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โรค ไพทิโอซิส (Pythiosis) เปนโรคท่ีมีสาเหตุมาจากการติดช้ือ Pythium insidiosum ซ่ึงจัดเปน 
Pseudofungi คือมีลักษณะเปนสายราแตสวนประกอบของผนังซลตางกับสายราท่ัวๆไป สามารถกอโรคไดใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน สุนัข, แมว, มา และวัว และท่ีสําคัญคือการพบการติดเช้ือในคน ลักษณะอาการทาง
คลินิกแบงออกไดเปน 3 แบบคือ  (1) การติดเช้ือบริเวณผิวหนังและช้ันใตผิวหนัง พบการติดเช้ือบริเวณแขน
และขา  รอยโรคมีลักษณะเปนเนื้อเนาตายเร้ือรัง (2) การติดเช้ือท่ีบริเวณผิวหนังรอบดวงตา เปนรอยแผลท่ี
กระจกตาและแกวตา (3) การติดเช้ือท่ีเนื้อเยื่อรอบๆหลอดเลือดและบริเวณผนังหลอดเลือด เปนสาเหตุของการ
อุดกั้นของหลอดเลือดและเสนเลือดโปงพองเนื่องจากเช้ือ P. insidiosum ไมสังเคราะหสาร sterol ท่ีผนังเซลล
และไมไดใช sterol เพื่อการเจริญเติบโตของเช้ือเชนเช้ือราอ่ืนๆโดยท่ัวไปจึงทําใหการรักษาโรค pythiosis โดย
การใชยารักษาเช้ือราโดยท่ัวไป เชน amphotericin B ,Itraconazol , Imidazole ในการรักษาโรคนี้ไมไดผล การ
รักษาสวนมากยังตองอาศัยการผาตัดแตอยางไรก็ตามยังมีรายงานการกลับมาเปนโรคใหมในผูปวยและเปน
สาเหตุในการตายในผูปวยท่ีไมสามารถทําการผาตัดเอาสวนท่ีมีการติดเช้ือออกไปได การติดเช้ือจากการไดรับ
ระยะ Infective stage ของเช้ือ คือ biflagellate zoospore จากแหลงน้ําเขาสูรางกายทางบาดแผลเปดท่ีผิวหนัง 
เนื่องจากเช้ือสามารถเจริญไดดีในแหลงน้ําโดยท่ัวไป จึงเปนวัตถุประสงคของการศึกษาเพื่อแยกเช้ือแบคทีเรีย
จากแหลงน้ําตามธรรมชาติเพื่อศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารท่ีหล่ังจากเช้ือแบคทีเรียท่ีจะมีฤทธ์ิยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum โดยการคัดกรองเช้ือแบคทีเรียจํานวน 88 สายพันธุจากแหลงน้ําธรรมชาติซ่ึง
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P. insidisoum โดยวิธี coculture พบวามีเช้ือจํานวน 17 สายพันธุท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได คัดเลือกเช้ือสายพันธุ ST1302 ท่ียับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือไดดีมาทําการ
ทดสอบตอไป การวินิจฉัยเช้ือจากลักษณะของเช้ือและการวิเคราะหโดยเคร่ือง vitex2 system พบวาเช้ือนี้คือ 
Pseudomonas stutzeri สวนใสของเช้ือ ST1302 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ               P. insidisoum 
ได การสกัดแยกสารตานจุลชีพดวยตัวทําละลายอินทรียพบวาสารสกัดไดคลอโรมีเทนยับยั้งการเจริญของเช้ือได
ดี ผลการทําสารจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชระบบตัวพาคือเมทานอลในไดคลอโรมีเทน
ไดสารประกอบ P10 ท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P. insidisoum ได นําไปแยกตอโดยระบบตัวพา
เอธิลอะซิเตทในเเฮกเซนไดสารบริสุทธ์ิ  FS7 มีลักษณะเปนผงสีขาวขุน แลวนําไปแยกสารใหบริสุทธ์ิดวยการ
ตกผลึก จากการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของสารโดยเทคนิคสเปกโตรสโกป infrared, 1H NMR พบวาสาร
FS7 คือสารประกอบในกลุมเอสเทอร งานวิจัยนี้เปนการรายงานการพบสาร FS7 เปนคร้ังแรกจากสารสกัด
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หยาบจากเช้ือ P. stutzeri ซ่ึงไมเคยมีรายงานมากอนวาสารดังกลาวเปนสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิตานการ
เจริญเติบโตของเช้ือ P. insidisoum ได  
คําหลัก:    สารตานจุลชีพ, เช้ือแบคทีเรียจากแหลงน้ํา, เช้ือ Pythium insidiosum  
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Abstract 
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                                  Faculty of Associated  Medical  Sciences, Khon Kaen University 
E-mail Address:      chupra@kku.ac.th 
Project Period:        3 years 

Pythiosis is a disease caused by Pythium insidiosum , a pseudofungi that has hyphae but the 
component of cell membrane is different from other fungi. The infections occur in many kinds of mammal 
such as dogs, cats, horses , cattle and especially in humans. The clinical features of pythiosis are classified 
into 3 forms (1) cutaneous and subcutaneous form causing granulomatous infections in the skin (2) 
opthalamic form with eye infections such as keratitis, corneal ulcers and cutaneous or subcutaneous 
involvement (3) vascularitis form affecting vascular tissue and resulting in arterial occlusions or aneurysms 
leading to gangrene or vascular rupture, respectively. Because of it do not used and synthesize sterols in the 
cytoplasmic membrane as do members of the kingdom Fungi, treatment of pythiosis with the usual battery of 
antifungal agents such as amphotericin B, Itraconazol,  Imidazole is unaffected. Most surgery has been 
frequently used, but reports of failure or relapses with these procedures are common. In nature, P. insidiosum 
inhabits swampy areas and the infective stage is biflagellated zoospores that can swim to attach and invade 
host tissue. According to this, our aim of the study was to screen biological activity of bacterial metabolites 
which isolated from aquatic environment to inhibit the growth of P.insidiosum. A total of 88  bacterial strains 
were obtained from aquatic environment after co-cultured with a human pathogenic fungi, P. insidiosum. 
Among these, 17 isolates exhibiting an inhibition effect and one strain with a strongly activity as ST1302  was 
selected for further study. This isolate was identified as Pseudomonas stutzeri based on a morphological, 
cultural, physiological, biochemical characteristics and confirmed with VITEX2 system analyzer. Culture 
filtrates of the ST1302 inhibited the growth of P.insidiosum, whereas bacterial cells are unaffected. It mainly 
reduced hyphal extention compared with control strain. The antifungal compounds were extracted with 
dichloromethane and detected by disc diffusion assay against P.insidiosum. Purification was performed by 
column chromatography and eluted with methanol in dichloromethane. A complex fraction called P10 
showed interesting antifungal activity. It was selected and purified by column chromatography, elution with 
ethyl acetate in hexane. The deep white and powderly compound designated as FS7 was purified, and further 
purification by crystallization. Based on a spectroscopy technique, furrier transform infrared (IR) 
spectroscopy and 1H NMR analysis, FS7 consider to a group of ester compound. This is the first report to 
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describe an antifungal property of a crude extract from Pseudomonas stutzeri among aquatic microorganism 
against P.insidiosum. The result indicated that the P.stutzeri strain 1302 might have the potential possibility to 
be used as a source of probiotic of a novel antifungal agent in the future. 
 
 
Key words; antifungal compounds, aquatic microorganism, Pythium insidisoum  
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                                                                        Executive summary 
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                                    The effect  of secreted bacterial substances upon the  growth of Pythium insidiosum 
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โรคธาลัสซีเมีย  เปนโรคโลหิตจางท่ีสําคัญและมีอุบัติการณสูงมากในประเทศไทย แพทยจึงมักพบ
ผูปวยโรคนี้ไดเสมอ ผูปวยอาจมาหาแพทยดวยปญหาโลหิตจาง หรือดวยภาวะแทรกซอน   ผูปวยโรคธาลัสซี
เมียโดยท่ัวไปมีโอกาสเกิดแผลเร้ือรังไดโดยอาจมีสาเหตุท้ังจากโรคธาลัสซีเมียเองหรือจากโรคติดเช้ือ 

