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"�������&���")*�������"��&�
��
�+�&",-�� Burkholderia pseudomallei �
����
&���������
.��
����!�)��"�/"�",��+�������"0����+����+��"��-����)��"�/���"+�"��� ",-�� B. 
pseudomallei ����
�
�!�,����
+
� L-arabinose %&� (Ara+) ����
��	�������
��$����������$
",-�����%�$
�
�
�!�,����
+
� L-arabinose (Ara-) �����)5��	���",-�� Ara+ B. pseudomallei %&�!'���&��	$����$")*�
B. thailandensis  ����$
%���67�(��������
����
�+�
�+$��
)8�,����  �+$���
����%���67�(���
.�
9���
"��&������"�������&������%�$")*������
���$,�& ���
���������:'������%&���
�
�/;�<
)���


�
����
�%���67�(����",-�� B. pseudomallei  ,��& Ara+ 25 �
�.��9	(")����"�������,��& Ara- 25 �
�
.��9	(�&��
��,�  modified microtiter plate test  :��
������.��$
",-�� B. pseudomallei  ,��& Ara- ��
)���

�
����
�%���67�(��
���$
",-��,��& Ara+  ��$
��������
��?�
��!�+� (p < 0.01) �&�",-��,��&
Ara-  (25 strains) ��� Ara+ (25 strains) ����+�
�$���
����
�%���67�(�"0���� (mean + SEM) "�$
��� 
2.54 + 0.59 ��� 0.55 + 0.06 +
���
&��"�-��")����"�������",-�� B. pseudomallei strain UE5 ����,�")*� 
reference strain �&����",-�� B. pseudomallei  ,��& Ara- ��� Ara+ ������
�%���67�(�%&��
�����	&%&���$
strains G207  ��� E287 +
���
&��  �$��",-�� ,��& Ara- ��� Ara+ ������
�%���67�(�%&���������	& %&���$
strains A2 ��� E261 +
���
&��  �
��
�/;�<
&���������	����/�(��"��+���.��$
",-�� B. 
pseudomallei  ,��& Ara-  strains G207 ��� A2 �����<
��
������	$����")*� microcolonies ����;&��'$
&��� intercellular slime matrix �
���$
",-��,��& Ara+ strains E287 ��� E261  �+$���
�/;�<
���%�$.�
�$
)���

�
����
�%���67�(����",-�� B. pseudomallei  ����,��& Ara- ��� Ara+  ����
����.��9(���
��
��	�������
��$��������'�&����
�.��9	( BALB/c "�-��")����"���� LD50 ���",-���+$��,��&  
��
�'(� ����	���#)�'�����+���� 
���)��� ,��(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei  �
�
.��9	(���':��
���#�(���'(�� &�	�$%�� Ara-  B. pseudomallei )�����4���)���

�
����
�%���67�(��
�
��$
",-��,��& Ara+ ��$
�%��#+
�%�$.��$
)���

%���67�(����",-�� B. pseudomallei ����
����.��9(���
�
�"��& lethal effect �&�&'�
��$
 LD50 "�-����
�
�/;�<
����'�&���
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Abstract

Burkholderia pseudomallei is the causative agent of melioidosis. The disease is endemic in

Southeast Asia and northern Australia.  The Ara- strains of B. pseudomallei are known to be virulent

whereas Ara+ strains are non-virulent. The Ara+ strains are now reclassified as B. thailandensis.  The

pathogenesis mechanism of the disease is still unknown. It was found that the production of biofilm

was involved in antimicrobial resistance. In the present study, we therefore quantified the biofilm

formation of 25 Ara- strains of B. pseudomallei compared to 25 Ara+ strains using the modified

microtiter plate test. The results showed that most of Ara- strains of B. pseudomallei produced more

biofilm than Ara+ strains. The mean ratio of biofilm formation (mean + SEM) by Ara- and Ara+ strains

of B. pseudomallei were 2.54 + 0.59 and 0.55 + 0.06 respectively. Statistical analysis showed

significant difference between Ara- and Ara+ strains biofilm formation (p < 0.01). Among the 25 Ara-

and Ara+ strains of B. pseudomallei analyzed, the strains G207 and E287 exhibited maximum biofilm

production respectively, while the minimum biofilm producing strains of Ara- and Ara+ strains of B.
pseudomallei were A2 and E261 respectively. Transmission electron micrograph of the Ara- B.
pseudomallei strains G207 and A2 showed microcolony of bacterial cells surrounded by larger

amounts of extracellular slime matrix than the Ara+ B. pseudomallei strains E287 and E261. However,

no correlation between the amount of biofilm formation and virulence, judging from the LD50 assay

using BALB/c mice.  These results indicate that although the ability of selected strains of B.
pseudomallei to produce biofilm varies from strain to strain, it appears to have no influence on the

degree of virulence, judging from LD50.

