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บทคัอยอ 
 

เชื้อแบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei (Bps) เปนแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรคเมลิออยโดซีส 

ซึ่งเปนโรคติดเชื้อรายแรงท่ีมีอุบัติการณสูงในประชากรทางภาคเหนือและภาคอีสานของประเทศไทย การักษา

โรคเมลิออยโดซสีทําไดยากเนื่องจากแบคทีเรยีมีความสามารถในการตานทานตอยาปฏิชวีนะสวนใหญสูง มี

รายงานวาการดื้อตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียชนิดนี้เกิดจากชองพอริน BpsOmp38 ที่อยูปริมาณมากบนเยื่อ

หุมเซลลดานนอกของแบคทีเรียมีความสามารถในการรับยาไดตํ่า ในงานวิจัยนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิค two-fold 

microbiological assay แสดงใหเห็นวาเชื้อ Bps ดื้อตอยาปฏิชีวนะที่ทดสอบเกือบท้ังหมดยกเวน 

ceftazidime และ meropenem นอกจากนี้เชื้อ E. coli ที่มยีีนสรางชองพอริน BpsOmp38 มีความไวตอยา

ปฏิชีวนะลดลงมากกวาเซลลท่ีไมมียีนพอรินหรือเซลลควบคุม เมื่อทําการกลายพันธุกรดอะมิโน Tyr119 ท่ีอยู

ตรงกลางชองพอริน BpsOmp38 เปน Ala (พอรินกลายพนัธุ BpsOmp38Y119A) สงผลใหเกิดการเพิ่มความ

ไวในการรับยาของ E. coli ไดดีข้ึน สวนการแทนที่พอรินดวย Phe (พอรินกลายพันธุ BpsOmp38Y119F) ทํา

ใหอัตราการแพรผานยาปฏิชีวนะลดลง  การตรวจวัดดวยเทคนิค BLM แสดงใหเห็นวา ความสามารถในการรับ

สารผานพอรินกลายพันธุ BpsOmp38Y119A ไดดีเนื่องจากแขนงขางของ Ala มีขนาดเล็กทําใหชองพอรินมี

ขนาดกวางข้ึน สวนแขนงขางของ Phe เปนวงแหวนที่มีความไมมีข้ัวสูงทําใหเกิดความหนืดข้ึนภายในชองพอ

รินทําใหเกิดการชะลอการแพรผาน ผลการทดลองจาก liposome swelling assays แสดงเห็นวามีการแพร

ผานของยาที่เชื้อ Bps มีความไวในการนาํเขาคือ ceftazidime and meropenem แตไมมีการแพรผานของ

ยาอื่น ๆ ที่เชื้อดื้อตอยานั้น 
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ABSTRACT 

 

Burkholderia pseudomallei (Bps) is a Gram-negative bacterium that causes 

melioidosis, an highly infectious disease with high incidence in the populations in the 

northern and north-eastern parts of Thailand. Successful treatment of melioidosis is difficult 

due to high intrinsic resistance of Bps to most antibacterial agents. It has been suggested 

that the antimicrobial resistance of this organism may result from poor permeability of the 

porin BpsOmp38 channel located abundantly in the outer membrane (OM) of the 

bacterium. In this study, we employed two-fold microbiological assay to show that the 

clinical Bps strain was resistant to most antimicrobial agents and sensitive only to 

ceftazidime and meropenem. An E. coli, expressing BpsOmp38, exhibited considerably lower 

antimicrobial susceptibility than the control strain. In addition, mutation of Tyr119, the most 

prominent pore-lining residue in BpsOmp38, markedly increased drug susceptibility of the E. 

coli, substitution with Ala (mutant BpsOmp38Y119A), while substitution with Phe (mutant 

BpsOmp38Y119F) caused decreased membrane permeability. BLM measurements suggested 

that the higher permeability of BpsOmp38Y119A was caused by widening of the pore interior 

through removal of the bulky side chain. In contrast, the lower permeability of 

BpsOmp38Y119F was caused by introduction of the hydrophobic side chain (Phe), increasing 

the ‘greasiness’ of the pore lumen. Considerably, liposome swelling assays showed high 

permeability to ceftazidime and meropenem was observed, these being agents to which Bps 

is sensitive. No permeability of other antibiotics was observed. 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

เชื้อ Burkholderia pseudomallei เปนแบคทีเรียแกรมลบที่กอใหเกิดโรคตดิเชื้อรายแรงคอืเมลิออยโดซสี 

สัณฐานของโคโลนีมีลักษณะหยัก มีสีครีมหรือสีแทน และสามารถแยกเชื้อนี้ไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

Ashdown’s agar โดย B. pseudomallei จะใหสัณฐานของโคโลนีมีลักษณะหยัก มีสีครีมหรือสีแทน ใน

อาหารเหลวเชื้อสามารถเคลื่อนไหวโดยใชสวนที่เรียกวาแฟลกเจลลา (flagella) และสามารถยอยสลายน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส มอลโตส แลคโตส แมนนิทอล และน้ําตาลโมเลกุลคู เซลโลไบโอส เพ่ือนําไปใชเปน

สารอาหารภายในเซลลได (Delost, 1997) มีรายงานเก่ียวกับการระบาดของโรคติดเชื้อเมลิออยโดซีส ทั้งในคน

และสัตวทั่วโลกในภูมิภาคโซนรอนครอบคลุมประเทศในแถบอเมริกากลาง และโดยเฉพาะอยางย่ิงเปนปญหา

สาธรณสุขของประเทศในกลุมเอเชียตะวันออกเฉียงใตและประเทศออสเตรเลีย (Woods et al., 1999) (รูปที่ 

1.1)  

 

 
 

รูปที่ 1.1. แผนที่โลกแสดงการระบาดของโรคเมลิออยโดซีส (แหลงที่มา: Center for Disease Control and 

Prevention และ Ellis and Titball, 1999) พื้นที่สีน้ําตาลเขมแสดงพ้ืนที่ที่มกีารระบาดสูงสุด 

 

การศึกษาคร้ังแรกพบวาเชื้อนี้ปนเปอนอยูในดินโคลนและแหลงน้ํานิ่ง แตสามารถแพรกระจายอยางรวดเร็วไปใน

อากาศในสภาพรอนชื้นและในชวงหนาฝน อาการเจ็บปวยอันเปนสาเหตุมาจากการติดเชื้อ B. pseudomallei 

สามารถเกิดข้ึนไดในหลายลักษณะทั้งแบบเฉียบพลัน กึ่งเฉียบพลัน และแบบเรื้อรัง (Brown and Beacham, 

2000) ลักษณะอาการของโรคแบบเฉียบพลันโดยทั่วไปคือ ปอดบวม เปนไข และเกิดสภาวะ leukocytosis ภายใน 

2 ถึง 3 วัน หลังจากการติดเชื้อ ในกรณีผูปวยที่มีอาการรุนแรงจะเกิดอาการระบบหายใจลมเหลว เกิดฝหนอง

บริเวณผิวหนังและอวัยวะภายในตาง ๆ เชน สมอง เย่ือหุมหัวใจ ตับ และกระดูก เปนตน สวนผูที่มกีารติดเชื้อแบบ
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เรื้อรังอาจมีพัฒนาการไปสูโรควัณโรคหรือโรคมะเร็งปอดได การติดเชื้อเกิดจากการหายใจเอาเชื้อที่ปะปนมากับฝุน

ละอองที่กระจายอยูในอากาศหรือสัมผัสกับสิ่งของที่มีเชื้อโรคปนเปอนอยู แตการติดตอสัมผัสโดยตรงระหวางผูปวย

พบวามีโอกาสเกิดขึ้นไดนอย ผูปวยดวยโรคนี้มีอัตราการเสี่ยงตอการเสียชีวิตสูงถาไมไดเขารับการรักษาอยาง

ทันทวงที โดยหนึ่งในสามของผูปวยที่ไดรับการรักษาดวยยาปฏิชีวนะมีรายงานวาเสียชีวิต 

 

สําหรับกลไกการเกิดโรคนั้นมีการศึกษาพบวาเชื้อ B. pseudomallei ผลิตทอกซินบางชนิดซึ่งมีผลยับยั้งการ

สังเคราะหดีเอ็นเอและโปรตีนของ macrophage การที่เชื้อแบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนไดใน macrophage 

เชนเดียวกับ polynuclear phagocyte อาจเก่ียวของกับการฟกตัวของเชื้อในผูปวยเปนเวลานาน ๆ กอนแสดง

อาการ ไดมีรายงานวาลักษณะโครงสรางภายในเยื่อหุมเซลลของเชื้อแบคทีเรียมีบทบาทตอการทํางานเบื้องตนของ

แบคทีเรีย (Gotoh et al., 1994) โดยภายในโครงสรางของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียแกรมลบจะมีโปรตีนชนิดหนึ่ง

เรยีกวา พอริน (porin) โปรตนีนี้ทําหนาที่นําสารตาง ๆ เขาหรอืออกจากเซลลเนื่องจากโปรตีนนี้มีโครงสรางพิเศษ

คือทําหนาที่เปน ชอง (channel) (Nakae, 1976) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 

 

 
 

