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บทคดัย่อ 
Burkholderia pseudomallei (Bps) เป็นแบคทเีรยีชนิดแกรมลบทีก่่อโรคเมลอิอยโดซสีซึง่เป็น

โรคตดิเชือ้รา้ยแรงในคนและสตัว ์ พบอุบตักิการณ์ของโรคสงูในแถบภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โอกาสการรกัษาโรคใหไ้ดผ้ลสาํเรจ็ทาํไดย้ากสาเหตุมาจากการดือ้
ต่อยาปฏชิวีนะเกอืบทุกชนิดของเชือ้ Bps ไดม้กีารศกึษาพบวา่การดือ้ยาของเชือ้ Bps อาจเกดิจากการที่
เชือ้มคีวามสามารถในการตา้นการนําเขา้ยาปฏชิวีนะเน่ืองจากมชีอ่งพอรนิทีเ่ยือ่เซลลด์า้นนอกทีม่ี
คุณสมบตัใินการนําเขา้ของสารตํ่า ในงานวจิยัก่อนหน้าน้ี ผูว้จิยัไดท้าํการแยกโปรตนีขนาด 38 kDa จาก
เยือ่เซลลด์า้นนอกของ Bps โดยใหช้ื่อโปรตนีน้ีวา่ ‘BpsOmp38’ จากโครงสรา้งทาํนายและการศกึษา
อตัราการนําเขา้โดยวธิ ี liposome-swelling assay พบวา่โปรตนี BpsOmp38 ประกอบดว้ยโครงสรา้ง
แบบ β-barrel ทาํหน้าทีเ่ป็นชอ่งพอรนิแบบ ‘general-diffusion porin’ การศกึษาครัง้น้ีใชเ้ทคนิค planar 
black lipid membrane (BLM) reconstitution ในการแสดงคุณสมบตักิารสรา้งชอ่งเดีย่วของ BpsOmp38 
การวเิคราะหแ์บบ high-time resolution BLM measurements แสดงใหเ้หน็วา่ขณะทีโ่มเลกุลของยา
ปฏชิวีนะผา่นเขา้สูช่อ่ง BpsOmp38 จะเกดิการลดระดบัของกระแสการไหลของออิอนอนัเน่ืองมาจากการ
ขดัขวางการผา่นของออิอนเขา้ชอ่งโปรตนี โดยระดบัของการขดัขวางการผา่นของออิอนขึน้กบัความ
เขม้ขน้ของสารปฏชิวีนะแต่ละชนิดทีไ่มเ่ทา่กนั โดยคา่ on-rate (kon) ของการผา่นของยาเป็นไป
ตามลาํดบัดงัน้ี norfloxacin >> ertapenem > ceftazidime > cefepime > imipenem > meropenem >> 
penicillin G สว่น dwell time ของยาปฏชิวีนะทีเ่ลอืกนํามาศกึษาต่อคอื ertapenem มคีา่ลดลงแบบชี้
กาํลงัเมือ่อุณหภมูขิณะเกดิการสง่ผา่นเพิม่ขึน้ การคาํนวณจากกราฟ Arrhenius ใหค้า่พลงังานก่อกมั
มนัตข์องการเขา้จบัของ ertapenem ทีต่าํแหน่งจบัมคีา่เป็น 12 kT ขณะทีค่า่พลงังานของการหลุดออก
ของยาจากตําแหน่งจบัมคีา่ 13 kT ที ่ membrane potential ในการวดัเป็น  +100 mV จากโครงสรา้ง
ทาํนายพบวา่กรดอะมโิน Tyr-119 ทีอ่ยูท่ีก่ลางของชอ่งพอรนิน่าจะมคีุณสมบตัใินการกาํหนดขนาดและ
ชนิดสารทีม่ขี ัว้ในการผา่นเขา้ชอ่ง BpsOmp38 การทดสอบระดบัการดือ้ยาโดยเทคนิค antibiotic 
susceptibility assay พบวา่ Omp-deficient E. coli ทีผ่ลติพอรนิกลายพนัธุ ์ BpsOmp38Y119A และ 
BpsOmp38Y119F มคีวามไวต่อยา meropenem และ ceftazidime มากกวา่ แต่มคีวามไวต่อยา 
doripenem น้อยกวา่เชือ้ E. coli ทีผ่ลติโปรตนี BpsOmp38 ดัง้เดมิ การศกึษาเปรยีบเทยีบโดยเทคนิค 
liposome swelling assay พบวา่อตัราการแพรผ่า่นของน้ําตาลเขา้ชอ่ง BpsOmp38 ดัง้เดมิและกลาย
พนัธุม์คีวามคลา้ยกนัคอืมอีตัราลดลงเมือ่น้ําหนกัโมเลกุลของน้ําตาลเพิม่ขึน้ แต่อตัราการผา่นของยา
ปฏชิวีนะไมข่ึน้กบัน้ําหนกัโมเลกุลโดยตรง ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็วา่การผา่นเขา้ของยาปฏชิวีนะไม่
ขึน้กบัขนาดของโมเลกุลเพยีงอยา่งเดยีว แต่อนัตรกริยิาระหวา่งโมเลกุลของยาและกรดอะมโินทีเ่ป็น
องคป์ระกอบดา้นในของชอ่งพอรนิ BpsOmp38 กม็คีวามสาํคญัอยา่งมากต่อการผา่นเขา้ของยาปฎชิวีนะ
