโซม 2 ชุด แตขนาดตางกัน (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 ที่ตัดดวย Nco I พบวา ara_ biotype ให macrorestriction pattern I (MP I)
และ ara+ biotype ให MP II (Chaiyaroj et al., 1999) จากลักษณะที่ตางกันจึงมีผูเสนอให
จัด ara+ biotype เปนสปชีสใหมชื่อ B.  thailandensis (Brett et al., 1998)

1.1.1.6 ปจจัยที่ทํ าใหเกิดความรุนแรงของโรค
ก.  Lipopolysaccharide
จากการศึกษา B.  pseudomallei จํ านวน 702 ไอโซเลทที่แยกจากผู

ปวยในประเทศไทยพบวาสวนประกอบ lipopolysaccharide (LPS) ของผนังเซลลมีความ
แตกตาง ซึ่งแบงออกไดเปน 3 กลุม คือกลุมที่ 1 typical พบอยู 96.3% เชื้อในกลุมนี้มีรูป
แบบจํ าเพาะที่ไดจากการทํ า SDS-PAGE และสามารทํ าปฏิกิริยากับซีรั่มของผูปวยรวม
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ทัง้ monoclonal antiobody ตอ LPS กลุมที่ 2 atypical พบ 2.8% ไมทํ าปฏิกิริยากับ 
monoclonal antibody ตอ LPS และซีรั่มของผูปวยกลุมอื่น ยกเวนซีรั่มในกลุมที่ 2 ดวย
กนั กลุมที่ 3 no ladder พบอยู 0.9% ไมพบรูปแบบใดๆในการทํ า SDS-PAGE และไมทํ า
ปฏิกิริยากับซีรั่มผูปวยใดๆ (Chantratita et al., 2001) และจากการศึกษาเพิ่มเติมในเชื้อ  
B.  pseudomallei ที่แยกจากผูปวยในประเทศออสเตรเลียก็พบวาแบงออกเปน 3 กลุมเชน
เดยีวกนั โดยพบเชื้อกลุม 1 กลุม 2 และกลุม 3 เทากับ 71% 17% และ 12% ตามลํ าดับ 
LPS ที่แตกตางกันในเชื้อ B.  pseudomallei นี้อาจมีผลตอการวินิจฉัยและการกอโรค ซึ่ง
ขณะนี้กํ าลังศึกษาอยู

ข. Exotoxin (Haase et al., 1997)
(1) Cytolethal toxin (CLT) เปนเปปไทดขนาดประมาณ 3 kDa

ทนตอการถูกทํ าลายดวยความรอน ออกฤทธิ์ไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน และดีเอ็นเอ
(Mohammed et al., 1989) การออกฤทธิ์เกิดเร็ว (1 ชม. ยับยั้ง 90%) ดังนั้นอาจเปนผลของ
สารพิษตอเซลลเมมเบรนโดยตรง เชื้อจากดินจะมี CLT นอยกวาเชื้อจากผูปวย การศึกษา
สายพันธุที่ทํ าใหเกิดการระบาดของโรคเมลิออยโดสิสในสัตว พบวาเชื้อสายพันธุเดียว
กันที่แยกไดจากดิน และสัตวมีการสราง CLT ที่ตางกัน โดยเชื้อสายพันธุที่แยกจากดินมี 
cytolethal activity นอยกวาเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากสัตว แสดงวา CLT เปนสาเหตุหนึ่ง
ในการทํ าใหการดํ าเนินโรคเปนไปอยางรวดเร็ว และรุนแรงในกรณีของ septicemic 
melioidosis อยางไรก็ตามยังตองศึกษาตอไปในสัตวทดลองเพื่ออธิบายบทบาทของ 
toxin นี้ในการกอโรค

(2) Extracellular glycolipid toxin (Haussler et al., 1998) โครง
สรางประกอบดวย rhamnolipid 2 โมเลกุลและ β-hydroxytetradecanoate 2 โมเลกุล
ขนาด 762 ดาลตัน ทนตอการถูกทํ าลายดวยความรอน กรด และดาง ออกฤทธิ์ทํ าใหเซลล
เพาะเลี้ยง (HL60 และ Hela) เกดิ cytotoxic effect และ hemolytic activity การออกฤทธิ์
ถกู neutralize ไดดวยอัลบูมิน บทบาทในการทํ าใหเกิดโรคในสัตวทดลองและในคนยัง
ตองศึกษาตอไป

ค. Exopolysaccharides (capsular polysaccharides, CPS) การศึกษา
โดยใช mass-spectrophotometric techniques และ NMR method (Steinmetz et al., 1999) 
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พบวาโครงสรางของ CPS ของเชื้อ B.  pseudomallei เปน linear tetrasaccharide 
repeating units ประกอบดวย galactose, 3-deoxy-D-manno-2 octulosonic acid (KDO)
เชื้อ B.  pseudomallei ที่มีโคโลนีแบบขรุขระ เรียบและเยิ้มสามารถทํ าปฏิกิริยากับ 
monoclonal antibody ที่จํ าเพาะตอ exopolysaccharide เนื่องจากซีรั่มของผูปวยสามารถ
ทํ าปฏิกิริยากับ CPS ได แสดงวา CPS มีคุณสมบัติเปน immunogen จึงมีความเปนไปได
ที่จะนํ ามาใชในการเตรียมวัคซีน และ diagnostic agents (Masoud et al., 1997) มีการ
ทดลองให monoclonal antibody ที่จํ าเพาะตอ B.  pseudomallei exopolysaccharide เปน 
passive immunization กับหนู mice ที่ทํ าใหเปนโรคเมลิออยโดสิส จะชวยลดปริมาณเชื้อ
B.  pseudomallei ในอวัยวะตางๆ ของสัตวทดลอง

