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Abstract 
Project Code : RMU4980044 
Project Title : การวเิคราะหล์กัษณะการแสดงออกของยนีของ Burkholderia pseudomallei ในหนูทดลอง 
Investigator :  รศ.ดร.รศนา วงศร์ตันชวีนิ  ภาควชิาชวีเคม ีคณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
E-mail Address : rasana@kku.ac.th 
Project Period : 20 กรกฎาคม 2549- 20 กรกฎาคม 2552 
             Burkholderia pseudomallei เป็นแบคทเีรยีกรมัลบ สาเหตุของโรคเมลอิอยโดสสิที>พบไดท้ ั Aงในคนและ
สตัว ์เชืAอสามารถมชีวีติอยู่ไดใ้นสิ>งแวดลอ้ม การตดิเชืAอผ่านทางบาดแผล ทางเดนิหายใจ และทางการกนิ เป็น
สาเหตุการตดิเชืAอในกระแสเลอืดจากเชืAอถิ>นในประเทศไทยถงึ 20% อตัราการตายหลงัการตดิเชืAอในกระแส
เลอืดสูงถึง 40%  เชืAอที>พบในผู้ป่วยและสิ>งแวดลอ้มมคีวามรุนแรงในการก่อโรคไดห้ลากหลาย และการจดั
จาํแนกที>มอียูใ่นปจัจบุนัสามารถพบกลุ่มเดยีวกนัไดท้ั Aงจากผูป้่วยและสิ>งแวดลอ้ม และไม่ขึAนกบัความรนุแรงใน
การก่อโรค ปจัจยัพืAนฐานของผูไ้ดร้บัเชืAอจงึน่าจะเป็นสว่นสาํคญัที>นําไปสู่ความรนุแรงที>แตกต่าง การแสดงออก
ของยนีที>เกี>ยวขอ้งกบัความรุนแรงในการเกดิโรค เช่น type III secretion system 3 และ type 6, pili, flagella 
ฯลฯ ยงัไม่สามารถอธบิายความรนุแรงของการเกดิโรคที>ต่างกนัได ้ในงานวจิยันีAจงึหา marker ที>สามารถใช้
จําแนกเชืAอจากสิ>งแวดล้อมและจากผู้ป่วย และยีนใหม่ที>สมัพันธ์กับการก่อโรคซึ>งแสดงออกต่างกันใน
สตัวท์ดลองที>มปีจัจยัพืAนฐานของระบบภูมคิุม้กนัที>แตกต่างกนัโดยใชเ้ทคนิค DNA microarray ซึ>งมยีนีของ B. 
pseudomallei K96243 sequence strain เมื>อเปรยีบเทยีบจโีนมของเชืAอที>แยกจากผูป้่วย และสิ>งแวดลอ้ม 
พบวา่ม ี4 GIs ที>พบในทุก isolate เหมอืนกบั K96243 และ15 GIs ที>แตกต่าง โดย GIs ในเชืAอจากผูป้่วยมี
ความหลากหลายมากกวา่ และมบีาง GI ที>ต่างกนัชดัเจนระหว่างเชืAอจากผูป่้วยและสิ>งแวดลอ้ม แต่ virulence 
ของแต่ละ isolate เมื>อทดสอบใน BALB/c mice ไม่ต่างกนัอย่างมนีัยสาํคญั เมื>อทดสอบ GI เหล่านีAโดย PCR 
ในอกี 96 isolate พบวา่ clinical isolate ม ีGI8a 58-60% ในขณะที> soil isolates ม ี2-15% และพบ GI 17 
48-50% ใน clinical isolates และ 2% ใน soil  จงึน่าจะเป็นประโยชน์ในการนําไปใชต้รวจตดิตามแหล่งที>มา
ของเชืAอเมื>อมกีารระบาด สําหรบัยนีที>สมัพนัธ์กบัความรุนแรงของโรค ไดนํ้าหนู BALB/C ที>ไวต่อการเกดิโรค 
และ C57BL/6 ที>ค่อนขา้งทนต่อการเกดิโรคมาศกึษาการแสดงออกของยนีโดยใชเ้ทคนิค DNA microarray 
C57BL/6 มีการแสดงออกของยีนที>เกี>ยวกบัการเพิ>มจํานวนเซลล์เพิ>มขึAน แต่ยนีที>เกี>ยวกบักลไกการตอบโต้
ของเชืAอลดลง BALB/c มกีารแสดงออกของยนีกลุ่มนีA ยนีการอยู่รอดของเชืAอและยนีที>เกี>ยวขอ้งกบัความรุนแรง
ของการก่อโรคกเ็พิ>มขึAนอย่างชดัเจน ซึ>งนําไปอธบิายความไวในการก่อโรคของหนู BALB/C ไดด้ ีไดค้ดัเลอืก 
2 ยนี ที>มกีารแสดงออกต่างกนัในหนูทั Aงสองกบัสิ>งแวดลอ้มอย่างชดัเจนไปศกึษา ต่อมา 2 ยนี ที>เลอืกทําการ
ทดลองมกีารตพีมิพ ์ซึ>งเกี>ยวขอ้งกบั type VI secretion system และ TssM ที>ควบคุมการแสดงออกโดย Type 
III secretion system นบัเป็นแนวทางคดัเลอืกที>ถูกตอ้ง แต่จําเป็นตอ้งคดัเลอืกยนีเพิ>มเพื>อศกึษาต่อไป 

 
Keywords :  B. pseudomallei, Genomic islands, DNA microarray, virulence genes 
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Abstract 
Project Code : RMU4980044 
Project Title : Analysis of gene expression profile of Burkholderia pseudomallei in mice model 
Investigator :  Rasana Wongratanacheewin, Faculty of Medicine, Khon Kaen University 
E-mail Address : rasana@kku.ac.th 
Project Period : 20 July 2006- 20 July 2009 
           Burkholderia pseudomallei is a saprophytic Gram-negative bacterium that causes melioidosis 
in humans and animals. The routes of infection are through inhalation, ingestion and skin abrasion. 
In Thailand, it is accounts for 20% of community-acquired septicemias where the mortality rate is up 
to 40%. Bacteria isolated from environment and clinical samples showed no significant different in 
virulence and molecular typing methods are unable to classify them according to virulence or source.  
Immune response and underlining diseases of host may contribute to the severe manifestation of the 
disease. The expression level of virulence genes such as type III secretion system 3, type 6, pili and 
flagella could only partially explain manifestation and gradient severity of the disease. Therefore, 
DNA microarray containing genes of B. pseudomallei K96243 sequence strain was used to screen 
for a suitable marker to identify environmental out of clinical isolates and novel genes that have 
different expression level under different immune background in animal model. When 2 
environmental and 3 clinical isolates were compared, 4 genomic islands (GIs) were found to be in 
common with the K96243. Higher variability of GIs was observed in clinical isolates. However, the 
virulence in BALB/c mice was not significantly difference. A few GIs that different from clinical to 
environmental isolates were selected and tested by PCR in 96 isolates. GI8a was found in 58-60% 
of clinical while only 2-15% in soil isolates. GI 17 was detected in 48-50% of clinical and only 2% in 
soil isolates. The GI detection may be a useful tool to trace the source of infection in nature for 
epidemiological purpose.  The bacterial gene expression profile in BALB/c (sensitive) and C57BL/6 
(resistance) was compared using DNA microarray.  Genes related to cell cycle were express higher 
in C57BL/6 but not in defense mechanism. On the other hand, genes related to cell cycle, survival 
and virulence were all express higher in infect BALB/c.  These could explain the more sensitive to 
infection in BALB/c. Two genes that significantly express differently between 2 mice and in vitro were 
selected. Unfortunately, 2 of them were recently published as a unit in type 6 secretion system and a 
TssM protein control by Type III. It confirmed suitable criteria we chose but we need to find more 
unknown function genes for further study.  
Keywords :  B. pseudomallei, Genomic islands, DNA microarray, virulence genes 
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Executive summary 
 

วตัถปุระสงค์ เปรยีบเทยีบ Gene expression profile ของ Burkholderia pseudomallei strain1909a 
ในหนูทดลอง BALB/C และ C57BL/6 ซึ>งเป็นหนูที> susceptible และ relatively resistance ตามลาํดบั 
โดยเปรยีบเทยีบกบัการแสดงออกเมื>อเจรญิในอาหารเลีAยงเชืAอในหอ้งทดลอง เพื>อหายนีที>แสดงออก
สมัพนัธก์บัการก่อโรค และ ศกึษา genome plasticity ของเชืAอที>ก่อโรคและเชืAอที>แยกจากธรรมชาตเิพื>อ
หา marker ในการตรวจตดิตามเชืAอที>อาจเป็นสาเหตุของการระบาดของโรค 
การดาํเนินการ infect หนู BALB/C และ C57BL/6 ดว้ย B. pseudomallei strain1909a โดย 
intraperitoneal route ใหเ้กดิ acute infection จากนั Aนสกดั RNA จาก B. pseudomallei strain เดยีวกนั 
ที>เจรญิถงึ mid-log phase ในอาหาร LB broth และจาก ปอด ตบั และมา้ม ของหนู BALB/C และ 
C57BL/6 ที>ไดร้บัเชืAอดงักล่าว เปลี>ยนเป็น cDNA ดว้ย genome directed primers  ตดิฉลาก cDNA 
ดว้ย Cy3 หรอื Cy5 แลว้ hybridize กบั DNA Microarray ที>มยีนีของ B. pseudomallei sequence 
strain K96243 โดยเทยีบกบั genomic DNA ของ strain K96243 ซึ>งถอืเป็นตวั normalize นอกจากนีAได้
เพิ>มการศกึษา genome plasticity ของ B. pseudomallei โดยใช ้Genomic DNA ของ isolate ที>แยกได้
จากผู้ปว่ย 3 isolates และ จากดนิ 2 isolates มา hybridize กบั DNA Microarray slide เปรยีบเทยีบกบั 
strain K96243 เพื>อด ูgene deletion    
สิOงทีOพบ เมื>อฉีดในหนู BALB/C และ C57BL/6 ดว้ย B. pseudomallei strain1909a ประมาณ 103 เซลล์ 
(50LD50) จะเกดิ acute infection หนู BALB/C ตายภายใน 7 วนั สว่น C57BL/6 จะตายในประมาณ 11 
วนั สามารถพบเชืAอในเลอืดในวนัที> 2 แต่จํานวนไม่แน่นอน และไม่มากพอที>จะนําไปสกดั RNA ใน 3-4 
วนั ปอด ตบั และมา้มจะมเีชืAอประมาณ 105 จงึสกดั RNA ของเชืAอจากปอด ตบั และมา้มในวนัที> 3 หลงั
ฉีดเชืAอใหห้นู การใช ้ genome directed primers ให ้ sensitivity ดกีวา่ random primer ในการเปลี>ยน 
total RNA เป็น cDNA ในหนู C57BL/6 มกีารแสดงออกของยนีที>เกี>ยวกบัการเพิ>มจาํนวนเซลล์เพิ>มขึAน 
แต่ยนีที>เกี>ยวกบักลไกการตอบโตข้องเชืAอลดลง ขณะที> B. pseudomallei ในหนู BALB/c มกีารแสดงออก
ของยนีกลุม่นีAที>มากกวา่ อกีทั Aงยงัพบว่า B. pseudomallei มกีารแสดงออกของยนีที>เกี>ยวขอ้งกบัการอยู่
รอดของเชืAอไดแ้ก่ chemotaxis และ motility, secondary metabolism, drug resistant genes,  gene 
modulate pathogenicity และ host-bacterial interaction ไดแ้ก่ Type III secretion system, Type VI 
secretion system, capsule, fimbriae และ pili, exoproteins, adhesins และ RpoS transcription 
regulator เมื>อวเิคราะหข์อ้มลูเพื>อคน้หายนีที>เกี>ยวขอ้งกบัการก่อโรค โดยเปรยีบเที>ยบสดัสว่นของ gene 
expression profile ของ B. pseudomallei  vivo/in vitro ในมา้ม ปอด และตบัของหนู BALB/c กบั 
C57BL/6 โดยคดัเลอืกยนีที>ม ีexpression ratio มากกว่า 2SD หรอื น้อยกว่า -2SD เมื>อเทยีบในอวยัวะ
เดยีวกนัของหนูสองชนิด แลว้นําไปยนืยนัดว้ย   qReal-Time RT-PCR. พบว่ายนีที>เขา้ข่ายนั Aนเป็นยนีที>
เคยมรีายงานว่าสาํคญัต่อการก่อโรค หรอืความรนุแรงของการก่อโรค และพบยนีที>ยงัไม่ทราบหน้าที>
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จาํนวนหนึ>งซึ>งจดัเป็น novel gene ที>อาจสาํคญัต่อการก่อโรคของแบคทเีรยี จงึคดัเลอืก 2 ยนี มาเพื>อทาํ 
mutant และศกึษาต่อ แต่ต่อมาในปี 2009 และ 2010 2 ยนีนั Aน มผีูท้ยอยตพีมิพ ์ โดยยนีหนึ>งเป็นส่วน
หนึ>งของ type VI secretion system และอกียนีเป็น TssM ซึ>งควบคมุการแสดงออกโดย Type III ซึ>งตอ้ง
ไปคดัเลอืกยนีใหมเ่พื>อศกึษาต่อไป 