ดว้ย  
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ABSTRACT 
Burkholderia pseudomallei (Bps) is a Gram-negative bacterium that causes melioidosis, 

an infectious disease of animals and humans. This disease has high incidence in northern and 
north-eastern parts of Thailand. Successful treatment of melioidosis is difficult due to high 
intrinsic resistance of Bps to most antibacterial agents. It has been studied that the antimicrobial 
resistance of this organism may result from poor permeability of the active compounds through 
porin channels located in the outer membrane (OM) of the bacterium. In previous work, a 38-
kDa protein, namely “BpsOmp38”, was isolated from the OM of Bps. A topology prediction and 
liposome-swelling assay suggested that BpsOmp38 comprises a β-barrel structure and acts as 
a general diffusion porin. The present study employed planar black lipid membrane (BLM) 
reconstitution to demonstrate the single-channel conductance of the trimeric BpsOmp38. High-
time resolution BLM measurements displayed ion current blockages of each antimicrobial agent 
in a concentration-dependent manner with the translocation on-rate (kon) following the order: 
norfloxacin>> ertapenem > ceftazidime > cefepime > imipenem > meropenem >> penicillin G. 
The dwell time of a selected antimicrobial agent (ertapenem) decayed exponentially with 
increasing temperature. The energy barrier for the ertapenem binding to the affinity site inside 
the BpsOmp38 channel was estimated from the Arrhenius plot to be 12 kT and for the 
ertapenem release to be 13 kT at +100 mV. Topology prediction suggested that Tyr-119, 
located in the middle of the pore, may act as a pore-constricting residue that controls the 
permeability of hydrophilic species through BpsOmp38. Antibiotic susceptibility assay showed 
that the Omp-deficient E. coli expressing BpsOmp38Y119A and Y119F mutants were more 
susceptible to meropenem and ceftazidime, but less susceptible to doripenem when compared 
with the susceptibility of E. coli expressing BpsOmp38 wild-type. Liposome-swelling assay 
suggested that the permeability rate of neutral sugars through the BpsOmp38 variants increased 
as the molecular weight of the sugar decreased. However, the permeation of antibiotics through 
the BpsOmp38 porins showed modest correlation between the molecular weight and the 
diffusion rates. The result suggested that not only the pore diameter, but the interactions 
between the antibiotic and the residues lining the pore interior also play an important role in the 
molecular uptake through BpsOmp38. 
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