การติดเช้ือ Pythium insidiosum  เปนสาเหตุสําคัญอยางหนึ่งท่ีทําใหเกิดการอุดตันของหลอดเลือดแดง
ในผูปวยธาลัสซีเมีย เราเรียกโรคนี้วา Pythiosis ซ่ึงเปนโรคท่ีมีความจําเพาะกับโรคโลหิตจาง ธาลัสซีเมีย และ
เปนอันตรายรายแรงถึงชีวิต จําเปนตองอาศัยความรวดเร็วในการวนิิจฉัยและรักษาใหทันการมิฉะนั้นผูปวยจะ
เสียชีวิตหมด จากรายงานท้ังในและตางประเทศ พบผูติดเช้ือในประเทศไทยมากท่ีสุด และผูปวยเหลานัน้ลวน
เปนโรคธาลัสซีเมียท้ังส้ิน พยาธิสภาพของโรคนี้เร่ิมจากการอักเสบบริเวณรอบนอกผนังหลอดเลือดแดง ลุกลาม
เขาสูภายในจนเกิดล่ิมเลือดอุดตัน  นอกจากนี้เช้ือยังแพรกระจายไปตามความยาวของหลอดเลือดเร่ิมจากสวน
ปลายบริเวณทีมี่การติดเช้ือเร่ิมแรก แลวลุกลามไปยังสวนตนจนถึงหลอดเลือดแดงใหญ ทําใหหลอดเลือดแดง
ถูกทําลายและมีการอุดตันมากข้ึนจนทําใหเกิดภาวะเนื้อตายขยายออกไปมากข้ึนเร่ือย ๆ หากมีการลุกลามถึง
ขนาดนั้นแลวผูปวยมักถึงแกความตาย ซ่ึงผูปวยสวนมากตองเสียชีวิตเพราะ การรักษายังเปนปญหาอยู  เนื่องจาก
เม่ือวินิจฉัยโดยการทํา biopsy และดูผลจากการยอมช้ินเนื้อจะพบลักษณะคลายสายราแบบ non septate แทรกอยู 
อาจทําใหแพทยไปรักษาดวยยาท่ีใชรักษาเช้ือรา ซ่ึงจะไมไดทําใหผูปวยมีอาการดีข้ึน เนื่องจากเช้ือนี้เปนเช้ือ
คลายเช้ือรา ในปจจุบันไมถือวาเปนเช้ือราที่แทจริง จัดอยูใน Kingdom Chromista, Phylum Pseudofungi. Class 
Oomycetes, Order Pythiales, Family Pythiaceaeการรักษาดวยยาจงึไมไดผล ท้ังการให amphotericin B  ยา 
กลุม  azol และ potassium iodide การตดิเช้ือมี  3  รูปแบบคือ  cutaneous/subcutaneous, systemic และ  
opthalmic การรักษาท่ีไดผลคือ การตัดขา limb amputation  ใหเพียงพอเหนือระดับของหลอดเลือดแดงท่ีมีเช้ือนี้
อยูท่ีผนังหลอดเลือดอยางรวดเร็ว กอนท่ีเช้ือจะลุกลามไปมากกวานั้น ในกรณีท่ีเช้ือลุกลามตามกระแสเลือดมาก 
จนไมอาจตัดอวัยวะไดผูปวยจะเสียชีวิตในที่สุด  ซ่ึงถาทําการผาตัดรักษาทันผูปวยกจ็ะกลายเปนผูพิการ ถาเปน
การติดเช้ือท่ีลูกตา  ก็ทําใหผูปวยสูญเสียลูกตา จึงมีความจําเปนท่ีจะตองตระหนกัถึงความรุนแรงและอันตราย
จากโรคนี้ เพราะการใชยาสําหรับฆาเช้ือราไมสามารถทําลายเช้ือ  P. insidosum  ซ่ึงเปน organism like fungi ได  
จึงไดทําการวจิัย screen คนหาสารชนิดใหมตางๆ  ท่ีสามารถฆาเช้ือชนิดนี้ได  โดยไมทําลายเซลลเนื้อเยื่อของผู
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ติดเช้ือ ในปท่ี  1  สวนปท่ี  2,3  จะเปนการสกัดแยก และพิสูจน สูตรโครงสราง         ของเช้ือชนดินี้  จากการ
สังเกตุของผูวจิัยพบวาเม่ือเพาะเช้ือ P. insidiosum จากส่ิงสงตรวจของผูปวยท่ีมี contaminate จากแบคทีเรียเช้ือ 
P. insidiosum  จะตาย  ดังนั้นการเพาะเช้ือ P. insidiosum ควรตองใส chloramphenicol เพื่อ ทําลายแบคทีเรีย 
ดังนั้นงานวิจยัจึงเร่ิมจากการ screen หาสารท่ีตองการจากแบคทีเรียท่ีเปน contaminate เหลานี้  ใชวิธี standard 
microdilution antifungal susceptibility test พบสารสกัดจาก Pseudomonas stutzeri 1302 มีผลท่ีนาพอใจจึง
นําไปศึกษาตอโดย การสกัดแยกสารดวยตัวทําละลายอินทรียพบวาสารสกัดไดคลอโรมีเทนยับยั้งการเจริญของ
เช้ือไดด ี ผลการทําสารจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชระบบตัวพาคือเมทานอลในไดคลอ
โรมีเทนไดสารประกอบ P10 ท่ีมีฤทธ์ิยับยัง้การเจริญเติบโตของเช้ือ P. insidisoum ได นําไปแยกตอโดยระบบ
ตัวพาเอธิลอะซิเตทในเเฮกเซนไดสารบริสุทธ์ิ  FS7 มีลักษณะเปนผงสีขาวขุน แลวนําไปแยกสารใหบริสุทธ์ิดวย
การตกผลึก จากการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของสารโดยเทคนิคสเปกโตรสโกป infrared, 1H NMR พบวา
สารFS7 คือสารประกอบในกลุมเอสเทอร งานวจิัยนีเ้ปนการรายงานการพบสาร FS7 เปนคร้ังแรกจากสารสกัด
หยาบจากเช้ือ P. stutzeri 1302 ซ่ึงไมเคยมีรายงานมากอนวาสารดงักลาวเปนสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิตานการ
เจริญเติบโตของเช้ือ P. insidisoum ได จึงถือเปนกาวแรกของงานวจิัยในดานการรักษาเพื่อพัฒนาในการนําไป
ประยุกตใชในการรักษาโรคนี้ตอไป   
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                                                                             เนื้อหางานวิจัย 
 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 
 

เช้ือใน genus Pythium ประกอบดวยเช้ือ 85 species  โดยปกติเช้ือใน genus  นี้ทําใหเกิดโรคในปลาและ
พืช  โดยเฉพาะในพืช เช้ือนี้ทําความเสียหายใหอยางมาก โดยการทําลายเมล็ด, ราก และเนื้อเยื่อตาง ๆ ของพืช 
แต Pythium  insidiosum เปนเพียงเช้ือ species เดียวของเช้ือใน genus นี้ที่สามารถกอโรคในสัตวเล้ียงลูกดวยนม
ได เราเรียกโรคนี้วา pyhiosis โดยพบโรคนี้ในแมว, สุนัข, วัว, ควาย, มา, หมี และคน ท่ีสําคัญคือ รายงานแรกท่ี
พบในคนนั้นเปนคนไขจากประเทศไทยท่ีมาปวย ณ โรงพยาบาลศิริราช  ในป  พ.ศ.  2528  ซ่ึง นพ.เมระนี  
เทียนประสิทธ์ิ  ไดรายงานในเวลาตอมา (1, 2, 3)  คนไขเปนชายอายุ 23 ป และ 26 ป คนไขท้ัง 2 เปนโรค  
thalassemia อยูกอนแลว มารับการรักษาดวยรอยโรคท่ีผิวหนังช้ันลึก  (painful subcutaneous granulomatous 
infiltrative lumps with ulcers)  ท่ีแขนขวาของผูปวยรายท่ี 1 และขาซายของผูปวยรายท่ี 2 สามารถแยกเช้ือจาก
รอยโรคไดและสงไปยืนยันท่ี CDC (Center for Disease Control), Atlanta, Georgia วาเปนเช้ือ Pythium  
insidiosum (1)  ซ่ึงถือวาเปนรายงานแรกของโลกท่ีพบวาเช้ือนี้ทําใหเกิดโรคในคน หลังจากนั้นก็มีรายงานพบ
ผูปวยดวยโรคนี้กันเพิ่มข้ึน จนถึงปจจุบันไมตํ่ากวา  102 ราย  (1-3,  5-15, 26-35)  และสวนมากเปนรายงานจาก
ประเทศไทยท่ีผูปวยมักมีโรคเดิม  คือ  thalassemia (2-4, 6,7,9-12,14,15) ดังนั้นโรคติดเชื้อชนิดนี้จึงมี
ความสัมพันธกับ Thalassemia 
 เช้ือ  P. insidiosum จัดอยูใน Family Pythiaceae, Order Pythiales, Class Oomycetes, Phylum 
Pseudofungi, Kingdon Chromista ซ่ึงเช้ือใน Phylum Pseudofungi นี้เคยถูกจัดอยูใน Kingdom Protoctisa (16)  
แตภายหลังไดถูกแยกออกมาเปน Kingdom Chromista ในป 1994 (17)  เช้ือใน Kingdom Chromista 
ประกอบดวยเชื้อใน Phylum Pseudofungi ไดแก Class Oomycetes และ Hyphochytripmycetes ลักษณะเชื้อ     
P. insidiosum จะมีสายราใหเห็น ทําใหหลายคนอาจเขาใจผิดวาอยูใน Kingdom fungi  แตอยางไรก็ดีเราไมจัดวา
เช้ือนี้เปนเช้ือรา แตอาจเรียกวา fungus-like organism ได เนื่องจากเช้ือจัดอยูใน Class Oomycetes จึงมีลักษณะ
เชนเดียวกับเช้ืออ่ืน ๆ ใน Class นี้ คือ colony ไมมีสีหรือสีขาว มีสายราอากาศส้ัน ๆ และเจริญบนอาหารเล้ียง
เช้ือไดหลายชนิด ในลักษณะ แผเปนวงรัศมี ท่ีเรียก radiate pattern ลั ก ษ ณ ะ ส า ย ร า  ข อ ง เ ช้ื อ มี ข น า ด
เสนผาศูนยกลาง ประมาณ 4-10 m. ไมมีผนังกั้น แตอาจพบผนังกั้นไดไมมากนักในสายราท่ียังออนอยู สายรา
มีการแตกแขนงแบบต้ังฉาก เปนเช้ือท่ีเจริญอยูในแหลงน้ํา ท่ีมีอุณหภูมิพอเหมาะคือ 28oC – 37oC รวมกับมีพืช
ในน้ํา ตลอดจนสภาวะแวดลอมอ่ืน ๆ ท่ีเหมาะสม ซ่ึงจะทําใหเช้ือมีวงจรชีวิตท่ีครบสมบูรณ   คือ  เร่ิมจากสายรา
มีการโปงพองข้ึนเพื่อใหเช้ือสราง sporangium ท่ีมีลักษณะเปนทอ  ปลายเปนกระเปาะกลมหรือรี ขนาด
เสนผาศูนยกลาง     20 – 60 m ใสไมมีสี ภายใน sporangium จะมี zoospore จํานวนมาก  ลักษณะ zoospore มี
อวัยวะท่ีมีลักษณะเหมือนหาง สําหรับใชวายน้ํา  2  อัน  เรียกวา biflagellate zoospore  ยื่นออกมาจากบริเวณหัว
กลม ๆ   เม่ือได zoospore เต็มแลว ผนังกระเปาะของ sporangium จะแตกออก ทําให zoospore หลุดออกมา และ
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วายไปมาในแหลงน้ํา ซ่ึงถือวาระยะ zoospore  นี่เอง ท่ีเปน infective stage ของเช้ือ P. insidiosum โดยท่ี 
zoospore  สามารถวายไปเกาะกับใบพืช  ตนพืชในแหลงน้ํา แลวเกิด encyst คือ มีการสลัดหางท้ัง   2 ท้ิง ทําให 
zoospore มีลักษณะกลมเสนผาศูนยกลาง 8-12  m มีการสรางสารพวก glycoprotein รอบ ๆ ผนัง cell โดยสาร
นี้จะมีความเหนียวชวยให cyst  เกาะบนเนื้อเยื่อตางๆ  ของพืชในน้ําไดดี หลังจากนั้น cyst จะเร่ิม germinate โดย
งอกเปนทอเล็ก ๆ ออกมากอนท่ีเรียก germ tube  จากนั้นจึงเจริญตอไปเร่ือย ๆ และมีการแตกแขนง จนเปน
ลักษณะ เชนเดียวกับสายรา แลวสายราบางอันเม่ือถึงเวลาอันสมควร ก็จะเกิดการไหลของ cytoplasm ไปรวมกัน
ท่ีปลาย จนเปนกระเปาะ ท่ีเรียก sporangium วนเวียนเชนนี้เร่ือยไปดังวงจรชีวิตตามรูป 
 
                                                                                           sporangium 
 
 
germinate 
 
 
 
encyst 
                                                                   
 
                                                                                     zoospore 
 
 
รูปท่ี 1 วงจรชีวิตของ Pythium insidiosum  
(ดัดแปลงจาก Mendoza C, Ajello L.  Mc. Ginnis MR. Infections caused by the Oomycetous pathogen  
Pythium insidiosum. J Mycol Med 1996 ;  6 : 153) 
 