รูปที่ 1.2. ชองพอรินที่ผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบทําหนาที่ในการนําสารอาหารและโมเลกุลเล็ก ๆ ผานเขา

เซลล 

 

พอรินจะฝงตัวอยูในสวนของเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (outer membrane) และมีคณุสมบัติใหโมเลกุลที่มขีั้วที่มขีนาด

เล็กกวา 600 ดาลตัน เชน น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว น้ําตาลโมเลกุลคู รวมทั้งยาปฏิชีวนะหลาย ๆ กลุม ผานอาจจะโดย

ขบวนการแพร (non-specific diffusion)  หรอืแบบเลือกผาน (selective diffusion) ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของชองพอ

ริน นอกจากนี้สวนของโปรตีนที่อยูในชั้น peptidoglycan ยังมีสวนรวมในการรักษารูปรางของเซลลและทําหนาที่

เปนตัวรับ (receptor) ที่จําเพาะของ bacteriophage และ bacteriolycin อีกดวย (Albert I’ et al., 1995) 

 

โปรตีนพอรินท่ีไดรับการศึกษามากทั้งทางดานโครงสราง หนาที่ และยีนที่แสดงออก มีสามชนิดคือ OmpF OmpC 

และ PhoE ซึ่งเปนโปรตีนจากเชื้อ E. coli (Rocque and McGroarty, 1990; Cowan, 1995 และ Nikaido, 

1994) จากการศึกษาโครงสรางสามมิติของโปรตีนพอรินใน E. coli ชนิดตาง ๆ พบวาประกอบดวยหนวยยอย ๆ 

สามหนวยที่เหมือนกัน โดยแตละหนวยจะประกอบดวยสายบีตา จํานวน 8-22 สายมาจัดเรียงตัวในทิศตรงขามกัน 

โดยสวนที่เปน loop จะทําหนาที่เชื่อมสายบีตา ทําใหเกิดโครงสราง barrel ที่มีลักษณะเปนชองข้ึน ดังแสดงในรูป

ที่ 1.3 
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รูปที่ 1.3. โครงสรางสามมิตขิองพอรินของ E. coli (แหลงที่มา: Molecular of the Cell, Chapter 10, 4th 

edition, Alberts et al., New York: Garland Science; 2002) 

 

การศึกษาการทํางานของพอริน OmpC และ PhoE โดยเทคนิค site-directed mutagenesis ชวยอธิบายกลไก

การนําสารผานเขา-ออกของสารของแบคทเีรีย E. coli โดยพบวาสวนของ   restriction loop ที่ยื่นเขาไปในชอง

ของพอริน มีความสําคญัในการกําหนดขนาดของโมเลกุลที่จะผานเขา-ออกจาก pore (Cowan et al., 1992)  

พอรินอีกชนิดหนึ่งคือ OmpG จากเชื้อ E. coli เชน สามารถสรางชองจากหนวยยอยเดียว โดยทําหนาที่ในการผาน

ของนํ้าตาลโมโน- ได- และ ไตรแซคคาไรด (Behlau et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาโปรตีนพอริน

ในแบคทีเรียแกรมลบอ่ืน ๆ เชน จากเชื้อ Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Burkholderia (formerly 

Pseudomonas) aeruginosa, Aeromonas salmonicida, Chlamydia trachomatis, 

Rhodopseudomonas capsulate, R. spaeroides, Paracoccus dentrificans, Neisseria gonorrhoeae 

และเชื้อ Brucella หลาย ๆ ชนิด (Hancock et al., 1979; Douglas et al., 1981; Darveau et al., 1983; 

Bavoil et al., 1984; Douglas et al., 1984; Flammann and Weckesser, 1984; Olesky et al., 2006; and 

Gotoh et al., 1989) จากการศึกษาโครงสรางของพอรินจากแบคทีเรียหลายชนิดพบวาพอรินมีโครงสรางรวมกัน

คือมีสัดสวนของสายบีตาชีท เปนองคประกอบหลัก (Nikaido and Vaara, 1985) 

 

ผลงานวิจัยหลายชิ้นใหขอสรุปวาพอรินมีบทบาทสําคัญในการกําหนดพยาธิสภาพของเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคหลาย

ชนิด โดยมีสวนเก่ียวของกับกลไกการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรยี ทําใหการรักษาโรคติดเชื้อโดยแบคทีเรยี

หลายโรคไมประสบความสําเร็จ ตัวอยางการศึกษาไดแก 

1. พอริน MOMP จากเชื้อ Chlamydia เปนโปรตีนขนาด 40 kDa มีสวนเก่ียวของกับพยาธิสภาพของผูปวย

ที่ติดเชื้อ ไดแก ทําใหเปนหมัน การแทงบุตร ตาบอด โรคปอดบวม หลอดลมอักเสบ โรคภูมิแพ โรคหลอด

เลือดอุดตัน และ Alzheimer’s จากการเปรยีบเทียบลําดับของกรดอะมิโนระหวางพอรนิ MOMP ของ

แบคทีเรยีหลายชนิด ประกอบกับการทดลองทํา Epitope Mapping Studies พบวา โปรตีนนี้มี 

immunogenic epitopes ในสวนของ variable segments ที่เหนี่ยวนําการสราง neutralizing 

antibodies ที่สามารถชวยปองกันการติดเชื้อ Chlamydia ในแกะ ทําใหโมเลกุล MOMP เปนเปาหมาย

สําคัญในการพัฒนา และวัคซนีปองกันโรค (Wyllie et al., 1998; and 1999) 
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2. พอริน OpcPO ที่แยกจากเชื้อ B. cepacia พบวามีบทบาทสําคัญตอการกอโรค cystic fibrosis 

เนื่องจากโปรตนีนี้มี low susceptibility ตอยาปฏิชีวนะในกลุม beta-lactam ทําใหเชื้อดื้อตอยาในกลุม

นี้ (Tsujimoto et al., 1997) 

3. พอริน OMF และ OMP จากการศึกษาในเชื้อแบคทีเรียสามชนิดคือ เชื้อ B. aeruginosa เชื้อ 

Stenotrophomonas maltophilia และเชื้อ B. cepacia โดยวิธี Tripatite Efflux Systems พบวา

โปรตีนมีสวนเก่ียวของตอการดื้อตอยาปฏิชีวนะหลายกลุมโดยกลไกที่เรียกวา Multi-resistance 

Mechanism 

4. พอริน OM-1 และ OM-2 จากเชื้อ B. pseudomallei จากการการผานเขาออกของสารผานชองพอรินทั้ง

สองโดยวิธี liposome swelling assay และ antimicrobial agent susceptibility test พบวาโปรตีน 

OM-1 ทําหนาที่เปนชองผานของโมเลกุลมีข้ัวขนาดเล็ก ๆ เชน น้ําตาลโมโนแซคคาไรด และอาจมีสวน

เก่ียวของกับกลไกการดื้อยาในกลุม beta-lactam aminoglycosides macrolides และ polymyxins 

ของเชื้อ B. pseudomallei (Gotoh et al., 1994) 

5. พอริน OmpPst1 และ OmpPst2 จากเชื้อ Providencia stuartii  การศึกษาโดย Tian et al (2010) 

พบวาพอรินสองชนิดน้ีเก่ียวของกับการดื้อยาในกลุม β-lactam ของเชื้อนี้ 

 

สวนงานวิจัยที่ผูวิจัยไดดําเนินการกอนหนานี้คือการแยกโปรตีนพอรินสองชนิดคือ BpsOmp38 และ 

BthOmp38 ซึ่งเปนโปรตีนผิวนอกของเชื้อ B. pseudomallei และ B. thailandensis ตามลําดับ พบวา

โปรตีนในสภาพธรรมชาติมีลักษณะเปน 3 หนวย (Mr 110,000) ซึ่งประกอบดวยหนวยยอยที่เหมือนกัน Mr 

38,000) จากขอมูลที่ไดจากการทํา peptide mass fingerprint ทําใหสามารถแยกยีน Omp38 จาก

โครโมโซมของเชื้อทั้งสองได ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน BpsOmp38 และ BthOmp38 พบวาเหมือนกัน 98% 

และมีลําดับของกรดอะมิโนของโปรตีนเหมือนกัน 99.7% (Siritapetawee et al., 2004a)   นอกจากนี้ยังได

ทาํการผลิตโปรตีน Omp38 ในแบคทีเรีย E. coli ในรปู inclusion bodies และทําใหกลับมามีสภาพ

ธรรมชาติโดยใชระบบบัพเฟอรที่มี 10% (w/v) Zwittergent 3-14  (Siritapetawee et al., 2004b)  

จากการศึกษาโครงสรางทุติยภูมิโดยเทคนิค FTIR และ CD spectroscopy พบวาโปรตีน Omp38 มี

องคประกอบหลักเปน β-sheet จากการศึกษาหนาที่ของพอรินดวยวิธี liposome-swelling assays พบวา

โปรตีน Omp38 มีคุณสมบัติเปน non-specific channel ที่มีความสามารถใหสารละลายน้ําตาลที่มีน้ําหนัก

โมเลกุล < 650 Da ผานเขาออกได จากการทํานายโครงสรางของพอรินพบวามีโครงสรางเปน β-barrel 