Key words : Burkholderia pseudomallei, Burkholderia thailandensis, biofilm, virulence
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�*�=�

����
=��
+#"�*,���&��9E+��*,�*=������	
�
������	&�)�) ��|�& 
����$%������(����(#�
��� �	#( ��� ��#��'�����$%����� Burkholderia

pseudomallei  & 
���0�������'��
�#�!)���" &�	�!�(��
7���	��' ��� +�#�! ��# ' }7�'��'
 ��'���,7'


����)�	$������� &�	�~0�!�	��'	��'��������	 �	�����1������������*� & 
��'(����
��0�
 ��'# (&�	

Whitmore #�! Krishnaswami ���� 
.-. 1911 �����%�'	��'(��' � !��-0��� (1)  ��%���*�(� �0�!����	'�$%��


 ��'# (0������|��$%�� Bacillus mallei ����������(� ���(�����$%������)�	���� &�	��(� � �	($%�����'(��
%�

B.whitmori, Pfeiflerella whitmori, P.pseudomallei, Actinobacillus pseudomallei, Loefferella
whitmore, Malleomyces pseudomallei,  Pseudomonas pseudomallei (1-4)  �������)�����'$%���$%����'(����

�����|� Burkholderia pseudomallei ��'��� ����(���[������ �$%�����)��� ,� ��0��������� �����*����'  ���'

: ����� %������+( : �������*�
�' #�!����
��� (5, 6)  ��((� -7(6������'�3�����(� 0�����$%�����)��� ,

��$�����	������������*�� !�� (7)

(�  !���
�'& 
���0��������&�(#���!0���(��#,�� !��-���$�	�!�����(�~�	'���  �� "

��(�)(� "  (��  #�! � !��-��)�� ���	 (2, 3, 5, 8-12)   ��(��(����	�'�� �	'��0�& 
���( !���( !��	

�����	#��'����&�(  �$��  �(����, ���'(', - ���'(�, ������	, ��� ���, �� (�, ��'(�6, � ��'�-), ��8 �(�,

����)�1�0&}���	�  #�!)� ����� �(� (2, 13-19)  )��������& 
������ ��
���)�����'(� #0�	"��(
7��

��%��'��(& 
�����(�(����(� ��� ��# '����*����������	�)�	$��������	��' ��� +�  ���������������0	0��(

� !��-��'���$�	�!�����(�~�	'�����)��� !��-�%�� : ����&�(��(
7���*����(�  !���
�'& 
#0 �

( !��	�����'��	 &�	���#0�	"��#���!� !��-	�'�����
���$*���4� %�
����
	(��& 
��'(���� (20-23)

��(��(�!0�& 
�����
�#���	�')��� ,0������)���"0�( #0!  #(!#�!��� #��	�'����� �	'�������

(� ��������()���"��)��
���� (3, 20)   ��((�  �	'����(� � !$�� !���� !��-������
7����� !��-

��	 ��%���� 0.-.2531 0�����*����������	& 
�������(
7����(�� ����� �� 0.-.2529 ��������	�*���� 1,000

 �	 ��%�����	�(�� �� 0.-.2506  }7�'���0�	' 3  �	�������� (24)  �~0�!���& '0	����- ��
 ��� " 
�!#0�	

-�)� " ������	���	
��#(��0������������	� !������!  60-80  �	   ���[�����������((� )*� ���	��'

�����|���'(� 0�����*����������	���'������ !��-��	��� !���  2,000-3,000  �	  ��(),������(����

��#)�'�����+�����*����������	���,�(0���(
7��}7�'��'$�����#0�	"#�!��

��( ��')�]� �)�
���� ���

)���#�! !��� !��'��(� �����~�	& 
�����(	��'
7��

��((� )*� ����� !��-��	&�	��]�(� � ����( !���#������������$%��  B. pseudomallei
&�	��]�  Indirect Hemagglutination 0���� 29% 
�'� !$�( ����*�(� )*� �� (405 
�) ��#�����������

�$%����� (25)   ��� !��-��)�� ���	(+�����(� )*� ���� !���
�'#������������$��(��0����� !$�( 
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�(���� !���#��������)�',7' ��	�! 5.7% (��(� !$�( ���)*� �����'��� 9,047  �	) (26)   #)�'������'

� !��-��	#�!��)�� ���	��|�#���'�����(�  !���
�'�$%������	��'��(

(� ����$%����
��(����((� ����$%�������
����'������'����� �	 
��
��� ,��( � %���#�� &�	

�$%����������������((� ��������
�'���#�!��*�� %�����
��)�� ��'(�	��'(� ��	����(�!��'����}7�'��

�$%�����	�� (27)  ��(� 
�'������	�����|�& 
������#����� 0�������	#�������'#��#���~�	�0��� (acute),

� %�� �' (chronic) #�!#������������(� #���� !���
�'#���������	�� (subclinical infection)  
��� ��

# '
�'& 
�����|�(+0�������	#���$��(��&�	�����'#�� ��# '��(,7'
����)�	$����� %�#����|�#��� %��

 �' ������#������������(� #�� !���#���������������(

��((�  �	'��������	������	&�)�) �*���� 686  �	 0���� 57.4% ����(� ��|�#��

septicemic meliodosis (28)  #�!��������	�����|�  septicemia  �������� �(� �)�	$�������	  septic shock  )�'

,7' 80-90% ,7'#������!��� ��(� �����~�	#�! �(6��	��',�(���'#���(+	�'����� �(� ��	)�',7' 40%  )���

��( ���������(� #��� %�� �'���������(� ��(����
��)�����	�!���' : ����$�� ���   ���   ���� ��  �����

������*����%�'#�!)��' (2, 9, 11, 12, 16-19, 21-23, 29)  #)�'�����+����& 
������	&�)�)�����
��� ��# '��(

#�!
� ��� ��(� )�����(�'(� #0�	"��|��	��'	��'