 คาดวาคนจะไดรับเช้ือมาจากแหลงน้ําโดยท่ีเช้ือในระยะ biflagellate zoospore วายอยูในน้ํา เม่ือคนไป
สัมผัสกับแหลงน้ํานั้น  ก็จะทําให biflagellate zoospore  วิ่งไปหาและชอนไชเขาใตผิวหนัง บริเวณท่ีมีบาดแผล
อยูกอนแลว จากนั้น zoospore ท่ีเตรียมพรอมจะ encyst เร่ิมสรางสารเหนียวบนผนัง cell ทําใหสามารถเกาะติด
กับเนื้อเยื่อของคนได เช้ือท่ีเกาะติดสามารถ germinate เปนสายราและทําลายเน้ือเยื่อตาง ๆ รวมท้ังแทรกเขาไป
จนถึงเสนเลือดเกิดการอุดตันในกระแสเลือด ลักษณะอาการภายหลังการติดเช้ือเทาท่ีมีรายงาน พอจะแบงไดเปน  
3  ลักษณะ คือ 
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 1. รอยโรคท่ีผิวหนัง ช้ัน cutaneous และ subcutaneous พบ infiltration lesion  ท่ีผิวหนัง ลักษณะแข็ง 
โดยเร่ิมแรกเปนตุมเล็ก ๆ ตอมาใหญข้ึน เจ็บ แผลแตกเปน ulcer พบ inflammatory  infiltration ของเซล
แพรกระจาย เซลสวนใหญเปน eosinophil มี granuloma ลอมรอบเนื้อตายอยู ซ่ึงใจกลางของเน้ือตายนั้นจะพบ
สายราของเช้ือนี้อยูดวย (3) 
 2. รอยโรคแบบ arteritis พบบาดแผลท่ีบริเวณแขน, ขา แบบแผลเร้ือรังจากเน้ือตายขาดเลือด 
gangrenous ulcer และมีอาการปวด การอักเสบบริเวณหลอดเลือดเร่ิมท่ี small blood vessel  จากบริเวณรอบนอก
ผนังหลอดเลือด ลุกลามเขาสูภายใน นอกจากนี้เช้ือรายังสามารถแพรกระจายไปตามความยาวของหลอดเลือด
เร่ิมจากสวนปลายบริเวณท่ีมีการติดเช้ือเร่ิมแรกแลวลุกลามไปยังสวนตนจนถึงหลอดเลือดแดงใหญ มี arterial 
inflammation เกิด arteritis มี thrombus  ทําใหเกิดการอุดตันของเสนเลือด พบผนังหลอดเลือดขรุขระหรือมีการ
โปงพองของเสนเลือด (aneurysm) ทําใหหลอดเลือดแดงถูกทําลาย และมีการอุดตันมากข้ึนจนเกิดภาวะเนื้อตาย
ขยายออกไปมากข้ึนเร่ือย ๆ (6, 7, 10, 14) 
 3. รอยโรคแบบ ocular pythiosis มีแผลที่กระจกตา  เนื้อเยื่อรอบตาบวม ตาแดง มีหนองในลูกตาและ
ลุกลามมากข้ึนจนถึงกระจกตาทะลุได ผูปวยสวนใหญมักสูญเสียดวงตา (5, 11, 12, 15)  ผูปวยมีประวัติโดนดิน
และโคลนจากในนากระเด็นเขาตา   (12, 15) 
 การวินจิฉัยเร่ิมจากประวัติของผูปวย มักมีอาชีพท่ีตองมีการสัมผัสกับแหลงน้ํา เชน ชาวนา ท่ีตองแชขา
ไวในน้ํานานๆ หรือมีประวัติการลงเลนในแหลงน้ํา, การถูกหญาบาด, และมีโรคเดิมคือ thalassemia  ลักษณะ
เดนทางคลินิก คือ แผลเร้ือรังบริเวณแขนหรือขาซ่ึงเกิดจากการติดเช้ือมีการอักเสบของหลอดเลือดแดง เกิดการ
อุดตันของหลอดเลือด เกิดภาวะเนื้อตาย การรักษาดวยยาปฏิชีวนะทั่วไปหรือยาสําหรับฆาเช้ือราไมไดผล ผล
การตรวจทางหองปฏิบัติการโดยการดูสดดวย 10% - 20%  KOH  จากส่ิงสงตรวจ  biopsy  บริเวณหลอดเลือด
แดงท่ีมีการอุดตัน หรือหนองในเนื้อเยื่อ จะพบสายราใหญ ขนาด 4.0 – 9.0  m  เปนทอนส้ันหรือยาว มักไม
เปนทอนตรงแตหักงอไปมา สายรามีการแตกแขนงแบบต้ังฉาก บางทีอาจพบผนังกั้นสายรา (septate) ไดบาง  
การตรวจดวยการยอมช้ินเนือ้ดวยวิธี Periodic Acid Schiff (PAS) หรือ Gomori Methenamine Silver (GMS) จะ
พบสายราไมมีผนังกั้น หรือมีผนังกั้นเพยีงบางสวน (sparsely septate) การเพาะเช้ือ เจริญไดดภีายใน 1 - 3   วัน 
ท่ี 25oC บน Sabouraud dextrose agar ท่ีใส chloramphenicol 0.05 mg/ml  พบเช้ือมีลักษณะสีขาวหรือครีม ไมฟู 
ไมพบสปอร มีแตสายราแตกแขนงแบบต้ังฉาก อาจพบผนังกั้นไดบาง  การเพาะเช้ือไมสามารถบอกไดวาเปน P. 
insidiosum  จึงตองมีการกระตุนใหเช้ือสราง zoospore (18) เพื่อตัดสิน โดยวิธีใชชอดอกหญามาเลเซีย Axonopus 
compressus  เปนตัวกระตุน นอกจากนั้นการวินิจฉัยดวยวิธีทาง serology ท่ีมีรายงานในการใชวินจิฉัยในคน คือ 
วิธี immunodiffusion และ ELIZA (20-23 ) จะใหผลดพีอสมควรแตมีขอเสียคือวิธี immunodiffusion จะใหผล
ลบกับผูปวยทุกรายท่ีเปน ocular pythiosis วิธี ELIZA ใหผลในดาน sensitivity  ดีแตอาจมีปญหาในการหาคา 
cut off  ของแตละหองปฎิบัติการ  
 ยาตานเชื้อราในปจจุบัน คือ amphotericin B ออกฤทธิ์โดยการจับกับ  sterol  ท่ีผนังของเช้ือรา และ 
ketoconazole, itraconazole, fluconazole  ออกฤทธ์ิโดยการยับยั้งการสราง sterol ท่ีผนังของเช้ือรา ยาดังกลาว จะ
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ไมมีผลตอการรักษาเช้ือ P. insidiosum  เพราะเช้ือไมสังเคราะห sterol และไมไดใช  sterol เพื่อการเจริญเติบโต
เหมือนเช้ือราท่ัวไป เนื่องจากเช้ือ P. insidiosum  ไมใชเช้ือราท่ีแทจริง (25) ยาท่ีเคยใชไดผลกับพืชหรือปลา เชน 
malachite green, potassium permanganate, copper sulfate, acriflavin และ mercurochrome ก็ไมสามารถ
นํามาใชได เพราะเปนพิษกับคน สวน sodium iodide ท่ีใชไดผลดีในการรักษามา และ saturated solution of 
potassium iodide (SSKI) ท่ีเคยใชไดผลดีกับ subcutaneous pythiosis ในคน (4) กลับใชไมไดผลในการรักษาท่ี
ตา (12) และรอยโรคแบบ arteritis (6, 7, 10) 
 ดังนั้นการรักษาจึงเหลือแตเพียงการผาตัดเอาสวนท่ีติดเช้ือออกโดยการทํา evisceration หรือ 
enucleation ของลูกตา หรือ limb amputation ของแขน, ขา ในชวงท่ีเช้ือยังไมลุกลามจนถึงหลอดเลือดแดงใหญ
ในชองทอง  ซ่ึงจะตองรีบกระทําโดยเร็ว มิฉะนั้น ผูปวยจะเสียชีวิตท้ังหมด ในประเทศไทยมีผูปวย thalassemia 
กวา 5 แสนคน ผูปวยเหลานี้มีโอกาสเกิดแผลเร้ือรัง ลักษณะดังท่ีกลาวมาในตอนตนได โดยอาจเกิดจากโรค 
thalassemia เอง หรือจากการติดเช้ือ P. insidiosum  
          เนื่องจากการใชยาสําหรับฆาเช้ือไมสามารถทําลายเช้ือ  Pythium insidosum ซ่ึงเปน organism like fungi 
ได  จึงจําเปนท่ีควรจะ screen หาสารเคมีตางๆ  ท่ีสามารถฆาเช้ือชนิดนี้ได  การรักษาในปจจุบันของโรค 
pythiosis ซ่ึงเกิดจากการติดเช้ือนี้  ใชวิธี Amputation  ซ่ึงทําใหผูติดเช้ือพิการ  ถาเปนการติดเช้ือท่ีลูกตา  ก็ทําให
ผูปวยสูญเสีย  ลูกตา  แตในกรณีท่ีเช้ือลุกลามตามกระแสเลือดมาก จนไมอาจตัดอวัยวะไดผูปวยจะเสียชีวิตใน
ท่ีสุด  ดังนั้นจึงตองตระหนักถึงความสําคัญของโรคนี้  และการวิจัยท่ีหาสารชนิดใหมๆ  ซ่ึงสามารถทําลายเช้ือนี้
ได  โดยไมทําลายเซลลเนื้อเยื่อของผูติดเช้ือ  
  เนื่องจากกลุมผูวิจัยไดทําการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือนี้มาโดยตลอด  ต้ังแตป  2546  ซ่ึงไดงบประมาณป 2546  
จากมหาวิทยาลัยขอนแกน  เปนการหา basic knowledge  เกี่ยวกับลําดับ base และจํานวน copy ของ 18 S rRNA 
gene และไดนําองคความรูจากการวิจัยไปพัฒนาการตรวจหาโรคติดเช้ือนี้ไดอยางรวดเร็วโดยวิธีทางอณูชีววิทยา 
โดยไดทุนเมธีวิจัยสกว.ปงบประมาณ  2547-2549  ดําเนินการวิจัยเสร็จแลว สงรูปเลมฉบับสมบูรณแลว และได
พัฒนาเปนชุดตรวจสอบสําเร็จรูปโดยขอยื่นจดสิทธิบัตร PATENT COOPERATION TREATY (PCT) โดยยื่น
เร่ืองผานทางสกว. หลังจากนั้นทางสกว.ไดสงเร่ืองใหบริษัท Axis Associates International Co.,Ltd. ดําเนินการ
นําไปจดใหที่ประเทศสิงคโปร เม่ือ 10 ตุลาคม 2549 โดยไดรับ New International (PCT) Patent Application 
No. PCT/SG2006/000300 ซ่ึงการจดสิทธิบัตรแบบPCT ในประเทศสิงคโปรนี้จะไดรับความคุมครองครอบคลุม
ท้ังหมด 131 ประเทศ   ดังนั้นเพื่อใหการศึกษาเกี่ยวกับการติดเช้ือโรคนี้อยางครบวงจร  ต้ังแตการศึกษา  basic 
knowledge,  การตรวจ  ตลอดไปจนถึงการรักษา  ทางสกว.จึงเห็นความสําคัญท่ีจะสนับสนุนการวิจัยนี้เพื่อเปน
การวิจัยท่ีครบวงจร  สนับสนุนกลุมวิจัยท่ีศึกษาในแนวทางท่ีชัดเจนในเร่ืองใดเร่ืองหน่ึง  และเปนปญหาท่ีสําคัญ
ของประเทศ  เพราะนักวิทยาศาสตรตางชาติไมมีโอกาสมากนักท่ีจะไดศึกษา  เนื่องจากรายงานผูปวยในโลกพบ
ในคนไทยท่ีเปนthalassemia กวารอยละ 80 (34)  ซ่ึงงานวิจัยคร้ังนี้จะเปนการ screen หาสารท่ีนาสนใจ  ในปที่  
1  สวนปท่ี  2,3  จะเปนการสกัดแยกและพิสูจนสูตรโครงสราง 
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วัตถุประสงค        ตองการหาสารท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเช้ือ  Pythium insidiosum 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 
 