ประกอบดวย 16-stranded β-barrel 8 periplasmic turns และ 8 external loops   

 

งานวิจัยที่ไดรายงานไปแลวลาสุดผูวิจัยไดทําการศึกษาคุณสมบัติของ BpsOmp โดยเทคนิค planar lipid 

reconstitution พบวาพอริน BpsOmp38 สรางชองพอรินเดี่ยวที่ยอมใหอิออนขนาดเล็กแพรผานไดโดยให

คาเฉลี่ยการนําอิออนหรือคา conductance ที่ความตางศักย ±100 mV อยูที่ 1.7±0.3 nS ตอจากนั้นได

ตรวจหาอัตราการผานเขาชองเดี่ยว BpsOmp38 ของยาปฏิชีวนะ 4 กลุมคือ β-lactams cephalosphorin 

cabapenem และ fluoroquinolone พบวาคา on-rate ของการสารปฏิชีวนะมีคาดังนี้ norfloxacin >> 

ertapenem > ceftazidime > cefepime > imipenem > meropenem > penicillin G สวนการศึกษา

ผลของอุณหภูมิตอ translocation rate ของ ertapenem พบวาคา on-rate สูงข้ึนในลักษณะ exponential 
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ตามอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน สวนคา residential time หรอืเวลาท่ี ertapenem จับกับ affinity site ภายในชอง 

BpsOmp38 จะลดลงในทิศทางตรงขาม(Suginta et al., under review, BBA-Biomembranes)  

 

สวนการศกึษานี้เปนงานวิจัยตอยอดเพื่อศึกษาถึงชนิดของกรดอะมิโนที่อยูภายในชองพอรินที่ทําหนาที่จับและ

กําหนดอัตราการผานเขาชอง BpsOmp38 ของยาปฏิชีวนะ โดยการศึกษาโครงสรางสามมิติพื้นฐานพบวามี

กรดอะมิโนอยูสามตัวที่อาจทําหนาที่เปน pore-confining residues คือ Arg100 Tyr119 และ Thr134 ดัง

แสดงในรูปที่ 1.4 แตกรดอะมิโน Tyr119 ที่ตําแหนงกลางชองนาจะมีสวนสําคัญในการควบคุมการแพรผาน

ของสารผานชองพอรินนี้ 

 

 
 

รูปที่ 1.4. Swiss-Model ของ BpsOmp38 แสดงกรดอะมิโนที่ฝงอยูภายในชองพอรินและอาจมีสวนการ

กําหนดคุณสมบัติการแพรผานของชอง BpsOmp38 

 

1.2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. การทํานายโครงสรางสามมิติของ BpsOmp38 จาก multiple template 

2. การคัดเลือกและการกลายพันธุกรดอะมิโนที่นาจะมีผลตอการนํายาปฏิชีวนะผานเขาชองพอริน 

BpsOmp38 

3. การศึกษาผลของการกลายพันธุตอคุณสมบัตกิารผานของยาปฏิชีวนะเขาชองพอรนิ BpsOmp38 

 

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยมีขอบเขตที่การศกึษาหนาที่ของกรดอะมิโนที่อยูภายในชองพอรินในการกําหนด pore-forming 

property และกําหนด translocation rate ของอิออนและยาปฏิชีวนะในกลุมตาง ๆ การกลายพันธุจะ

กระทําโดยอาศัยเทคนิค PCR-based site directed mutagenesis หลังจากนั้นทําการเตรยีมรีคอมบิแนนท

โปรตีนและการทําบริสุทธิ์ การศึกษาผลของการกลายพันธุทําโดยเทคนิค planar lipid reconstitution 

technique และการทํา MIC assay เทียบผลกับคุณสมบัติของโปรตีนดั้งเดิม หลังจากนั้นทําการสรุปผลการ

ทดลองเพื่อการตีพิมพและการเขียนรายงานฉบับสมบูรณ 
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1.4. ประโยชนที่ไดรบัจากการวิจัย 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้มี 4 ประการหลักคือ 

1. เปนองคความรูในการวิจัย เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอน จึงคาด

วาผลสัมฤทธ์ิจากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติที่มี impact factor 

มากกวา 3 ไดอยางนอย 1 เรื่อง และการเผยแพรในรูปโปสเตอรหรือการบรรยายอีก 1-2 ในที่

ประชุมระดับนานาชาติอยางนอย 1 คร้ัง  

2. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมีและสาขาวิชาเคมี ของ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีที่จะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะ

ทางระดับสูงที่มีการถายทอดนอยมากในสถาบันการศึกษาอื่น ๆ ในประเทศ 

3. องคความรูที่ไดเปนการคนควาวิจัยเก่ียวกับแนวทางปองกันโรคติดเชื้อรายแรงเมลิออยโดซีส ซึ่ง

ผลงานวิจัยที่ไดรับจะเปนขอมูลที่สําคัญตอหนวยงานแพทยของรัฐและเอกชน และสถาบันวิจัย

ทางการแพทยระดับนานาชาติที่จะคิดคนควาหาทางปองกันโรคติดเชื้อนี้ 

 

หนวยงานที่จะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

2. สถาบันวิจัยทางการแพทยอื่น ๆ เชน คณะแพทยศาสตร คณะเวชศาสตรเขตรอน ของมหาวิทยาลัย

ทั่วประเทศ  

3. หนวยงานระดับนานาชาติ เชน สถาบันวิจัยทางการแพทยระดับนานาชาติ และองคการอนามัยโลก  

4. หนวยงาน R&D ของหนวยงานเอกชนที่มีเปาหมายในการผลิตยาปฏิชีวนะหรือผลิตวัคซีนปองกันโรค 

melioidosis 
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

2.1. การสรางโปรตีนกลายพันธุ BpsOmp38 

 

ทาํการกลายพันธุกรดอะมิโน Y119 ที่ตําแหนงกลางชอง BpsOmp38 โดยเทคนิค PCR-based site-directed 

mutagesis สวนดีเอ็นเอตนแบบที่ใชคือยีน BpsOmp38 ที่โคลนเขาไปใน pET23d(+) vector ไวแลวใน

การศึกษาอื่น (Suginta et al., BBA, 2011) โดยเรียก construct นี้วา pET23d(+)/BpsOmp38 สวนคูโอลิโก

นิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ออกแบบการกลายพันธุแสดงในตารางที่ 2.1. 

 

ตารางที่ 2.1. แสดงลําดบัของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชสรางโปรตีน BpsOmp38 กลายพันธุ 

โปรตีนกลายพันธุ ลําดับนิวคลีโอไทด 

BpsOmp38Y119A forward primer: 5’-CTGGGCCGTCAGGCCGACGCAACCCAAGAC-3’ 

reverse prime: 5’-GCTTTGGGTTGCGTCGGCCTGACGGCCCAG-3’ 

BpsOmp38Y119F forward primer: 5’-GGGCCGTCAGTTCGACGCAACCCAAG-3’ 

reverse primer: 5’-CTTGGGTTGCGTCGAACTGACGGCCC-3’ 

     หมายเหตุ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตคือสวนท่ีเปลี่ยนเพ่ือสรางกรดอะมิโนท่ีกลายพันธุ 

 

เมื่อทําการออกแบบไพรเมอรที่ตองการแลวทําการกลายพันธุยีนดวยเทคนิค PCR-based site-directed 

mutagenesis ตามวิธี QuikChange Site-Directed Mutagenesis protocol ของ Stratagene หลังจากทําการ

ยอยดีเอ็นเอแมดวยเอนไซม DpnI แลวทําการ transform พลาสมิดที่มีแตยีนกลายพันธุเขาไปในเชื้อ E. coli XL1-

Blue หลังจากนั้นทําการสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคโลนีที่ไดโดยใช QuickClean II Plasmid Miniprep 

Kits (GenScript, Piscataway, NJ, USA) แลวนําพลาสมิดที่มียีนกลายพันธุที่ใหชื่อวา

pET23d(+)/BpsOmp38Y119A และ pET23d(+)/BpsOmp38Y119F เขาสู E. coli DH5α เพ่ือเพ่ิมจํานวนรี

คอมบิแนนทพลาสมิด ทําการสกัดพลาสมิดอีกคร้ังแลวทําการตรวจสอบความถูกตองของยีนกลายพันธุทั้งสองสายดี

เอ็นเอโดยวิธี automated DNA sequencing (First BASE Laboratories Sdn Bhn, Selangor Darul Ehsan, 

Malaysia)  

  

2.2. การศึกษาการแสดงออกและการทําบรสิุทธิ์โปรตีน  

 

นําพลาสมดิ pET23d (+)/BpsOmp38, pET23d (+)/BpsOmp38Y119A, และ pET23d 

(+)/BpsOmp38Y119F เขาสูเซลล E. coli BL21 (DE3) Omp8 Rosetta โดยวิธี CaCl2 เซลล E. coli สายพันธุนี้

ไดผานการทํา gene knockout ทําใหยีนพอริน LamB OmpF OmpC และ OmpA ในจีโนมถูกทําลาย (Prilipov 

et al.,1998) จึงมีความเหมาะสมในการใชศึกษาการผลิตชองพอริน BpsOmp38 เพราะเซลลนี้ไมสามารถสรางพอ