การศกึษา genome plasticity พบวา่ genome ของ B. pseudomallei 5 isolates ที>นํามา
เปรยีบเทยีบ ส่วนมากมคีวามเหมอืนกบั K96243 sequence strain และเมื>อศกึษาบรเิวณที>เป็น 
genomic islands (GIs) จะม ี 4 GIs ที>พบในทุก isolate เหมอืนกบั K96243 และ15 GIs ที>มคีวาม
แตกต่างโดยพบความต่างของ GI pattern ระหว่าง clinical และ environmental isolates นอกจากนีA 
variability ของ GIs ใน clinical isolates ยงัมมีากกวา่ แต่ virulence ของแต่ละ isolate เมื>อทดสอบใน 
BALB/c mice ไมต่่างกนัอย่างมนียัสาํคญั ดงันั Aนความแตกต่างของ GIs จงึน่าจะช่วยใหแ้บคทเีรยีอยูร่อด
ไดด้ขีึAน แต่ไม่เกี>ยวขอ้งกบัความสามารถในการก่อโรคโดยตรง  นอกจากนีAจากการ hybridization ของ 
genomic DNA และยนืยนัดว้ย PCR ใน B. pseudomallei 96 isolates พบวา่ clinical isolate ม ีGI8a 
58-60% ในขณะที> soil isolates ม ี2-15% และ GI 17 พบไดใ้น 48-50% ของ clinical isolates และ soil 
2% จงึน่าจะเป็นประโยชน์ในการตรวจตดิตามแหล่งที>มาของเชืAอวา่เป็นเชืAอจากผูป่้วยหรอืสิ>งแวดลอ้ม
เมื>อมกีารระบาด 

 
กิตติกรรมประกาศ 

โครงการการวเิคราะหล์กัษณะการแสดงออกของยนีของ Burkholderia pseudomallei ในหนู
ทดลองไดร้บัทนุเพิ>มขดีความสามารถดา้นการวจิยัของอาจารยร์ุน่กลางในสถาบนัอุดมศกึษาปี 2549 จาก
สาํนักงานคณะกรรมการการอุดมศกึษาและสาํนักงานกองทุนสนับสนุนการวจิยั 
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บทนํา 
 

เมลอิอยโดสสิเป็นโรคตดิเชืAอที>เกดิจากแบคทเีรยีแกรมลบ Burkholderia pseudomallei ที>
สามารถดาํรงชวีติอยู่ไดอ้ย่างอสิระในธรรมชาต ิ แต่เมื>อเขา้สูร่า่งกายคนหรอืสตัว ์ สามารถทาํใหเ้กดิ
โรคที>มอีาการแตกต่างไดต้ั Aงแต่การตดิเชืAอโดยไม่มอีาการ ตดิเชืAอเฉพาะที> ตดิเชืAอแบบแพรก่ระจาย 
และการตดิเชืAอในกระแสเลอืด ซึ>งมอีตัราการตายที>สงูกวา่ 40% ของผูต้ดิเชืAอและอาจเสยีชวีติได้
ภายใน 48 ชั >วโมงแมไ้ดร้บัยาปฏชิวีนะที>เหมาะสม (Chaowagul, White et al. 1989) เชืAอนีAพบ
ระบาดในเอเชยีตะวนัออกเฉียงใตแ้ละทางตอนเหนือของทวปีออสเตรเลยี นอกจากนีAยงัมรีายงานใน
ประเทศจนีตอนใต ้ อนิเดยีตอนใต ้ และ อาฟรกิา และยงัมรีายงานการพบเชืAอในดนิหรอืมผีูป้่วยที>
ไดร้บัเชืAอจากการเดนิทางมายงัแหล่งระบาดไดใ้นบางประเทศในยโุรป เช่น เยอรมนัและฝรั >งเศส 
(White 2003; Cheng and Currie 2005) การใชเ้ทคนิคต่าง ๆ ทางอณูชวีวทิยาเพื>อจําแนกเชืAอที>พบ
ในธรรมชาตอิอกจากเชืAอที>พบในผูป้่วย และจําแนกแหล่งที>มาของเชืAอที>พบทั >วโลก ยงัไมป่ระสบ
ความสาํเรจ็ (U'Ren, Schupp et al. 2007) ดงันั AนเชืAอที>พบในธรรมชาตอิาจเป็นเชืAอที>พบอยู่แต่เดมิ
หรอืเกดิการปนเปืAอนจากเชืAอที>มาจากผูป่้วยกไ็ด ้ ทาํใหก้ารติดตามการระบาดเป็นไปไดย้าก 
นอกจากนีAเชืAอที>แยกไดจ้ากดนิและผูป้่วยหรอืเชืAอที>แยกจากผูป้ว่ยที>มอีาการรุนแรงต่างกนั พบวา่มี
ความรนุแรงในการก่อโรคในหนูไมแ่ตกต่างกนั (Ulett, Currie et al. 2001) ดงันั Aนปจัจยัในการทาํให้
เกดิอาการ และความรนุแรงของโรคที>มคีวามแตกต่างกนัไดม้าก บางส่วนอาจมาจากปจัจยัของ
แบคทเีรยี ที>มคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรม และอกีสว่นที>สาํคญั น่าจะมาจากพืAนฐานทาง
พนัธุกรรมหรอืระบบภูมคิุม้กนัของผูต้ดิเชืAอเอง เนื>องจาก B. pseudomallei ไมไ่ดส้รา้งสารพษิที>มผีล
รนุแรงต่อการตดิเชืAอและอตัราการเสยีชวีติของผูต้ดิเชืAอโดยตรง แต่เป็นปจัจยัร่วมต่าง ๆ เช่น 
capsule, flagellin, type III และ type VI secretion system ซึ>งสามารถหลั >งโปรตนีจากแบคทเีรยี
ผ่านผนังเซลลเ์ขา้ไปในเซลลผ์ูต้ดิเชืAอไดโ้ดยตรง ฯลฯ อย่างไรกต็าม ปจัจยัต่าง ๆ เหล่านีA ยงัไม่
สามารถอธบิายความรุนแรงของการก่อโรคที>มคีวามหลากหลาย ไดท้ั Aงหมด ดงันั Aนการจาํแนกยนีอื>น 
ๆ ของแบคทเีรยีที>มบีทบาทในการก่อโรคจงึยงัมคีวามจําเป็น เพื>อเขา้ใจกลไกการก่อโรคและนําไปสู่
การป้องกนัโรคไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ เมื>อทําการทดลองในหนูที>ไวต่อการเกดิโรคเมลอิอยที>ไดร้บั
เชืAอ B. pseudomallei กลไกระหว่างหนูและแบคทเีรยี จะกระตุน้ใหเ้กดิการแสดงออกของยนีที>
เกี>ยวขอ้งกบัเมตาบอลสิมึที>เปลี>ยนไปจากเมื>อแบคทเีรยีอยู่ในสิ>งแวดลอ้มภายนอก และยนีที>
เกี>ยวขอ้งกบักลไกที>ใชใ้นการอยูร่อดในหนู ซึ>งเป็นการก่อโรคในมุมมองของผูต้ดิเชืAอ ซึ>งยนีเหล่านีA
น่าจะมกีารแสดงออกต่างจากเมื>ออยูใ่นสิ>งแวดลอ้ม และเมื>อแบคทเีรยีเขา้สูห่นูที>คอ่นขา้งทนต่อการ
เกดิโรค (C57BL/6) ยนีของแบคทเีรยีที>ถูกกระตุน้ใหแ้สดงออกในสว่นของเมตาบอลสิมึน่าจะไม่
แตกต่างกนั แต่ยนีที>เกี>ยวขอ้งกบักลไกการก่อโรคน่าจะตํ>ากว่าหนูที>ไว (BALB/C)(Leakey, Ulett et 
al. 1998) หรอือาจตอ้งแสดงออกสงูกวา่มาก หรอืในหนูที>ไวอาจพบว่ามกีารแสดงออกที>สงูขึAนกว่า
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มาก ดว้ยแบบจําลองในลกัษณะนีA น่าจะสามารถนําไปสูก่ารจาํแนกยนีที>เกี>ยวขอ้งสมัพนัธก์บัการก่อ
โรคได ้
 DNA Microarray เป็นการนํา oligonucleotide ที>ออกแบบมาจากส่วนหนึ>งของแต่ละยนีแลว้
พมิพล์งบน slide โดยจุดที>พมิพม์ขีนาดเลก็มากจนสามารถบรรจุ oligonucleotide จากยนีไดเ้ป็น
หลายพนัถงึหมื>นยนี และสามารถนําไปตรวจการแสดงออกของยนีทั Aงหมดในสิ>งมชีวีติหนึ>ง ๆ ได ้
โดยการสกดั total RNA จากช่วงเวลาที>สนใจมา hybridize กบั slide ดงักล่าว ซึ>งไดม้ผีู้
ทาํการศกึษาใน B. pseudomallei ไวใ้นเชงิเปรยีบเทยีบกบัเชืAออื>นและในบางสภาวะการเลีAยง (Ou, 
Ong et al. 2005; Tuanyok, Kim et al. 2005) ดงันั Aน การสกดั total RNA ของแบคทเีรยีที>
แสดงออกในหนูที>มกีารตอบสนองของภูมคิุม้กนัที>แตกต่างกนัดงักล่าว จงึน่าจะสามารถคน้พบยนีที>
ยงัไม่ทราบหน้าที> และมคีวามสมัพนัธ์กบัความรนุแรงในการก่อโรคได ้ นอกจากนีA จากขอ้มูลของจี
โนม B. pseudomallei ที>มบีรเิวณของ Genomic island (GI) ซึ>งคอืบรเิวณ ของโครโมโซมที>มขีนาด
ใหญ่ (>10 Kb) ซึ>งเคย mobile แต่ปจัจุบนัมคีวามเสถยีรมากขึAน มกัพบยนีสาํหรบัสรา้ง tRNA และ
มกัพบ repeat structures อยู่ดว้ย โดยจะเป็นสว่นที>ม ี G+C content แตกต่างไปจากบรเิวณอื>นของ 
genome รวมทั Aงม ีmobile elements เช่น phages และ plasmids อยู่ดว้ย บาง genomic islands มี
ยนีสรา้งเอนไซมม์ที>สามารถใชต้ดัตวัเองใหห้ลุดจาก chromosome และถ่ายทอดไปยงัเซลล์ผูร้บัอื>น
ได ้จงึเป็นส่วนหนึ>งของ horizontal gene transfer ในแบคทเีรยีที>สาํคญั จากการศกึษาจโีนมของ B. 
pseudomallei K96243 strain มรีายงานวา่ม ี 16 GIs (Holden, Titball et al. 2004) หากนํา 
genomic DNA ของเชืAอจากผูป้ว่ยและเชืAอจากธรรมชาตมิา hybridize กบัยนีบน slide กจ็ะสามารถ
เปรยีบเทยีบยนีที>เหมอืนและแตกต่างได ้ ซึ>งสามารถนําไปคน้หาบรเิวณที>มคีวามแตกต่างระหว่าง
เชืAอทั Aงสองแหล่ง ซึ>งอาจเป็นบรเิวณของ GI ต่าง ๆ ของ B. pseudomallei เพื>อนําไปใชใ้นการ
จาํแนกเชืAอที>แยกจากผูป้่วยและเชืAอที>พบตามธรรมชาตไิด ้
  