                  ปท่ี 1 
 screen หาสารท่ีมีผลในการฆาเช้ือ P. insidiosum จากแหลงตางๆ โดยเฉพาะจากนํ้าเล้ียงท่ีแบคทีเรียหล่ังออกมา 
เพราะจากประสบการณและการสังเกตของผูวิจัยพบวาเม่ือเพาะเช้ือ P. insidiosum จากส่ิงสงตรวจของผูปวยท่ีมี 
contaminate จากแบคทีเรียเช้ือ P. insidiosum  จะตาย  การเพาะเช้ือ P. insidiosum ควรตองใส chloramphenicol 
เพื่อ ทําลายแบคทีเรีย ดังนั้นจึงจะ screen หาสารท่ีตองการจากแบคทีเรียท่ีเปน contaminate เหลานี้  ใชวิธี 
standard microdilution antifungal susceptibility test 
                  ปท่ี 2 และปท่ี 3 
นําน้ําเล้ียงเช้ือท่ีไดคุณสมบัติมาทําการสกัดแยกหาสารออกฤทธ์ิ และพิสูจนหาเอกลักษณโครงสรางทางเคมีของ
สารท่ีแยกได รวมทั้งตรวจสอบฤทธ์ิของสารท่ีได เพื่อทําการวิเคราะหและสรุปผลการทดลอง  
รายละเอียดของวิธีวิจัยท้ังหมดมีดังนี้ 
 
1. การตรวจกรองแหลงน้ําตามธรรมชาติเพื่อหาแบคทีเรียท่ีผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อ Pythium insidiosum จากจังหวัดขอนแกน 
 

1.1 การเก็บตัวอยางน้ํา 
ใชขวด Dhuran ขนาด 500 มิลลิลิตรในการเก็บตัวอยางน้ําจากแหลงน้ํานิ่งตามธรรมชาติ ยกตัวอยางเชน 

สระนํ้า, บึง, คลองชลประทาน, บอบําบัดน้ําเสีย รอบอําเภอเมืองจังหวัดขอนแกน โดยเก็บท่ีระดับผิวหนาของน้าํ
ประมาณ 5-10 เซนติเมตร วัด pH และอุณหภูมิของนํ้าขณะเก็บตัวอยางน้ําแลวนํากลับมาหองปฏิบัติการภายใน
วันเดียวกันเพื่อทําการทดลองตอไป 
 

1.2 การเก็บตัวอยางเชื้อแบคทีเรียและการทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 

Pythium insidiosum ในแหลงน้ํา 
ดูดน้ําท่ีเก็บจากแหลงน้ําตามธรรมชาติแตละแหลงปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

Nutrient agar (NA) แลวใชเทคนิค spread plate เพื่อแยกเช้ือแบคทีเรียจากแหลงน้ําแตละแหลง นําจานอาหาร
เล้ียงเช้ือไปบมในตูอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วันแลวสังเกตลักษณะและจาํนวนโคโลนีของเช้ือท่ีพบ
บนจานอาหารเล้ียงเช้ือและเก็บเอาโคโลนีเดี่ยวท่ีมีลักษณะแตกตางกันแตละแบบมาเก็บไวในหลอดอาหารเล้ียง
เช้ือ NA slant เพื่อใชในการทดสอบตอไป จากน้ันนําเช้ือ P.insidiosum ท่ีเล้ียงใหเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
Sabouraud dextrose agar (SDA) เปนเวลา 2-3 วัน โดยตัดช้ินอาหารเล้ียงเช้ือใหมีขนาด 1×1 เซนติเมตร ใสลงใน
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ขวดน้ําจากแหลงตางๆท่ีเก็บมาจํานวน 5-10 ช้ิน นําไปบมในตูอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 วัน เม่ือ
ครบเวลา นําเอาช้ินอาหารเล้ียงเช้ือออกจากขวดน้ําโดยวิธีปราศจากเช้ือมาเพาะลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ SDA 
ใหมแลวนําไปบมในตูอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สังเกตดูการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum บนจานอาหาร
เล้ียงเช้ือ ถาพบวาเช้ือไมสามารถเจริญเติบโตไดจากตัวอยางแหลงน้ําใดก็จะคัดเลือกเอาเชื้อแบคทีเรียจากแหลง
น้ําท่ีแยกโดยเทคนิค spread plate ไดเปนโคโลนีเดี่ยวและเก็บรักษาไวใน skim milk ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสมาใชเปนแหลงของเช้ือแบคทีเรียในการทดสอบตอไป 
 
2. การคัดกรองเชื้อแบคทีเรียสายพันธุท่ีสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีคุณสมบัติในการตานการเจริญของเชื้อ                     

Pythium insidiosum 
 
2.1 การเตรียมตัวอยางน้ําเล้ียงเชื้อแบคทีเรียและตรวจกรองคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อ P. insidiosum 
การเตรียมน้ําเล้ียงเช้ือทําโดย นําเช้ือท่ีเก็บใน skim milk ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสมาเล้ียงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ Nutrient agar (NA)  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว จากนั้นนําเอาโคโลนีแยก
ไดมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Brain Heart Infusion broth (BHI) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสพรอมเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน เม่ือครบเวลานํามาปนโดยใชความเร็ว
รอบ 4000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใสดานบน (culture supernatant 
) เพื่อเอาไวใชในการทดสอบตอไป 
 นําสวนใสของนํ้าเล้ียงเชื้อแบคทีเรียท่ีเตรียมไวมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือ   P. insidiosum โดยใชเทคนิค mixed media  คือการนําเอาน้ําเล้ียงเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมกับ
อาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 15 มิลลิลิตร รอใหอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง และเทคนิค spread plate เปนการนําน้ําเล้ียงเช้ือ
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรเทลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือแลว spread plate ใหท่ัวผิวหนาจานอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือรอให
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง และผิวหนาแหงซ่ึงใชเวลาไมเกิน 30 นาที แลวนําเช้ือ P. insidiosum ท่ีเจริญเต็มท่ี ขนาด 
1×1 เซนติเมตรวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท้ังสอง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3, 6 และ 9 วัน
แลวเฝาติดตามดูการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P. insidiosum 
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รูปท่ี 2. แผนผังการเตรียมตัวอยางน้ําเล้ียงเช้ือแบคทีเรียและตรวจกรองคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโต                   
ของเช้ือ P. insidiosum 
 

 นําเช้ือแบคทีเรียที่เจริญบนจานอาหารเล้ียงเช้ือแลวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

BHI broth ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยา
ที่ความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  

เมื่อครบเวลานําหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือมาปนที่ความเร็ว 4000 rpm เปนเวลา 15 

นาทีแลวเก็บเอาสวนใสดานบนไปทําการทดลองตอโดยแบงไปทดสอบสองวิธ ี

นํานํ้าเล้ียงเช้ือสวนใสที่ปนไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร
ผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ SDA ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

spread จานอาหารเล้ียงเช้ือดวยนํ้าเล้ียงเช้ือสวนใส
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

นําเช้ือ P.insidiosum ที่เจริญเต็มที่แลวขนาด 1x1เซนติเมตร  
วางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือทั้งสอง  

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 วัน 

บันทึกผลครั้งที่ 1 

บันทึกผลครั้งที่ 2 

Subculture เช้ือแบคทีเรียจาก skim milk ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

Nutrient Agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง   

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 วัน บันทึกผลครั้งที่ 3 
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3. การจําแนกสปชีสของเชื้อแบคทีเรีย 
 

จากการตรวจกรองเช้ือแบคทีเรียจากแหลงน้ําท้ังส้ิน 88 สายพันธุ พบเช้ือจํานวน 17 สายพันธุท่ีสามารถผลิต
สารตานจุลชีพท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P. insidiosum ได และสงไปตรวจถึงระดับสป
ชีสท่ีหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลศรีนครินทร จังหวัดขอนแกน โดยใชเคร่ือง VITEK 2 system  

 
4. การแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตจากเชื้อ Pseudomonas stutzeri สายพนัธุ 1302 ใหบริสุทธ์ิ  
 

4.1 การศึกษาวิธีการเตรียมตัวอยางน้ําเล้ียงเชื้อจากแบคทีเรีย 
เตรียมน้ําเล้ียงเช้ือแบคทีเรียเพื่อสกัดสารตานจุลชีพ โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Brain Hear 

Infusion broth (BHI) ปริมาตร 1 ลิตรท่ีบรรจุในขวดทดลองขนาด 1000 มิลลิลิตร ขวดละ 500 มิลลิลิตร นําไป
บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เก็บน้ําหมักมาแยกเซลลออกดวย
เคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นําสวนใสท่ีไดไปทําใหเขมขนข้ึนเพื่อนําไป
สกัดโดยตัวทําละลายอินทรียสองวิธีคือ การทําใหเปนผงแหงโดยเคร่ืองระเหยแหง (lyophilizer) จนไดเปนผง
แหง  และการนําไปทําใหเขมขนข้ึนโดยการใชเคร่ืองเคร่ืองระเหยแหง (rotary evaporator) โดยใหมีความ
เขมขนเพิ่มข้ึนจากเดิมเปนสิบเทา (50 มิลลิลิตร) 

 
4.2 การศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสมเพื่อการสกัดแยกสารตานจุลชีพจากเชื้อ 

Pseudomonas stutzeri สายพันธุ 1302 ใหบริสุทธ์ิ  
นําน้ําเล้ียงเชื้อท่ีทําใหเขมขนจากเดิมท้ังสองวิธีมาสกัดโดยใชตัวทําละลายอินทรียเพื่อหาชนิดของตัวทํา

ละลายอินทรียท่ีเหมาะสมในการสกัดสารตานจุลชีพ โดยใชตัวทําละลายอินทรีย ไดแก ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะ
ซิเตท และ บิวทานอล ตัวอยางท่ีทําใหเปนผงแหงจะใชผงน้ําเล้ียงเชื้อแหงจํานวน 0.1 กรัม ตอตัวทําละลาย
อินทรีย อยางละ 500 ไมโครลิตร สวนตัวอยางท่ีเตรียมใหเขมขนโดยเคร่ืองระเหยแหงใหมีปริมาตรลดลงสิบเทา 
จะใชอัตราสวนระหวางน้ําเล้ียงเช้ือและตัวทําละลายอินทรียในอัตราสวน 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร)จากน้ันนําไป
แยกโดยใชกรวยแยกแลวนําสารสกัดท่ีไดไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยแหง เติมตัวทําละลายอินทรียท่ีใชสกัด
ปริมาณเล็กนอยลงในสารสกัดเพื่อละลายสารที่สกัดได (1มก./มล.) แลวนําสารสกัดอินทรียท่ีไดจากการเตรียม
ตัวอยางท้ังสองวิธีไปทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. insidiosum โดยมีชุดควบคุม คือ ตัวทํา
ละลายอินทรีย ไดแก ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และ บิวทานอลท่ีหยดลงบนแผนกระดาษ (paper disc) แลว
ทําใหตัวทําละลายระเหยไป 
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4.3 การเตรียมตัวอยางสารตานจุลชีพจากแบคทีเรียและการทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมน
โครมาโทกราฟฟ (Column chromatography: CC) 