รินอ่ืน ๆ ได ขั้นตอนในการศึกษาการแสดงออก การสกัดและการทําบริสุทธิ์โปรตีนดั้งเดิมและโปรตีนกลายพันธุมี

ดังนี้ 
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• การเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน BpsOmp38  

1. ทําการเลี้ยงเชื้อ E. coli Omp8 (pET23/BpsOmp38) บนอาหารแข็ง LB agar plate ที่เติม 100 

µg/mL Amp ในตูบมที่ 37ºC เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

2. เขี่ยโคโลโนเดี่ยวลงใน 250 มิลลิลิตร ของอาหารเหลว LB/Amp ในเตรียมใน flask ขนาด 1 ลิตร ทํา

การเขยาในตูเขยาดวยความเร็วรอบ 250 rpm เปนเวลา 16 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37°C 

3. ถายเชื้อลงในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 9x350 มิลลิลิตรในเตรียมใน flask ขนาด 1 ลิตร แลว

ปรับคา OD600 ใหเทากับ 0.1 ทําการเลี้ยงเชื้อตอที่อุณหภูมิ 37°C จนเซลลมีการเจริญเติบโตถึงชวง 

mid-log phase ทําการตรวจคา OD600 ใหเทากับ 0.5-0.8 

4. เติม IPTG ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.4 mM เพ่ือเหนี่ยวการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน

BpsOmp38 ทําการเลี้ยงเชื้อตอเปนเวลา 6 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37°C 

5. ปนเก็บเซลลท่ีความเร็ว 4,500 rpm เปนเวลา 15 นาที ตั้งอุณหภูมิในการปนที่ 4ºC 

6. เก็บเซลลที่ในสวนตะกอน ไวที่ -20°C  

• การสกัดโปรตีน BpsOmp38 จากผนังเซลลแบคทีเรยี E. coli BL21 (Omp8) Rosetta 

- การสลายเซลล 

1. ทําการละลายเซลลดวยอัตราสวน 1 กรัมของน้ําหนักเซลลเปยกตอ 10 มิลลิลิตร ของ lysis 

buffer (20 mM Tris-Cl pH 8.0, 2.5 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2)  

2. เติม 100 ไมโครลิตรของ RNase A (10 mg/mL) และ 10 ไมโครลิตรของ DNase I (10 

mg/mL) ตอปริมาตร 10 มิลลิลิตร ของบัพเฟอร 

3. สลายเซลลดวย French Press homogenizer 

4. เติม 20% (w/v) SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตอ 10 มิลลิลิตรของ cell suspension ท่ีเตรียมได 

บมสารละลายเซลลที่ 60°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ 

5. ปนเก็บสวนตะกอนที่ไดจากการปนที่ความเร็วรอบ 22,000 rpm ที่ 4°C เปนเวลา 60 นาที  

- การเตรียมการสกัดดวย SDS 

1. ลางตะกอนดวย 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 เพื่อกําจัด SDS ที่หลงเหลืออยู 

2. เติม 0.125% (v/v) octyl-POE เตรียมใน 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 สัดสวนที่เติม

คือ 5 มิลลิลิตร ตอ 1 กรัมของตะกอน 

3. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer จนไมเห็นกอนตะกอนหลงเหลืออยู 

4. บมสารละลายตะกอนที่ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 

5. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 4°C เปนเวลา 40 นาที 

- การสกัดและการละลาย 

1. เติม 0.125% (v/v) octyl-POE เตรียมใน 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 สัดสวนที่เติม

คือ 5 มิลลิลิตร ตอ 1 กรัมของตะกอน 

2. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer ใหละเอียดจนไมเห็นตะกอนหลงเหลืออยู 

3. บมสารละลายตะกอนที่ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 

4. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 20°C เปนเวลา 40 นาที 
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5. ละลายตะกอนดวย 5% (v/v) octyl-POE ในสารละลายบัพเฟอร 20 mM phosphate, pH 

7.4 สวนที่ละลายประกอบดวย “BpsOmp38” 

 

2.3.  การตรวจหาความไวในการรับยาหรือ drug susceptibility  

ทําการตรวจหาไวในการรับยาของเชื้อ E. coli (Omp8) Rosetta strain ที่มียีน BpsOmp38 กลายพันธุ

โดยวิธี Two-fold microdilution method ทําการเปรียบเทยีบคา MIC (Minimum Inhibitory 

Concentration) กับคาของเชื้อ E. coli ที่มียีน BpsOmp38 ดั้งเดมิ โดยหาคา MIC ของเซลลที่เลี้ยงใน

ยาปฏิชีวนะ 6 กลุมไดแก  

กลุมที ่1 (penicillins): penicillin G และ amoxicillin  

กลุมที ่2 (cephalosporins): ceftazidime, cefoxitin และ cefepime 

กลุมที่ 3 (carbapenems): meropenem, imipenem และ doripenem 

กลุมที่ 4 (fluoroquinolones): norfloxacin และ ciprofoxatin  

กลุมที่ 5 (quinolone carboxylic acid): enrofloxacin 

กลุมที่ 6 (sulfonamide-trimethoprim): co-trimoxazole 

 

โดยทําการเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ท่ี 37° จนไดคา OD600 = 0.1 ซึ่งมีจํานวนเซลลระหวาง 104-

105 CFU ตอ mL หลังจากนั้นถายเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลุมของ microtiterplate แบบ 96 หลุมท่ี

มี LB/50 µg.mL-1 phenylarginine-β-naphthylamide (PAβN) และยาปฏิชีวนะที่ตองการศึกษาความ

เขมขนในชวง 0.125-2048 µg/mL ที่มี calvalunic acid ผสมอยูดวยอัตราสวน (antibiotic: calvalunic 

acid, 2:1) หลังจากนั้นบมเซลลตอที่ 37° เปนเวลา 24 ชั่วโมง หาคา MIC ดวยการดูดวยตาเปลาและวัดคา 

OD600<0.1 เปรียบเทียบกับคา breakpoint ซึ่งเปนคา MIC มาตรฐานของ pseudomonas spp.    

 

2.4. การศึกษาคุณสมบัติการสรางชองของรีคอมบิแนนท BpsOmp38 กลายพันธุโดยเทคนิค Black Lipid 

Membrane  (BLM) Reconstitution Technique 

 

การวัดหา single ion channel conductance โดยวิธี BLM (Nestorovich et al, 2002) อาศัยหลักการ 

insert ของชองพอรนิบนฟอตโฟลิปดเมมเบรนดวยการเหนี่ยวนําดวยความตางศักยไฟฟาที่มีคาไมเกิน 200 

mV องคประกอบของ BLM set-up แสดงใหเห็นในรูปที่ 2.1 จากรูป BLM set-up จะตองอยูภายในกลองฟา

ราเดยที่มีระบบปองกันการสั่นสะเทือนสูงเพื่อสามารถวัดกระแสที่เกิดจากการวัดที่ระดับต่ํามาก ๆ กระแสท่ี

เกิดขึ้นเกิดจากการเคลื่อนที่ของอิออน เชน K+ หรือ Cl- ในอิเลคโตรไลท ผานชองพอรินที่ฝงอยูบนเมมเบรนท่ี

คั่นระหวาง chamber ดาน cis และ trans การเคลื่อนที่ของอิออนที่สามารถตรวจวัดดวยอิเลคโทรดที่มีสอง

ข้ัว ดานหนึ่งคือข้ัวลบและอีกดานหนึ่งเปนขั้วบวก ซึ่งจะแปลงรูปเปนกระแสไฟฟา (I) ที่ระดับ pA โดย

คากระแสที่วัดจะแปรผันโดยตรงกับความปริมาณอิออนที่เคลื่อนท่ีผานชองพอริน BpsOmp38 
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รูปที่ 2.1 องคประกอบของ BLM set-up ที่ใชศึกษาการแพรผานของสารผานชองพอริน 

 

การทดลองนี้ทําการตรวจหาคุณสมบัติของ BpsOmp38 ที่เตรียมไดจากหัวขอ 2.1 โดยวัดหาคา single ion 

conductance โดย Montal-Mueller BLM technique มีขั้นตอนดังนี้  

1. ทําการประกอบแผนเทฟลอน (Teflon) ที่มีความหนา 15 ไมครอน และมีรูขนาด 100-200 ไมครอน 

กับ cuvette เขาดวยกัน แผนเทฟลอนจะแยก chamber ออกเปนสองสวนคอื สวน cis และสวน 

trans โดยเรียกอิเลคโทรดดาน cis วาเปน working electrode สวนอิเลคโทรดดาน trans เปน 

reference electrode ดังแสดงในรูปที่ 2.2. 