ง. Flagellin จากการศึกษาจีนที่กํ าหนดการสราง flagellin ของ           
B.  pseudomallei ทั้ง ara+ และ ara_ พบวามีลํ าดับนิวคลีโอไทดตางกัน (Wajanarogana et 
al., 1999) โดย ara+ มนีิวคลีโอไทดหายไป 15 bp (~5 amino acid) จากการทํ า PCR โดย
อาศัย 15 bp ที่หายไปเปน primer สามารถแยก B. pseudomallei (PCR product 191 )
และ B.  thailandensis (PCR product 176) ออกจากกันได (Sonthayanon et al., 2002) ดัง
นั้น flagellin จึงมีประโยชนใชในการบงชี้เชื้อ B.  pseudomallei   

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

โดยทํ าใหเชื้อ B. pseudomallei เกิด mutagenesis และไมสามารถหลั่งเอนไซม protease, 
lipase และ phospholipase C (Deshazer et al., 1999) พบวาการหลั่งเอนไซมทั้ง 3 ของ
เชื้อ  B. pseudomallei ใช pathway เดียวกัน protease และ PLC เปน cell-associated 
enzyme การ หลั่งถูกควบคุมโดย type II secretion pathway gene เชื้อที่ไมสรางเอนไซม
ทั้ง 3 ยังคงกอโรคในสัตวทดลองได  แสดงวา extracellular product ที่หลั่งโดย type II 
pathway มีบทบาทนอยในการทํ าใหเกิดโรค protease มนีํ ้าหนักโมเลกุล 36,000 ดาลตัน 
เปน alkaline metalloprotease มี optimal pH ที ่8.0 (Sexton et al., 1994)

(2) Phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase C (PC-
PLC) เปน acidic protein ทนตอการทํ าลายดวยความรอนไดถึง 65 องศาเซลเซียส ออก
ฤทธิไ์ดที่ pH 2-8 มีขนาด 73 - kDa สามารถกระตุนรางกายใหสราง IgM (Korbsrisate et 
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al., 1999) PC-PLC อาจจะเกี่ยวของกับการที่เชื้อสามารถมีชีวิตอยูใน phagocyte ของคน
บทบาทในการกอโรคของ PC-PLC ยังตองศึกษาตอไป

1.2.2.7 การวินิจฉัยโรค
การวินิจฉัยโรคทางคลินิกทํ าไดยาก เนื่องจากลักษณะทางคลินิกของ

โรคคลายคลึงกับโรคอื่นๆมาก การวินิจฉัยโรคอาจอาศัยลักษณะทางคลินิกขางตน และ
พิสูจนวาโรคเกิดจากเชื้อ B.  pseudomallei แนนอนโดยการเพาะเชื้อจากสิ่งสงตรวจเชน 
เสมหะ หนอง เลือด ปสสาวะ throat swab และสารนํ้ าที่เจาะจากอวัยวะตางๆ โดยทั่วไป
การวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการทํ าได 3 วิธี

ก. การวินิจฉัยทางจุลชีววิทยา
(1) การยอมสีแกรม โดยยอมแกรมจากสิ่งสงตรวจ ไดแกเลือด 

เสมหะ หนองจากฝตางๆ จะพบแบคทีเรียรูปแทงซึ่งติดสีแกรมลบ โดยติดสีเขมที่ปลาย
ทั้งสองขาง (bipolar staining) แตลักษณะการติดสีดังกลาวไมจํ าเพาะสํ าหรับเชื้อนี้

(2) การเพาะเชื้อจากสิ่งสงตรวจ ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar, 
MacConkey agar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนเปนเวลา 24 - 48 
ชั่วโมง เมื่อเพาะเชื้อข้ึนใหสังเกตลักษณะโคโลนีที่เหี่ยวยน (ถามีอายุมากขึ้น) และอาจมี
กลิ่นของไอระเหยของดินหลังฝนตก จากนั้นทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี เชน oxidase, 
motility, nitrate reduction การเกิดกรดใน OF glucose, OF maltose และ OF lactose มี
การพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อจํ าเพาะสํ าหรับแยกเชื้อ B.  pseudomallei ออกจากแบคทีเรีย
ชนิดอื่นๆ โดยการเติมสารเคมีหรือยาตานจุลชีพ เชน Farkas-Himsley (Farkas- Himsley, 
1968) Ashdown's selective medium (Ashdown, 1979) พบวาการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Ashdown จะใหผลดีกวา Blood agar และ MacConkey agar (Wuthiekanun et al., 1990) 
นอกจากนั้นยังมีการนํ า API20NE kit มาชวยในการทดสอบทางชีวเคมี (Dance et al., 
1989b) ตอมามีการใช Minitek disc system มาใชแยกเชื้อ B.  pseudomallei และ           
B.  cepacia โดยอาศัยเอนไซม arginine dehydrolase, lysine decarboxylase, 
orthonitrophenyl-β-galactopyranosidase และ nitrate reductase อยางไรก็ตามการ
วินิจฉัยโรคโดยวิธีการเพาะเชื้อใชเวลาอยางนอย 2 - 3 วัน จึงจะไดผลการตรวจ
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ข. การวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยา
(1) การทดสอบ latex agglutination (LA)  (Dharakul et al., 

1999a) เปนการตรวจโดยใช B.  pseudomallei-specific monoclonal antibody ที่
recognize สวน lipolysaccharide ของเชื้อมาเตรียม latex นํ าไปทดสอบกับ blood culture 
วิธี LA มีความไวและความจํ าเพาะถึง 100 เปอรเซ็นต ใชเวลาเพียง 2 นาที