1) วตัถปุระสงค์  

1.1 เพื>อวเิคราะหล์กัษณะการแสดงออกของยนีของ B. pseudomallei ในหนูทดลอง ที>ไวต่อ
การเกดิโรคและค่อนขา้งทนต่อการก่อโรค เพื>อคน้หายนีใหม่ที>มบีทบาทในการกอ่โรค   

1.2 ศกึษา Comparative genome hybridization ของ B. pseudomallei เพื>อหา marker 
สาํหรบั clinical และ environmental isolate เพื>อใชใ้นการศกึษาระบาดวทิยาของเชืAอในสิ>งแวดลอ้ม  

 
2) วิธีการทดลองและผลการทดลอง (เนื>องจากมกีารทดลองหลายขั Aนจงึอธบิายวธิกีารไปพรอ้ม
กบัผลเพื>อใหต้ดิตามไดง้่าย) 

2.1 การแสดงออกของยีนของ Burkholderia pseudomallei ในหนูทดลอง 
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  - เชื'อและปริมาณทีOเหมาะสมในการศึกษา : จากการศกึษาวจิยัเกี>ยวกบัความรุนแรงใน
การก่อโรคของ B. pseudomallei พบวา่เชืAอในสิ>งแวดลอ้มและเชืAอที>แยกไดจ้ากผูป้ว่ย แสดงความ
รนุแรงในการทําใหห้นู BALB/C ตายหลากหลาย ไมข่ึAนกบัแหล่งที>มา จงึน่าจะเป็นปจัจยัของ host ที>
สง่ผลใหเ้กดิความรนุแรงหลงัการตดิเชืAอที>ต่างกนั ดงันั Aนจงึตอ้งการศกึษาเปรยีบเทยีบ gene 
expression profile ของ bacterium ที>ตดิเชืAอแบบ acute infection ในหนู BALB/C ที>เป็น sensitive 
mouse และ C57BL/6 ที>เป็น relatively resistance (ม ีTh1 immune response เขม้แขง็กว่า ทาํให้
ต่อตา้นต่อการตดิเชืAอที>เป็น intracellular bacteria ไดด้กีวา่)โดยใชเ้ชืAอซึ>งเจรญิในอาหารเลีAยงเชืAอ
ในช่วง mid-log phase เป็น profile ของ in vitro culture เพื>อเปรยีบเทยีบ ทําการ infect หนู 
BALB/C และ C57BL/6 โดย intra-peritoneal injection ดว้ย B. pseudomallei ที>แยกไดจ้ากผูป้่วย 
septicemia 2 isolates คอื A2 (จากผูป้่วย sepsis ประเทศออสเตรเลยี) และ 1909a (จากผูป้่วย 
sepsis โรงพยาบาลสรรพประสทิธปิระสงค ์ อุบลราชธานี) จาํนวน 1x108 เพื>อดรูะยะเวลาในการอยู่
รอดของหนู isolate 1909a สามารถทาํใหห้นู BALB/C ตายภายใน 7-14 วนั สว่น isolate A2 หนู
ตายภายใน 2-3 วนั ดงันั Aนจงึเลอืก 1909a เพื>อศกึษาโดย LD50 ของ 1909a ใน BALB/C คอื 20 
เซลล ์ 
 
 - Kinetic ของ bacterium ในเลอืด ปอด ตบั และ มา้ม ของหนู BALB/c เมื>อฉีดเชืAอดว้ย
ปรมิาณต่าง ๆ เป็นดงัตารางที> 1 โดยพบวา่ปรมิาณของเชืAอที>พบในเลอืดไม่แน่นอน และเมื>อพบก็
อาจมปีรมิาณไมม่ากพอที>จะนําไปทาํการสกดั RNA ถงึแมจ้ะเป็นแหล่งที>น่าจะสกดัไดง้่ายโดยไม่ม ี
RNA ของ host ปะปนมากนกั ปอด และ ตบัเป็นอวยัวะที>สามารถพบเชืAอไดม้ากหลงัการตดิเชืAอ 
และมา้มเป็นอวยัวะในระบบภูมคุิม้กนัที>สามารถพบเชืAอไดเ้ช่นกนั อวยัวะทั Aงสามจงึเป็นเป้าหมายที>
จะทาํการแยกแบคทเีรยีและทาํการสกดั total RNA และ เนื>องจากต้องการศกึษาภาวะ acute 
infection จงึใชเ้ชืAอในปรมิาณที>สงูกวา่ LD50 

จากผลในตารางที> 1 ไดเ้ลอืก infect BALB/C ดว้ย 50LD50 ของ 1909a เนื>องจากเป็น dose 
ที>หนูรอดชวีติอยู่นานพอที>จะศกึษา และสามารถพบเชืAอไดใ้นทกุ organ จากนั Aนทดลองกบัหนู 
BALB/C 3 ตวั เพื>อทดสอบ kinetic ในแต่ละ organ ที>กล่าวมา ผล kinetic ของเชืAอใน BALB/c ที>ได้
เป็นดงัตารางที> 2  เนื>องจากการเลีAยงเชืAอและคาํนวณจาํนวนอาศยัการเทยีบจาก optical density 
(OD) ของ growth curve ที>เคยทาํมาแลว้ เมื>อนํามาทาํ plate count ปรมิาณมกัจะไมเ่ทา่กบัที>
ตอ้งการ จงึไดค้าํนวณเป็นคา่ LD50 ที>ใชจ้รงิไวด้ว้ย  

นําหนู BALB/C 2 ตวั และ C57BL/6 3 ตวั infect ดว้ยปรมิาณเชืAอ 50 LD50 (ปรมิาณเชืAอ
จรงิ 40 LD50) เจาะเลอืดที> orbital plexus ประมาณ 50 micro liters ทกุวนัเพื>อนํามาเพาะเชืAอ และ
ในวนัที> 3 นําแต่ละอวยัวะมาทาํการเพาะเชืAอ โดยเกบ็ C57BL/6 ไว ้ 1 ตวั เพื>อดรูะยะเวลาในการ
รอดชวีติ ผลการทดลองแสดงในตารางที> 3  เนื>องจาก BALB/C มผีลในเลอืดแลว้จงึทาํการนับ
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ปรมิาณเชืAอใน organ ของหนู 2 ตวัโดยเป็นค่าเฉลี>ย สว่น  C57BL/6 มผีลทั AงเชืAอในเลอืดและใน 
organ ของหนู 2 ตวั (ทาํวนัที> 3 /1 ตวั, วนัที> 4 / 1 ตวั) ส่วนตวัที> 3 เกบ็ไวเ้พื>อดรูะยะเวลาที>หนูตาย 

 
 
 

  ตารางทีO 1.  ปรมิาณของ  B. pseudomallei 1909a ในเลอืดและอวยัวะต่าง ๆ ของ BALB/c เมื>อ
ไดร้บัเชืAอในปรมิาณต่าง ๆ 

Dose of 
infection 
(CFU/ml) 

 Mice 
No. 

Blood culture (CFU/ml) 
Day after infection 

Organ culture after mice died (CFU/ml) 

D2 D4 D7 D9 D12   Spleen Liver Renal Heart 

10LD50 
(200) 

1 
2 

40 
40 

NG 
NG 

10 
NG 

NG 
NG 

500 
Died 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

50LD50 
(1,000) 

1 
2 

100 
rare 

- 
NG 

- 
NG 

- 
NG 

- 
Died 

TC 
- 

TC 
- 

TC 
- 

TC 
- 

100 LD50 
(2,000) 

1 
2 

NG 
rare 

NG 
NG 

NG 
Died 

Died 
- 

- 
- 

TC 
TC 

TC 
TC 

TC 
TC 

TC 
TC 

                              NG =     no growth                    TC= too numerous to count 
 
 
ตารางทีO 2  ผลการ Infect BALB/C, intra-peritoneal ดว้ย 1909a, 80LD50 (1,600 CFU by plate 

count) 
 

Day 
  

Blood culture (colony) Organ 
no.1 no.2 no.3 Dilution lung spleen liver 

1 20 0 0 ND ND ND ND 
2 8 0 0 Un-diluted TC ++ +++ 
3 2 0 0 -3 TC TC TC 
4 
  

ND 
  

ND 
  

ND 
  

-7 TC TC TC 
-8 TC TC TC 

         ND= not detect                          TC = too numerous to count 
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ตารางทีO 3 ปรมิาณเชืAอต่อกรมัของ Organ จากการ Infect BALB/c และ C57BL/6, intra-peritoneal 
ดว้ย 1909a, 40LD50 (800 CFU by plate count)     
  

Day 
  

Blood culture (colony)               
 ( C57BL/6) 

Organ 
 (C57BL/6) CFU/ml 

Organ 
 (BALB/c) CFU/ml 

  no.1  no.2   no.3 lung spleen liver lung spleen liver 
1 NG NG 102 ND ND ND ND ND ND 
2 NG NG 82 ND ND ND ND ND ND 
3 NG 2 3 8x105 6 x105 4 x105 6 x105 3 x105 2 x105 
4 NG NG NG 1x106   1.4x106  7.5 x105 - - - 

ND= not detect  NG = no growth              Note หนู C57BL/6 ตวัสุดทา้ยตายวนัที> 11 
 
