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Abstract 

A human severe infectious disease with high mortality rate in many Tropical 

countries, melioidosis, is caused by highly versatile pathogen Burkholderia pseudomallei. The 

function of the B. pseudomallei sigma S (RpoS) transcription factor in survival during 

stationary growth phase and conditions of oxidative stress is well documented. Besides rpoS, 

bioinformatics analysis of B. pseudomallei genome showed the existence of two rpoN genes, 

rpoN1 and rpoN2. To access the function of RpoN, both rpoN1 and rpoN2 were inactivated, 

unfortunately only the rpoN2 mutant (rpoN2) strain was successfully constructed and 

characterized. In this study the functions of the rpoN2 were analyzed for bacteria survival via 

biofilm formation and pathogenesis of bacterial intracellular survival via Multinucleated Giant 

Cell (MNGC) formation. The involvement of B. pseudomallei RpoS and RpoN2 in invasion, 

intracellular survival leading to the reduction in Multinucleated Giant Cell (MNGC) formation 

of RAW264.7 cell line was illustrated. Our result also demonstrated that MNGC formation in 

RAW264.7 cell line depended on a certain number of intracellular bacteria (at least 10
4
) and 

that both RpoS and RpoN2 are not directly involved in MNGC formation judging by the same 

15% MNGC formation observed in RAW264.7 cells infected with either B. pseudomallei wild 

type MOI 2 or RpoN2 mutant (∆rpoN2) MOI 10 or RpoS mutant (∆rpoS) MOI 100.  Moreover, 

the role of B. pseudomallei RpoS and RpoN2 in regulation of biofilm formation was studied. 

The biofilm formation is believed to be one of the possible relapse causes because of the ability 

to increase drug resistance. Extracellular polymeric substance (EPS) in biofilm has been 

reported to be related to limitation of antibiotic penetration in B. pseudomallei. However, the 

mechanisms through which that biofilm creates a restricting diffusion to antibiotics remains 

unclear. The result of CLSM revealed a reduction of the exopolysccharide production and 

disability of the micro-colony formation in B. pseudomallei mutants, which paralleled the 

antibiotic resistance. Different ratios of carbohydrate contents in exopolysaccharide of the 

mutants was detected, although they had the same components; glucose, galactose, mannose, 

and rhamnose with no detectable peak found in bpsI mutant. These results indicated that the 

correlation between these phenomenal in B. pseudomallei biofilm at least resulted from 

exopolysaccharide which may have been under the regulation of rpoN2 or rpoS genes. 
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บทคัดย่อ 

 Burkholderia pseudomallei เป็นแบคทีเรียอนัเป็นสาเหตุของโรคเมลิออยโดสิส โรคติดเช้ือในมนุษยท่ี์
ร้ายแรง ระบาดในประเทศเขตร้อน หนา้ท่ีในการควบคุมการแสดงออกของยนีต่างๆในสภาวะแบคทีเรียเจริญ
เตม็ท่ี หรือเครียดจากออกซิเดทีฟ และการขาดอาหารอยูภ่ายใตก้ารควบคุมดว้ยซิกม่าเอส ขณะท่ีขอ้มูล
สารสนเทศทางยโีนมของแบคทีเรียดงักล่าวน้ีพบวา่มียนีกลุ่มซิกม่าเอน็ และพบรหสัของยนีซิกม่าเอน็ใน 2 
โครโมโซม เรียกวา่ เอ็น1 และ เอน็2 ทั้งน้ีซิกม่าเอ็นท่ีพบน้ียงัไม่มีการศึกษาบทบาทหนา้การควบคุมการ
แสดงออกของยนีกลุ่มน้ีมาก่อน การศึกษาน้ีจึงตอ้งการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของซิกม่าเอน็เทียบกบัซิกม่าเอส 
โดยการสร้างแบคทีเรียท่ีเกิดการผา่เหล่าของยีนซิกม่าอน็1 และเอน็2 แต่เน่ืองจากสามารถสร้างแบคทีเรียท่ีผา่
เหล่าไดเ้ฉพาะยนีเอน็2 เท่านั้น ในการศึกษาน้ีจึงท าการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของยนีซิกม่าเอน็2 เทียบกบัซิกม่เอ
สในการอยูร่อดของแบคทีเรียท่ีภาวการณ์สร้างไบโอฟิลม์ และการท่ีแบคทีเรียอยูร่อดภายในเซลลเ์จา้บา้นท่ีก่อ
เกิดพยาธิสภาพการหลอมรวมตวัของเซลลเ์จา้บา้น ผลจากการศึกษาการหลอมรวมตวัของเซลลเ์จา้บา้นพบวา่
ซิกม่าเอส และซิกม่าเอน็2 เก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการเจาะเขา้เซลลเ์จา้บา้นส่งผลใหจ้ านวนเช้ือท่ีเขา้
เซลลเ์จา้ไดรั้บลดประสิทธิภาพเม่ือแบคทีเรียขาดยนีทั้งซิกม่าเอสและเอ็น2 แต่เม่ือเพิ่มจ านวนแบคทีเรียใหมี้
จ านวนเช้ือเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นไดเ้พิ่มข้ึนจนมีจ านวนแบคทีเรียในระดบั 104 แบคทีเรียต่อ 1 เซลลเ์จา้บา้น พบวา่
ปรากฏการณ์การหลอมรวมตวัของเซลลเ์จา้บา้นมีจ านวนและคุณลกัษณ์เหมือนกนัของแบคทีเรียปกติ เทียบกบั
แบคทีเรียท่ีผา่เหล่าซิกม่าเอส และซิกม่าเอน็2 แสดงวา่ปรากฏการณ์หลอมรวมตวัของเซลลเ์จา้บา้น ไม่
เก่ียวขอ้งกบัหนา้ท่ีซิกม่าเอสและเอน็2 โดยตรง นอกจากน้ีการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของซิกม่าเอสและเอน็2 ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสร้างไบโอฟิลม์ พบวา่การขาดยนีซิกม่าเอสและเอน็2 มีผลต่อโครงสร้างของไบโอฟิลม์ ท่ี
กระทบต่อสดัส่วนของคาร์โบไฮเดรท ไดแ้ก่ กลูโคส กาแลคโตส แมนโนส และแรมโนส โดยส่งผลต่อการดึง
ยาของเช้ือเม่ือเขา้สู่ภาวการณ์สร้างไบโอฟิลม์ 

ค ำหลกั : เช้ือเมลิออยโดสิส, ไบโอฟิลม์, การหลอมรวมตวัของเซลลเ์จา้บา้น, ซิกม่า-เอส, ซิกม่า-เอ็น2 
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