�[4��)*�
�4�	��'��7�'���0�������	��������	������	&�)�)
%�(� (�����|�}�*� (relapse) ��((� 

-7(6�
�'��1��� �$��(��#�!
�! 0����� !��� 23% 
�'�������
	��|�������	&�)�)�!(�����|�}�*���(

#�!0�������[���	����(��	�
��' 2 )���
%� 
��� ��# '
�'(� ����$%��
 ��'# ( #�!��]�(� #�!$���
�'	�

�3�$���!����$� �(6� &�	0������(������	�����(� ����$%��
 ��'# (��|� septicemic melioidosis � %�

multifocal localized melioidosis �!��&�(�)��|�������	&�)�)�����((�����������	�����(� ����$%��
 ��'

# (��|� localized melioidosis � !��� 5 ���� (30)   ��(��(��� Desmarchelier #�!
�! ����*�(� -7(6�

�� �	����	�)�	0��]�"
�'�$%�� B. pseudomallei ���#	(�����(������	�����(� ����$%����((�����7�'
 ��' &�	

��]� ribotyping 0������������	)�����4����-7(6� �$%�� B. pseudomallei ���#	(�����((� ����$%��
 ��'# (

��(��|��$%������� ribotype ���	�(��(���$%�����#	(�����������	 �	���	�(����%����|�& 
������	&�)�)
 ��'���

)�' (31)

��((� -7(6�
�' Vorachit #�!
�!(32) 0���� �$%�� B. pseudomallei )��� ,) ��'

exopolysaccharide glycocalyces #�!�� �4��|� glycocalyx enclosed microcolonies (biofilm) ������'��

����0�!�$%��#�!��)���"����'}7�')��
���'(��(� -7(6�
�' Kapliev #�!
�!(33)  ��(��(���

Vorachit #�!
�! 	�'0�����$%�� B. pseudomallei ����� �4
7����|���&�89�"�)��� ,����������	�

ceftazidime #�! co-trimoxazole ��� (34)   ��'����
���)��� ,��(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%�� B.
pseudomallei �7'����!�(��	�
��'(��(� �(��& 
#��� %�� �'#�!(� (�����|�}�*�
�'& 
������	&�)�)

��%��'��(	��3�$���!���)��� ,����$%��������
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�� �	'��(� -7(6���(��	�����'$����� �$%��#�
��� �	���)��� ,) ��'��&�89�"�#�!�� �4����&��	��

1�	����&�89�"���
�������������#�������� (antibodies)  	��3�$���! (antibiotics) #�! )� ����

�$%�����$�0 (antibacterial agents) ���':�����(���#�
��� �	$������	�(�����#	((���	����|��}��"����	�:

(planktonic cells) ��(��(�����&�89�"�	�')��� ,�(���'�$%��#�
��� �	��( !��1���
���(��
�' host ���

�$�� �(���'�$%��#�
��� �	��( complement activation #�! phagocyte-mediated killing (27, 35-41)

�	��'� (+��������
�'��&�89�"���0	�]�(*�����
�'& 
������	&�)�)	�'�����|����� ��#��

$��  �������	�7'��
���)�������!-7(6������
�'��&�89�"���� !��+���'(���� �0%����|�
�����0%��������

�����|�� !&	$�"��(� 0�5����]�(�  �(6�& 
������	&�)�)�����

�
<1$9��
���&�������	
�
1 �0%��-7(6�� ����(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei  )�	0��]�"���':���'$���

Ara+ #�! Ara
-

2 �� �	����	�
��� ��# '��(� (��& 
 !����'�$%�� B. pseudomallei  )�	0��]�"���) ��'��

&�89�"���(���)��#�!���	���)�����������'

9����-��*,���(���	��(��
�	�������	
�
1. ���
�����0%������0%����|�#����'��(� -7(6�(��((� �(��& 
������	&�)�)�����

2. ���
�����0%��������)*�
�4�0%����|�#����'��(� 0�5����]�(� � �������~�	#�! �(6�& 


������	&�)�)�����
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��������*,���,���&���

��((� -7(6�
�' Smith #�!
�! (42) 0���� B. pseudomallei $��� nonvirulent )��� ,#	(

��($��� virulent ���&�	��-�	
���)��� ,��(� �$���*���� L-arabinose  &�	�$%�� B. pseudomallei ���

)��� ,�$���*���� L-arabinose ��� (Ara+) ��
��� ��# '��(� (��& 
���	(����$%��������)��� ,�$���*�

��� L-arabinose (Ara-)

Steinmetz #�!
�! 0���� monoclonal antibody (MAb) 3015 IgG1 }7�'�*��0�!���

exopolysaccharide ��'������(
�'�	%�������}��" B. pseudomallei �!�*��3�(� �	��~0�!(���$%�������|�

virulent strain $��� Ara-  ��������#�! MAb 3015 ����������((�  immunization ���������'&�	(� 

�$��$%�� B. pseudomallei �����|� mucoid strain (43, 44)

Ulett #�!
�! (2001)(45) }7�'���-7(6� !���
��� ��# '��(� (��& 

�'�$%�� B. pseudomallei
$��� Ara-  42 strains #�!$��� Ara+  2 strains ���������' (BALB/c) 0����  !���
��� ��# '��(� 