- Bacterial injection and RNA extraction ทาํการ infect หนู BALB/c และ C57BL/6 

อย่างละ 4 ตวั ดว้ย 50LD50 และในวนัที> 3 นําแต่ละ organ ของแต่ละตวัแยกกนั มาบดผา่นตะแกรง 
sterile กรองผา่น nylon wool จากนั Aนนําไป สกดั total RNA โดยใช ้ Trizol® reagent และทํา 
phenol/chloroform extractionโดยมอีวยัวะจากหนูที>ไม่ไดร้บัเชืAอเป็น control และทําการเพาะเลีAยง 
B. pseudomallei 1909a ใน LB broth จนถงึ mid-log phase แลว้นํามาสกดั RNA เพื>อใชเ้ป็นตวั 
normalize ในการทาํ DNA Microarray  นํา Total RNA ที>สกดัไดไ้ปแยกโดย Gel electrophoresis 
ดงัแสดงในรปูที>  2 และ 3 ซึ>งสามารถเหน็แถบของ 16 S และ 23 S Ribosomal RNA ของ B. 
pseudomallei ไดช้ดัเจนจากเชืAอที>เลีAยงใน broth แต่ที>สกดัจากแบคทเีรยีที>อยู่ในหนู จะเหน็ 
Ribosomal RNA ของหนูที>มขีนาดใหญ่กว่าชดัเจน เมื>อ load ในปรมิาณ RNA ที>เทา่ ๆ กนั แสดง
วา่มเีซลลข์องหนูปนมาในการสกดัค่อนขา้งมาก  จงึเพิ>มข ั Aนตอนโดยการป ั >นเหวี>ยง solution ที>กรอง

รปูทีO 1 ปรมิาณเชืAอที>พบใน ปอด 
มา้ม และ ตบั ของหนู BALB/c ที>
ฉีดดว้ย B. pseudomallei 1909a 
ปรมิาณ 80LD50 
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ได ้ดว้ยรอบเบา ๆ ประมาณ 3,000 rpm เพื>อกําจดัเศษอวยัวะที>ปนมาก่อนนําไปสกดั RNA ผลที>ได้
ไมแ่ตกต่าง แต่ปรมิาณ RNA ที>สกดัไดน้้อยลง คาดวา่คงสามารถกาํจดัเซลลห์นูไปไดบ้างสว่น จงึ
สกดัเพิ>มจากหนูอกี 2 ชุด เพื>อใหป้รมิาณเพยีงพอในการใชง้าน RNA sample จงึมทีั Aงหมด 4 ชุด ดงั
แสดงในตารางที> 4 

เมื>อสง่  Total RNA ที>ตกตะกอนใน absolute ethanol ไปยงั University of Wisconsin, re-
suspended และตรวจดว้ย Agarose gel electrophoresis พบวา่ คณุภาพของ RNA ไมเ่หมอืนเดมิ 
(รปูที> 3) น่าจะมกีาร degrade เนื>องจากไมเ่หน็แถบของ Ribosomal RNA 
 
 
 

      
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูทีO   2  Agarose gel electrophoresis ของ Total RNA ที>สกดัจาก B. pseudomallei 1909a ที>เลีAยงใน 
LB-broth ในเลนที> 1-3, จากอวยัวะหนู BALB/C ที>ปอด (เลนที> 4) ตบั (เลน 5) มา้ม (เลน 6) และ 
C57BL/6 ที>ปอด (เลนที> 7) ตบั (เลน 8) มา้ม (เลน 9) ตวัอยา่งจากหนูจะเหน็ ribosomal RNA 
ของหนูชดัเจน แต่ไม่เหน็ 16 S และ 23S ของแบคทเีรยี 

 

18S 

18S 

28S 

1     2       3     4     5     6     7    8     9  

16 S

23 S

1     2       3     4     5     6     7    8     9  

16 S

23 S
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รปูทีO 3  Ethidium bromide stain ของ agarose gel electrophoresis ของ total RNA ที>สกดัไดจ้าก 

spleen ของหนู BALB/C pool 1 (SB1), Lung หนู BALB/C pool 1 (LB1), Liver หนู 
BALB/C pool 1 (IB1), spleen ของหนู C57BL/6 pool 1 (SC1), Lung หนู C57BL/6 pool 
1 (LC1), Liver หนู C57BL/6 pool 1 (IC1), และของหนู pool 2 และ 3 ในทํานองเดยีวกนั 
Total RNA จาก B. pseudomallei ที>เลีAยงใน LB-broth อยู่ในแถวแรกซ้ายมอื (bacterial 
RNA) 

 
 
              ตารางทีO 4  RNA samples และ concentration.  

Mouse Organ ID. Concentration(ng/l) Total amount (g) 
• Replicate 1(Pool)* DNAse treated 
BALB/c  Spleen  SB1 1,454 72.7 

Lung  LB1 115 5.7 
Liver  IB1 1,891 382.0 

C57 BL/6  Spleen  SC1 702 35.0 
Lung  LC1 160 8.0 
Liver  IC1 1,484 74.0 

• Replicate 2(Pool) 
BALB/c  Spleen  SB2 78 3.9 

Lung  LB2 186 9.3 
Liver  IB2 148 7.4 

C57 BL/6  Spleen  SC2 48 2.4 
Lung  LC2 38 1.9 
Liver  IC2 125 6.2 
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Mouse   Organ  ID. Concentration(ng/l)  Total amount (g) 
• Replicate 3(Pool) 
BALB/C  Spleen  SB3 61 3.0 

Lung LB3 36 1.8 
Liver IB3 335 16.6 

C57 BL/6   Spleen  SC3 612 30.0 
Lung  LC3 90 4.5 
Liver  IC3 323 16.0 

• Replicate 4 (Pool) 
BALB/C   Spleen  SB4 461 23.0 

Lung  LB4 117 5.8 
Liver  IB4 3,459 172.0 

C57 BL/6   Spleen  SC4 543 27.0 
Lung  LC4 356 17.8 
Liver  IC4 2,499 125.0 

  
- Oligomer designใช ้Soft ware เพื>อตรวจสอบ Open reading frame ใน genome ของ 

B. pseudomallei แลว้ออกแบบ Genome directed primers (GDPs) ที>มลีาํดบันิวคลโิอไทด ์7-8 ตวั 
เพื>อใหค้รอบคลุมสามารถใช ้generate cDNA จาก mRNA ของ gene ทั Aงหมดที>สนใจไดโ้ดยไม่เขา้
คู่กบั RNA ของหนู ซึ>งได้คดัเลือก 8 oligomer 4 สาย และ 7 oligomer 46 สาย เพื>อสร้าง 
oligonucleotide 

- RT-PCR โดยใช ้primer specific ต่อ virulence gene ของ B. pseudomallei เพื>อตรวจ
คณุภาพของ RNA ที>สกดัไดจ้าก in vivo โดยออกแบบ primers ดงัตารางที> 5 เพื>อเพิ>มปรมิาณยนี 
Flagellin fliC ของ B. pseudomallei ซึ>งมขีนาด 289 bp เมื>อทดลองโดยม ีgenomic DNA ของ B. 
pseudomallei ดว้ย ผลเป็นดงัรปูที> 4 ซึ>งแสดงว่า RNA ที>ไดจ้าก in vitro culture มคุีณภาพด ี
สามารถ convert จาก mRNA ไปเป็น cDNA และเพิ>มจาํนวนยนีที>คดัเลอืกไวโ้ดย RT-PCR ได ้แต่ 
RNA ที>สกดัจากอวยัวะไม่ใหแ้ถบ แสดงวา่น่าจะมกีาร degradation ระหว่างการเตรยีมหรอืขนส่ง 
หรอื RNA มปีรมิาณน้อยเกนิไป  

 
            ตารางทีO 5  PCR Primerสาํหรบั Flagellin fliC Gene ของ B. pseudomallei  

Ref. sequence  Gene Name  Oligos primers 
AF084812  fliC  Left Primer   GCTTCGCAGACGAACTACAA  

Right Primer TCTGATCGGTGAACGTGAAG  
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รปูทีO 4 Agarose gel electrophoresis 
แสดง size marker ดา้นซา้ย lane 1-
3 RT_PCR ของ fliC จาก RNA สกดั
จากมา้ม ปอด ตบั และ lane 4 จาก 
RT_PCR ของ RNA สกดัจาก
แบคทเีรยีเจรญิในอาหารเลีAยงเชืAอ 
และ lane 5 จาก Genomic DNA 
ลูกศรระบุ PCR product จาก fliC 
gene ขนาด 289 bp 

ซึ>งเมื>อทดลองใช ้ Genome-Direct Primers (GDPs) label Cy3 และ hybridize กบั 
Microarray slide ซึ>งมคีวามไวกว่าเป็นการตรวจสอบกไ็มพ่บ signal 

-  การเตรยีม RNA จากหนูครั Aงที> 2 เนื>องจากการสกดั RNA จากอวยัวะม ีRNA ของหนูปน
มามากทาํใหร้บกวนการวดัปรมิาณ RNA ที>สกดัไดท้ี>เป็นของเชืAอ จงึทดลอง infect หนู 2 ตวั ดว้ย 
50LD50  แลว้เจาะเลอืดทาง orbital plexus เพื>อ culture เชืAอ พบวา่สามารถพบเชืAอใหถ้งึ 103 ในหนู
บางตวั แต่สว่นใหญ่จะมปีระมาณ 102 หรอืไมพ่บ จงึ infect หนู BALB/C และ C57BL/6 5 ตวั และ
เจาะเลอืดใหไ้ดม้ากที>สดุ จะไดป้ระมาณ 2 ml นํามาทาํการสกดั RNA และ infect BALB/C และ 
C57BL/6 อยา่งละ 10 ตวั ดว้ย 50LD50 โดยแยกทาํคร ั Aงละเพยีง 5 ตวั เพื>อใหก้ารสกดัทาํไดเ้รว็ขึAน 
ลดการ degrade ของ RNAโดยเกบ็ organsในวนัที> 3 นําแต่ละ organ ออกมาใส่ใน RNA secure 
solution (Ambion) แชใ่นนํAาแขง็ นํามาบดผา่นตะแกรง sterile ป ั >นเหวี>ยงดว้ยรอบตํ>าเพื>อกาํจดัเศษ
เซลล ์ จากนั Aนนําไปสกดั total RNA โดยใช ้ Trizol reagent  ผลที>ไดเ้ป็นดงัรปูที> 5 ซึ>งเมื>อเทยีบ
ขนาดแลว้ ribosomal RNA สองแถบที>เหน็ชดัจะเป็นของหนูมากกวา่แบคทเีรยี และเมื>อใช ้ RNA 
จากเลอืดไปทํา RT-PCR เพื>อตรวจยนีของแบคทเีรยีกไ็มพ่บ แต่ในRNA จากอวยัวะสามารถตรวจ
ไดใ้นเฉพาะตวัอย่างที>สกดัแลว้เหน็แถบ RNA ชดัเจน ในครั AงนีAจงึมแีต่ RNA จากปอดที>คุณภาพดี
และมปีรมิาณพอจะทาํ hybridization นอกจากนีAยงัเตรยีม RNA จาก in vitro culture ขณะที>เป็น 
mid-log phase เพิ>ม   ผลที>ไดด้งัรปูที> 6  
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-cDNA labeling เนื>องจาก in vitro RNA มคีณุภาพด ีจงึ convert เป็น cDNA โดยใช ้