 

 
 

รูปที่ 2.2 องคประกอบของ BLM cuvette ที่มีแผนเทฟลอนที่เจาะรูตรงกลางขนาด 50-100 ไมครอนกั้น

ระหวางชองใสสารละลายดาน cis และดาน trans   

 

2. หยด 1% (v/v) hexadecane ท่ีเตรียมใน n-hexane ที่ตรงกลางของแผนเทฟลอนที่มีรูทั้งสองดาน

โดยใชทิปที่เสียบทอพลาสติกยาวประมาณ  2  cm สําหรับไมโครปเปตขนาด 20 µL ทิง้แผนเทฟ

ลอนไว 5-10 นาท ีจนตัวทําละลายระเหยหมด  
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3. เติมสารละลายบัพเฟอรที่ประกอบดวย 1 M KCl/20 mM HEPES, pH 7.4 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 

ลงใน chamber ทั้งสองดาน 

4. ใช Hampton syringe (ขนาด 10 ไมโครลิตร) ดูดสารละลายไขมัน diphytanoyl 

phosphatidylcholine (DPhPC) ความเขมขน 5 mg/mL ที่เตรียมในตวัทําละลาย n-pentane 

และหยดปริมาตร 2-3 ไมโครลิตร ลงในแตละดานของ chamber ทิ้งใหไขมันกระจายตัวดีประมาณ 

10-15 นาที 

5. ทําการสราง planar lipid membrane ดวยการไปเปตสารละลายไขมันดาน CIS ขึ้นลงเบา ๆ 

6. ใหกระแสความตางศักยไฟฟาที่คาตาง ๆ เชน ±50 ±100 ±150 และ ±200 mV ระบบควบคุมความ

ตางศักยไฟฟาคือ Axopatch 200B amplifier โดยใช voltage-clamp mode ถาเมมเบรนไมขาด 

ทิ้งใหเมมเบรนคงท่ีอีกประมาณ 5-10 นาที 

7. เติมโปรตีน BpsOmp38 ความเขมขนประมาณ 1-2 ng/mL เตรียมใน 1%(v/v) octyl-POE/20mM 

HEPES, pH 8.0 ลงในดาน CIS ของ chamber ไปเปตขึ้นลงเบา ๆ 

8. ให applied voltage ที่ ±50 mV รอจนมีกระท่ังมีการ insert ของชองพอรินเดี่ยว บันทึกคากระแส

ที่ไดที่ ±50, ±100, ±150 และ ±200 mV ที่คา output gain (α) = 10 และใช four-pole low-

pass Bessel filter ที่ 10 mHz 

9. ทําการวิเคราะหผลการทดลองหาคา single channel conductance ตามกฎของโอหม 

   

2.5. การศึกษาอัตราการนําเขายาปฏิชีวนะผานชอง BpsOmp โดยวิธี liposome swelling assay 

• การเตรียม  multi-lamellar liposome  

1. ชั่ง 20 มิลลิกรัม ของลิปด (soy bean azolectin) นํามาละลายดวย chloroform (Avanti)   

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาดใหญที่สะอาด ความเขมขนของสารละลายลิปดที่ไดเปน 

20 mg/mL 

2. ปเปต  0.2 มิลลิลิตร ลงในหลอดแกวที่มีฝาเกลียวปดได เอียงหลอดเปนมุม 45ºC และหมุนหลอด

แลวพรอมกับเปาของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  

3. เติม 0.2 มิลลิลิตร diethyl ether (analytical grade) เขยาเบา ๆ จนลิปดละลายดี ตั้งท้ิงไวใน 

fume hood ประมาณ 10 นาที 

4. จุมสวนกนของหลอดลงในน้ําอุณหภูมิ 50°C เอียงหลอดเปนมุม 45 องศาและหมุนหลอดไปพรอม ๆ 

กับเปาของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  

5. ถายังมีกอนลิปดคางอยูใหทําการทดลองในขอ 3 และ 4 ซ้ําอีกครั้งหนึ่ง 

6. วางหลอดแกวที่เปดฝาใน dessicator แลวทําแหงอยางนอย 1 ชั่วโมงหรือขามคนื 

• การเตรียม proteoliposome 

1. เติม 200 ไมโครลิตร ของสารละลายโปรตีนความเขมขน 20 µg/mL ในสารละลายบัพเฟอร 5 mM 

Tris/HCl, pH 7.5/0.125% LDAO ทําการผสมลิปดและโปรตนีดวยการ vortex เบา ๆ (ปรับ

ความเร็วในการเขยาไมเกิน 600 rpm) ตอเนื่องเปนเวลา 30 นาที 

2. ทําการ sonicate หลอดเปนเวลา 30 วินาที  

3. ทําแหง proteoliposome ดวยเคร่ือง evaporator ที่ความดัน 65 mbar ที่อุณหภูมิอางเปน 50°C 
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4. ทําแหง proteoliposome ใน dessicator เปนเวลาอีก 1 ชั่วโมง  

• การเตรียม dextran-filled proteoliposome 

1. เตรยีม 17% (w/v) D(+)-dextran (MW 40,000, fluka) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใน 5 mM Tris/HCl, 

pH 7.4  

2. เติม 600 ไมโครลิตร ของสารละลาย dextran ในแตละหลอด แลวถือหลอดของผสมในแนวตั้ง ยืด

แขนตรงแลวเขยาหลอดดวยวิธีการยกแขนข้ึนลงระดับหัวไหล-เอว 3 ครั้ง 

3. บมหลอดสารละลาย proteoliposome/dextran ใน waterbath ที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 30 

นาท ีแลวเก็บหลอดไวในตูเย็น 4°C  

• การหาคา isotonic solute concentration 

1. เตรยีม 0.1 M stock solution ของสารละลาย raffinose 2 mL ละลายใหดีดวยการเขยาดวย 

vortex กรองสารละลายน้ําตาลดวย filtered disc ขนาด 0.45 ไมครอน 

2. เตรยีมสารละลายน้ําตาล D-raffinose ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ความเขมขน 40, 50,60, และ 70 

mM ใน 5 mM Tris/HCl, pH 7.5 จาก stock solution ในขอ 1  

3. ปเปต 25 ไมโครลิตร proteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 

4. เติม 600 ไมโครลิตร 40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบา ๆ แลวรีบวัดการเปลี่ยนแปลง

ของคา OD500 ภายในเวลา 60 นาที  

5. ทําการทดลองซ้ํากับสารละลายน้ําตาล D-raffinose ที่ความเขมขน 50, 60, 70, และ 80 mM 

6. คํานวณอัตราการเปลี่ยนแปลงคา OD500 ของสารละลายน้ําตาลแตละความเขมขน ณ ชวงเวลา 60 

วินาที ความเขมขนของน้ําตาลที่ใหคาการเปลี่ยนแปลง ≤ 0.01 ถือวาเปน isotonic concentration 

ใหใชความเขมขนนั้นเตรยีมสารละลายยาปฏิชีวนะ ในการทดลองถัดไป 

• การวัดหาคา swelling rate ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 

1. เตรยีมสารละลายปฏิชีวนะน้ําตาล ที่ความเขมขนเทากับ isotonic solute concentration จาก 0.1 

M stock solution  

2. ปเปต 25 ไมโครลิตร proteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 

3. เติม 600 ไมโครลิตร 40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบาแลวรีบวัดการเปลี่ยนแปลง

ของคา OD500 ภายในเวลา 60 นาที       

4. คํานวณหาคา swelling rate จากคาเฉลี่ย 3 ครั้ง หาคา relative swelling rate โดยใหคา 

swelling rate ของน้ําตาล arabinose มีคาเปน 100% 

5. สรางกราฟระหวางคา relative swelling rate กับน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาล เปรียบเทียบคาที่ได

ระหวางน้ําตาลแตละชนิด 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและขอวิจารณ 
 

3.1. การทดสอบการดื้อยาของเชื้อ clinically-isolated B. pseudomallei 

 

การทดลองแรกทําการทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะกลุมตาง ๆ ดังรายละเอียดแสดงในสวนของวิธีการทดลอง

หัวขอ 2.3 ของผูปวยเมลิออยโดซีส ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 3.1 พบวาคา MIC value ของยา

ปฏิชีวนะเกือบทุกตัวมีคาสูงกวคา breakpoint value ยกเวน ceftazidime และ meropenem ซึ่งแสดง

คา MIC value เปน 2 µg.mL
-1 

และ 4 µg.mL
-1
 ตามลําดับ ซึ่งนอยกวาคา breakpoint value ผลการ

ทดลองแสดงใหเห็นวาเชื้อ B. pseudomallei ดื้อตอยาปฏิชีวนะเกือบทุกตัวและมีความไวตอการรับยา

ปฏิชีวนะ 2 ชนิดเทานั้นคือ ceftazidium ซึ่งอยูในกลุมของ cephalosporin และ meropenem ในกลุม

ของ carbapenem การทดลองน้ีสอดคลองกับรายงานอ่ืน ๆ ที่มีมาแลว โดยเชื้อ B. pseudomallei บาง

สายพันธุอาจไวตอยา imipenem ดวย แตในสายพันธุที่ศึกษาน้ีใหคา MIC value เปน intermediatory ที่

อยูระหวางคา breakpoint ท่ีเปน resistance และ sensitive  

 

ตารางที่ 3.1. ผลการทดสอบการดื้อยาของเชื้อ B. pseudomallei โดยวิธี two-fold dilution method 

คา MIC  value ที่แสดงในตารางไดจากการทดลองซ้ํากัน 4-6 ครั้ง 

Antibiotic 
Breakpoint MIC value (µg.mL-1) 

S ≤ R > -PAβN +PAβN 

Penicillin 
  Penicillin G ≤16 >16 1024R 1024R 

  Amoxycillin - - 256 256 
Cephalosporin     
  Cefoxitin NA NA 1024 1024 
  Ceftazidime ≤8 >8 2S 2S 
  Cefepime ≤8 >8 512R 512R 
Carbapenem     
  Meropenem ≤2 >8 4S 4S 
  Imipenem ≤4 >8 8I 8I 
  Doripenem ≤1 >2 >2048R >2048R 
Fluoroquinolone     
  Norfloxacin - - 8 8 
  Ciprofoxacin ≤0.5 >1 4R 4R 
Quinolone 
carboxylic acid     

  Enrofloxacin - - 4 4 
Sulfonamide-
trimethoprim     

  Co-trimoxazol 4 4 128R 128R 
Aminoglycoside     
  Kanamycin - - 16 16 
  Gentamicin ≤4 >4 32R 32R 
a
กําหนดคา breakpoints สําหรับ Pseudomonas spp. ตาม  the EUCAST Clinical Breakpoint Table v. 4.0, valid 

from 2014-01-01 (26). 
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R, Resistant; S, Sensitive; NA, Not applicable; I, intermediatory; -,No breakpoints.  