(��& 

�'�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara-   �	�� !����' < 10 CFU ,7' > 107 CFU )����$%�� B.
pseudomallei  $��� Ara+  �� !���
��� ��# '��(� (��& 
�	�� !����' 2 x 105 CFU ,7' 107 CFU  }7�'

)��
���'(�� �	'��
�' Russell and Bell (2000) (46) ������ �	'��
�� minimum lethal dose 
�'�$%�� B.
pseudomallei  $��� Ara+  ���������' (BALB/c) �����
������(�� >106 CFU

�� �	'��(� -7(6���(��	�����'$����� �$%��#�
��� �	���)��� ,) ��'��&�89�"�#�!�� �4����&�

�	��1�	����&�89�"���
�������������#�������� (antibodies)  	��3�$���! (antibiotics) #�! )� ����

�$%�����$�0 (antibacterial agents) ���':�����(���#�
��� �	$������	�(�����#	((���	����|��}��"����	�:

(planktonic cells) ��(��(�����&�89�"�	�')��� ,�(���'�$%��#�
��� �	��( !��1���
���(��
�' host ���

�$�� �(���'�$%��#�
��� �	��( complement activation #�! phagocyte-mediated killing (27, 35-41, 47, 48) ��'

�����$%��#�
��� �	����� �4����&��	��1�	����&�89�"��7'��(�(��	�
��'(��(� �(��& 
 !	!� %�� �' (chronic

phase), asymptomatic infection (dormant stage) #�!(� (�����|�}�*� (relapse) 
�'& 


 �	'��
�' Vorachit #�!
�!(32) 0���� �$%�� B. pseudomallei )��� ,) ��'

exopolysaccharide glycocalyces #�!�� �4��|� glycocalyx enclosed microcolonies (biofilm) ������'��

����0�!�$%��#�!��)���"����'}7�')��
���'(��(� -7(6�
�' Kapliev #�!
�!(33)  ��(��(�����(����	

(�������	�'0�����$%�� B. pseudomallei ����� �4
7����|���&�89�"�)��� ,����������	� ceftazidime #�! co-

trimoxazole ���(34)  ��'����
���)��� ,��(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei �7'����!�(��	�


��'(��(� �(��& 
#��� %�� �'#�!(� (�����|�}�*�
�'& 
������	&�)�)��%��'��(	��3�$���!���

)��� ,����$%��������
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����,�����,�����	
�#"��$9���������	
�

�$9���������	
�
1. ��������' (Test tube)

2. �9������&����� 
�����+( (Semiautomatic micropipette)

3. #��'#(��( !��	�$%�� (Spreader)

4. ����0�!�$%�� (Incubator)

5. ����0�!�$%�� (Petri dishes)

6. ��(�(� " (Beaker)

7. 
�� ��$�0�� (Flask)

8. Hot plate

9. Water bath

10. �!�(�	'#��(����" (Alcohol Lamp)

11. ���������*� (Autoclave)

12. Sterile plastic tip

13. Vortex mixer

14. �
 %��'$��')� 

15. Microtiter plate

16. #��'#(��
�)�  (Stirring rod)

17. �
 %��'���
�����|�( �-���' (pH Meter)

18. ����
��	�$%��

19. �!�(�	'����)�

20. (���'����  -�"

21. (���'����  -�"����
� ��

22. �
 %��' Spectrophotometer

�-�@�#��*,��,�#"�

<��*("��
- �$%��#�
��� �	����$���)�����#(� �$%�� B. pseudomallei  $��� Ara+ 25 strains }7�'#	(�����(

���#�!�$%��$��� Ara- 25 strains }7�'#	(�����(���'������	#�!��� 
�����
�'�$%��#���!)�	

0��]�"#)�'������� �'��� 1

- �������'����$���(� ����	 ��|���� inbred )�	0��]�" BALB/c }7�'}%����()*���()���"����'

#��'$���  ������	���	�����  -���	�  ��	�� !��� 6-8 )�����" ��*����(���� !���

30+5 ( ��
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<����*,� 1  &����"&���-�@�  B. pseudomallei  -��( Ara- 25 strains #"� Ara+  25 strains

B. pseudomallei  -��( Ara- B. pseudomallei  -��( Ara+

Strain no. Date of isolation

(d/m/y)

Source Strain no. Date of isolation

(d/m/y)

Source

A 2 - Blood E017 15/7/1990 Soil from northeast

3-139 10/8/2001 Pus E018 15/7/1990 Soil from northeast

354 1997 Soil from northeast E030 2/8/1990 Soil from northeast

466 1997 Soil from northeast E042 27/9/1990 Soil from northeast

 5-19 02/1/2001 Sputum E111 25/3/1991 Soil from northeast

1-781 17/6/2001 Blood E125 25/3/1991 Soil from northeast

1-197 05/6/2001 Blood E185 18/6/1992 Soil from northeast

H 602 13/8/2001 Blood E201 18/6/1992 Soil from northeast

H 1038 23/2/2001 Blood E202 18/6/1992 Soil from northeast

1-184 04/11/2001 Blood E207 18/6/1992 Soil from northeast

844 1997 Soil from northeast E251 10/9/1992 Soil from central

H544 - Blood E256 10/9/1992 Soil from central

 1-20 01/11/1997 Blood E260 10/6/1993 Soil from central

5-307 16/6/2001 Sputum E261 10/6/1993 Soil from central

3-190 13/8/2001 Pus E267 15/6/1993 Soil from central

H777 14/2/2000 Blood E273 19/6/1993 Soil from northeast

A20 - Blood E274 19/6/1993 Soil from northeast

SP340 20/8/2001 Sputum E276 19/6/1993 Soil from northeast

745 1997 Soil from northeast E285 13/7/1993 Soil from central

279 1997 Soil from northeast E287 22/6/1994 Soil from central

SP278 15/4/2000 Sputum E288 31/5/1994 Soil from central

A8 - Brain E290 31/5/1994 Soil from central

5-265 16/7/2001 Sputum E295 31/5/1994 Soil from central

1219 1997 Soil from northeast E346 08/9/1998 Soil from northeast

G207 28/1/1998 Sputum UE5 - Soil from northeast
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���,�����	
�
1. ����
(9��������
�������� !"���(����%-� modified microtiter plate test