Genome-Direct Primers (GDPs) โดยเปรยีบเทยีบกบัการใช ้random primer จากนั Aนทดลอง
ใช ้cDNA เป็น template เพื>อเพิ>มจาํนวนยนีที>จําเพาะ fliC   และ 16S RNAโดยวธิ ีPCR   ผล
ที>ไดเ้ป็นดงัรปูที> 7 ซึ>งแสดงวา่ได ้RNA ที>ไม่ degrade จากนั Aนจงึ label cDNA โดยใช ้RNA 1 
µg ดว้ย Cy3-dCTP ดว้ยวธิ ีreverse transcriptase ได ้dye incorporation 0.6-0.8 pmol/µl 
 -DNA and RNA sample: สบืเนื>องจากการสง่ตวัอยา่ง total genomic DNA และ 
total RNA ไปยงั University of Wisconsin, USA โดยบรษิทั FedEx ไมไ่ดม้กีารเตมิ dry ice 
ใหร้ะหวา่งการขนสง่ และระยะเวลาในการขนสง่กน็านเกนิกว่าที>คาดการณ์จงึอาจทาํให้
คณุภาพของ RNA ที>สง่ไปไม่ดพีอ นอกจากนีA RNA ที>สง่ไปเมื>อตกตะกอนและ resuspend 
ใหม่ ไมไ่ดเ้ตมิ salt ทาํใหป้รมิาณ total RNA ตกตะกอนไมส่มบูรณ์และหายไปคอ่นขา้งมาก 
ทั Aงหมดทาํใหม้ปีรมิาณ RNA ไมเ่พยีงพอ รปูของ RNA ที>จําแนกขนาดใน agarose gel 

รูปทีO 6 Ethidium bromide stain 
agarose gel ของ total RNA ที> 
สกดัจาก  in vitro culture 

 

Run 2 ul Run 5 ul Run 5 ul Run 5 ul 
Diluted 1:10         
Run 8 ul 

Diluted 1:50         
Run 8 ul        

Liver Lung Blood Spleen 

5474 ng/ ul 
260/280 = 1.140 

2831 ng/ ul 
260/280 = 1.938 

59.35 ng/ ul 
260/280 = 1.376 

5367 ng/ ul 
260/280 = 1.350 

รปูทีO 5  Ethidium bromide stain agarose gel แสดงผลการสกดั RNA ของ B. pseudomallei 
จากเลอืด 
            และอวยัวะต่าง ๆ โดยระบุความเขม้ขน้ 

23S RNA 
16S RNA 



 16

electrophoresis เมื>อสง่ไปถงึเป็นดงัรปูที> 8, 9 และ 10 ซึ>ง RNA จาก in vitro และ blood เหน็
แถบของ ribosomal RNA ชดัเจน น่าจะยงัไม ่degrade 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 รปูทีO 7    PCR Amplification ของ fliC 
gene  ขนาด 289 bpโดยใช ้
genomic เป็น template (แถวที> 
2) หรอื cDNA เป็น template 
(แถวที> 3) และ cDNA เป็น 
template และ amplify 16S 
RNA gene ขนาด 198 bp (แถว
ที> 4) 

รปูทีO  8  Agarose gel electrophoresis 
ของ Total RNA สกดัจาก B. 
pseudomallei ที>เลีAยงใน in vitro 
(stationary phase); lane 1-2,   
Liver lane 3-4;  Lung lane 5-6; 
Spleen lane 7-8 และ Blood จาก 
BALB/c mice lane 9-10. 

  

1         2         3       4        5         6       7       8        9      10 

1         2       3       4       5       6       7       8       9      10    11 

รปูทีO  9  Agarose gel electrophoresis 
ของ Total RNA สกดัจาก  lane 
1-3 B. pseudomallei ที>เลีAยงใน in 
vitro (stationary phase),  lane 
4-5 ตบั, lane 6-7 ปอด, lane 8-9 
มา้ม, และ lane 10-11 เลอืด จาก 
C57BL/6 mice. 
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                         ตารางทีO 6 Total RNA concentrations extracted from BALB/c mice. 

RNA 260/280 Ratio Concentration (ng/µl) Total (µg) 
Liver 1 1.088 3,644 1093.2 
Liver 2 1.088 3,637 1091.1 
Lung 1 1.848 2,183 654.9 
Lung 2 1.554 3,418 1025.4 

Spleen 1 1.238 3,590 1077 
Spleen 2 1.134 3,601 1080.3 
Blood 1 1.78 392 117.6 
Blood 2 1.8 381 114.3 

              

                 ตารางทีO 7 Total RNA concentrations extracted from C57 BL/6 mice. 

RNA 260/280 Ratio Concentration (ng/µl) Total (µg) 
Liver 1 1.066 3,090 927 
Liver 2 1.085 3,649 1094.7 
Lung 1 1.745 1,113 333.9 
Lung 2 1.67 2,689 806.7 

Spleen 1 1.798 2,638 791.4 
Spleen 2 1.875 1,100 330 
Blood 1 1.8 415 124.5 
Blood 2 1.74 372 111.6 

 

                  ตารางทีO 8 Total RNA concentration extracted from in vitro. 

RNA 260/280 Ratio Concentration (ng/µl) Total (µg) 
Stationary 1 1.792 2,159 215 
Stationary 2 1.474 1,715 172 
Mid Log 1 1.72 533 53 
Mid Log 2 1.78 501 50 
Mid Log 3 1.44 3,556 356 
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แต่เนื>องจาก 260/280 ratio ของ RNA sample หลาย sample เช่นจากตบัและมา้ม มี
คา่ตํ>า (e.g. 1.088, 1.238) จงึน่าจะมโีปรตนีปนอยู่มาก จงึตอ้งทาํ phenol/chloroform 
extraction อกีครั Aงใหไ้ด ้ratio ใกลเ้คยีงกบั 2.0ก่อนนําไปเปลี>ยนเป็น cDNA และทําการ label 

- Microarray hybridization Microarray slide จาก TIGR ไดเ้ปลี>ยนเป็น 
Microarray Version 2 ที>เปลี>ยนตวั coating (ดงัรายละเอยีกดา้นล่าง) เมื>อ hybridize พบวา่ 
signal ตํ>าลงมาก จาํเป็นตอ้งใชป้รมิาณ RNA มากขึAน และม ี background สงูขึAน จงึตอ้ง
ปรบัปรงุ protocol 

• Slide Information 
Array Name : Burkholderia mallei/pseudomallei microarray version 2 
Elements on Array : 2,176               ORFs w/o oligo : 39 
Grids  : 48                   Control: 500 A. thaliana (70-mers) 
Surface Coating  : Amino-silane 
Array Type   : ss_oligo (70-mer) 
Oligo Replicates  : 2x                       
Oligos Designed  : 9,826      
        

Protocol ทีOปรบัปรงุ (เป็นงานที>เริ>มกลบัมาทาํที>ประเทศไทย โดยทาํที> Microarray 
laboratory, BIOTEC โดยความกรณุาช่วยเหลอืของ ดร.นิศรา การณุอุทยัศริ)ิ 

- Infect BALB/c และ C57BL/6 mice อยา่งละ 20 ตวั ดว้ย 50LD50 ของ 1909a 
จากนั Aน 3-5 วนั จงึเกบ็ liver, spleen และ lungs นํามาตรวจสอบเชืAอที>มใีนแต่ละอวยัวะ (รปูที> 
10) และสกดั RNA ดว้ย Trizol® จากนั Aน re-extract ตะกอน RNA ดว้ย Trizol® อกีครั Aง ตาม
ดว้ย phenol/chloroform extraction เพื>อกาํจดั proteinใหไ้ด ้ RNA quality ที>ดขี ึAน ซึ>งน่าจะ
เป็นปญัหาที>ทาํใหเ้มื>อ convert เป็น cDNA และ hybridization แลว้ ได ้signal ที>ตํ>ากวา่การใช ้
genomic DNA มาก 
 

- Optimize condition สาํหรบั cDNA labelling โดยใช ้ higher concentration of 
primers (250 ng – 10 µg). พบวา่ใหผ้ลดเีมื>อใช ้ primer 10 µg  และ RNA 15 µg  เพื>อ 
generate cDNA จากนั Aนการใช ้ cDNA 5 µg เพื>อ labeled ดว้ย Cy3 ในการทาํ hybridization 
ใหไ้ด ้Cy3-cDNA signal ที>ด ี

 
-Specificity and sensitivity of Genome Directed Primers (GDPs) when 

compared with random primer เนื>องจากการ hybridization ใหไ้ด ้signal ที>ด ีตอ้งใช ้Cy3-
cDNA ในปรมิาณมาก (5 µg) จงึทาํการทดสอบเปรยีบเทยีบการ convert B. pseudomallei 
RNA ดว้ย GDPs และ random primers โดยใช ้RNA จาก in vitro และ in vivo (spleen)ใน
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การเปรยีบเทยีบ จากนั Aนทดสอบการ hybridize กบั Microarray slide พบวา่ GDPs ให ้
sensitivity ดกีว่า random primer  โดย GDPs  แสดงผลของ gene ที>differentially 
expressed >±2SD และ >± 3SD  มากกวา่การใช ้random primer เมื>อใชก้าร hybridization 
ของ RNA จาก in vitro และ in vivo ( ตารางที> 10) ดงันั Aนการออกแบบ GDPs และการใชง้าน
จงึไม่ใช่ปญัหา และต้องใช ้cDNA 5 µg/slide   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
            รปูทีO 10  จาํนวนแบคทเีรยีใน spleen (A), lungs (B) and liver (C) of BALB/c (  ) และ  
                           C57BL/6 (  ) ของหนูหลงัจากฉีดเชืAอใหใ้นวนัที> 3 ถงึ 5  
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                          ตารางทีO 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
-Normalization of data after hybridization

ใช ้LOWESS normalization method 
เพื>อตดั intensity-dependent dye 
โดยเมื>อทํา hybridization  เทยีบระหวา่ง
in vitro label ดว้ย fluorescent สหีนึ>ง และ
ดว้ยอกีสหีนึ>ง แลว้นํา intensity ที> 
average expression intensity) (
feature และแกน X, A= ½ log2(R*G)  
โดยดา้นซา้ยเป็นผลก่อนการ normalize 
ของแกน Y มากกวา่และไม ่ symmetry 
symmetrical และค่าเฉลี>ยของ log2
เทยีบกนั) ส่วนภาพ B จะเป็นผลของ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รปูทีO 11  normalization signal จากscan Microarray slide 

ก่อนการ normalize และขวา
in vivo (spleen) ของหนู BALB/c

Gene difference in >±2SD 

Random

845
Gene difference to >3±SD

Random

64
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ตารางทีO 10   จาํนวนยนีที> differentially expressed     

Normalization of data after hybridization (quality control) 
LOWESS normalization method เพื>อ normalize spot intensity ภายใน

dependent dye  และยงั normalize across slide เพื>อเปรยีบเทยีบระหวา่ง
เทยีบระหวา่ง cDNA ที> convert จาก RNA ของ B. pseudomallei

สหีนึ>ง และ cDNA ที> convert จาก RNA ของ B. pseudomallei
ที> scanไดม้า plot กราฟ R-I plot ใน log scale (
(รปูที> 11) โดยแกน Y, M= log2 (R/G) (red/green)

(R*G)  จากรปูที> 11, A เป็นผลของ B. pseudomallei
normalize ซึ>งจะเหน็การกระจายออกจากคา่ที>เป็น log2
symmetry แต่เมื>อ normalize แลว้ดงัดา้นขวา  จะเหน็การกระจายเป็น
log2 (R/G) ratios ใกล ้0 เป็นสว่นมาก (expression 

จะเป็นผลของ B. pseudomallei  ที>สกดัจาก in vivo (spleen) 

scan Microarray slide  A) RNA ของ B. pseudomallei in vitro
ขวา หลงัจากการ  normalize และ B) RNA ของ B. pseudomallei
BALB/c 