จากการศึกษาในขอ 4.2 พบวาเม่ือสกัดสารตานจุลชีพดวยไดคลอโรมีเทนแลวนํามาทดสอบกับเช้ือ 
P.insidiosum พบวามีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวาการสกัดดวยเอทิลอะซิเตท และ บิวทานอล ดังนั้นจึง
ใชไดคลอโรมีเทนเพื่อสกัดสารตานจุลชีพตอไป 

 
4.3.1 การเตรียมตัวอยางน้ําเล้ียงเชื้อ Psuedomonas stuzeri สายพันธุ 1302 

    การเตรียมตัวอยางทําโดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Brain Hear Infusion broth (BHI) 
ปริมาตร 20 ลิตรท่ีบรรจุในขวดแกวขวดละ 500 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน
พรอมเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เก็บน้ําหมักมาแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงโดยใชความเร็ว 
8000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสท่ีไดไปทําใหเขมขนข้ึนโดยใช
เคร่ืองระเหยแหง (rotary evaporator) จนเหลือสวนใสเขมขนประมาณ 2 ลิตร นําสวนใสท่ีทําใหเขมขนโดยใช
เคร่ืองระเหยแหงมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียไดคลอโรมีเทน โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใสและตัวทํา
ละลายอินทรียอยางละ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร) นําสารสกัดท่ีไดไประเหยแหงดวยเคร่ือง rotary evaporator แลว
เก็บตัวอยางไวในขวดดูดความช้ืนเพื่อนํามาแยกใหบริสุทธ์ิตอไป 
 

4.3.2 การวิเคราะหสารสกัดไดคลอโรมีเทนโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง (Thin Layer 
Chromatography: TLC) 

ละลายสารสกัดไดคลอโรมีเทนท่ีไดจากขอ 4.3.1ในไดคลอโรมีเทน แลวหยดลงบนแผน TLC โดยมี
ระบบตัวทําละลาย (solvent system) ท่ีใชเปนตัวพาใหสารเคล่ือน โดยทําการปรับระบบเพื่อหาระบบของตัวทํา
ละลายท่ีเหมาะสมในการแยกสารตานจุลชีพ ไดแก 

- Normal phase system 
1. Methanol : Ethyl acetate     40 : 60 
2. Methanol : Toluene    40 : 60 
3. Ethyl acetate : Methanol : Acetic acid  75 : 25 : 5 
4. Butanol : H2O : Acetic acid      4 : 1 : 1 
- Reverse phase system    
1. Methanol : H2O : Acetic acid   20 : 80 : 1 
2.  Methanol : H2O : Acetic acid   30 : 70 : 1 
3.  Methanol : H2O : Acetic acid   40 : 60 : 1 
4.  Methanol : H2O : Acetic acid   50 : 50 : 1 
5.  Methanol : H2O : Acetic acid   80 : 20 : 1 
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6.  Dioxane : H2O     20 : 80  
7.  Dioxane : H2O     50 : 50  
8.  Dioxane : H2O     80 : 20  
9.  Ether : H2O     20 : 80 
10.  Ether : H2O     50 : 50 
11.  Ether : H2O     80 : 20 
12.  Acetronitrile : H2O    20 : 80 
13.  Acetronitrile : H2O    30 : 70 
14.  Acetronitrile : H2O    40 : 60 
15. Acetronitrile : H2O    50 : 50 
16. Acetronitrile : H2O    80 : 20 
17. Acetronitrile : H2O    20 : 80 
18. Acetronitrile : H2O : Acetic acid   20 : 80 : 1 
19. Acetronitrile : H2O : Acetic acid   30 : 70 : 1 

จากน้ันตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโน
เมตร ถามีสารบนแผน TLC จะมองเห็นจุดสีมวงบนพื้นสีเขียว และสีมวงเรืองแสงบนพ้ืนขาว ตามลําดับ 
 
 4.3.3 การแยกสารสกัดไดคลอโรมีเทนใหบริสุทธ์ิโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (Column 
chromatography: CC) 
              การเตรียมคอลัมนโครมาโทกราฟฟ ทําโดยบรรจุคอลัมน (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร)ดวย
ผงซิลิกาขนาด 0.04-0.06 มม. โดยใชผงซิลิกา 50 กรัมตอสารสกัด 1 กรัม ผสมผงซิลิกากับไดคลอโรมีเทนใหเขา
กัน ใชสําลีอุดท่ีปลายคอลัมนเล็กนอย เทซิลิกาใสคอลัมน แลวเคาะเบา ๆ ท่ีขางคอลัมนเพื่อปรับผิวหนาของผงซิ
ลิกาใหเรียบเสมอกันและทําใหผงซิลิกาบรรจุแนนในคอลัมน นําสารสกัดไดคลอโรมีเทน 0.88 กรัม (จากสวน
ใสเร่ิมตน 6 ลิตร) ท่ีคลุกกับผงซิลิกาแลวใสลงในคอลัมน จากนั้นชะดวยระบบตัวพาดังแสดงในตารางท่ี 1 แลว
เก็บสารแตละสวน (fraction) โดยปริมาตรท่ีเก็บในแตละคร้ังเทากับ 50 มิลลิลิตรเม่ือแยกไดแลวนําไประเหย
แหงดวยเคร่ืองระเหยแหงสูญญากาศ นํามาทําตรวจเช็คโดยเทคนิค TLC แลวสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 
254 และ 365 นาโนเมตร นําสวนท่ีมีจุดบนแผน TLC ท่ีตําแหนงเดียวกันมารวมกันแลวทําใหตัวทําละลายระเหย
ไป รวมเอาสวนท่ีแยกไดท่ีมีตําแหนงบนแผน TLC ท่ีเหมือนกันไวในกลุมเดียวกันเพื่อนําไปใชในการทดสอบ 
antifungal activity ตอไป 
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ตารางท่ี 1. แสดงระบบตัวพาท่ีใชในการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ แบงสารท้ังหมดออกเปน 10 
กลุม ตามคา Rf และผลการทดสอบการตานการเจริญตอเช้ือ P. insidiosum ของสารแตละกลุม 
 

Eluent Fraction 
Combined 

fraction 
Group 

CH2Cl2 1-17 7-9 T1 

1% MeOH : CH2Cl2 18-73 

16-18 T2 

25-27 T3 

 40-42 T4 

52-54 T5 

2% MeOH : CH2Cl2 74-85 76-78 T6 

3% MeOH : CH2Cl2 86-94 91-93 T7 

4% MeOH : CH2Cl2 95-97   

5% MeOH : CH2Cl2 98-102   
10% MeOH : CH2Cl2 103-109 106-108 T8 

20% MeOH : CH2Cl2 110-114   

30% MeOH : CH2Cl2 115-117   

40% MeOH : CH2Cl2 118-121   
50% MeOH : CH2Cl2 122-124 124-126 T9 

60% MeOH : CH2Cl2 125-127   

70% MeOH : CH2Cl2 127-129   
80% MeOH : CH2Cl2 130-132  

100% MeOH : CH2Cl2 133-138   

1% GAA: MeOH 139-148 142-144 T10 
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5. การศึกษาลักษณะ คุณสมบัติของสารตานจุลชีพโดยการวิเคราะหทางเคมี 
5.1 Infrared spectroscopy (IR spectroscopy) 
ศึกษา Infrared spectroscopy หรือ IR ท่ีภาควิชาเภสัชวิทยา คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน

โดยใชเคร่ือง โดยเตรียมตัวอยางใหอยูในรูปของแผน KBr โดยผสมผลึกสารตัวอยางกับผง KBr (อยูในสภาพ
แหง) บดละเอียดใหเขากันแลวนําไปอัดเปนแผนบางใสซ่ึงแสงสามารถผานทะลุได  

 
5.2 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry (NMR) 
ศึกษา 1H-NMR (400 MHz) 13C-NMR (100 MHz) DEPT COSY HMQC และ HMBC NOESY spectra 

ท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหมโดยใชเคร่ือง Varience Model YH400 spectrometer และ
ตัวทําละลาย (Deuterated solvents) ท่ีใช ไดแก คลอโรฟอรม (chloroform-d : CDCl3)  
 
6. การศึกษาความสามารถในการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ P.insidiosum ของสารตานจุลชพีโดยวิธี paper 
disc diffusion 
 

6.1 การเตรียมเชื้อ P. insidiosum  
เล้ียงเช้ือ P.insidisoum บนอาหารเล้ียงเช้ือ Sabouraud Dextrose Agar (SDA) บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน จากนั้นนําเช้ือท่ีเจริญบนจานอาหารเล้ียงเช้ือมาตัดใหไดขนาด 1x1 เซนติเมตรนําไป
วางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ SDA อันใหม บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 วันจากนั้นเม่ือเช้ือเจริญ
โดยไมมีการปนเปอนจากเช้ือจุลชีพอ่ืนจึงนําไปใชทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ 
P.insidisoum จากสารตานจุลชีพท่ีตองการทดสอบ  
 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P.insidisoum โดยสารตานจุลชีพโดยวิธี paper disc diffusion  
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ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
 
1. การคัดกรองแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีความสามารถในการหล่ังสารตานจุลชีพยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 

P.insidiosum 
 

จากการแยกจุลินทรียจากแหลงน้ําเพื่อคัดเลือกจุลินทรียสายพันธุท่ีสรางสารตานจุลชีพยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือP.insidisoum โดยวิธี spread plate พบวาแยกจุลินทรียไดท้ังหมด 88 ไอโซเลต แตมีเพียง 17 
ไอโซเลตท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidisoum ได ผลการสงตัวอยางเช้ือแบคทีเรียท่ีผานการ
ตรวจกรองไปตรวจถึงระดับสปชีสท่ีหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลศรีนครินทร จังหวัดขอนแกน ผล
การตรวจเปนดังตารางท่ี 2 แสดงผลการยอมสีแกรมและการวินิจฉัยเช้ือถึงระดับสปชีส พบเช้ือจํานวน 4 สาย
พันธุ (31.25%) ท่ีใหผลการตรวจเปน Low discrimination และมี 1 สายพันธุท่ีจําแนกโดยการตรวจวินิจฉัยโดย
วิธีการตรวจประจําทางหองปฏิบัติการ  
ตารางท่ี 2 ผลการจําแนกสปชีสของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ 
P.insidisoum    