 

นอกจากนี้ยังพบวาคา MIC value ตอยาปฏิชีวนะทุกตัวใหคาเหมอืนกันในเชื้อที่โตในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีและ

ไมมีตัวยับย้ัง PAβN ซึ่งยับยั้งเอนไซม β-lactamase ที่สลายวงแหวน β-lactam ของยาที่มีวงแหวนนี้ใน

โครงสราง การทดลองแสดงใหเห็นวาการดื้อตอยาของเชื้อ B. pseudomallei ไมเก่ียวของกับกลไกการ

สังเคราะหเอนไซมนี้เพ่ือทําลายยาปฏิชีวนะ 

 

3.1. การออกแบบการกลายพันธุชองโปรตีน BpsOmp38 

 

จากการทํานายโครงสรางสามมิติของพอริน BpsOmp38 พบวาโปรตีนนี้มีโครงสรางเปนชองแบบ β-barrel ที่

ประกอบดวยสายบีตา 18 สายมาเรียงกันแบบ anti-pararell ภายในชองมีสวนของเกลียวอัลฟาสั้น ๆ แทรกอยู

ตามดวยหวง L3 ที่ย่ืนเขาไปตรงกลางชอง และพบแขนงขางของกรดอะมิโน Tyr119 ที่บริเวณสวนตนของเกลียว

อัลฟายื่นเขามาบดบังสวนบนของชองพอรินดังแสดงในรูปที่ 3.1.A เมื่อพิจารณาจากตําแหนงที่อยูแลวคาดวา

กรดอะมโินนี้นาจะมีสวนกําหนดการเขา-ออกของสาร ผูวิจัยจึงไดใชเทคนิค site-directed mutagenesis ทําการ

เปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนง 119 จาก Tyr ใหเปน Ala (รูปที่ 3.1B) และ Phe (รูปที่ 3.1C)  ผลการทํา site-

directed mutagenesis สรางโปรตีนกลายพันธุ 2 ชนิดคือ  BpsOmp38Y119A และ BpsOmp38Y119F ที่มี

คุณสมบัติของแขนงขางตางกัน โปรตีนที่เปลี่ย Tyr119 เปน Ala มแีขนงขางขนาดเล็กที่ไมมีข้ัว สวนโปรตีนที่

เปลี่ยน Tyr119 เปน Phe มีแขนงขางอวนและไมมีข้ัว   

 

 
 

รูปที่ 3.1 โครงสรางทํานายของชองพอริน BpsOmp38 ที่แสดงตําแหนงของกรดอะมิโน Tyr119 ในชองพอริน 

BpsOmp38 ดั้งเดิม (A), BpsOmp38Y119A (B), และ BpsOmp38Y119F (C) 

 

3.2. การผลิต BpsOmp38 จากเชื้อ E. coli (BL21) Omp8 Rosetta และการทําบริสุทธิ์ 

 

เมื่อทําการกลายพันธุยีนแลว ไดตรวจสอบความถูกตองของการเกิด point mutation ดวยวิธี automated DNA 

sequencing โดยหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองสายดีเอ็นเอ พบวาเสนดีเอ็นเอมีลําดับกรดอะมิโนที่กลายพันธุ
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ถูกตอง จึงนํารคีอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)/BpsOmp38, pET23d(+)/BpsOmp38A และ 

pET23d(+)/BpsOmp38F ที่สกัดไดเขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8 โดน E. coli สาย

พันธุนีม้ีการ knockout ของยีนพอรินหลายชนิดคือ OmpA OmpC OmpF และ LamB ดังน้ันเหมาะสําหรบัใน

การนํามาใชเปนเซลลเจาบานในการผลิตรีคอมบิแนนทพอริน BpsOmp38  

 

เนื่องจากในขั้นตอนการโคลนยีนไดใส signal peptide เขาไปในยีน ดังนั้นโปรตีนที่ผลิตไดจะฝงอยูบนผนังเซลลเจา

บาน เม่ือทําการสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากผนังเซลลดวย 2% (w/v) SDS ตามดวย 3% (v/v) octyl-POE 

ในขั้นตอนการสกัดดวยดีเทอรเจนทจะไดโปรตีนที่มีความบริสุทธ์ิระดับหนึ่ง หลังจากนั้นทําบริสุทธิ์โปรตนีดวยวิธี

ทางโครมาโตรกราฟฟแบบแลกประจุบวกโดยใชคอลัมน Hitrap SP HP (GE Healthcare) ขนาดความจุ 5 

มิลลิลิตร แลวทําการชะคอลัมนดวย 0-100% KCl พบวาโปรตนี BpsOmp38 จับกับคอลัมนสามารถถูกชะออกมา

ที่ความเขมขนของเกลือ KCl ประมาณ 30%  ดังแสดงในรูปที่ 3.2A 

 

 
 

รูปที่ 3.2. การวิเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน BpsOmp38 ที่ผลิตโดย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8  

A) กราฟการทําบรสิุทธิ์โปรตีน BpsOmp38 ดวยคอลัมนแบบแลกประจุ Hitrap SP HP แลวชะดวย 0-1 M KCl  

B) การวิเคราะหดวย SDS-PAGE ที่ยอมแถบโปรตีนดวย Coomassie Blue  

C) การวิเคราะหทาง immunoblot ของตัวอยางในรปู B และตรวจหาการจับกันระหวาง antibody และ 

antigen โดยใช anti-BpsOmp38 antiserum  

D) ผลการวิเคราะหเพปไทดดวย nanoLC/ESI MS   

ชอง: Std, standard proteins; 1, BpsOmp38WT; 2, BpsOmp38Y119A; 3, BpsOmp38 mY119F; 4, 

refolded BpsOmp38; 5, E. coli OmpF; 6, E. coli OmpN; และ 7,  V. harveyi chitopirn 
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เมื่อทําการวิเคราะหหาความบริสุทธ์ิของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบวาโปรตีนกลายพันธุ BpsOmp38A และ 

BpsOmp38F (รูปที่ 3.2B ชองที่ 2 และ 3 ตามลําดับ) ท่ีสกัดไดมีน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 38 กิโล

ดาลตัน ซึ่งตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของ BpsOmp38 ดั้งเดิม (ชองที่ 1 และ 4) สวนชองพอรินอื่น ๆ 

ไดแก OmpF (ชองที ่5) OmpN (ชองท่ี 6) และ chitopotin (ชองที่ 7) มนี้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยมากกวา

ของ BpsOmp38 ดั้งเดิมเเล็กนอย เมื่อทดสอบดวยวิธี immunoblotting พบวาโปรตีน BpsOmp38 ทุกชองบน

แผนเจลจับกับ anti-BpsOmp38 antibody (รูปที่ 3.2C ชองที ่1-4) นอกจากน้ียังพบวาโปรตนี OmpN มี cross-

react ดวยแอนติบอดีนี้อีกดวย (รูปที่ 3.2C ชองที ่6) สวนโปรตีน OmpF และ OmpF ไมสามารถจับแอนติบอดีได 

เมื่อทําการวิเคราะหเพปไทดดวยวิธี peptide mass fingerprinting พบวามีสายเพปไทดจํานวน 8 สายคือ สายที่ 

P1-P8 (รูปที่ 3.2D) มีลําดับของกรดอะมิโนตรงกับสวนของ outer membrane porin ของ B. 

pseudomallei type strain 1655 (gene id. BURPS1655_I0506) โดยลําดับของกรดอะมิโนของเพปไทด

ดังกลาวแสดงในตารางที่ 3.2 ผลการทดลองนี้ยืนยันวารีคอมบิแนนทโปรตนีบริสุทธิ์ที่เตรียมไดคือชองพอรนิ 

BpsOmp38 

 

ตารางที่ 3.2. การวิเคราะหเพปไทดของโปรตนีที่ทําบริสุทธิ์ดวยวิธี nanoLC mass spectrometry 