Gene difference in >±2SD  
In vitro In vivo 

Random GDP Random GDP 

845 966 758 935 
Gene difference to >3±SD 

In vitro In vivo 
Random GDP Random GDP 

64 151 66 244 

ภายใน microarray slide 
เพื>อเปรยีบเทยีบระหวา่ง slide 

B. pseudomallei ที>เลีAยงใน 
pseudomallei in vivo 

scale (เพื>อให ้realistic กบั 
red/green) ratios ของ array 

B. pseudomallei ที>เลีAยงใน in vitro 
log2 (R/G) ratios = 0 

แลว้ดงัดา้นขวา  จะเหน็การกระจายเป็น 
expression ไมเ่พิ>มหรอืลดเมื>อ

(spleen) ของหนู BALB/c  

in vitro โดยซา้ย ผล
B. pseudomallei  ที>สกดัจาก 



 21

นอกจากนีAไดท้ํา box plot เพื>อวเิคราะห ์overall intensities ของ probes across the array 
จะเหน็การกระจาย intensity ของยนีต่าง ๆ ใน array โดยแสดงใหเ้หน็ว่า microarray จากทั Aงสอง 
slide สามารถเปรยีบเทยีบกนัได ้(รปูที> 12) 

-Clustering เป็นการ group genes หรอื samples ที>ม ีexpression profiles คลา้ยกนัมาอยูใ่กล้
กนัเพื>อเปรยีบเทยีบ โดยเมื>อนําผลจาก RNA samples ของ in vitro และ in vivo (Spleen of Balb/c 
mice) มาลองเปรยีบเทยีบดงัผลในรปูที> 13  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูทีO 13 แสดงผลของการ clustering เปรยีบเทยีบระหว่าง in vitro และ in vivo ที>มกีารเปลี>ยน 

gene expression profile  เมื>อมสีภาพการเจรญิที>ต่างกนั 

รปูทีO 12 Box plot  แสดงจาํนวนยนีที> intensity ratio อยูใ่น 50 percentile ในกล่องสเีหลอืง 



 

-Gene expression profile analysis 

1) Unique transcription profile 
Gene expression profile ของ
พบวา่แตกต่างอยู่ 4% โดย 3% 
C57BL/6 มคีวามแตกต่าง 5% 
ระดบัการแสดงออกแตกต่างในชว่ง 
~0.27 fold decreased นอกจากนีAยงีมยีนีที>แสดงออกแตกต่างกนัตํ>ากวา่
สองในปรมิาณใกลเ้คยีงกนั คดิเป็น
14) 

การแสดงออกของยนีของ 
อวยัวะพบวา่มยีนีที> differentially expressed 
และ 131 ยนี แสดงออกลดลง เช่นเดยีวกนั ในปอดจะมี
141 ยนีแสดงออกมากขึAนและ 165 
ในตบัโดย 183 ยนี แสดงออกมากขึAน และ
Clusters of Orthologous Groups (
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones, 3) Transcription, translation, 
ribosomal structure and biogenesis, DNA replication, recombination and repair, 4) Cell 
wall/membrane/envelope biogenesis and extra
secretion and vesicular transpor
partitioning, 7) Defense mechanisms

 

 
รปูทีO 14 Pie chart 

pseudomallei ใน 
C57BL/6 (B)   

Increase
3%

Not 
change

76%

A 
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Gene expression profile analysis ของ B. pseudomallei 

Unique transcription profile ของ B. pseudomallei ในหนูแต่ละชนิด
ของ B. pseudomallei ใน BALB/c เมื>อเปรยีบเทยีบกบั
3% เพิ>มขึAน และ1% ลดลง สาํหรบั B. pseudomallei 
5% โดย 3% เพิ>มขึAนและ 1% ลดลง โดยพจิารณาจากยนีที>มี

ระดบัการแสดงออกแตกต่างในชว่ง ±2SD หรอืเทยีบเทา่กบั ~3.4 fold increased 
นอกจากนีAยงีมยีนีที>แสดงออกแตกต่างกนัตํ>ากวา่ ±2SD 

องในปรมิาณใกลเ้คยีงกนั คดิเป็น 19 % ของยนีใน genome ของ B. pseudomallei

การแสดงออกของยนีของ B. pseudomallei ใน C57BL/6 เมื>อเทยีบกบั in vitro
differentially expressed ใน spleen 326 ยนี โดย 195 ยนี แสดงออกมากขึAน

เช่นเดยีวกนั ในปอดจะม ี306 ยนีที> differentially expressed
165 ยนี แสดงออกลดลง และม ี279 ยนีที> differentially expressed 

ยนี แสดงออกมากขึAน และ96 ยนี แสดงออกลดลง ซึ>งเมื>อจดักลุม่โดยอาศยั
ers of Orthologous Groups (COG) เป็น 8 กลุ่ม คอื   1) transports and metabolism, 2) 

Posttranslational modification, protein turnover, chaperones, 3) Transcription, translation, 
ribosomal structure and biogenesis, DNA replication, recombination and repair, 4) Cell 
wall/membrane/envelope biogenesis and extracellular structure, 5) In tracellular trafficking, 
secretion and vesicular transport, 6) Cell cycle control, cell division and chromosome 
partitioning, 7) Defense mechanisms and 8) Proteins with function unknown 

 

Pie chart ของยนีเป็นเปอรเ์ซน็ต์ เมื>อเทยีบการแสดงออกของยนี 
ใน in vitro กบั gene expression profile ใน BALB/c (A) 

Decrease
2%

Expresse
d < ±2SD

19%

B 

ในหนูแต่ละชนิด  
เมื>อเปรยีบเทยีบกบั in vitro 
B. pseudomallei genes ใน 

โดยพจิารณาจากยนีที>มี
~3.4 fold increased และ 

±2SD ในหนูทั Aง
B. pseudomallei (รปูที> 

in vitro  ในแต่ละ
ยนี แสดงออกมากขึAน 

differentially expressed โดย 
differentially expressed 

ยนี แสดงออกลดลง ซึ>งเมื>อจดักลุม่โดยอาศยั 
1) transports and metabolism, 2) 

Posttranslational modification, protein turnover, chaperones, 3) Transcription, translation, 
ribosomal structure and biogenesis, DNA replication, recombination and repair, 4) Cell 

In tracellular trafficking, 
Cell cycle control, cell division and chromosome 

 จะไดด้งัรปูที> 15  

เมื>อเทยีบการแสดงออกของยนี B. 

BALB/c (A) และ 



 

ยนีที>แสดงออกแตกต่างจาก 
intracellular trafficking, secretion 
อวยัวะ เช่น BPSL3128, BPSL3262
secretion system ซึ>งเป็น virulence factor 
เท่า ในปอดของหนู C57BL/6   

 
ยนีในกลุ่มของ defense mechanisms 

ในขณะที>มเีพยีงในตบัของ C57BL/6 
BPSL1797 ไม่เคยมรีายงานวา่เกี>ยวขอ้งกบั 
BPSL2468 นอกจากนีAยงัมยีนีที>สรา้งโปรตนีหลายยนีซึ>งไมท่ราบหน้าที>มกีารแสดงออกสงูขึAนในทกุ
อวยัวะ เหล่านีAอาจเป็นยนีที>มบีทบาทที>สาํคญัในการก่อโรคในหนู 

จากการวเิคราะหพ์บว่ายนี
ของหนู BALB/c ม ี140, 170 และ
fuction ในมา้ม ปอดและตบัเป็น
ดงักล่าวในมา้มสงูขึAน 4-9 เท่า ปอด

 
 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

   รปูทีO 15 ผลการจดักลุ่มยนีที>แสดงออกสงูขึAนในหนูทั Aงสองชนิด ในอวยัวะต่าง ๆ ตามหน้าที> 
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ยนีที>แสดงออกแตกต่างจาก in vitro ในหนูทั Aงสองชนิดมหีน้าที>หลากหลาย เชน่ 
intracellular trafficking, secretion และ vesicular transport บางยนีแสดงออกสงูมากในหลาย

BPSL3262 และ  BPSS1543(bsaQ) ซึ>งอยู่ใน bsa locus 
virulence factor พบวา่มกีารแสดงออกสงูขึAน 8 เท่า ใน 

efense mechanisms มกีารแสดงออกสงูขึAนในทกุอวยัวะของหนู
C57BL/6 เท่านั Aนที>สงูขึAน  ยนีเหล่านีAมบีางยนี เชน่

ไม่เคยมรีายงานวา่เกี>ยวขอ้งกบั virulence และยนีที>เกี>ยวกบั drug resistance 
นอกจากนีAยงัมยีนีที>สรา้งโปรตนีหลายยนีซึ>งไมท่ราบหน้าที>มกีารแสดงออกสงูขึAนในทกุ

อวยัวะ เหล่านีAอาจเป็นยนีที>มบีทบาทที>สาํคญัในการก่อโรคในหนู (ตารางที> 11)  
จากการวเิคราะหพ์บว่ายนี B. pseudomallei ที>มกีารแสดงออกสงูขึAนในมา้ม ปอด และตบั

และ 233 ยนี โดยแยกเป็นยนีที>เกี>ยวขอ้งกบั survival 
ปอดและตบัเป็น 11, 11 และ 19 ยนีตามลาํดบั โดยระดบัการแสดงออกของยนี

ปอด 3.5-10 เท่า และตบั 3.4-94.6 เท่า  

ผลการจดักลุ่มยนีที>แสดงออกสงูขึAนในหนูทั Aงสองชนิด ในอวยัวะต่าง ๆ ตามหน้าที> 

ในหนูทั Aงสองชนิดมหีน้าที>หลากหลาย เชน่ 
บางยนีแสดงออกสงูมากในหลาย

locus ของ type 3 
 spleen และ 24 

มกีารแสดงออกสงูขึAนในทกุอวยัวะของหนู BALB/c 
เท่านั Aนที>สงูขึAน  ยนีเหล่านีAมบีางยนี เชน่ BPSS2325, 

drug resistance เช่น 
นอกจากนีAยงัมยีนีที>สรา้งโปรตนีหลายยนีซึ>งไมท่ราบหน้าที>มกีารแสดงออกสงูขึAนในทกุ

ที>มกีารแสดงออกสงูขึAนในมา้ม ปอด และตบั
survival และ virulence 

ยนีตามลาํดบั โดยระดบัการแสดงออกของยนี

ผลการจดักลุ่มยนีที>แสดงออกสงูขึAนในหนูทั Aงสองชนิด ในอวยัวะต่าง ๆ ตามหน้าที>   
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ตารางทีO 11  Cluster ของยนีที>เกี>ยวกบั suvival และ virulence ของ B. pseudomallei ที>
แสดงออกใน in vivo สงูกวา่ in vitro 
 

Function Notes 
Survival  
Secondary metabolism Putative hydroxamate, pyochelin, siderophore 
Drug resistance Ambler class A, B and D β-lactamase, including multidrug   

    effect system 
Intracellular stress Superoxide detoxification, nitric oxide detoxification 
Motility and chemotaxis The components of a single flagella system and chemotaxis-    

    associated protein 
Virulence  
Secretion Three type III secretion system and type VI secretion system 
Lipopolysaccharide Lipopolysaccarides biosynthetic cluster 
Capsule Capsular polysaccharide synthesis and export cluster  
Exopolysaccharide Surface polysaccharide biosynthetic cluster 
Exoproteins Collogenase, metalloprotease A, phospholipase C, Ser  

    protease and hemolysin 
Adhesins Several surface proteins potentially modulate host-cell  

    interactions 
Fimbriae and pili Thirteen cluster encoding components of type I fimbriae, type 

IV pili and tad-type pili 
 

 
ในหนู C57BL/6 พบวา่ยนี B. pseudomallei ที>มกีารแสดงออกสงูขึAนเมื>อเทยีบกบัการเลีAยง