(� ���� ����(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara-  25 strains #�! Ara+ 25 

strains &�	(� �$� modified microtiter plate test  �*������]�
�' Stepanovic #�!
�! (49) &�	��
���

# (�*�(� #��'�$%����(��|� 10 (����:�! 5 strains ��(� ����'#���!(�����!�$��$%�� B. pseudomallei
strain UE5 ��|������ �	����	���((�����0%������!)��� ,�*�� ����(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%��#���!���

��
*������|���� �)���
�'��&�89�"�����$%�� B. pseudomallei strain UE5 ��(� -7(6�����*�(� ����	'

�$%�������� ����	'�$%�� Modified Vogel and Bonner’s medium (MVBM) }7�'��|����� ����	'�$%������*����

�$%����(� ) ��'��&�89�"������(
7��(50)  ���� ����	'�$%�� MVBM � !(�����	 Citric acid, MgSO4, 

NaNH4HPO4 #�! K2HPO4 (�� �	�!���	���]�(� �� �	����� ����	'�$%����1�
���( () �*��$%��#���!(����

���0�!����	'�� MVBM ��|����� 12 $���&�' #�!� ��� �����$%��#���!$��������� ��������:(��&�	�$�

�
 %��' Spectrophotometer ���
���
��������
��� !��� 0.9 ��� 540 ��&����  ��(�����*��$%���)��'�� 

sterile 96-well flat-bottomed plastic tissue culture plate }7�'�����9�  &�	�)��$%��$����! 8 ������

� ���� �����! 200 ��&
 ���   ���������|� negative control  �)��~0�!���� ����	'�$%�� MVBM  �*� 

plate �
��������0�!�$%�� (incubator) ��� ����1��� 37oC  ��|����� 3 $���&�'  ���'��(���� ���)� �!��	��

#���!������(�0%��(*�����$%���������(�!(�� plate  #����������� ����	'�$%�� MVBM ��� ���� �����! 

200 ��&
 ���   ����	'�$%�����������0�!�$%����|����� 24 $���&�'  ���'��(�����7'���)� �!��	��#���!

������( #������'#���!�������	��*�(�������� �-��(�$%�� (sterile deionized distilled water)  ��� ���� 

�����! 200 ��&
 ���  �0%��(*�����$%���������(�!(�� plate (�������!�������� ����	'�$%�� MVBM ��

� ���� �����! 200 ��&
 ���   �0�!�$%��������0�!�$%����( 24 $���&�'  #����7'���)� �!��	��#���!

������( #������'#���!�������	��*�(�������� �-��(�$%����� ���� �����! 200 ��&
 ���  &�	���'

�����! 3 
 ��'�0%��(*�����$%���������(�!(�� plate  )����$%������(�!���(�� plate �!,�( fixed ���	 99% 

methanol ��� ���� �����! 200 ��&
 ���  ��|����� 15 ����  ��%��
 � 15 ����#��� �� methanol �� 

plate ��(  ���'������ plate #��' ��(�����*� plate ��	������	 2% crystal violet ��� ���� �����! 200 

��&
 ���  ��|����� 5 ����  ��%��
 � 5 ����#��� ���')�)����(����(���	��*�� !�� (running tap water) 

���'������ plate #��'  �!��	)�����(�!���(������$%����#���!�������	 33% (v/v) glacial acetic acid ��

� ���� �����! 200 ��&
 ���   ��(�����*������ optical density (OD) ��#���!�������	�
 %��'

Spectrophotometer &�	������ 630 ��&����   �*�
�� OD630 ��������((� ��)������
���~���	 #���


*������� �)���� ����(� ) ��'��&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei strains ���':��%���� �	����	�(��

�$%�� B. pseudomallei  strain UE5 ��'���

Ratio of biofilm formation = mean OD630 (tested strain of Burkholderia) / mean OD630 (UE5)
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2.   ���);�0����� !"��&���-�@� B. pseudomallei (����"���	$"*��)��
 (� -7(6���&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei ���	(���'����  -�" �*������]�
�' Vorachit

#�!
�! (32) &�	��%�(�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara+ #�! Ara- (��(
�� 1) ������
�� OD630 ��(���)��

#�!���	���)�� �	��'�! 1 $���  ���0�!����	'�� MVBM #�! brain heart infusion (BHI) broth (Difco

Laboratories) &�	�0�!�$%���� shaker-incubator ��� ����1��� 37oC  ��|����� 6 $���&�'  ���'��(�����7'�*�

�$%�� B. pseudomallei ��( MVBM #�! BHI broth ��( !��	 (subculture) �� nutrient agar plate #���

�0�!����	'�$%��������0�!�$%�� �������1��� 37oC  ��|����� 18 $���&�'  ��%��
 � 18 $���&�'#��� ���' (washed

off) �}��"#�
��� �	��(��( agar plate &�	�$� 0.1 M phosphate buffered saline (PBS), pH7.2  ��(����

�*���	������	��]� Periodic acid-Schiff stain �����]�
�' McManus(51)  #����*���-7(6����	(���'

����  -�"

3   ���);�0����� !"��&���-�@� B. pseudomallei (����"���	$"*��)�����"�<���
(� -7(6���&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei ���	(���'����  -�"����
� ��  �*������]�
�'

Vorachit #�!
�! (32) &�	��%�(�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara+ #�! Ara- (��(
�� 1) ������
�� OD630

��(���)��#�!���	���)�� �	��'�! 1 $���  ���0�!����	'�� MVBM #�! BHI broth &�	�0�!�$%����

shaker-incubator ��� ����1��� 37oC  ��|����� 6 $���&�'  ��(�����*��}��"#�
��� �	����������'���*�

�3�(� �	�(�� 100 ��&
 ���  undiluted, decomplemented high-titer specific antiserum }7�'�����(������	

������	&�)�) �������1��� 37oC ��|����� 1 $���&�' ��%��
 � 1 $���&�'#��� �*���������'��

centrifuged #������'�}��"#�
��� �	���	 PBS ��(�����*�(�  fixed �}��"#�
��� �	���	 5%

glutaraldehyde }7�'�!��	�	���� 0.1 M cacodylate (pH 7.2) ����� 0.15% ruthenium red �������1��� 4oC

��|����� 12 $���&�'  ��%��
 � 12 $���&�'#��� ���'�}��"#�
��� �	���	 cacodylate buffer ����� 0.05%

ruthenium  red ��(���� enrobed �� 4% agar  #����*������'���	)� �!��	 buffered  ruthenium  red ��(

5 
 ��':�! 10 ����  #��� post-fixed ���	  2% OsO4 ��)� �!��	  buffered ruthenium red ��|����� 2

$���&�'  ��(�����*�����	��'�����'���	 cacodylate buffer #��� dehydrated �� 20, 30, 50, 70, 90, 100%

acetone  #�! 100% propylene oxide (x2) #����*��� embedded  �� SPURR  resin (EMS)  $�������	��'

�!,�(�����|�$�����' (thin sections) #���	������	 1% uranyl acetate aqueous solution (pH 4.8)  #�!

lead citrate  ��(����$�������	��'���'����!,�(�*���-7(6����	(���'����  -�"����
� �� (Hitachi,

H600, Japan)
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4. ����9�,���*,�������$�#��&���-�@� B. pseudomallei  *,�
�������� !"�����*,�
$(#"�����*,�
$(
%����*("��
4.1 ���);�0��=�����

�*�(� -7(6�&�	#��'�������' BALB/c ��(��|� 17 (���� (�����! 3 ���  ��(�����*��$%�� B.
pseudomallei  $��� Ara-  )�	0��]�"���) ��'��&�89�"���(���)�� (strain G207) #�!���	���)�� (strain A2)

}7�'�0�!����	'�� MVBM broth ��~���
����'$��'���'
�'�������'(������� 1-8 &�	~����� ����  10,

102, 103, 104 CFU/mice ��#���!(��������*����  �������'(������� 9-16 �!,�(~�����	�$%�� B.
pseudomallei  $��� Ara+ )�	0��]�"���) ��'��&�89�"���(���)�� (strain E287) #�!���	���)�� (strain

E261) }7�'�0�!����	'�� MVBM broth &�	~���
����'$��'���'��� ����  106, 107, 108, 109 CFU/mice

��#���!(��������*����  )����������'(������� 17 }7�'��|�(����
��
���!,�(~�����	 sterile normal

saline �
����'$��'���'��� ���� 100 ��&
 ���   ��(����)�'�(���(� 
�'�������'��|� !	!: ��|�

���� 1 ��%��  ����7(�*������������	�0%���*����$�
*����
�� LD50 �����]�
�' Reed and Muench (52)

7"���);�0��=�����

�� LD50 
�'�$%�� B. pseudomallei  strains G207, A2, E287 #�! E261 ����'���

G207 = < 10 CFU

A2  = 35.48 CFU

E287 = < 106  CFU

E261 = 5.62 x 106 CFU

4.2  ���);�0� LD50 &���-�@� Ara-  B. pseudomallei strains G207 #"� A2
�*�(� -7(6�&�	#��'�������' BALB/c ��(��|� 11 (���� (�����! 5 ���  ��(�����*��$%�� B.

pseudomallei  $��� Ara- )�	0��]�"���) ��'��&�89�"���(���)�� (strain G207) }7�'�0�!����	'�� MVBM

broth ��~���
����'$��'���'
�'�������'(������� 1-5 &�	~����� ����  3, 32, 33, 34, 35  CFU/mice ��

#���!(��������*����  �������'(������� 6-10 �!,�(~�����	�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara- )�	0��]�"���

) ��'��&�89�"����	���)�� (strain A2) }7�'�0�!����	'�� MVBM broth &�	~���
����'$��'���'��� ����

32, 33, 34, 35, 36  CFU/mice ��#���!(��������*����  )����������'(������� 11 }7�'��|�(����
��
���!,�(

