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ABSTRACT 

 

 The objectives of the present study were to discover and characterize the 

antimicrobial and spermicidal protein which produced by lactobacillus. Among 1,065 

lactobacillus isolates, 69 isolates exhibited the antibacterial supernatants against the 

reference strains of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus and Neisseria gonorrhoeae and clinical strains of N. gonorrhoeae and 

Streptococcus agalactiae but did not inhibit the reference strain of Lactobacillus 

acidophilus. Their crude proteins were selected to determine the antibacterial and 

spermicidal activities. According to the molecular weight 7, 14, 6 and 1 crude proteins 

of 1
st
 (3 - 5), 2

nd
 (5 - 10), 3

rd
 (10 - 30) and 4

th
 (> 30 kDa) fractions, they demonstrated 
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potent activities against 4 clinical strains of N. gonorrhoeae. Only 2, 6, 4 and 1 crude 

proteins possessed low MBC against N. gonorrhoeae CMU01 after tested by agar - 

dilution technique. They were the antibacterial crude proteins. Among 4 fractions of 

69 antibacterial supernatants, 4, 8, 8 and 3 crude proteins of them demonstrated the 

faster sperm immobilization time and higher spermicidal activity than the activity of 

crude nisin, the positive control. These proteins could be called as the spermicidal 

proteins. Only B16F3, B84/7F1, B84/7F2 and B84/7F4 crude proteins possessed both 

antibacterial and spermicidal activities. They produced by Lactobacillus rhamnosus 

and Lactobacillus crispatus for B16 and B84/7 according to the biochemical 

identification. B84/7F2 crude protein showed the fastest sperm immobilization time 

and highest spermicidal activity, 34.90  9.15 sec and 83.67  1.33 %, after 

determining among 24 and 6 volunteers, respectively. However, its sperm 

immobilization time was increased after mixed with the semen ≥ 3 ml. For the 

characterization of this protein, it was demonstrated that the antibacterial activity 

against N. gonorrhoeae ATCC 49226 and the spermicidal activity were inhibited at 

pH > 8 or by protease enzymes. It was heat stable. Furthermore, its rapid inhibition 

time against N. gonorrhoeae ATCC 49226 was 15 min, respectively. Two protein 

bands at 7.08 and 8.81 kDa were detected on tricine SDS - PAGE gel after stained 

with silver. Partially purified protein of B84/7F2 was eluted by ion exchange column 

chromatography. This protein did not cause the acute dermal irritation.  However, this 

protein and its mode of action should be additionally analyzed. These findings may be 

candidates for eventual apply as microbicidal and spermicidal agent. 
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บทคัดย่อ 

 
การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อคน้หา และศึกษาคุณลกัษณะของโปรตีนผลิตโดยเช้ือแลกโต

บาซิลลสั  ท่ีแสดงฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย และฤทธ์ิฆ่าอสุจิ ในจ านวนแลกโตบาซิลลสั 1,065 ไอโซเลท 

พบ 69 ไอโซเลท แสดงฤทธ์ิต้านแบคทีเรียต่อสายพนัธ์ุอ้างอิงของเช้ือ Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Neisseria gonorrhoeae และสายพนัธ์ุก่อ

โรคของเช้ือ N. gonorrhoeae และ Streptococcus  agalactiae แต่ไม่มีผลยบัย ั้งสายพนัธ์ุอา้งอิงของ

เช้ือ  Lactobacillus  acidophilus  สารสกดัโปรตีนของไอโซเลทดงักล่าวถูกคดัเลือกเพื่อศึกษาฤทธ์ิ

ตา้นแบคทีเรีย และฆ่าอสุจิ สารสกดัโปรตีนจ านวน 7, 14, 6 และ 1 ชนิดของส่วนสกดัท่ี 1 (3 - 5), 2 

(5 - 10), 3 (10 - 30) และ 4 (> 30 กิโลดาลตนั) ตามล าดบั แสดงฤทธ์ิต่อเช้ือ N. gonorrhoeae สาย