(2) วิธี indirect hemagglutination (IHA) เปนวิธีที่ใชแพรหลาย 
ทํ างาย ใหผลรวดเร็ว โดยนํ าแอนติเจนจากสวนนํ้ าใสของ B. pseudomallei เคลือบบน
เม็ดเลือดแดงแกะทดสอบกับซีรั่มของผูปวย ความไวและความจํ าเพาะของการทดสอบนี้
จะเปลี่ยนไปตามคาจุดตัด (cut off titer) ที่ใชในแตละแหง คาจุดตัด 1:160 จะใหความไว
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
โดยใชกลอง fluorescence มีความไว ความจํ าเพาะสูงกวา IHA สามารถแยกไดวาผูปวย
กํ าลังเปนโรคอยู หรือเคยปวยดวยโรคนี้มากอนแลวหาย

(4) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELIZA)  ตรวจหาได
ทั้ง IgG และ IgM  ความไวในการทดสอบหา IgG และ IgM เปน% 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 มีชื่อเรียกวา pKKU-S23L (Sermswan et al., 1994) วิธีนี้สามารถ
ตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อโดยมีความไว 1.5 นาโนกรัม หรือ 40,000 เซลล และไมมี
ปฏิกิริยาขามพวกกับดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น
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(2) Polymerase chain reaction (PCR) ( Lew and Dermarchelier, 
1994) ใช primer (18bp) จาก 23S ribosomal DNA ใหความไวเทากับ 104 เซลลตอ
มิลลิลิตร แตถานํ าเลือดไปเพาะเชื้อไวกอน 24 ชั่วโมง เพิ่มความไวเทากับ 102 เซลลตอ
มลิลิลิตร มีการพัฒนาวิธี seminested PCR และตรวจหาปริมาณดวยเทคนิค enzyme 
immuno assay (EIA) (Kunakorn and Markham, 1995) ซึ่งทํ าเปน 2 แบบคือแบบ
solution hybridization assay EIA (SHEIA) และ primer-labeled EIA (PLEIA) ความไว
ในการตรวจดวย SHEIA และ PLEIA เปน 75 และ 300 เซลลตอมิลลิลิตรตามลํ าดับ

1.2.2.8 การรักษา
การรักษาผูปวยโรคเมลิออยโดสิสนั้น ความสํ าคัญอยูที่การวินิจฉัย

ใหไดถูกตองรวดเร็วที่สุดและตัดสินวาผูปวยอยูในระยะใด ถาผูปวยที่สงสัยมีการติดเชื้อ
ซึ่งลุกลามรวดเร็วโดยมิไดเกิดจากการติดเชื้อในโรงพยาบาลหรือมีการพบรอยโรคมาก
กวาหนึ่งแหงซึ่งอาจมีรอยโรคเดิมแลวแพรกระจายไปอวัยวะอื่น และ/หรือมีโรคเดิม เชน
เบาหวานหรือโรคเลือด และถาระดับ IHA สูงกวา 1:320 ใหสงสัยวาผูปวยนั้นจะเปนโรค
เมลิออยโดสิสเปนอันดับแรก

ก. การรักษาผูปวย septicemic melioidosis เนื่องจากผูปวยที่อยูใน
ระยะนี้มีอัตราตายสูง การใชยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมจะทํ าใหผูปวยมีโอกาสหายจากโรค 
ยาที่มีการศึกษายืนยันวามีประสิทธิภาพในการรักษาไดแก

(1) ยากลุม conventional คือการใชยารวมกัน 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) แตผลการรักษาไม
ดีมีอัตราตายสูงประมาณ 74-8%0 (Sookpranee et al., 1992) ปจจุบันไมแนะนํ าใชยากลุม
นี้

(2) Ceftazidime ขนาด 120 มก./กก./วัน สามารถลดอัตราการ
ตายจากเมลิออยโดสิกลุมรุนแรงจาก 74% เหลือ 37% ปจจุบันนี้ถือวา ceftazidime เปน
ยาเลือกตัวแรกสํ าหรับเมลิออยโดสิสที่มีอาการรุนแรง อาจใชยา ceftazidime เพียงอยาง
เดียวหรือรวมกับ TMP-SMX สามารถลดอัตราตายของ septicemia ไดถึง 56.6%
(Sookpranee et al., 1992)
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(3) Amoxycillin-clavulanic acid ขนาด 160 มก./กก./วัน ใหผล
ใกลเคียงกับการใช ceftazidime อัตราตายของทั้ง 2 กลุมเทากับ 47% แตผูปวย 23% ตอง
เปลี่ยนจากยานี้เปนยา ceftazidime เนื่องจากการตอบสนองตอยาไมดีหลังจากใหการ
รักษานานกวา 72 ชั่วโมง ในขณะที่ตองเปลี่ยนจากยา ceftazidime เปนยา amoxycillin-
clavulanic acid เพียง 5% (P=0.004) ( Suputtamongkol et al., 1994b)

(4) Imipenem ขนาด 60  มก./กก./วัน ยานี้เปนยาที่ดีที่สุดที่ใชกับ
เชื้อ B.  pseudomallei โดยพบวาในหลอดทดลองมี MIC90 < 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(Smith et al., 1994) ยังไมพบเชื้อดื้อยาระหวางรักษา หรือปฏิกิริยาไมพึงประสงคที่ไม
รุนแรง

(5) Piperacillin  มี MIC90 < 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตมี 
inoculum  effect สูง มีการใชยานี้ในประเทศไทยบางแตไมมีรายงานการศึกษาเหมือนยา
อ่ืน แตในประเทศออสเตรเลียมีรายงานการใชยานี้ในขนาด 12-18 กรัมตอวันรวมกับยา
ตวัอ่ืน เชน kanamycin, tetracycline, cloramphenicol และ TMP-SMX

ข. การใชยาในระยะ maintenance เริ่มใหยาปฏิชีวนะชนิดกินหลัง
จากอาการโดยทั่วไปดีข้ึนและไขลดลงเปนเวลาอยางนอย 48-72 ชั่วโมงยาที่ใชมีดังนี้