~�����	 sterile normal saline �
����'$��'���'��� ���� 100 ��&
 ���   ��(����)�'�(���(� 
�'���

����'��|� !	!: ��|����� 1 ��%��  ����7(�*������������	#�!
*����
�� LD50 �����]�
�' Reed and

Muench (52)
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4.3  ���);�0� LD50 &���-�@� Ara+  B. pseudomallei strains E287 #"� E261
�*�(� -7(6�&�	#��'�������' BALB/c ��(��|� 11 (���� (�����! 5 ��� ��(�����*��$%�� B.

pseudomallei  $��� Ara+ )�	0��]�"���) ��'��&�89�"���(���)�� (strain E287) }7�'�0�!����	'�� MVBM

broth ��~���
����'$��'���'
�'�������'(������� 1-5 &�	~����� ����  104, 105, 106, 107, 108

CFU/mice ��#���!(��������*����  �������'(������� 6-10 �!,�(~�����	�$%�� B. pseudomallei  $���

Ara+ )�	0��]�"���) ��'��&�89�"����	���)�� (strain E261) }7�'�0�!����	'�� MVBM broth &�	~���
����'

$��'���'��� ����  105, 106, 107, 108, 109 CFU/mice ��#���!(��������*����  �������'(������� 11 }7�'

��|�(����
��
���!,�(~�����	 sterile normal saline �
����'$��'���' ��� ���� 100 ��&
 ���   ��(

����)�'�(���(� 
�'�������'��|� !	!: ��|����� 1 ��%��  ����7(�*������������	#�!
*����
��

LD50 �����]�
�' Reed and Muench (52)

���,���������*��
1�<�
���
 �!�"��#�!�� �	����	���� �)���� ����(� ) ��'��&�89�"� !����' B. pseudomallei

$��� Ara+ #�! Ara-&�	�$� Student’s t-test
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7"�����	
�
����
(9��������
�������� !"��&���-�@� B. pseudomallei  �(����%-� modified microtiter plate test

�� �'��� 2 #�! ����� 1  #)�'��(� ���
 �!�"��� ����
�'��&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei 
$��� Ara-  25 strains #�! Ara+

 25 strains  ��(�� �'��� 2 #�! diagram 0����(� ) ��'��&�89�"�
�'

�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara-  strains G207  #�! A2  ��� ������(���)��#�!���	���)������*����  

)����$%��$��� Ara+  ���) ��'��&�89�"������(���)��#�!���	���)�� ���#(� strains  E287  #�!  E261  ���

�*����

��((� ���
 �!�"��'),���0�����$%�� B. pseudomallei  $��� Ara-  ��� ����(� ) ��'��&�89�"�

��((����$%��$��� Ara+  �	��'����	)*�
�4 (p < 0.01) &�	0�����$%��$��� Ara- (25 strains) #�! Ara+ (25 

strains) ����� �)���(� ) ��'��&�89�"��~���	 (mean + SEM) ����(�� 2.54 + 0.59 #�! 0.55 + 0.06 ���

�*������%���� �	����	�(���$%�� B. pseudomallei strain UE5

���);�0����� !"��&���-�@� B. pseudomallei (����"���	$"*��)��
��((� -7(6���&�89�"�
�'�$%�� B. pseudomallei  strains G207, A2, E287 #�! E261 &�	(� 

	������	��]� Periodic acid-Schiff (PAS) stain �����]�
�' McManus #��������	(���'����  -�" 0����  

�$%������	��'���' 4 strains (Ara- 2 strains #�! Ara+  2 strains) �������( (positive) ��� PAS stain ( ����� 

2-5) }7�'��|�(� 	%�	����� �$%�� B. pseudomallei ���' 4 strains ���)��� ,) ��'��&�89�"����   �	��'� (+��� 

#������$%�����' 4 strains �!�������(��� PAS stain #��0���� �$%�� B. pseudomallei  strains G207 #�!

E287 ��(�  ��(����(����|� microcolonies ��%���0�!����	'�� MVBM broth ( ����� 2
 #�! 4
) ��((���

��%���0�!����	'�� BHI broth ( ����� 2( #�! 4()   )����$%�� B. pseudomallei  strains A2 #�! E261  ��

��(6�!(� ( !��	������
���	
�7'(�����'�� MVBM #�! BHI  broth  #�!0���� �$%�����' 2 strains ��'

(������(� ���)� PAS �
��
7����%���0�!����	'�� MVBM broth ( ����� 3 #�! 5)
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<����*,� 2  �
<��
���9��������
�������� !"��&���-�@� B. pseudomallei 
���
��$�<���Q������9�,��
�*,���
��-�@� B. pseudomallei  strain UE5

Strains of B.
pseudomallei (Ara+)

Relative quantity of
biofilm formation
(compare to UE5)

Strains of B.
pseudomallei (Ara-)

Relative quantity of
biofilm formation
(compare to UE5)