Bacterial NO. Gram stain Identification VITEK 2 system 
confidence level 

1. RR 2512 Gram negative coccobacilli Acenitobacter baumannii 
complex 

99% 

2. RR 3601 Gram negative bacilli Enterobacter cloacae 93% 
3. RR 3604 Gram negative bacilli Enterobacter cloacae 93% 
4. RR 2501 Gram negative coccobacilli Klebsiella pneumoniae ssp 

pneumoniae 
93% 

5. RR 2503 Gram negative coccobacilli Enterobacter cloacae 99% 
6. RR 2504 Gram negative coccobacilli Enterobacter cloacae 99% 
7. RR 2401 Gram negative bacilli Plesiomonas shigelloides  99% 
8. RR 2206 Gram negative bacilli Aeromonas sobria 98% 
9. RR 1302 Gram negative bacilli Pseudomonas stutzeri 99% 
10. RR 40801 Gram negative coccobacilli Acenitobacter baumannii 

complex 
99% 

11. RR 62302 Gram negative coccobacilli Acenitobacter baumannii 
complex 

99% 
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Bacterial NO. Gram stain Identification 
12. RR 3602  Gram negative bacilli  Low discrimination 
13. RR 2502 Gram negative bacilli Low discrimination 
14. RR 2201 Gram negative coccobacilli Low discrimination 
15. RR 40803 Gram negative coccobacilli Low discrimination 
16. RR 1301 Gram positive bacilli  suspected Bacillus spp. (Routine biochemical test) 

  
จากผลการตรวจท่ีไดพบวาเช้ือแบคทีเรียดังกลาวประกอบไปดวยเช้ือสายพันธุดังตอไปนี้  

Acenitobacter baumannii complex   3 สายพันธุ   Enterobacter cloacae  4 สายพันธุ 
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 1 สายพันธุ   Plesiomonas shigelloides  1 สายพันธุ 
Aeromonas sobria   1 สายพันธุ   Pseudomonas stutzeri  1 สายพันธุ 
Bacillus spp.    1 สายพันธุ   Low discrimination  4 สายพันธุ 
 

 
ตัวอยางแสดงการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P.insidiosum จากน้ําเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4. แสดงการยับบ้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insisiosum จากน้ําเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย A: เทคนิค mixed media 
โดยการผสมน้ําเล้ียงเช้ือ: อาหารเล้ียงเช้ือ (อัตราสวน 1:3) B: เทคนิค spread plate โดยใชน้ําเล้ียงเช้ือ 100 ไมโค
ลิตร C: เช้ือ P.insidiosum ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ Sabouraud dextrose agar (SDA), ระยะเวลา 9 วัน 
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2. การศึกษาวิธีการเตรียมตัวอยางและการสกัดน้ําเล้ียงเชื้อจากแบคทีเรียโดยใชสารอินทรียในการแยกสารตาน

จุลชีพท่ีผลิตจากเชื้อ Pseudomonas stutzeri สายพันธุ 1302 ใหบริสุทธ์ิ 
 

จากการเตรียมตัวอยางน้ําเล้ียงเช้ือใหเขมขนข้ึนสองวิธีโดยการนําไปทําใหเปนผงแหงจากการทํา 
freeze-dry และการทําใหเขมขนโดยใชเคร่ือง rotary evaporator แลวนําตัวอยางสวนใสของน้ําเล้ียงเช้ือไปสกัด
ดวยตัวทําละลายอินทรียพบวาการเตรียมตัวอยางโดยการทําใหเปนผงแหงมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียแลว 
สารท่ีสกัดไดไมสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ P.insidiosum ได สวนตัวอยางที่ทําใหเขมขนข้ึนจากเดิมสิบเทา
โดยใชเคร่ือง rotary evaporator แลวนํามาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย โดยใชตัวทําละลายอินทรีย ไดแก ได
คลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และ บิวทานอล ในอัตราสวนน้ําเล้ียงเช้ือตอสารละลายอินทรียเปน 1:1 พบวาสาร
สกัดไดคลอโรมีเทนใหผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum ไดดีท่ีสุด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5. แสดงผลจากการสกัดสารตานจุลชีพดวยตัวทําละลายอินทรีย 3 ชนิดคือ ไดคลอโรมีเทน เอธิลอะซิเตท 
และบิวทานอล ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum 
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2.1 การยับยั้งการเจริญของเชื้อ P.insidiosum ในสวนใสและสารสกัดไดคลอโรมีเทน 
จากผลการศึกษาในขอท่ี 2 พบวาสารสกัดไดคลอโรมีเทนสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ 

P.insidiosum ไดดีท่ีสุด จึงนํามาใชเพื่อการแยกสารตานจุลชีพท่ีไดจากเช้ือ P.stutzeri 1302 ใหบริสุทธ์ิ เพื่อศึกษา
สมบัติตาง ๆ ของสารตานจุลชีพ เม่ือศึกษาผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum ระหวางน้ําเล้ียง
เช้ือ, สารสกัดไดคลอโรมีเทนและสวนใสท่ีเหลือจากการสกัด พบวาน้ําเล้ียงเช้ือและสารสกัดไดคลอโรมีเทน
สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ P.insidiosum ไดในขณะท่ีสวนใสท่ีเหลือจากการสกัดและสารละลายไดคลอโร
มีเทน (สารละลายควบคุม) ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ P.insidiosum ได  

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6.  แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum จากสวนใสของน้ําเล้ียงเช้ือ P.stutzeri สาย
พันธุ 1302 และสารสกัดไดคลอโรมีเทน, สวนท่ีเหลือจากการสกัดและสารละลายไดคลอโรมีเทน (สารละลาย
ควบคุม)  
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2.2 การแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตจากเชื้อ Pseudomonas stutzeri สายพันธุ 1302 ใหบริสุทธ์ิดวยโคร
มาโทกราฟแบบผิวบาง (Thin-layer chromatography, TLC)  

จากการนําสารสกัดไดคลอโรมีเทนมาวิเคราะหโดยวิธี TLC ดวยระบบตัวทําละลายตาง ๆ ตามวิธีการ
ทดลองขอท่ี 4.3.2 พบวาเม่ือแยกสารสกัดโดยใชระบบตัวทําละลายเปน ไดคลอโรมีเทน: เอทิลอะซิเตท: เม
ทานอล (อัตราสวน 70:25:5) สามารถแยกสารสกัดไดคลอโรมีเทนไดดีกวาระบบตัวทําละลายอ่ืน และเม่ือ
ตรวจสอบโดยดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร พบวาแยกสารสกัดไดคลอโรมีเทนได 3 
ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.66, 0.55 และ 0.50 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 7  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7. โครมาโทแกรม TLC จากสารสกัดไดคลอโรมีเทนแยกโดยใชระบบตัวทําละลาย ไดคลอโรมีเทน:   
             เอทิลอะซิเตท: เมทานอล (อัตราสวน 70:25:5) 
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2.3 การแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตจากเชื้อ Pseudomonas stutzeri สายพันธุ 1302 ใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโคร
มาโทกราฟ (Column chromatography, CC)  

จากการวิเคราะหสารสกัดไดคลอโรมีเทนดวยวิธี TLC โดยใชระบบตัวพา ตามวิธีการทดลองขอท่ี 2.2 
สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการเลือกระบบชะสารจากคอลัมนโครมาโทกราฟ เชน 100% ไดคลอโรมีเทน
ไมสามารถแยกสารได ดังนั้นเม่ือชะคอลัมนใหเพิ่มความเขมขนของตัวชะใหสูงข้ึนได แตถาระบบตัวพานั้นแยก
สารไดดีใหชะดวยระบบตัวพานั้นมากกวาระบบตัวพาอ่ืน และชะดวยสารท่ีมีข้ัวตํ่าไปสูง ตามวิธีการทดลองขอ
ท่ี 4.3.3  เม่ือแยกสารสกัดไดคลอโรมีเทน (0.88 กรัม จากตัวอยางสวนใสน้ําเล้ียงเช้ือ 6 ลิตร) ดวยวิธีคอลัมนโคร
มาโทกราฟ (ตารางที่ 1.) และนําสวนท่ีมีตําแหนงบนแผน TLC ตําแหนงเดียวกันมารวมกัน พบวาแยกสารได
ท้ังหมด 10 สวน และนําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P.insidiosum ทดสอบตามวิธีการ
ทดลองขอท่ี 6โดย ใชความเขมขน 1 มก./มล.  

 
2.3.1 การศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P.insidiosum โดยสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโคร

มาโทกราฟ 
เม่ือนําสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟมาศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ  P.insidiosum  

ตามวิธีการทดลองขอท่ี 6 แยกสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งได 2 สวน คือ สารกลุม T3 ปนสารท่ีชะจากคอลัมนดวย 1% เม
ทานอลในไดคลอโรมีเทน มีน้ําหนัก 27.4 มิลลิกรัม เม่ือทําใหตัวทําละลายระเหยแหงสารนีมี้ลักษณะเปนสี
เหลืองเปนมัน สารกลุม T8 ซ่ึงเปนสารท่ีชะจากคอลัมนดวย 10% เมทานอลในไดคลอโรมีเทน มีน้ําหนกั 18.8
มิลลิกรัม เม่ือทําใหตัวทําละลายระเหยแหงสารนี้มีลักษณะเหลืองปนน้ําตาล เปนมัน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8.  แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum โดยสารท่ีแยกไดจากคอลัมโครมาโทกราฟ 
กลุม T3 และ T8 
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 เนื่องจากสารท่ีแยกไดมีปริมาณนอยไมสามารถนําไปศึกษาลักษณะและคุณสมบัติของสารตาน 

จุลชีพโดยการวิเคราะหทางเคมีตอไปได จึงไดเตรียมตัวอยางจากน้ําเล้ียงเช้ือต้ังตน 20 ลิตร นําไปสกัดโดยตัวทํา
ละลายตามวิธีในขอ 4.3 ไดสารสกัดไดคลอโรมีเทนน้ําหนัก 1.301 กรัมและนําไปแยกใหบริสุทธ์ิตามวิธีในขอ 
4.3.3 โดยใชสารละลาย 1% เมทานอลในไดคลอโรมีเทนชะสารออกจากคอลัมน แลวเก็บสารคร้ังละ 50 
มิลลิลิตรไดสารจากคอลัมนท้ังหมด 20 กลุม (P1-20) นําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ 
P.insidiosum โดยทดสอบตามวิธีการทดลองขอท่ี 6 ใชความเขมขนสาร 1 มก./มล.  พบกลุมสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง
ได 3 สวน คือ สารกลุม P4 มีน้ําหนัก 132 มิลลิกรัม มีลักษณะขาวครีม, สารกลุม P10 มีน้ําหนัก 133.4 มิลลิกรัม 
มีลักษณะขาวขุน และสารกลุม P20 มีน้ําหนัก 60.5 มิลลิกรัมมีลักษณะขุนสีเหลืองเขม  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 9.  แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum โดยสารท่ีแยกไดจากคอลัมโครมาโทกราฟ  
              A: กลุม P4, B: กลุม P10 และ C: กลุม P20  
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3. การศึกษาลักษณะ คุณสมบัติของสารตานจุลชีพโดยการวิเคราะหทางเคมี 
จากการศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum โดยสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโท 

กราฟพบวาสวนท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจากทดสอบ คือ P4, 10 และ 20 จึงนําสารกลุม P10 มาศึกษาสมบัติของสารตานจุล
ชีพโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี โดยแยกใหบริสุทธ์ิโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟแยกไดสาร 8 กลุมสารกลุมท่ีมี
ความบริสุทธ์ิท่ีนํามาศึกษาตอคือ FS7 
 