Peptide 
order Start – End Observed Charge Mr(expt) Mr(calc) Peptide 

1 49 – 61 454.4741 +3 1360.4003 1360.6735 K.SLWSVGAGVDQSR.F 
1 49 – 61 1362.1779 +1 1361.1706 1360.6735 K.SLWSVGAGVDQSR.F 
2 62 – 75 469.4582 +3 1405.3528 1404.7361 R.FGLRGSEDLGGGLK.A 

3 91 – 100 565.2778 +2 1128.5410 1128.4771 R.FNNGGGMFNR.Q + 
Oxidation (M) 

4 101 – 117 590.5537 +3 1768.6394 1768.9108 R.QAFVGLSSNYGTVTLGR.Q 
5 149 – 162 730.2538 +2 1458.4930 1457.7474 R.LNTNGDVAVNNTVK.F 
5 149 – 162 1459.8120 +1 1458.8047 1457.7474 R.LNTNGDVAVNNTVK.F 
6 190 – 203 745.9739 +2 1489.9333 1489.7201 R.AYSAGASYQFQGLK.V 
7 328 – 339 735.4683 +2 1468.9220 1468.7423 K.RTDVYAQAVYQR.S 
7 328 – 339 735.5847 +2 1469.1548 1468.7423 K.RTDVYAQAVYQR.S 
7 328 – 339 490.9310 +3 1469.7713 1468.7423 K.RTDVYAQAVYQR.S 
8 329 – 339 657.4061 +2 1312.7977 1312.6412 R.TDVYAQAVYQR.S 

*หมายเหตุ  ลําดับเพปไทดที่ซ้ํากันเน่ืองจากการเครื่องมือวิเคราะหหามวลไดเทากันจึงจําแนกเพปไทดเหลาน้ีใหเปนเพปไทดเดียวกัน 

 

3.2. ผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Tyr119 ตอความไวในการรับยาปฏิชีวนะของเซลล E. coli ที่มียีน 

BpsOmp38 

 

การทดลองตอมาทําการเปรยีบเทียบผลของการกลายพันธุตอการเจริญเติบโตของเชื้อE. coli ที่มียีนกลายพันธุ 

BpsOmp38A/F กับเชื้อ E. coli ที่มียีนดั้งเดิม ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะกลุมตาง ๆ ผลการทดลองใหคา 

MIC ดังแสดงในตารางที่ 3.3 จากตารางพบวาคา MIC ของเซลล E. coli ที่สรางโปรตีนพอริน BpsOmp38 มีคา

เพิ่มขึ้นเมื่อเล้ียงเซลลในยาปฏิชีวนะหลายชนิดดังตอไปนี้ penicillin G ยา ceftazidime ยา cefoxitin ยา 

imipinem ยา doripenem ยา cotrimoxazole ยา kanamycin และยา gentamycin เมื่อเทียบกับคา MIC ของ 

E. coli ที่ไมมียีน BpsOmp38 ทั้งนี้ในเซลลที่ไมผลิตโปรตีน BpsOmp38 นาจะใชชองพอรินอ่ืนในการรับตัวยา แต

เมื่อเซลล E. coli ถูกเหนี่ยวนําใหสรางพอริน BpsOmp38 ปริมาณมาก ทําใหที่ผนังเซลลของแบคทีเรียมีชองพอริน 
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BpsOmp38 เปนชองหลักในการนําสารเขาออก ยาปฏิชีวนะที่แพรผานเขาสูเซลลผานชอง BpsOmp38 เกิดขึ้นได

ยากขึ้นเนื่องจากชองพอรินสามารถนาํสารต่ําจึงใหคา MIC เพิ่มข้ึนซึ่งแสดงถึงความสามารถในการรับยาลดลง 

 

ตารางที่ 3.3. คา MIC value ของ Omp-deficient E. coli ที่เหนี่ยวนําใหผลิต BpsOmp38 คาที่แตกตางของกลุม

ตัวอยางแตละชุดมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 เมื่อทําการวิเคราะหทางสถิติดวยวิธี 2-way ANOVA analysis 

จํานวนตัวอยางที่ทดสอบ N=10 

Antibiotic 
MIC value (µg.mL-1)  

Control WT Y119A Y119F 

Penicillin     
  Penicillin G >16a >32* >16** >16** 
  Amoxycillin >32 >32 >32 >32 
Cephalosporin     
  Ceftazidime 0.5 1* 0.5** 0.5** 
  Cefoxitin 2 4** 2** 4 
  Cefepime 0.125 0.125 0.25 0.125 
Cabepenem     
  Meropenem 0.25 0.25 0.125** 0.25 
  Imipenem 2 4* 2** 4 
  Doripenem 128 256* 256 512 
Fluoroquinolone     
  Norfloxacin 0.0625 0.125 0.125 0.125 
  Ciprofoxacin ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 
Quinolone 
carboxylic acid 

    

  Enrofloxacin ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 
Sulfonamide-
trimethoprim 

    

  Co-trimoxazol 1 2* 2 1 
Aminoglycoside     
  Kanamycin 256 512* 512 256** 
  Gentamicin 0.25 2* 1 0.5** 

a
เปนการหาคา MIC value จากการเล้ียงเชื้อท่ีมี clavulanic acid และ β-lactamase inhibitor อยูดวย  

*คา MIC values ของเซลลท่ีผลิตพอริน BpsOmp38 เทียบกับคา MIC ของเซลลที่ไมผลิตพอริน (ตัวอยางควบคุม) 

**คา MIC ของเซลลท่ีผลิตพอรินกลายพันธุเทียบกับเซลลท่ีผลิตพอรินดั้งเดิม  

 

เมื่อเปรียบเทียบคา MIC ของเซลลที่ผลิตพอรินกลายพันธุ BpsOmp38 กับคา MIC ของเซลลที่ผลิตพอรินดั้งเดิม

พบวามีคาลดลง แสดงถึงความไวในการรบัยาของเซลลมีมากข้ึนเนื่องจากกรดอะมิโนกลายพันธุที่ตําแหนง 119 

เปน Ala มีแขนงขางเล็กทําใหขนาดของชองพอรินกวางขึ้นทําใหเพิ่มความสามารถในการแพรผานของยาปฏิชีวนะ

มีมากขึ้น สวนเซลลที่ผลิตพอรินกลายพันธุ BpsOmp38F มีคา MIC ของ penicillin cefoxitin kanamycin และ 

gentamycin นอยกวาของเซลลที่ผลิตโปรตีนดั้งเดิม สวนคา MIC ของยาตัวอื่นไมเปลี่ยนยกเวนยา doripenem ที่

ใหคาเพิ่มข้ึน ทั้งน้ีอาจเปนผลมาจากการที่กรดอะมิโนกลายพันธุ Phe119 มีขนาดแขนงขางใกลเคียงกับกรดอะมิโน

ดั้งเดิมคือ Tyr119 จึงใหคาไวในการรับตัวยาไมเปลี่ยนแปลงมากเทาการเปลี่ยนกรดอะมิโนเปน Ala ผลการทดลอง

แสดงใหเห็นดวยวาขนาดของแขนงขางที่เปลี่ยนไปมีผลตอความไวในการรับตอยามากกวาความมีข้ัวหรือไมมีขั้วของ

แขนงขาง 
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3.3. ผลของการกลายพันธุตอคุณสมบัติการสรางชองพอริน  

 

ผลการทดสอบความสามารถในการสรางชองพอรนิโดยเทคนิค BLM พบวาพอริน BpsOmp38 ดั้งเดิม สามารถ

แทรกเขาไปในฟอตโฟลิปดเมมเบรนในลักษณะเปนข้ันบันได ในแตละขั้นแสดงถึงการแทรกของชองพอรินเดี่ยว ใน

รูปที่ 3.3A (ซายมอื) แสดงการวัดคาการเปลี่ยนแปลงของกระแสเมื่อเกิดการแทรกของชองพอรินเดี่ยวที่เกิดขึ้น

อยางเปนลําดับทีละชองทั้งหมด 5 ชองที่ชวงเวลาในการวัด 100 s   สวน inset ขยายใหเห็นคากระแสที่เวลาชวง 

0-500 ms การแทรกตัวของพอรินเขาไปในเมมเบรนเกิดจากการกระตุนดวยความตางศักยไฟฟา ในการทดลองท่ี

เห็นเปนการแทรกแบบ multiple insertion ที่คาความตางศักยไฟฟาเทากับ +100 mV เมื่อทําการวิเคราะหหาคา

การนําอิออนหรือคา conductance จากการทํา histogram analysis ของชองพอรินในเมมเบรนทั้งหมด 536 

ชอง ใหคาเฉลี่ยเทากับ 1.6 nS (รูปที่ 3.3A ขวามือ)  

 

 
 

รูปที่ 3.3. คุณสมบัติการสรางชองพอริน BpsOmp38 ดั้งเดิมและชองพอรินกลายพันธุโดยการวัดดวยวิธี 

planar lipid reconstitution technique 

 

สวนรูปที่ 3.3B และ 3.3.C (ซายมือ) แสดงคา I(t) ของ multiple insertion ของชองพอรินกลายพันธุ 

BpsOmp38A และ BpsOmp38F ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาโปรตีนกลายพันธุมีคณุสมบัติในการสรางชองพอ