E 261 0.103 A2 0.569

E 260 0.108 3-139 0.693

E 290 0.120 354 0.701

E 201 0.146 466 0.772

E 018 0.236 5-19 0.810

E 267 0.266 1-781 0.851

E 276 0.294 1-197 0.911

E 285 0.363 H602 0.934

E 273 0.365 H1038 0.939

E 125 0.405 1-184 1.062

E 346 0.431 844 1.074

E 111 0.441 H544 1.174

E 017 0.471 1-20 1.179

E 295 0.531 5-307 1.404

E 288 0.559 3-190 1.570

E 251 0.670 H777 2.649

E 202 0.719 A20 2.809

E 274 0.757 SP340 2.940

E 256 0.829 745 2.943

E 185 0.849 279 3.113

E 207 0.872 SP278 3.322

E 030 0.924 A8 4.233

E 042 0.993 5-265 4.994

UE5 1.000 1219 7.808

E 287 1.224 G207 13.939
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(�) (&)

��9*,� 2  PAS stain 
�'�$%�� Ara- B. pseudomallei  )�	0��]�"���) ��'��&�89�"������(���)�� (strain G207) 

��%���0�!����	'�� BHI (()  #�! MVBM broth (
) #)�'(�  ��(����(����|� microcolonies ��%��

�0�!����	'�� MVBM broth ��((�����%���0�!����	'�� BHI  broth  ((*���'
	�	 x 1,000)
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                                           (�)                                                                       (&)

��9*,� 3    PAS stain 
�'�$%�� Ara-  B. pseudomallei  )�	0��]�"���) ��'��&�89�"�������	���)�� (strain A2) ��%��

�0�!����	'�� BHI (()  #�! MVBM broth (
) #)�'��(6�!(� ( !��	������
���	
�7'(�����'�� 

MVBM #�! BHI broth  }7�'�����')�'( ����� ���0� microcolonies ��	 (&� ��� �	����	�(�� ����� 

2) #��(� ���)� PAS �
��
7����%���0�!����	'�� MVBM broth  �*������+��}��"$��(����� BHI broth  

((*���'
	�	 x 1,000)



16

                                    (�)                                                                           (&)

��9*,� 4  PAS stain 
�'�$%�� Ara+ B. pseudomallei  )�	0��]�"���) ��'��&�89�"������(���)�� (strain E287) ��%��

�0�!����	'�� BHI (()  #�! MVBM broth (
) #)�'(�  ��(����(����|� microcolonies ��%���0�!

����	'�� MVBM broth ��((�����%���0�!����	'�� BHI  broth  ((*���'
	�	 x 1,000)
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                                        (�)                                                                       (&)

��9*,� 5  PAS stain 
�'�$%�� Ara+ B. pseudomallei  )�	0��]�"���) ��'��&�89�"�������	���)�� (strain E261) 

��%���0�!����	'�� BHI (()  #�! MVBM broth (
) #)�'��(6�!(� ( !��	������
���	
�7'(�����'

�� MVBM #�! BHI broth  &� �)�'�(������$%�������(�  ��(������|� microcolonies ��	 #��(� 

���)� PAS �
��
7����%���0�!����	'�� MVBM broth  �*������+��}��"$��(����� BHI broth ((*���'


	�	 x 1,000)
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���);�0����� !"��&���-�@� B. pseudomallei (����"���	$"*��)�����"�<���
��((� -7(6����	(���'����  -�"����
� ��0�����$%�� B. pseudomallei $��� Ara- ���')�' 

strains 
%� G207 #�! A2 ����(6�!(�  ��(����(����|� microcolonies &�	�� intercellular slime matrix

( ����� 6) ��((����$%�� B. pseudomallei  $��� Ara+ ���')�' strains 
%� E287 #�! E261 ( ����� 7) &�	�$%�� 

B. pseudomallei  $��� Ara+ ��%���0�!����	'�� BHI broth ��(0��	�����	(���0�	' 1-2 �}��"#�!( !��	�	��

���':(��  #�!0������ intercellular slime matrix ���	 ��(��(��� glycocalyces ����	������ ���}��"
�'

�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara- 	�'0����$�����(����$%�� B. pseudomallei  $��� Ara+

       (�) (&)

��9*,� 6   1�0��((���'����  -�"����
� ��
�'�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara- ��%���0�!����	'�� BHI     

(() strain G207  (
) strain A2   0� glycocalyces �	������ ���}��"�	��'$����� (��(- ) #�!0�

��(6�!(�  ��(����(����|� microcolonies &�	�� intercellular slime matrix (�����(- ) ���

#�����(���� microcolony 
�'�$%�� strain G207 ��((����$%�� strain A2 ((*���'
	�	 x 40,000)
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      (�) (&)

��9*,� 7  1�0��((���'����  -�"����
� ��
�'�$%�� B. pseudomallei  $��� Ara+ ��%���0�!����	'�� BHI

(() strain E287   (
) strain E261  #)�'��(6�!�}��"�����(0��	�����	(���0�	' 1-2 �}��" #�!

( !��	�	�����':(��  �� intercellular slime matrix ���	��( �����' glycocalyces ����	������ ��

�}��"(+�����	��(#�!���$�����   ((*���'
	�	 x 40,000)

��%���0�!����	'�$%�� B. pseudomallei �� MVBM 0�����$%�� B. pseudomallei  $��� Ara- strains

G207 #�! A2 ( ����� 8) ��(�  ��(����(����|� microcolonies &�	�� intercellular slime matrix ���#���

��((�����%���0�!����	'�� BHI ( ����� 6) ��(��(��� intercellular slime matrix 
�'�$%�� strain G207 ( �����

8 () 	�'�(�!(����|�(����(��������
�����4�(��� intercellular slime matrix 
�'�$%�� strain A2 ( ����� 8 
)