(1) ยากลุม conventional ประกอบดวย TMP-SMX (ขนาดของ 
TMP 8-12 มก./กก./วัน) รวมกับยา doxycycline 4-6 มก./กก./วัน อาจใหยา 
chloramphenicol รวมดวยในระยะ 1 เดือนแรก การใชยาทั้ง 3 ตัวนี้รวมกันไดผลการ
รักษาดีที่สุดในปจจุบัน (Chaowagul et al., 1990; Rajchanuvong et al., 1995) ใน
ประเทศออสเตรเลียนิยมใชยาชนิดเดียว คือ TMP-SMX หรือ doxycycline เปนเวลาอยาง
นอย 3 เดือน (Currie, 1994) เพื่อปองกันการกลับซํ้ า เนื่องจากเชื้อ B.  pseudomallei
สามารถรอดชีวิตแบงตัวใน phagocyte ได อัตราการกลับซํ้ าเทากับ 4.9% ในผูที่ไดรับยา
นานกวา 12 สัปดาห  ผูปวยที่ไดรับยากลุมนี้จะมีความเสี่ยงในการกลับซํ้ านอยกวากลุมที่
ไดยา amoxicillin-clavulanic acid ถึง 20%  ผลขางเคียงที่พบไดบอย คือ การมีปฏิกิริยา
แพแสงจากยา doxycycline โดยพบอาการจมูกแดง เล็บสีดํ าเปนตน ทํ าใหตองหยุดหรือ
เปลี่ยนยาสูงถึง 12% (Suputtamongkol et al., 1991) ยานี้ไมเหมาะที่จะใชในหญิงตั้ง
ครรภ หรือหญิงที่ใหนมบุตรหรือในเด็กอายุนอยกวา 8 ป
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(2) Amoxicillin-clavulanic acid มกีารใชยานี้ในการรักษาโรค       
เมลิออยโดสิสที่มีการติดเชื้อเฉพาะที่ หรือเปน maintenance ตามหลังยาฉีด พบวา 67%
ของผูปวยที่ไดรับยานอยกวา 8 สัปดาหมีการกลับซํ้ า 28% (Suputtamongkol et al., 1991)

(3) Quinolone ชนิดกิน เชน ciprofloxacin  5  มก./กก./วัน  ไดมี
การนํ ามารักษาโรคเมลิออยโดสิสที่เปนการติดเชื้อเฉพาะที่และใชเปนยา maintenance 
หลงัจากไดรับยาฉีดแลว พบการกลับซํ้ า 24.4% มีความลมเหลวในการรักษา 19.4% และ
ไดผลดีเพียง 56% ระยะเวลาเฉลี่ยที่ไดรับยาคือ 14 อาทิตย (สถิตย ศิริสิงห และคณะ, 
2538)

1.2.3 Bacillus spp.
เปนแบคทีเรียรูปแทง แกรมบวก ขนาด 0.5X1.2–2.5X10 ไมโครเมตร สราง

endospore เคลื่อนที่ได เจริญไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กนอย 
ทดสอบคะตะเลสใหผลบวก ทนตอสภาวะแวดลอมไดดี เจริญไดในอาหารหลายชนิด 
โคโลนีลักษณะกลมหรือมีรูปรางไมแนนอน สมาชิกในจีนัส Bacillus สามารถผลิตสาร
ปฏิชีวนะมากกวา 167 ชนิด (Berdy, 1974)

1.2.4 สารปฏิชีวนะ (Antibiotics) หมายถึง สารประกอบที่ผลิตหรือสรางขึ้นโดย         
จุลินทรียชนิดใดชนิดหนึ่ง อาจเปนแบคทีเรีย หรือเชื้อรา สารที่ผลิตขึ้นไดนี้สามารถไป
ยับยั้งหรือชะลอการเจริญเติบโตของจุลลินทรียกลุมใดกลุมหนึ่ง หรือไปมีฤทธิ์ทํ าลาย    
จุลินทรียกลุมนั้นๆไดโดยใชในปริมาณนอย สารปฏิชีวนะที่จุลินทรียผลิตขึ้นสวนใหญ
เปนสารเมตาโบไลทข้ันที่สอง (secondary metabolite) ซึ่งเปนสารเมตาโบไลทที่ไมมี
ความจํ าเปนตอการเจริญ แตถามีอาจกอใหเกิดประโยชนตอเซลลที่ผลิต สวนใหญจะ
สรางในชวง late log phase จนถึงชวง stationary phase อันเปนชวงที่จุลินทรียเริ่มมีการ
เจริญคงที่ สารปฏิชีวนะที่ถูกผลิตขึ้นในชวงนี้มีประโยชนเพราะยับยั้งการสรางสาร
โมเลกุลใหญบางชนิดในเซลลได อันจะชวยรักษาพลังงานสวนหนึ่งไว นอกจากนี้ถาอยู
รวมกับจุลินทรียชนิดอื่นในสภาวะแวดลอมที่ตองแกงแยงอาหาร สารที่สรางขึ้นจะชวย
ยับยั้งหรือทํ าลายจุลินทรียที่อยูรอบขางบางชนิดลงไปได จึงชวยยืดชีวิตของจุลินทรียที่
ผลิตอยูใหนานขึ้น สารปฏิชีวนะที่ Bacillus สรางสวนใหญเปนสารโพลีเปปไทด บาง
สายพันธุสามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด ไดแก B. subtilis ผลิตสารปฏิชีวนะ
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เปปไทดได 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)
สารปฏิชีวนะถูกสรางขึ้นไดจากเชื้อจุลินทรีย สัตวเลี้ยงลูกดวยนม แมลงและ

พืชเพื่อตอตานสิ่งแปลกปลอมเขาสูรางกาย (McCafferty et al., 1999) ดังนั้นจึงพบวาสาร
เหลานี้มีความแตกตางและประกอบดวยสารตางๆหลายรอยชนิด อยางไรก็ตามสามารถ
แบงตามการสรางได 2 กลุมใหญคือ