รินที่สถียรเหมือนกับชองพอรินดั้งเดิมแตคา conductance เปลี่ยนไปโดยชอง BpsOmp38A ใหคา 

conductance เพิ่มขึ้นเปน 1.9 nS (รูปที่ 3.3B ขวามือ) สวนชอง BpsOmp38F ใหคา conductance นอยลง

เปน 1.4 nS (รูปที่ 3.3C ขวามือ) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนกรดอะมิโน Tyr1119 เปน Ala ทําให
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ความสามารถในการนําอิออนของชองพอรนิ BpsOmp38 ดีข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากแขนงขางของ Ala มีขนาดเล็กทําให

ไมบดบังการแพรผานของอิออน ขณะท่ีการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนงเดียวกันเปน Phe ที่มแีขนงขางอวนใหญ

ทําใหไปบดบังการแพรของอิออน นอกจากนี้การเพ่ิมความมีขั้ไมมีข้ัวของกรดอะมิโนจาก Tyr เปน Phe ทําให

คณุสมบัติการนําอิออนของชองพอรินลดลง 

 

3.4. ผลของการกลายพันธุตออัตราการแพรผานของน้ําตาลโมโนแซคคารไรดและโอลิโกแซคคารไรด 

 

การทดลองตอมาคือการตรวจหาอัตราการแพรผานหรอื permeation rate ของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ผานชองพอรนิ

กลายพันธุโดยเทคนิค liposome swelling assay กราฟที่แสดงในรูปที่ 3.4A เปนอัตราการแพรผานชองพอรนิใน

ลักษณะ bulk permeation โดยเกิดการแทรกตัวของพอรินในเย่ือเมมเบรนหลายชั้นหรอื multilamella 

liposome เรยีกไลโปโซมที่มีพอรินแทรกอยูวา proteoliposome ในการทดลองนี้หาคาอัตราการแพรผานของ

น้ําตาลชนิดตางๆ เทียบกับอัตราการแพรผานของ D-arabinose ที่ใหคาเปน 100% เนื่องจากน้ําตาลนี้มีขนาด

โมเลกุลเด่ียวมีขนาดเล็กที่สุดจึงมีอัตราการแพรผานสูงที่สุดเสมอ   

 

 
 

รูปที่ 3.4. แสดงอัตราการแพรผานของน้ําตาลโมโนแซคคารไรดและน้ําตาลโอลิโกแซคคารไรดผาน proteo-

liposome ของพอริน BpsOmp38  

(A) เปรียบเทียบอัตราการแพรผาน proteoliposome ท่ีเตรียมจากพอรินกลายพันธุเทียบกับพอรนิดั้งเดิมกับชนิด

ของนํ้าตาล 

(B) กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราการแพรผานกับน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาลที่ทดสอบ 

 

จากรูปที่ 3.4A จะเห็นวาอัตราการแพรของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือ D-glucose D-galactose D-mannose และ 

D-GlcNAc (MW 180 ดาลตัน) มีคาสูงกวาน้ําตาลโมเลกุลคูคือ D-sucrose (MW 342 ดาลตัน) และ D-maltose 

(MW 342 ดาลตนั)  และน้ําตาลโมเลกุลสามหนวยคือ D-melizitose (MW 504 ดาลตัน) และ D-raffinose (MW 

504 ดาลตัน) เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวนอยกวา สวนน้ําตาล D-glucose D-galactose 

และ D-mannose ใหคาอัตราการแพรไมแตกตางกันเนื่องจากมีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน สวนน้ําตาล D-GlcNAc มี

น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 221 ดาลตัน ใหคาอัตราการแพรนอยกวาน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวอื่น ๆ ที่เล็กกวา (รูปที่ 3.4B) 
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เมื่อเปรียบเทียบอัตราการแพรของพอรินกลายพันธุกับพอรินดั้งเดิมพบวา คาอัตราการแพรของน้ําตาลทุกชนิดของ 

BpsOmp38A มีคานอยกวาของพอรินดั้งเดิม สวน BpsOmp38F ใหคานอยกวา ซึ่งผลนาจะเกิดจากกรดอะมิโน 

Ala ที่เขาไปแทนที่ Tyr119 ทําใหขนาดของชองกวางข้ึน สวน BpsOmp38F มีคาอัตราการแพรของน้ําตาลลดลง

แสดงใหเห็นวาความไมมีขั้วของ Phe ที่ตําแหนง 119  มีผลตอการแพรผานของน้ําตาลโดยอาจไปปฏิสัมพันธกับวง

แหวนน้ําตาลที่มีความไมมีข้ัวอยู ซึ่งปฏิสัมพันธนี้ไมสังเกตุเห็นกับการแพรผานของอิออนดังแสดงในผลการทดลอง

สวนที่ 3.5 

 

3.5. ผลของการกลายพันธุตอคุณสมบัติการแพรผานของยาปฏิชีวนะ 

 

การทดลองสวนสุดทายทําการทดสอบอัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะผาน proteoliposome ที่เตรียมจากพอ

รินดั้งเดิมและกลายพันธุ ผลการทดลองที่ไดแสดงในรูปที่ 3.5 ผลการทดลองแสดงการแพรผานของยาปฎิชีวนะบาง

ตัวเทานั้นผานชองพอรนิ BpsOmp38 ไดโดยอัตราการแพรผานมลีําดับดังนี้ ceftazidime > meropenem > 

imipenem ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 3.1 ที่แสดงวา B. pseudomallei มีความไวในการ

รับยา ceftazidime และยา meropenem สวนยาตัวอ่ืนที่ทดสอบไมสามารถแพรผานพอริน BpsOmp38 ไดคือ

ใหอัตราการแพรผานมีคาติดลบ ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่วาเชื้อ B. pseudomallei ดื้อตอยาสองชนิดนี้ 

 

 
 

รูปที่ 3.5. แสดงอัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะผาน proteoliposome ของพอรนิ BpsOmp38  

เครื่องหมาย *แสดงการมีนัยสําคญัทางสถิติที่ P<0.05 โดยการวิเคราะหดวย 2-way ANOVA 

 

เมื่อศึกษาผลกระทบของการกลายพันธุพบวาพอริน BpsOmp38A ใหคาการแพรผานของตัวยาทั้งสามคือ 

ceftazidime meropenem และ imipenem มากข้ึน หรือใหคาการแพรผานกับตัวอ่ืนมีคาติดลบนอยลง สวน 

BpsOmp38F ใหผลตรงขามคอือัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะลดนอยลงกวาของพอรินดั้งเดิม ผลการทดลองท่ี

ไดยืนยันวาแขนงขาง Ala ที่แทนที่ Tyr ที่ตําแหนง 119 ชวยใหอัตราการแพรผานของยาเกิดไดดีขึ้น สวนแขนงขาง

ที่ไมมีขั้วของ Phe ยับย้ังการแพรผานของยาปฏิชีวนะ 
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บทที่ 4 

บทสรุป 
1.1. สรุปผลการทดลอง 

 

การศึกษานี้ตองการศึกษาผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Tyr119 ตอคุณสมบัติในการนําสารตาง ๆ เขาสูชองพอรนิ

ของเซลลแบคทีเรยีกอโรคเมลิออยโดซีส ผูวิจัยไดใชเทคนิค site-directed mutagenesis ในการสรางยีนกลาย

พันธุแลวทําการแสดงออกของพอรนิกลายพันธุ BpsOmp38A/F ใน E. coli สายพันธุ Omp8 หลังจากนั้นศึกษา

ผลกระทบของการกลายพันธุตอการนําอิออน น้ําตาลและยาปฏิชีวนะ ผลการทดลองจากการทํา two-fold 

dilution assay ยืนยันวาการเปลี่ยน Tyr119 เปน Ala/Phe เปลี่ยนความสามารถในการรับยาของเชื้อ E. coli ผล

การทดลองที่ไดจากวิธี BLM แสดงใหเห็นวาพอรินกลายพันธุมีคาการนําอิออนเปลี่ยนไป สวนผลการทดลองที่ได

จาก liposome swelling assay แสดงการเปลี่ยนแปลงอัตราการแพรผานของน้ําตาลและยาปฏิชีวนะ โดยพอรนิ

กลายพันธุ BpsOmp38A ใหผลในเชิงสงเสริม สวน BpsOmp38F ใหผลในเชิงยับย้ัง   

 

 
 

รูปที่ 4.1. แสดงความเชื่อมโยงระหวางการดื้อตอยาปฏิชีวนะและพอริน BpsOmp38 ของเชื้อ B. pseudomallei 

 

รูปที่ 3.6  เปนแผนภาพสรุปแสดงถึงกลไกการดื้อยาของเชื้อกอโรคเมลิออยโดซีสที่เก่ียวของกับความสามารถในการ

แพรผานของยาปฏิชีวนะเขาสูชองพอรนิ BpsOmp38 โดยสรุปการศึกษานี้ถือเปนขอมูลทางทฤษฎีที่สําคัญที่จะ

นําไปสูการออกแบบโครงสรางยาปฏิชีวนะที่มีผลบังคับสูงตอแบคทีเรียกอโรคเมลิออยโดซีสในอนาคต 
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