พนัธ์ุก่อโรค 4 สายพนัธ์ุไดดี้พบสารสกดัโปรตีนเพียง 2, 6, 4 และ 1 ชนิดท่ีมีค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ย
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ท่ีสุดท่ีสามารถฆ่าเช้ือ N. gonorrhoeae CMU 01 ต ่าเม่ือทดสอบดว้ยวิธีอะการ์ไดลูชัน่ เรียกโปรตีน

เหล่าน้ีเป็นโปรตีนท่ีมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย  ในจ านวน 4 ส่วนสกดัของ 69 น ้ าเพาะเล้ียงท่ีแสดงฤทธ์ิ

ตา้นแบคทีเรียพบวา่มีสารสกดัโปรตีนของส่วนสกดัอยู ่4, 8, 8 และ 3 ชนิดท่ีแสดงเวลายบัย ั้งการ

เคล่ือนท่ีอสุจิได้เร็วกว่า และฤทธ์ิฆ่าอสุจิได้สูงกว่าฤทธ์ิของสารสกัดไนซินซ่ึงเป็นตวัควบคุม

ผลบวก โปรตีนเหล่าน้ีเรียกได้ว่าเป็นโปรตีนท่ีมีฤทธ์ิตา้นอสุจิ มีเพียงสารสกดัโปรตีน B16F3, 

B84/7F1, B84/7F2 และ B84/7F4 ท่ีแสดงทั้งฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย และตา้นอสุจิไดดี้ สารสกดัเหล่าน้ี

ผลิตไดจ้ากเช้ือ Lactobacillus rhamonosus และ Lactobacillus crispatus ไอโซเลท  B16 และ B84/7 

ตามล าดบั ตามหลกัการจ าแนกทางชีวเคมี สารสกดัโปรตีน B84/7F2 แสดงเวลาในการยบัย ั้งการ

เคล่ือนท่ีอสุจิไดเ้ร็วท่ีสุด คือ 34.90  9.15 วินาที และยงัแสดงฤทธ์ิฆ่าอสุจิสูงสุดร้อยละ 83.67  

1.33 เม่ือศึกษาในอาสาสมคัร 24 ราย และ 6 ราย ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามเวลาการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ี

อสุจิกลบัเพิ่มข้ึนหลงัผสมกบัน ้ าอสุจิมากกว่าหรือเท่ากบั 3 มิลลิลิตร  เม่ือศึกษาคุณลกัษณะของ

โปรตีนดงักล่าวพบวา่ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียต่อ N. gonorrhoeae ATCC 49226 และฤทธ์ิฆ่าอสุจิ ถูก

ยบัย ั้งได้ ณ ความเป็นกรด - ด่างสูงกว่า 8 หรือมีเอนไซม์ย่อยโปรตีน โปรตีนน้ีทนความร้อน   

นอกจากน้ีเวลาเร็วท่ีสุดในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ N. gonorrhoeae ATCC 49226  คือ 15 นาที 

แถบโปรตีน 2 แถบ ขนาด 7.08 และ 8.81 กิโลดาลตนัไดถู้กตรวจพบบนเจล  tricine SDS - PAGE 

หลงัยอ้มสีซิลเวอร์ โปรตีนก่ึงบริสุทธ์ิของ B84/7F2  ถูกชะออกไดด้ว้ยวิธีคอลมัน์ โครมาโตกราฟี 

ชนิดแลกเปล่ียนประจุ  โปรตีนน้ีไม่เป็นเหตุให้เกิดการระคายเคือง เฉียบพลนับนผิวหนงักระต่าย 

อยา่งไรก็ตามโปรตีน และกลไกการออกฤทธ์ิควรวเิคราะห์เพิ่มเติม การคน้พบคร้ังน้ีเป็นอีกแนวทาง

เพื่อประยกุตใ์ชเ้ป็นสารฆ่าเช้ือและฆ่าอสุจิต่อไป  