 สาร FS7 
จากสัญญาณสเปคตรัม furrier transform infrared spectroscopy พบสัญญาณท่ีสําคัญ คือ FT-IR (KBr, cm-1):พบ
สัญญาณท่ีแสดงเอกลักษณหมูฟงชันกท่ีสําคัญคือ  2962 (m, C-H str) และ 1674 (s, C=C str or C=O str), 1425 
และ1385 (w, CH3 str) (รูปท่ี 10) และเม่ือพิจารณาสเปคตรัม 1H nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy (400 MHz, CDCl3) พบสัญญาณท่ีสําคัญคือ δ (ppm) : ตําแหนง 0.095  และ 1.13 แสดงถึง
ตําแหนงของ H ของหมู alkyl group (รูปท่ี 11)  และจากสเปกตรัมของ 13C NMR (100 MHz, CDCl3) ประกอบ
ไปดวย C 10 อะตอมสาร FS7 ท่ีไดนาจะเปนสารประกอบในกลุม ester (R-C-O-R) (รูปท่ี 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 10.  furrier transform infrared spectroscopy ของสาร FS7 

C=C or 
C=O

CH2

CH3

CH3

OOOO
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รูปท่ี 11. สเปคตรัม 1H-NMR ของสาร FS7 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 12. สเปคตรัม 13C-NMR ของสาร FS7 
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จากการวิเคราะหโครงสรางของสาร FS7 ดวยวิธี 1H-NMR พบวามี 1H NMR spectrum resonance และจากวิธี 
heteronuclear multiple bond connectivity (gHMBC) สามารถอานผลการวิเคราะหไดดังแสดงในตารางท่ี 3  
 

ตารางท่ี 3 การวิเคราะหผลโดยวิธี 13C NMR และ 1H NMR ของสาร FS7 
 

 

ตําแหนง 
13C NMR 

(ppm) 

1H NMR 
(ppm) 

1 58.83 4.13, 1H , t (J=0.74) 
2 60.41 3.99, 1H,  d (J=11.42)  
3 45.15 3.59, 2H, m 
4 28.53 2.68, H, m 
5 28.38 2.41, 2H, p 
6 22.37 2.08, 2H, m 
7 22.37 1.95, m 
8 19.21 1.11, 3H, t (J=0.015) 
9 16.06 0.97, 3H t (J=0.02) 
10 164  
11 170  
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สรุปผล 
 
1. การคัดกรองเชื้อแบคทีเรียจากแหลงน้ําเพื่อหาสายพันธุท่ีสามารถผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้การ

เจริญเติบโตของเชื้อ P.insidiosum  
ในงานวิจัยนี้คัดกรองเช้ือแบคทีเรียตามจํานวน 88 สายพันธุ แยกจากจากแหลงน้ําในจังหวัดขอนแกน 

เม่ือเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ BHI แลวนํามาศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเช้ือ P.insidiosum บนอาหาร
เล้ียงเชื้อ SDA พบเช้ือแบคทีเรียจํานวน 17 สายพันธุท่ีสามารถสรางสารตานจุลชีพยับยั้งการเจริญของเช้ือท่ี
ทดสอบได และไดเลือกเช้ือ P.stutzeri สายพันธุ 1302 ไปใชในการศึกษาตอไป 
 
2. การจําแนกสปชีสของเชื้อแบคทีเรียจากแหลงน้ําท่ีสามาถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

P.insidiosum 
  

วิธีการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียมีหลายวิธี เชน ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี และ
อาศัยขอมูลทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S rDNA นอกจากนี้แลวในปจจุบันไดมี
การพัฒนาเคร่ืองมือจําแนกสายพันธุของเช้ือแบคทีเรียแบบอัตโนมัติข้ึนและไดนํามาใชในการตรวจวิเคราะห
เช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบกันอยางแพรหลาย โดยงานวิจัยนี้จําแนกสปชีสของเช้ือแบคทีเรียซ่ึง
แยกไดจากน้ําในจังหวัดขอนแกนโดยการใชเคร่ืองมือวิเคราะหอัตโนมัติ Vitex2 system แลวนําไปเปรียบเทียบ
กับขอมูลในฐานขอมูลพบวามีความเหมือน (identity) กับเช้ือ Acenitobacter baumannii complex, Enterobacter 
cloacae, Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas sobria, Pseudomonas 
stutzeri, Bacillus spp. และอีก 4 สายพันธุท่ียังไมสามารถจําแนกได (Low discrimination)  
 
3. การทําสารตานจุลชพีใหบริสุทธ์ิและการศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพี 

จากการทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิโดยการสกัดดวยไดคลอโรมีเทน การวิเคราะหดวย TLC และ
คอลัมนโครมาโทกราฟแลวนําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P.insidiosum พบวาสารท่ีได
จากคอลัมนโครมาโทกราฟท่ีมีฤทธ์ิตานการเจริญของเชื้อ P.insidiosumไดมี 3กลุมและไดเลือกเอากลุมท่ีมี
ปริมาณมาก (P10) มาทําการแยกศึกษาตอไดสารท่ีนาสนใจคือสาร FS7 ซ่ึงเม่ือทําใหตัวทําละลายอินทรียระเหย
ไปไดสารมีลักษณะเปนผงสีขาวขุน มีสีครีมเล็กนอย เม่ือนํามาวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลดวยวิธี NMR  พบวา
เปนสารท่ีประกอบไปดวยคารบอน 10 อะตอมและไฮโดรเจน 17 อะตอมซ่ึงคาดวาจะเปนสารประกอบในกลุม 
nomoterpene สรุปวางานวิจัยนี้ไดพบสาร FS7 ท่ีผลิตจากเช้ือ P.stutzeri สายพันธุ 1302 จากการเปรียบเทียบกับ
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compound) ท่ีผลิตจากส่ิงมีชีวิตตาง ๆ เทาท่ีสืบคนมาพบวา แม P.stutzeri 
จะเคยมีรายงานการผลิตสารตานจุลชีพแตก็ยังไมเคยมีรายงานวาผลิตสารตานจุลชีพกลุม nomoterpene มากอน 
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(36) รายงานการศึกษาน้ีจึงเปนการศึกษาแรกท่ีมีการแยกสารตานจุลชีพจากน้ําเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิตาน
การเจริญเติบโตของเช้ือ P.insidiosum นับวาเปนการศึกษานํารองเพ่ือใชในการพัฒนาการผลิตยาตานเช้ือราชนิด
ใหมเพื่อใชในการรักษาโรค pythiosis ตอไปในอนาคตซ่ึงในปจจุบันนี้ยังไมมียาตานเช้ือราที่จะใชในการ
รักษาการติดเช้ือนี้ไดผล 
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Isolation and partial characterization of anti -Pythium insidiosum compounds from 

environmental bacteria 

 

ABSTRACT 

 

Aims: A bacterial strain producing antifungal metabolites had antagonistic activity against 

human pathogenic fungus-like Pythium insidi   osum. 

Method and result: A total of 88 isolated aquatic bacteria belonging to of 7 genera, were 

isolated from water source collected in different area inside the northeastern part of Thailand.  

Two screening methods were performed for antifungal activity to P.insidiosum. , 16 isolated 

(18.18%) were speculated to produce the metabolites having antifungal activity. Among aquatic 

bacterial tested, the effect of Pseudomonas stutzeri ST1302 had the greatest beneficial 

characteristic to inhibit the growth of P.insidiosum. The antifungal metabolite by P. stutzeri 

ST1302 was extract, purified and characterized using 1H-NMR, thin-layer and column 

chromatography were partially identified.  

Conclusion: The antifungal metabolite produced by P.stutzeri ST1302 demonstrated significant 

activity against human pathogenic P.insidiosum. The compound has been identified as [….] on 

the basis of 1H-NMR and MS data.  

Significance and Impact of the Study: Since drug are not effective to cure pythiosis. This is 

the first time that P.stutzeri ST1302 has been report for anti-P. insidiosum activity. It is potential 

as antifungal producing strain that may be crucial for new strains of Pseudomonas spp. showing 

rich source of useful metabolites for developing novel antifungal drugs/or probiotics. 

 

Keywords: antimicrobial screening, isolation and purification methods, antifungal compound, 

anti-P.insidiosum metabolites. 
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INTRODUCTION 

 

Pythiosis is a granulomatous disease caused by Pythium insidiosum, a fungus-like organism 

classified in the kingdom Stramenopila, phylum Oomycota, Class Oomycetes, Order Pythiales 

and family Pythiaceae which typically occurs in tropical and subtropical regions of the world. 

[8] The genus Pythium comprised more than 200 species, and the majority of them are soil 

saprobes and plant pathogens. Only P.insidiosum is pathogenic to mammals.[9] Human 

pythiosis was first document from Thailand in 1985. [11] Four different forms of pythiosis were 

described: a) the subcutaneous form (infecting the face or limbs as a granulomatous and ulcering 

lesion), b) the vascular form (affecting arteries and resulting in arterial occlusion and aneurysm), 

c) the ocular and orbital forming which corneal ulcer were formed, d) pythiosis and infection of 

unusual placed (i.e. disseminated pythiosis and infection of internal organs) [3] Since Pythium is 

not a true fungus and does not utilized ergosterol as the main sterol in cellular membrane that the 

reason why conventional antifungal therapy are usually ineffective. [10] The high morbidity and 

mortality rate result also from short coming of the currently available therapeutic arsenal.[12] 

Consequently, developing natural alternatives that are environmentally friendly and have low 

mammalian toxicity are need. The work on bacterial species is emphasized for isolating less 

toxic bioactive metabolites including antifungals.[12,13] Bacterial of the genus Pseudomonas 

comprise a large group of the active strain as a result of their general ability to produce a diverse 

array of potent antifungal metabolites include simple metabolites such as 2,4-

diacetylphloroglucinol, phenazine-1-carboxylic acid and pyrrolnitrin [3-chloro-4-(2'-nitro-3'-

chlorophenyl)-pyrrole], as well as the complex macrocyclic lactone, 2,3-de-epoxy-2,3-

didehydra-rhizoxin and secondary metabolites such as siderophore, HCN and protease that 

showed antagonistic activity against Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, 

Phytophthora nicotianae var. parasitica, Pythium sp. and Fusarium sp. [14,15] Various products 

of Pseudomonas species were report to be active against different type of fungi, i.e. Pythium 

ultimum, Rhozoctonia solani, Phytopthora capsici, and Fusarium oxysporium.[16]  In the 

process of searching for useful natural products, screening of less-exploited microbes may 

increase the chance to obtain novel metabolites. We screened the bacterial strains isolated from 

the swampy area that were the habitat of P. insidiosum and investigated on the production of 

antimicrobial compounds that have the antifungal properties against P. insidiosum. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Screening for antagonistic bacteria against the test fungi 

Bacteria were isolate from surface of stagnant water source collected in the northeastern part of 

Thailand. The water samples were measured for temperature and pH before screening testing. 

Inoculate the water samples with P. insidiosum material plug (1×1 cm) from the edge of the 

SDA plate cultured for five days and co-culture in water samples at 25°C for 3 daysin the dark. 