เชืAอในอาหารเลีAยงเชืAอปกตกิบัในมา้ม ปอด และตบัของหนูมจีาํนวน 195, 141 and 183 ยนี โดยมี
ยนีที>เกี>ยวกบั survival และ virulence fuction ในมา้ม ปอด และตบัจํานวน 18, 19 and 9 ยนี
ตามลาํดบั ระดบัการแสดงออกในมา้มของยนีดงักลา่วเป็น 3.5-24 เท่า ปอด 3.6-21 เท่า และในตบั 
4-19 เท่า เมื>อดรูายละเอยีดของยนีในกลุ่ม  virulence และ survival function ในหนู BALB/c และ 
C57BL/6 ที>แสดงออกสงูขึAน พบวา่มยีนี  chemotaxis และ motility, secretion system (TTS and 
TSS), capsule (capsular  polysaccharide synthesis และ export cluster รวมทั Aง potential 
surface polysaccharide biosynthesis cluster, fimbriae และ pili, exoprotein (phospholipase C 
และ Serine protease, drug resistant และ secondary metabolism สาํหรบัยนีที>แสดงออกสงูขึAน
โดยเฉพาะใน BALB/c คอื RNA polymerase sigma factor (RpoS) และ adhesins 
(hemagglutinin-related transmembrane protein)  

เป็นที>น่าสนใจวา่ ยนีใน TTSS3 เช่น BPSS1521ที>เป็น putative regulator, secreted 
protein; BPSS1524 (bopA), BPSS1531 (bipC), secretion apparatus; BPSS1538 (bsaV), 
BPSS1543 (bsaQ), chaperone (BPSS1533) (bicA) และยนี BPSS1551 บน bsa locus ที>ยงัไม่
ทราบหน้าที>  (Stevens et al., 2002) แสดงออกใน in vivo สงูกว่า in vitro นอกจากนีA 5 ใน 6 
clusters ใน T6SS clusters ของ B. pseudomallei  แสดงออกสงูขึAนใน in vivo 



 

2) การจาํแนกยีนของ B. pseudomallei
แสดงออกเฉพาะอวยัวะหนึOงทีOจาํเพาะ

 ในกลุ่มยนีของ B. pseudomallei
ยนีในปอดและ 233 ยนีในตบันั Aนมี
สงูอย่างจําเพาะในแต่ละอวยัวะโดยไมพ่บในอวยัวะอื>น คอื 
ตบั ดงัแสดงใน diagram ของ รปูที>
141 ยนีในปอดและ 183 ยนีในตบั และม ี
อย่างจําเพาะในแต่ละอวยัวะโดยไม่พบในอวยัวะอื>นคอื
ตบั (รปูที> 16B) ในกลุ่มยนีของ B. 
survival และvirulence ยนี ในมา้ม ปอด และตบั คอื 
และ 6 ยนี ในมา้ม ปอด และตบั
ยนี คอื BPSS1521 ซึ>งมขีอ้มลูวา่เป็น
protein ที>คาดวา่น่าจะทาํหน้าที>อยู่ใน 
BPSS1521 ที>แสดงอกกสงูขึAนในทกุอวยัวะและพบในทุกอวยัวะของ

ในภาพรวม ยนีที>สรา้ง secondary metabolite 
ไปในหนู สว่นยนีที>มหีน้าที>จาํเพาะจะแสดงออกสงูในบางอวยัวะเมื>อเทยีบกบัขณะที>เชืAออยูภ่ายนอก
สิ>งมชีวีติ เช่น sigma factor S (
adhesin จะพบการแสดงออกที>สงูในปอดของ
กบั virulence พบวา่แสดงออกสงูในตบัของ
สงูในมา้มของทั Aง BALB/c และ C57BL/6 
ในหนูทั Aงสอง เมื>อเทยีบกบัเมื>อเชืAออยูภ่ายนอกสิ>งมชีวีติจะอยู่ในช่วง 
BPSS1521 (bprC) จะเป็น 9 เท่าในปอดและ
เท่าในตบัของหนู C57BL/6 
  
                    (A) 
 
 
 
 
 
 
รปูทีO 16 Venn diagrams แสดงจาํนวนของยนีที>แสดงออกสงูขึAนในปอด ตบัและมา้มของหนู 
BALB/C (A) และหนู C57BL/6 (B)
วงกลมเลก็ 
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B. pseudomallei ทีOแสดงออกจาํเพาะในทุกอวยัวะ หรือมีการ
แสดงออกเฉพาะอวยัวะหนึOงทีOจาํเพาะในหนูแต่ละชนิดโดยใช้ in vitro เป็นฐาน

B. pseudomallei ที>แสดงออกสงูขึAนใน BALB/c โดย140 
ยนีในตบันั Aนม ี46 genes ที>แสดงออกสงูขึAนในทกุอวยัวะ และมยีนีที>แสดงออก

สงูอย่างจําเพาะในแต่ละอวยัวะโดยไมพ่บในอวยัวะอื>น คอื 64 ยนีในมา้ม 73 ในปอด
ของ รปูที> 16A ส่วนใน C57BL/6 มยีนีแสดงออกสงูขึAน 
ยนีในตบั และม ี 51 ยนีที>แสดงออกสงูในทกุอวยัวะ ยนีที>แสดงออกสงู

อย่างจําเพาะในแต่ละอวยัวะโดยไม่พบในอวยัวะอื>นคอื 76 ยนีในมา้ม, 48 ในปอด และ
B. pseudomallei ที>แสดงออกสงูขึAนใน BALB/c มยีนีที>จดัอยูใ่นกลุ่ม

ยนี ในมา้ม ปอด และตบั คอื 8, 5 และ 14 ส่วนในหนู C57BL/6
ยนี ในมา้ม ปอด และตบั ยนีที>แสดงออกสงูในทกุอวยัวะของ BALB/c และอยู่ในกลุ่มนีAม ี

ซึ>งมขีอ้มลูวา่เป็น putative regulator และ BPSS2103 ที>เป็น 
ที>คาดวา่น่าจะทาํหน้าที>อยู่ใน T6SS (TSS-6 cluster) ใน C57BL/6 

ที>แสดงอกกสงูขึAนในทกุอวยัวะและพบในทุกอวยัวะของ BALB/c ดว้ย  
secondary metabolite จาํนวนหนึ>งจะแสดงออกสงูขึAนเมื>อเชืAอเขา้

ไปในหนู สว่นยนีที>มหีน้าที>จาํเพาะจะแสดงออกสงูในบางอวยัวะเมื>อเทยีบกบัขณะที>เชืAออยูภ่ายนอก
sigma factor S (RpoS) ที>เป็นองคป์ระกอบของเอนไซม ์ RNA polymerase 

จะพบการแสดงออกที>สงูในปอดของ BALB/c ส่วน BPSL2808 ซึ>งมรีายงานวา่เกี>ยวขอ้ง
พบวา่แสดงออกสงูในตบัของ BALB/c ยนี BPSL0226 ที>สรา้ง flagella 

C57BL/6 เป็นตน้ระดบัของการแสดงออกของยนี B. pseudomallei
ในหนูทั Aงสอง เมื>อเทยีบกบัเมื>อเชืAออยูภ่ายนอกสิ>งมชีวีติจะอยู่ในช่วง 3.4-10 เท่า

เท่าในปอดและ 3 เท่าในตบัหนูBALB/c และ 21เท่าในปอด

BALB/c                                            

แสดงจาํนวนของยนีที>แสดงออกสงูขึAนในปอด ตบัและมา้มของหนู 
6 (B) โดยยนีที>จดัอยู่ในกลุม่ survival และ virulence 

ทีOแสดงออกจาํเพาะในทุกอวยัวะ หรือมีการ
เป็นฐาน  

140 ยนีในมา้ม 170 
และมยีนีที>แสดงออก
ในปอด และ 134 ใน

มยีนีแสดงออกสงูขึAน 195 ยนีในมา้ม 
ยนีที>แสดงออกสงู

ในปอด และ 90 ยนีใน
มยีนีที>จดัอยูใ่นกลุ่ม 
C57BL/6 พบ 8, 9 
และอยู่ในกลุ่มนีAม ี 2 
ที>เป็น hypothetical 

 มยีนี 1 ยนีคอื 
        

จาํนวนหนึ>งจะแสดงออกสงูขึAนเมื>อเชืAอเขา้
ไปในหนู สว่นยนีที>มหีน้าที>จาํเพาะจะแสดงออกสงูในบางอวยัวะเมื>อเทยีบกบัขณะที>เชืAออยูภ่ายนอก

RNA polymerase และ 
ซึ>งมรีายงานวา่เกี>ยวขอ้ง

gella กแ็สดงออก
B. pseudomallei 
เท่า แต่สาํหรบั 

เท่าในปอด และ 19 

BALB/c                                            (B) C57BL/6 

แสดงจาํนวนของยนีที>แสดงออกสงูขึAนในปอด ตบัและมา้มของหนู 
virulence ระบุอยูใ่น
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3) การจาํแนกยีนของ B. pseudomallei ทีOแสดงออกสูงขึ'นทั 'งในหนู BALB/c และ 
C57BL/6 โดยใช้ in vitro เป็นฐาน 

จากการวเิคราะหผ์ล มยีนี 411 ยนีของ B. pseudomallei ที>แสดงออกแตกต่างจาก in vitro 
ทั Aงในลกัษณะที>สงูขึAนหรอืตํ>าลงในหนูทั Aงสอง โดยม ี 192 ยนีที>มพีฤตกิรรมแบบเดยีวกนัในหนูทั Aง
สอง และ 85 ยนีจาํเพาะกบั BALB/C และ 134 ยนีใน C57BL/6  

เมื>อจาํแนกตามอวยัวะ มยีนี 448 ยนีในปอดที>แสดงออกแตกต่างจาก in vitro ในหนูทั Aงสอง 
โดย 110 ยนีพบเหมอืนกนัในหนูทั Aงสอง แต่ 142 ยนีพบเฉพาะใน BALB/C และ 196 ยนีใน 
C57BL/6 

สาํหรบัในตบัในหนูทั Aงสอง ม ี445 ยนีที>แสดงออกแตกต่างจาก in vitro โดยม ี123 ยนีพบ
เหมอืนกนัในหนูทั Aงสอง 166 ยนีพบเฉพาะใน BALB/C และ 156 ยนีใน C57BL/6 (รปูที> 17)  

สาํหรบัยนีในกลุ่ม virulence-associated factors ของ B. pseudomallei นั Aนพบวา่ม ี19 ยนี
ในมา้ม 9 ยนีในปอดและ 7 ยนีในตบั ที>มกีารแสดงออกในแบบแผนเดยีวกนั (ตํ>าหรอืสงู) ในหนูทั Aง
สอง โดยใน 19 ยนีในมา้มนั Aนม ี5 ยนีที>แสดงออกสงูขึAน และ14 ยนีที>ลดลง ส่วนในปอด จาก 9 ยนี 
ม ี 2 ยนี ที>แสดงออกสงูขึAน และ 7 ยนีที>ลดลง ในกลุ่มยนีที>แสดงออกสงูขึAนนั Aน BPSS1521
แสดงออกใน C57BL/6 มากกว่า BALB/c ทั Aงในปอดและตบั และใน 7 ยนีในตบั ม ี 3 ยนีที>
แสดงออกสงูขึAนและ 4 ยนีที>ลดลงเมื>อเทยีบกบั in vitro (รปูที> 17)   