1.2.5.1 สารปฏิชีวนะเปปไทดที่สรางจากไรโบโซม สรางไดจากสิ่งมีชีวิต
ทกุชนิด เชนสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สัตวครึ่งบกครึ่งนํ้ า แมลง พืช รวมทั้งแบคทีเรีย และไว
รัส สารในกลุ มนี้กํ าลังเปนที่สนใจและมีการศึกษาเพื่อหาแนวทางในการนํ ามาใช
ประโยชนในดานการแพทย เปปไทดที่สรางจากไรโบโซมสามารถแบงตามสิ่งมีชีวิตที่
สรางไดดังนี้

ก. Mammalian peptides พบใน แกรนูลของนิวโตรฟล และสารคัด
หลั่งบริเวณเยื่อเมือก (Boman, 1995) มฤีทธิ์ตานแบคทีเรีย รา ไวรัส ยกตัวอยางเชน 
bactericidal permeability increasing protein, cationic protein, lysozyme, lactoferrin, 
bactenecins, defensins, indolicidins และ cathelicidins

ข . Amphibian peptide ไดแก dermaseptins ที่พบในกบ 
Phylomedusa sauvagii มีฤทธิ์ตานเชื้อรา (Mor and Nicolas, 1994)

ค. Insect peptides ไดแก cecropins พบใน cecropia moth มีฤทธิ์ตอ
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (Hultmark et al., 1980)

ง. Plants peptides สารตานเชื้อแบคทีเรียตัวแรกที่พบจากพืช คือ 
thionins มีฤทธิ์ตอเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เชื้อรา ยีสต และ mammalian 
cell  นอกจากนี้ยังพบ plant defensins ซึ่งมีฤทธิ์ตานเชื้อรา (Thevissen et al., 1997)

จ. Bacterial peptides เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่อาศัยอยูในสิ่ง       
แวดลอม เชนในดินและนํ้ า สามารถสรางสารจํ านวนมากที่ทํ าใหมีชีวิตรอด (Bu'lock, 
1961; , Katz and Demain, 1977) พบวาสารเหลานี้มีประโยชนในทางการแพทยและอุต
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สาหกรรมเปนกลุม secondary metabolite ประกอบดวย aminoglycoside, β-lactams, 
polyketides และ polypeptide ขนาดเล็ก สารเหลานี้ไมมีความสํ าคัญตอการเจริญและการ
เพิ่มจํ านวนของเชื้อที่สราง โดยถูกสรางขึ้นในภาวะขาดแคลนอาหาร เนื่องจากพบใน
ชวง stationary phase เพื่อชวยเชื้อที่สรางในการแขงขันในสภาวะที่อาหารมีจํ ากัด 
(Vining, 1990) เชือ้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบสรางสารจัดอยูในกลุม bacteriocin 
เชน microcin C7 จาก E.coli ยบัยั้งการสรางโปรตีน mersacidin จาก Lactococcus ยับยั้ง
การสราง peptidoglycan แบคทีเรียแกรมบวกสรางสารปฏิชีวนะเรียกวา lantibiotic ซึ่งใช
เปนยาปฏิชีวนะและสารเติมในอาหาร เชน nisin สรางจาก Lactococcus lactis ใชเปน 
food preservative สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  แกรมบวก เชน Clostridium spp. และ 
subtilin  (Baneljee and Bansen, 1988) subtilosin สรางจาก B.  subtilis (Babasaki et al., 
1985) epidermin (Schnell et al., 1988) สรางจาก Staphylococcus epidermidis และ 
gallidermin สรางจาก S.  gallinarum (Kellner et al., 1988)

ฉ.  Viral peptides เปนโปรตีนพบอยูในสวนของ cytoplasm ของ     
ไวรัส HIV-1 (Eisenberg and Wesson, 1990) มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย

1.2.5.2 สารปฏิชีวนะที่ไมไดสรางจากไรโบโซม สารในกลุมนี้สวนใหญ
สรางไดจากแบคทีเรีย เชื้อรา และ Streptomyces ประกอบดวยกรดอะมิโน 2 โมเลกุล
หรือมากกวา ถูกสรางโดยสารประกอบเอนไซม (multienzyme complex) การสรางสวน
ใหญเปนแบบ multienzyme thiotemplate (Zuber et al., 1993) โดยมีกลุมเอนไซม (AA1, 
AA2, AA3, AA4 และ AA5) (รูปที่ 1.2) ไปกระตุนและจับกับกรดอะมิโน (aa1, aa2, aa3, 
aa4 และ aa5) โดยพันธะ thioester ทํ าใหมีการเรียงลํ าดับกรดอะมิโน จากนั้นจะเกิด 
transpeptidation โดย pantetheine cofacter (pan) ทํ าใหไดสายเปปไทด ตัวอยางสาร
ปฏชิีวนะเปปไทดในกลุมนี้ ไดแก polymyxin B และ gramicidin S บางตัวมีคุณสมบัติ
เปนประจุบวก (cation) เชน polymyxin และ gramicidin S มีฤทธิ์ตอตานแบคทีเรียแกรม
ลบโดยไปออกฤทธิ์ที่ cytoplasmic membrane เพิ่มการนํ าสารเขาสูเซลล
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1.2.6 สารปฏิชีวนะเปปไทดที่สรางจาก Bacillus spp.
Bacillus ที่ถูกเลี้ยงและอาหารที่จํ าเปนตอการดํ ารงชีวิตเริ่มขาดแคลน จะเขา