The material of P. insidiosum was re-cultured on SDA plate if it could not growth the bacterial 

isolated from samples were selected. One hundred μl of selected water samples were poured on 

the surface of NA plate and incubate at 37°C overnight for single colony isolation. The growing 

colonies on NA were re-subculture and kept at -20°C in skim mile additive with 5% glycerol 

used as a stock cultured. The selected bacterial isolates were examined for their ability to 

produce antifungal metabolites against human pathogenic fungi, P. insidiosum, were carried out 

according to agar-well diffusion and pour plate technique. The antagonistic bacterial isolates 

were selected for further study.   

 

Pathogen 

Clinical isolates of P.insidiosum stain SIMI 6666 [C-K], a control strain was obtained from 

Microbiology department, Mahidol University, Bangkok (Thailand). These fungi were cultured 

in the laboratory on Sabouraud dextrose agar plates.  

 

Identification of bacterial isolates 

The active bacterial isolates were subculture on Mac conkey (MAC) and Blood agar (BA) plate 

and incubate at 37°C overnight for isolation of a single colony. Morphological and gram stain 

were collected and all isolated colony and were subject to identified into species level according 

to identification with the VITEK 2 system. They were performed with ID-GNB cards, according 

to the manufacturer’s instructions.The results were interpreted by the ID-GNB database after the 

incubation period of 3 h. The ID-GNB database contained 101 different taxa of gram-negative 

rods.[18] 
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Microorganism and culture conditions 

………………………………………………………………………………………………….. 

Antifungal assay  

Antifungal assay was performed on 9-cm Petri plate contained 20 ml of SDA medium. A fungal 

plug (1×1cm) cut from the outer edges of a five day old cultured of P.insidiosum was placed in 

the centre of the plate. Aliquot 20 μl of the supernatant previously sterilized through a 0.45 μm 

pore-size membrane. Cell-free supernatant was applied on cellulose disc (6mm) on SDA plate 

previously inoculated with tested fungi. [6] For crude antifungal metabolites extracted from 

liquid cultures, a control considered of filter sterilized distilled water and of a 100% 

dichloromethane for the dichloromethane extracting residue. Plate were kept at RT for 2 h in the 

laminar flow cabinet to allow the diffusion of the sample, then were inverted and incubated at 

25°C for 3,6 and 9 days. The results were reported as inhibited the mycelial growth of 

P.insidiosum. The experiment was repeated twice.[5] 

 

Extraction, purification and characterization of antifungal metabolite 

The strain P. stutzeri ST1302 was grown in Brain Heart Infusion broth (BHI, BBL) at 37°C for 

72 h with agitation 200 rev min-1. The fermented broth was centrifuge at 8000 g, 25°C for 15 

min in order to remove the cells and sterilized by filtration. (0.45 μm pore-size membrane) The 

cell free supernatant (20 l) was extracted into equal volume of dichloromethane. The combine 

organic layer was concentrated under reduced pressure and the crude extract was test for 

antifungal activity against P.insidiosum. The crude extract was chromatographed over silica gel 

eluting with dichloromethane-methanol mixtures (2% MeoH) and finally with methanol. The 

purified fractions were tested antifungal activity following by the disc diffusion method. [ref 

1986] Active fractions were pooled together and concentrated using evaporator at 50°C. The 

structured of antagonistic metabolite was establish by the study of nuclear magnetic resonance 

(NMR) and mass spectroscopy (MS). The 1H-, DQCOSY- and NOESY-NMR spectra were 

recorded using a 600 MHz spectrometer [ระบุรุน] 13C-NMR spectrum was record on 200 MHz 

NMR spectrometer. The MS data were recorded using [ระบุรุน] 
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Sensitivity to enzyme, pH and heat 

For enzyme stability, the partially purified dichloromethane crude extract was treated for 2 h 

with proteinase K (pH 8.5) enzyme at a final concentration of 1mg ml-1 .The mixture was then 

assayed for inhibitory activity against P.insidiosum by the disc diffusion method. pH stability 

was estimated in the dichloromethane crude extract after 4 h of storage 4°C in the following 

buffers, 50 mM citrate buffer; pH 3-5, phosphate buffer; pH 6-7; 50 mM Tris-HCl buffer; pH 8-

9. To determine the effect of heat on antifungal activity, aliquots (100 μl) of the crude extract 

were incubated at various temperatures (40, 60, 80 and 100°C) for 30 min, or 121°C for 15 min. 

The residual activity was determined their ability of antifungal activity by the disc diffusion 

assay. All data were averaged from duplicate trials.  

 

Solubility in organic solvents 

Antifungal antibiotics were dissolved in diluted (75%) solutions of organic solvent. (acetone, 

acetonitrile, ethanol, and 2-propanol) Solution was kept at 25°C for 1 h. One ml of each solution 

was centrifuged at 8,000 ×g to removed insoluble fractions. The solution was then evaporated to 

dryness at 50°C in a water bath. Dried residues were reconstituted with 100 μl of distilled water 

and assayed for antifungal activity against mycelial growth of P.insidiosum. The disc diffusion 

test was used as described previously.  

 

RESULTS 

 

Isolation and screening the bacterial isolates for antagonistic activities against the test 

fungi 

Eighty eight strains were isolated from water sample that could suppression the growth of 

P.insidiosum. Among 88 strains, only 16 strains show antagonistic ability by inhibit the growth 

from both screening method. According to the identification by a automated antibiogram, 

VITEK 2 system interpretation systems (bioMe´rieux Marcy-l’Etoile, France). [ Sixteen of 

antagonistic bacterial isolates were identified to the genus Acenitobacter baumannii complex, 

Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae, Plesiomonas shigelloides, 

Aeromonas sobria, Pseudomonas stutzeri, and one  strain was suspected to genus Bacillus spp. 

(Table 1) Only one isolate, designated as ST1302 had a strongest inhibition from dual culture in 

both screening method and identified as P. stutzeri on the basis of morphological and 

biochemical test by VITEK 2 system.  
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Production, purification of the partially purified antifungal metabolite 

Several purification step were required to purified the antifungal metabolites from crude 

dichloromethane extract (1.31 g) obtained from P.stutzeri ST1302 was yellowish in colour 

which purification through silica gel and each of purified fractions that contained antifungal 

activity was evaporated and used for chemical characterization, including spectroscopic analysis.  

 

Structural analysis of the purified compound 

………………………………………………………………………………………………… 

pH and thermal stability 

The study of sensitivity to pH showed that the partially purified antifungal metabolites of the 

crude dichloromethane extract were treated in the range of 3.0-9.0. The metabolites was 

relatively heat stable under heat treatment: the inhibitory activity were maintained in treatments 

of 40, 60 and 80°C but inactivated at 100°C for 30 min or at 121°C for 15 min (Table 2) The 

partially purified antifungal was soluble in polar solvents test. A complete loss of activity against 

P.insidiosum was obtained after treatment with proteinase K enzyme. 

 

DISCUSSION 

 

In this research, we obtained interesting and promising results for successful inhibited the 

mycelial growth of P.insidiosum using biological natural products from P.stuzeri ST1302. The 

antifungal activity was resistance to high temperature, a wide range of pH and action if 

hydrolytic enzyme. These characteristic indicated that the antifungal compound may belong to 

the [….] group of antibiotics. [ref] Production of antifungal metabolite has been known to be 

influenced by media components and cultural conditions, such as aeration, agitation, pH, 

temperature and glycerol concentration, which vary from organism to organism. [17]  

In our earlier studies we observed that  ……. 

 

Various types of the bacteria from Pseudomonas spp. is now well establish as a biological 

control underlying the ability to produce antifungal compound involving both the metabolites 

and enzyme. These include a range of secondary metabolites include pyoluteorin, pyrrolnitrin, 

2,4- diacetylphloroglucinol, phenazines and mupirocin. [19] One of these, difference 

Pseudomonas isolates has also been attributed to the production of siderophores, pyridine-2,6-

dithiocarboxylic acid (PDTC), produced by Pseudomonas stutzeri and Pseudomonas putida, can 
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complex different metals and has antimicrobial properties including antifungal activity against 

different types of fungi, i.e. Pythiun ultimum, Rhizoctonia solani, Phytopthora capsici and 

Fusarium oxysporium. [20] In our study also, we revealed the significant activity of the 

supernatant of Pseudomonas against human pathogenic fungi, P. insidiosum. It has been report 

for the first time that the products recovered in supernatant of P.stutzeri ST1302 had potential 

activity against human pathogen. The active metabolites are characterized by the presence of [… 

structure description …]  

 

 

 

 

In summary, P.stutzeri ST1302 produced antifungal compounds inhibiting mycelial growth of 

pathogenic fungi, P.insidiosum. The compounds are heat stable and active over wide range of 

pH values.  

 

Therefore, it is important to research further into the mass production and application techniques 

of these antifungal metabolites to complete chemical structure and the mechanism of these 

potentially metabolite which purpose to discover a new valuable anti-fungal drugs.  
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Table X. The bacterial strains that could inhibit the mycelial growth of P.insidiosum 

 

Bacterial NO. Gram stain Identification VITEK 2 system 
confidence level 

1. 2512 Gram negative 
coccobacilli 

Acenitobacter baumannii 
complex 

99% 

2. 3601 Gram negative bacilli Enterobacter cloacae 93% 
3. 3604 Gram negative bacilli Enterobacter cloacae 93% 
4. 2501 Gram negative 

coccobacilli 
Klebsiella pneumoniae ssp 
pneumoniae 

93% 

5. 2503 Gram negative 
coccobacilli 

Enterobacter cloacae  99% 

6. 2504 Gram negative 
coccobacilli 

Enterobacter cloacae 99% 

7. 2401 Gram negative bacilli Plesiomonas shigelloides  99% 
8. 2206 Gram negative bacilli Aeromonas sobria 98% 
9. 1302 Gram negative bacilli Pseudomonas stutzeri 99% 
10.  40801 Gram negative 

coccobacilli 
Acenitobacter baumannii 
complex 

99% 

11. 62302 Gram negative 
coccobacilli 

Acenitobacter baumannii 
complex 

99% 

12. 3602  Gram negative bacilli  Low discrimination 
13. 2502 Gram negative bacilli Low discrimination 
14. 2201 Gram negative 

coccobacilli 
Low discrimination 

15. 40803 Gram negative 
coccobacilli 

Low discrimination 

16. 1301 Gram positive bacilli  suspected Bacillus spp. (Routine biochemical test)  
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Table X. Stability of the antifungal metabolites extracted by Pseudomonas stutzeri ST1302 to 

heat, hydrolytic enzyme and pH treat against Pythium insidiosum 

 

Treatment Growth inhibition zone (GIZ)* (mm) 

Temperature  

Control NI 

121°C for 15 min NI 

100°C  

80°C  

60°C  

40°C  

Enzyme  

Control  

Proteinase K NI 

pH  

pH 3-5  

pH 6-7  

pH 8-9  

*Diameter of clear zone around the disc inoculated with extracted antifumgal metabolite.  

NI, no inhibition.  
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Fig. X  Proton nuclear magnetic resonance spectrum of metabolite by Pseudomonas stutzeri 

ST1302 
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Fig. X  13C nuclear magnetic resonance spectrum of metabolite by Pseudomonas stutzeri 

ST1302 
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