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 ยีน sigma N มีหนาที่แตกตางกันอยางกวางขวางซึ่งรวมถึงบทบาทเกี่ยวกบัการกอโรค
และการเกิดความรุนแรงของโรคในบักเตรีกอโรคหลายชนิด   ขอมูลเบื้องตนที่ไดจากการ
วิเคราะหหาบริเวณของ ORF ในจีโนมของเชื้อ Burkholderia  pseudomallei  พบยีนดังกลาวถึง 
2 ชุด  ดังน้ันาการศึกษานีจึ้งตองการหาบทบาทหนาที่ของยีนดังกลาวดวยการสรางเชื้อที่ขาดยีน 
sigma N โดยใชวิธี unmarked homologous recombination ซ่ึงเปนวิธทีี่มีขอดีคือไมทําใหเกดิ 
polar effect  รวมถึงไมทําใหมียีนด้ือยาปฏิชีวนะเหลอือยูในจีโนมของเชื้อ    วธิีดังกลาวจะใชพ
ลาสมิด  pEX18GM  เปน cloning vector เพ่ือนํามาสราง mutant construct  ตามที่ตองการ
แลวนําเขาสูเซลลของเชื้อ Burkholderia  pseudomallei    ซ่ึงพบวาในการเลือก transformant 

ตองใชยาเจนตามัยซินในขนาดความเขมขนสูงมากถึง 500 μg/ml แสดงใหเห็นวาเชื้อดังกลาว
ด้ือตอยาเจนตามัยซิน  ดังน้ันจึงตองเปลีย่น  cloning vector  ใหมเปน pEX18Tc  โดยทําการ
ตัดลําดับเบสที่สรางเปน mutant construct เพ่ือนําไปเชื่อมตอกบัพลาสมิด pEX18Tc  แลว
นําเขาเซลล Burkholderia  pseudomallei   ดวยวิธเีหน่ียวนําดวยกระแสไฟฟา  หลังจากทําการ
คัดกรองเพื่อเลือกหา clone ที่เกิดการกลายพันธุโดยการสูญเสียยีน sigma N  ปรากฎวาไมพบ
สายพันธุดังกลาวเลย   ดังน้ันการใชวิธี  unmarked homologous recombination  เพ่ือกําจัดยีน 
sigma N   ออกจากโครโมโซมของเชื้อ Burkholderia  pseudomallei    จึงไมสามารถทําได 
ทั้งน้ีเหตุผลประการหนึ่งอาจเน่ืองจากยีนดังกลาวมีความจําเปนตอการอยูรอดของเชื้อดังกลาว  
การใชวธิี unmarked homologous recombination ซ่ึงจะทําการตดัเอาลําดับเบสทุกเบสของยีน
ดังกลาวออกจากโครโมโซมของเชื้ออาจทําใหเปนอันตรายตอความอยูรอดของเชื้อน้ี   อยางไรก็
ตามเพื่อที่จะยืนยันถึงความสําคัญของยนีน้ีตอความอยูรอดของเชื้อดังกลาวควรจะไดศึกษา
เพ่ิมเติมโดยใชวธิีอ่ืนที่กอใหเกิดผลที่ไมตองการนอยมาทําการกําจัดยีนดังกลาวตอไป 
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Sigma N has a wide range of different function including an  important role in 

virulence and pathogenesis in a variety of bacterial pathogen. By searching the 

Burkholderia  pseudomallei  genome sequence for potential open reading frame 

(ORF), two candidate genes could be identified. In this study the roles of these sigma 

N genes were investigated by generating sigma N deletion mutant. An unmarked 

homologous recombination with no polar effect and no introduction of antibiotic – 

resistant gene into genome of bacterial pathogen was employed. The plasmid 

pEX18Gm was used as cloning vector to create desired mutant  construct. After  

transformation of Burkholderia  pseudomallei  with this construct, the unusual high 

concentration of up to 500 μg/ml of gentamicin have to be used for selection of  

transformant. The  result  suggested  that Burkholderia  pseudomallei   was  resistant 

to gentamicin. In this regard, the  desired  mutant  sequence  was subcloned into 

pEX18Tc, a new replacement vector which was further used  to transform the  

competent  Burkholderia  pseudomallei  by electroporation. However, the attempt to 

delete sigma N gene with unmarked homologous recombination  method did not 

succeed. One possible explanation for this result is that  sigma N gene may be 

essential for the survival of Burkholderia  pseudomallei. Deletion of the whole 

sequence of this gene by unmarked homologous recombination  will be harmful to 

this organism. Other method with less unwanted effect to generate sigma N mutant in 

Burkholderia  pseudomallei   need further investigation. 
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