สูระยะ stationary phase และจะเริ่มมีการสรางสปอร extracellular enzyme และสาร
ปฏิชีวนะ (Losick et al., 1986) เพื่อปรับตัวเองใหมีชีวิตรอดในสภาพแวดลอมที่จํ ากัด 
การสรางสารปฏิชีวนะของ Bacillus เกิดจากความจํ าเปนตองแขงขันกับจุลินทรียชนิดอื่น
(Zuber et al., 1993) และอาจเปนสารที่ทํ าหนาที่เปนสัญญาณ (intercellular signals) ที่สง
ตอกันเปนลํ าดับใหตอบสนองตอสิ่งเราในสภาวะแวดลอม (Modest, 1984; Horinuchi 
and Beppu, 1990; Willey, 1991) พบวาการสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดของ Bacillus มี
ความสัมพันธกับการสรางสปอร เนื่องจาก Bacillus สายพันธุที่ทํ าใหเกิดการกลายพันธุ
ไมสรางสปอร จะไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทด (Piggot and Coote, 1976) และ
การผลิตสารทั้งหมดถูกควบคุมโดยจีน ซึ่งถูกกระตุนใหทํ างานในสภาวะแวดลอมที่ขาด
แคลนอาหาร (Losick et al., 1986) ตัวอยางสารปฏิชีวนะเปปไทดที่สรางจาก Bacillus 
ไดแก bacitracin สรางจาก B.  licheniformis polymyxin สรางจาก B.  polymyxa iturin 
สรางจาก B.  subtilis  gramicidin S สรางจาก B.  brevis (ตารางที่ 1.2) (Katz and
Demain, 1977) สารปฏิชีวนะจาก Bacillus สวนใหญมีการสรางแบบ multienzyme 
thiotemplate

1.2.6.1 คุณสมบัติโดยทั่วไปของสารปฏิชีวนะเปปไทด (Katz and Demain,
1977)
ก. ขนาดเล็กกวาโปรตีนทั่วไปมีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในระหวาง 270-

4500 ดาลตัน
ข. ในเชื้อตัวหนึ่งมักจะสรางเปปไทดหลายชนิดที่อยูในกลุมใกล

เคียงกัน โดยที่โครงสรางของเปปไทดอาจจะมีกรดอะมิโนที่แตกตางกันตั้งแต 1 ตัว หรือ 
2-3 ตัว ยกตัวอยางเชน linear gramicidins (A, B และ C) และ cyclic tyrocidines (A, B
และ C) สรางจาก B. brevis ในเวลาเดียวกัน linear gramicidins (pentadecapeptides) และ
tyrocidines (decapeptides) มีสวนประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน แตทั้งสองอยูในกลุม
เดียวกันเพียงแตมีการแทนที่ของ aromatic amino acid ตางกัน
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ค. ประกอบดวยกรดอะมิโนทั้งหมด แตจะมีบางชนิดที่ประกอบ
ดวยกรดอะมิโนรวมกับสารประกอบอื่น เชน edeine A ประกอบดวย spermidine รวม
กบักรด อะมิโน 5 ชนิด polymyxin ประกอบดวย 6-methyloctanoic acid หรือ 6-
methylheptanoic acid ซึ่งเปนกรดไขมันรวมกับกรดอะมิโน

ง . กรดอะมิโนที่ประกอบเปนสารปฏิชีวนะเปปไทดที่ไดจาก
Bacillus เปนกรดอะมิโนที่มีลักษณะเฉพาะคือไมมี N-methylamino acid และไมพบใน
โปรตีนปกติ ไดแกกรดอะมิโนที่เปน D-amino acid หรือ basic amino acid เชน
ornithine, diaminobutyric acid, β-amino acid, dehydroamino acid และ sulfur 
containing amino acid ซึ่งแตกตางจากสารปฏิชีวนะเปปไทด ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย
กลุม Actinomycetes

จ. มีลักษณะโครงสรางเปนวง (cyclic) และมีบางที่โครงสรางเปน
เสนตรง (linear) ลักษณะโครงสรางที่เปนวงมีทั้งที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติและอาจเกิด
จากการจัดตัวกันใหมของกรดอะมิโน เชน bacitracin จะมี thiazoline ring ที่เกิดจากการ
รวมตัวของ cysteine และ isoleucine โดย thiazoline ring นี้เปน cyclic hexapeptide ที่มี
พันธะระหวาง β-carbonyl group ของ aspartic acid กับ δ -amino group ของ lysine

ฉ . ทนตอปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของเอนไซม
peptidase และ protease จากพืชและสัตว แตก็มีบางชนิดที่ไวตอเอนไซมอ่ืน เชน
polymyxin B ไวตอเอนไซม ficin และ papain, edeine A และ B  ไวตอเอนไซม
carboxypeptidase, bacilysin ไวตอเอนไซม leucine aminopeptidase และ pronase และ 
gramicidin S ไวตอเอนไซม subtilopeptidase A
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ตารางที่ 1.2 สารปฏิชีวนะบางชนิดที่สรางจากจีนัส 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 การสรางสารปฏิชีวนะกับการเจริญ (Katz and Demain, 1977)
การสังเคราะห สารปฏิชีวนะเปปไทด  เริ่มต นขึ้นหลังจากเชื้อ

แบคทีเรียผานระยะ rapid growth phase โดยศึกษาจากการสราง gramicidin S, 
tyrocidine, polymyxin, edeine, bacitracin, mycobacillin และ bacilysin โดย Tomino
และคณะ (1967) พบวา B.  brevis สราง gramicidin S และเอนไซมที่จํ าเปนในการสราง 
ชวง late logarithmic phase โดยกิจกรรมของเอนไซมในการสรางสารปฏิชีวนะจะหาย
ไปภายใน 2-3 ชั่วโมงและพบลักษณะเดียวกันในการสราง tyrocidine synthetase 
(Fujikawa et al., 1968) ยังไมมีขอสรุปของกิจกรรมของเอนไซมที่หายไป แตตอมา Lee 
และคณะ (1975) พบวาเอนไซมในการสราง tyrocidine (trocidine-forming enzymes) 
หายไปโดยไปรวมกับ membrane ของโครงสรางที่กํ าลังจะเปลี่ยนเปนสปอร ซึ่งเกิดขึ้น
ในชวงเวลาการสรางสปอร Demain และคณะ (1976) พบวาการหายไปของ gramicidin 
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S synthetase ใน B. brevis ข้ึนกับ oxygen-dependent inactivation โดยปกติการสรางสาร
ปฏิชีวนะจะเกิดในระยะหลัง logarithmic phase (บางชนิดอาจมีขอยกเวน) ระหวางการ
เจริญพันธุกรรมของเชื้อและองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไปอาจเปน
ตัวเรงหรือชะลอการสรางสารปฏิชีวนะ การสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดอาจถูกควบคุม
โดย carbon และ nitrogen catabolite repression หรืออยูภายใตการควบคุมของอัตราการ
แบงตัว (Matteo et al., 1976) มีรายงานวาการสราง bacitracin จาก B. licheniformis ถูก
ยับยั้งระหวางสองสามชั่วโมงแรกของการเจริญเมื่อเติม glucose ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Haavik, 1974) แสดงวาการสังเคราะหสารปฏิชีวนะที่ลดลงนี้ไมเกี่ยวกับ carbon 
catabolite repression  แตเกี่ยวของกับ pH ที่ตํ่ าเนื่องจากเมตาบอลิสม แตตอมาพบวาการ
ลดลงในการสังเคราะห bacitracin ไมข้ึนกับ pH แตเกี่ยวกับ acetic acids และ pyruvic 
acids ที่เกิดจาก glucose ไปยับยั้งการสรางโดยตรง เชนเดียวกันกับการสราง tyrocidine,
linear gramicidins และ polymyxin E (colistin) เกิดขึ้นพรอมกับการเจริญของเชื้อ 
Bacilluis และพบวา gramicidin S และ gramicidin synthetase (Matteo et al., 1976) ถูก
สรางชวง exponential phase เมื่อทํ า continuous culture จึงสรุปวาสารปฏิชีวนะเปปไทด
ถูกสังเคราะหระหวางขั้นตอนการเจริญของเชื้อ (active growth) การสังเคราะห 
gramicidin S, tyrocidine, linear gramicidin, edeine, bacitracin, colistin และ 
mycobacillin แตกตางจากการสังเคราะหโปรตีน และกระบวนการการสรางสาร
ปฏิชีวนะไมไวตอ chloramphenicol, puromycin, deoxyribonuclease และ ribonuclease 
(Rnase) นอกจากนี้พบวา transfer ribonucleic acid (tRNA), messenger RNA(mRNA) 
และไรโบโซมไมมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการสราง

1.2.6.3 โครงสรางทางเคมีของสารปฏิชีวนะเปปไทด แบงเปน 3 กลุมใหญ
(Shoji, 1978) (รูปที่ 1.3)
ก. โครงสรางทางเคมีเปนเสน (linear peptide) ไดแก bacilysin, 

linear gramicidins, edeines, cererins (A, B, C และ D) และสารปฏิชีวนะกลุม
tridecaptin เชน tridecaptin A

ข. โครงสรางทางเคมีเปนวง (cyclic peptide) ไดแก gramicidins, 
tyrocidines, bacitracin, mycobacillin, iturin A, mycosubtilin, bacillomycin, polymyxins
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เชน polymyxin F, colistin และกลุม octapeptin เชน EM-49, 333-25, BU-1880, TM-
473, Y-8495 และ AB-1

ค. เปปไทด แลคโตน (Peptide lactone) ไดแก esperin, surfactin, 
brevistin, TL-119 และ 3302-A

1.2.6.4 กลไกการออกฤทธิ์
ก. ยับยั้งการสรางผนังเซลล (cell wall) ไดแก พวก cyclic peptide

เชน bacitracin  จะมีฤทธิ์ตอการสังเคราะห peptidoglycan ของ Staphylococcus aureus
ทํ าใหเกิด การสะสมของ N-acetylmuramyl pentapeptides ซึ่งเปน peptidoglycan 
precursor และเขาไปรบกวนกระบวนการ dephosphorylation โดยมีไขมันเปนพาหะ ทํ า
ใหเกิดการขัดขวางการขนสงไขมันที่จะไปเชื่อมกับ UDP-muraminic-N-acetyl 
pentapeptide ในกระบวนการสรางผนังเซลล (Klienkauf and Dohren, 1985 ; Klienkauf, 
1988) นอกจากนี้ยังมี bacilysin และพวก linear peptides ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 
เชื่อมอยูกับ cyclic peptide

ข. ยับยั้งการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก โดยออกฤทธิ์ขัดขวางการ
สังเคราะหดีเอ็นเอ เชน edeines

ค. ทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางหรือหนาที่ของเยื่อหุมเซลล
(cell membrane) ไดแก พวก linear peptide หรือ cyclic peptide เชน tyrocidines และ
gramicidins โดยไปทํ าใหสวนประกอบของเยื่อหุมเซลลผิดปกติมีผลทํ าให กรดอะมิโน
และฟอสเฟตภายในเซลลแบคทีเรีย และอิออนตางๆ ที่เปนอิเลคโตรไลท ที่ใชใน
กระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลผิดปกติ (Wolin, 1979) กลุม polymyxins ซึ่งมีกรด
ไขมันเปนสวนประกอบ พบวากรดไขมันของ polymyxins จะแทรกเขาไปยังชั้นของเยื่อ
หุมเซลล ทํ าใหการเรียงตัวของสวนไขมันของเยื่อหุมเซลลผิดปกติ มีผลทํ าใหเกิดการรั่ว
ไหลของเปนโตนฟอสเฟต และสารโมเลกุลเล็กๆ ออกนอกเซลล เปนเหตุใหเมตาบอลิ
ซึมของเซลลผิดปกติ (มาลินี ลิ้มโภคา, 2525)

แบคทีเรียในกลุม Bacillus นอกจากสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ
พวกเปปไทดไดเปนสวนใหญแลว ยังพบวาสามารถผลิตสารปฏิชีวนะกลุมอื่นที่นาสนใจ 
ไดแกสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycoside เชน butirosin สรางจาก B. circulans (Howell 
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et al., 1972) amicoumacin สรางจาก B. licheniformis (Nesemann et al., 1972) สาร
ยับยั้งเชื้อราและปรสิต ไดแก cycloheximide สรางจาก B. griseus (มาลิน จุลศิริ, 2532) 
และ 6-aminopenicillanic acid จาก penicillin A และ penicillin V ที่ผลิตจาก                 
B. megaterium (Vandamme, 1984) ซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารปฏิชีวนะ
กลุม penicillin สารปฏิชีวนะเปปไทดจาก  Bacillus หลายชนิด เชน colistin bacitracin 
ถูกนํ ามาใชเปนยารักษาโรค เนื่องจากออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคหลายชนิด ใน
ขณะเดียวกันสารปฏิชีวนะเปปไทดบางชนิดก็มีฤทธิ์ตอตานจุลินทรียอ่ืนๆ เชน แบคทีเรีย
หรือเชื้อราที่เปนศัตรูพืช ปรสิต ยุง เปนตน ดังนั้นจึงนิยมใช Bacillus เปน ตัวควบคุมชีว
ภาพ (biological control) เชื้อมีชีวิตชนิดอื่น

1.2.7 การใช Bacillus เปนตัวควบคุมชีวภาพ (biological control)
มีรายงานการใช B.  subtilis ตอตาน Botrytis cinera ซึ่งเปนสาเหตุของโรคที่

เกิดกับองุนและลูกเบอรี่ (Silva, 1992) Podile และคณะ (1988) ใช B.  subtilis ตอตาน
เชื้อรา Rhizoctonia solani, Sclerocium rolfsii และ Fusarium solani Kado Clarens และ
คณะ (1987) พบ Bacillus polymyxa 9A สามารถตอตาน Verticillium wilt ในการปลูก
มันฝรั่ง Safiyazov และคณะ (1995) ไดทํ าการศึกษา Bacillus และ Pseudomonas ในการ
ควบคุมโรคของฝายและพบวา B.  subtilis 23 และ P.  fluorescens มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
ในการยับยั้ง Xanthomonas malvacearum, Rhozoctonia solani, Fusarium vasinfectum
และ Verticillium dahliae นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสามารถใช Bacillus ในการควบคุม
ลูกนํ้ ายุง โดยพบวา B.  sphearicus สามารถสังเคราะหผลิตโปรตีนซึ่งเปนพิษตอลูกนํ้ ายุง
ซึ่งนํ ามาใชในการกํ าจัดยุงซึ่งเปนพาหะนํ าโรค มีการใช B.  papillae เพื่อควบคุม 
japanese beetle แมลงกอใหเกิดโรคกับสนามหญา โดยทํ าใหเกิดโรค milky กับตัวออน
ของแมลง เมื่อแมลงมากิน สปอร สปอรจะงอกภายใน 3-5 วันและแทรกเขาไปในผนัง
กระเพาะและโตในนํ้ าเหลืองเพิ่มจํ านวนทํ าใหตัวออนตาย (Deacon, 1983) Sharga และ
Lyon (1998) พบวาสารปฏิชีวนะของ B.  subtilis BS107 สามารถยับยั้ง Erwinia 
carotovora subsp. atroceptica และ Erwinia carotovora subsp. carotovora เชื้อสาเหตุ
ของโรค potato blackleg และ tuber soft rot B.  thuringiensis (Bt) ใชกันแพรหลายใน
อเมริกาเหนือ ใชในพืช canola, cruciferous crops ฝาย ขาวโพด มันฝรั่ง ผลไมและยาสูบ 
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ใชยับยั้งยุงและ black flies และสามารถฆา nematodes (Edward et al., 1988) โดยภาย
ในสปอรมี δ-endotoxin เปนพิษตอทางเดินอาหารของตัวออนของแมลง B.  coagulans
ใชในการยับยั้งการเจริญของ Fusarium spp. โดยวัดจากจํ านวนโคโลนี นํ้ าหนักแหง และ 
ระดับ ergosterol (Czacyzk et al., 2002) B.  amyloliquefaciens B94 สามารถยับยั้ง
Rhizoctonia solani และเชื้อรากอโรคพืชชนิดอื่นโดยสรางสารตานเชื้อรา iturin A      
(Yu et al., 2002) B.  mojavensis (B.  subtilis subgroup) เปนปฏิปกษตอเชื้อรากอโรคพืช
Fusarium moniliforme  (Bacon and Hinton, 2001)

จากคุณสมบัตินี้ Bacillus หลายสปชีสสามารถสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดซึ่งมี
ฤทธิ์ตอตาน จุลินทรียหลายชนิด และไดมีการนํ า Bacillus มาใชเปนตัวควบคุมชีวภาพ
ในดานตางๆ ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจที่จะศึกษาหาสายพันธุของ Bacillus ที่มีความ
สามารถสามารถตอตานเชื้อ B.  pseudomallei เพื่อใชเปนตัวควบคุมโดยสามารถทํ าลาย 
หรือลดจํ านวน B.  pseudomallei ในพื้นที่ที่มีการระบาดสูงซึ่งจะสงผลใหปริมาณผูติด
เชื้อโรคเมลิออยโดสิสนอยลง
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รูปที่1.3  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะเปปไทดบางชนิดที่ผลิตจาก Bacillus spp.
  (Zuber et al., 1993)
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1.3 วัตถุประสงค

1.3.1 ทํ าการแยกเชื้อ Bacillus spp. สายพันธุตางๆจากดิน
1.3.2 ศึกษาผลของ Bacillus spp. ตอการเจริญของเชื้อ B. pseudomallei
1.3.3 ศึกษาปจจัยที่มีผลตอ Bacillus spp. ในการสรางสารยับยั้ง
1.3.4 ศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้ง
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