เป็นที>น่าสงัเกตวา่การเปลี>ยนแปลงการแสดงออกของยนีแบคทเีรยีในหนูนั Aนเป็นไปใน
ทศิทางที>ลดลงมากกว่าสงูขึAนเมื>อเทยีบกบั in vitro ยนี BPSS1264 เกี>ยวขอ้งกบั chemotaxis และ 
motility มกีารแสดงออกที>สงูขึAนมากและแสดงออกใน BALB/c มากกวา่ C57BL/6 จงึเหน็ไดว้า่ ใน
หนูที>มกีารตอบสนองของภูมคิุม้กนัที>แตกต่างกนั จะมยีนีจาํนวนมากที>แสดงออกในระดบัที>ต่างกนั 
แต่พบวา่ยนีใน TTSS มคีวามสาํคญักบั in vivo condition เนื>องจากมกีารแสดงออกสงูกว่าใน in 
vitro ในหนูทั Aงสอง  

4 ) การเปรียบเทียบแบบแผนการแสดงออกของยีนเป็นกลุ่มในแต่ละอวยัวะ   

การจดักลุ่มขอ้มลูของยนีใน B. pseudomallei ที>มแีบบแผนการแสดงออกที>แตกต่างใน
อวยัวะของหนูซึ>งมสีภาวแวดลอ้มต่างกนัไดแ้สดงไวแ้บบ hierarchical clustering ในรปูที> 19 ซึ>งจะ
เป็นประโยชน์ต่อการจาํแนกยนีที>มบีทบาทต่อการก่อโรคของแบคทเีรยี โดยอาศยัยนีที>มขีอ้มลู
เกี>ยวขอ้งกบัยนีก่อโรคที>ไดเ้คยมรีายงานมากอ่น ยนีเหลา่นีAอาจแสดงออกลดลงจากการกดจาก
ภูมคิุม้กนัของ C57BL/6 จงึน่าจะแสดงออกใน BALB/C สงูกว่า C57BL/6 หรอือกีทางหนึ>ง ยนีที>
แสดงออกใน C57BL/6  สงูกวา่ BALB/C อาจเนื>องจากเป็นยนีก่อโรคใน B. pseudomallei ที>
ต่อตา้นระบบภูมคิุม้กนัของ C57BL/6                                                       

 



 

(A)                                                    (B)
 
รปูทีO 17 Venn diagrams แสดงจาํนวนยนีของ 

สิ>งแวดลอ้ม ในแต่ละอวยัวะของหนูแต่ละชนิด
และไตของหนู BALB/C 
แสดงออกเหมอืนกนัในมา้ม ตบัและไตของหนู

 
   

ในการศกึษานีAไดนํ้าแนวทางการคดัเลอืกยนีที>มกีารแสดงออกใน 
หรอือกีทางหนึ>ง ยนีที>แสดงออกใน
กระบวนการก่อโรคของแบคทเีรยี โดยอาศยัการพบยนีที>ทราบหน้าที>ซึ>งเกี>ยวกบักลไกการกอ่โรคใน
กลุม่ยนีที>คดัเลอืกนีAเป็นเครื>องยนืยนัแนวทาง เชน่ใน
(Burkholderia secretion apparatus)
secretion apparatus และโปรตนีที>ทาํหน้าที>
pseudomallei สายพนัธุ ์ K96243
ความสามารถในการบุกรุกเซลล ์
Suparak et al. 2008) ยนีนีAจงึมบีทบาทในการก่อโรค การศกึษานีAจงึใชย้นี 
คดัเลอืกยนีที>มแีบบแผนการแสดงออกแบบเดยีวกนันีAดว้ย นอกจากนีA 
T3SS3 (BPSS1531) ทาํปฏกิริยิากบั
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(A)                                                    (B) 

แสดงจาํนวนยนีของ B. pseudomallei ที>แสดงออกแตกต่างจาก
ในแต่ละอวยัวะของหนูแต่ละชนิด (A) ยนีที>แสดงออกเหมอืนกนัในมา้ม ตบั

BALB/C และ C57BL/6   (B) virulence- associated genes 
แสดงออกเหมอืนกนัในมา้ม ตบัและไตของหนู BALB/C และ C57BL/6   

ในการศกึษานีAไดนํ้าแนวทางการคดัเลอืกยนีที>มกีารแสดงออกใน BALB/C 
หรอือกีทางหนึ>ง ยนีที>แสดงออกใน C57BL/6 สงูกว่า BALB/C มาใชเ้พื>อหายนีใหมท่ี>ทาํหน้าที>ใน
กระบวนการก่อโรคของแบคทเีรยี โดยอาศยัการพบยนีที>ทราบหน้าที>ซึ>งเกี>ยวกบักลไกการกอ่โรคใน
กลุม่ยนีที>คดัเลอืกนีAเป็นเครื>องยนืยนัแนวทาง เชน่ใน T3SS3 locus ของ B. pseudomallei

secretion apparatus) ประกอบดว้ยยนีที>สรา้งโปรตนีเพื>อใชเ้ป็นโครงสรา้งของ 
และโปรตนีที>ทาํหน้าที> (Stevens, Wood et al. 2002)

K96243 ที>ทาํใหเ้กดิการกลายพนัธุข์อง BsaQ (BPSS1543)
 A549 ซึ>งเป็น epithelial cells ของคนลดลง

ยนีนีAจงึมบีทบาทในการก่อโรค การศกึษานีAจงึใชย้นี BsaQ
คดัเลอืกยนีที>มแีบบแผนการแสดงออกแบบเดยีวกนันีAดว้ย นอกจากนีA BipC translocation protein

ทาํปฏกิริยิากบั convalescent serum จากผูป้่วย melioidosis 

 

ที>แสดงออกแตกต่างจาก
ยนีที>แสดงออกเหมอืนกนัในมา้ม ตบั

associated genes ที>
 

BALB/C สงูกว่า C57BL/6 
มาใชเ้พื>อหายนีใหมท่ี>ทาํหน้าที>ใน

กระบวนการก่อโรคของแบคทเีรยี โดยอาศยัการพบยนีที>ทราบหน้าที>ซึ>งเกี>ยวกบักลไกการกอ่โรคใน
B. pseudomallei มชีื>อวา่ Bsa 

ประกอบดว้ยยนีที>สรา้งโปรตนีเพื>อใชเ้ป็นโครงสรา้งของ 
(Stevens, Wood et al. 2002) (รปูที> 18) B. 

(BPSS1543) จะมี
ของคนลดลง (Muangsombut, 

BsaQ เป็นแนวทางเพื>อ
translocation protein ใน 

melioidosis ซึ>งแสดงวา่มกีาร
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แสดงออกใน in vivo (Stevens, Wood et al. 2002) ขอ้มลูที>ไดจ้าก Microarray data แสดงวา่ยนีนีAมี
การแสดงออกใน in vivo ต่างจาก in vitro ชดัเจน   

 
 

รปูทีO 18 แสดงการเรยีงตวัของยนีใน Type 3 secretion system (TTSS) ของ S. typhimurium 
เทยีบกบั B. pseudomallei ซึ>งมชีื>อวา่ Bsa ในกรอบแสดงยนี BPSS1521 ซึ>งอยู่ใน
บรเิวณที>ใกลก้บั Bsa ของ B. pseudomallei (Stevens, Wood et al. 2002) 

 
ยนีของ B. pseudomallei ในกลุ่มเดยีวกบั BPSS1543 ที>แสดงออกสงูขึAนในมา้มและปอดของ 

C57BL/6 เมื>อเทยีบกบั in vitro และใน BALB/c ม ี 2 ยนีที>น่าสนใจคอื BPSS0524 (conserved 
hypothetical protein) ที>ยงัไมท่ราบหน้าที> มกีารแสดงออกที>มา้มของ BALB/c มากกวา่ C57BL/6 และ 
BPSL0657 (conserved hypothetical protein) ซึ>งยงัไม่ทราบหน้าที>เชน่กนั มกีารแสดงออกในมา้ม
และปอดของ C57BL/6 ที>สงูกวา่ใน BALB/c (รปูที> 19A) 

ยนี BPSS1531ที>คาดวา่เป็น cell invasion protein หรอื BipC แสดงวา่ถูกกระตุน้ใหแ้สดงออก
ในทุกอวยัวะแต่แสดงออกต่างจาก in vitro ในมา้มและปอดของ BALB/c และปอดของ C57BL/6 ยนี 
BPSS2011 (putative outer membrane protein) ซึ>งยงัไมม่กีารระบุหน้าที> แสดงออกสงูขึAนในเกอืบทุก
อวยัวะ ส่วนhypothetical proteins อื>นไม่มกีารแสดงออกแตกต่างจาก in vitro (รปูที> 19D) 
มรีายงานวา่ BPSL1505 (RpoS) (RNA polymerase sigma factor) เกี>ยวขอ้งในการควบคุม
กระบวนการก่อโรคใน B. pseudomalle โดยพบวา่ rpoS mutants สามารถกระตุน้ระดบัของ iNOS ให้
สงูขึAนซึ>งสง่ผลใหก้ารอยู่รอดของแบคทเีรยีลดลง (Utaisincharoen, Arjcharoen et al. 2006) และไม่
สามารถทาํใหเ้กดิการสรา้ง Multinucleated Giant Cell (MNGC) รวมทั Aงไม่สามารถกระตุน้ 
cytotoxicity ในการศกึษานีAพบว่ายนีนีAแสดงออกใน in vivo ต่างจาก in vitro และแสดงออก ในปอดของ 
BALB/c สงูกวา่ C57BL/6 นอกจากนีAยนีใน cluster เดยีวกนั เช่น BPSL1393 (putative exported 
avidin family protein) ซึ>งยงัไมม่กีารระบุหน้าที> มกีารแสดงออกในปอดของ BALB/c มากกว่า 
C57BL/6 ยนี BPSL3312 (putative glycosyltransferase) ใน cell envelope biogenesis และ outer 
membrane และยนี BPSS1716 (conserved hypothetical protein) ซึ>งยงัไมม่กีารระบุหน้าที> กม็แีบบ
แผนการแสดงออกเหมอืนกนั (รปูที> 19B). 

 



 

 

 
รปูทีO 19 TreeView chart แสดงการจดักลุม่การแสดงออกของยนีที>มแีบบแผนเดยีวกนัในอวยัวะของ

หนูทั Aงสองชนิด โดยแต่ละแถวตั Aงเป็นผลการแสดงออกของแต่ละการทดลอง โดย 
แสดงออกในมา้มของหนู 
ของ BALB/c สว่น Csp, Clu, Cli 
แถวนอนเป็นผลของแต่ละยนี ความเขม้สเีป็น
แดง, positive; เทา, missing data.
เคยมรีายงานว่าสมัพนัธก์บัความรนุแ
ยนีที>เคยมรีายงานดงันีA 
(wcbB) and (D): BPSS1531 (

A

D
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แสดงการจดักลุม่การแสดงออกของยนีที>มแีบบแผนเดยีวกนัในอวยัวะของ
หนูทั Aงสองชนิด โดยแต่ละแถวตั Aงเป็นผลการแสดงออกของแต่ละการทดลอง โดย 
แสดงออกในมา้มของหนู BALB/c, Blu การแสดงออกในปอดของ BALB/c

Csp, Clu, Cli คอืการแสดงออกในมา้ม ปอด และตบัของหนู
แถวนอนเป็นผลของแต่ละยนี ความเขม้สเีป็น log2 ratios โดยเขยีว negative; 

, missing data. ยนีใน cluster ที>มแีบบแผนการแสดงออกเหมอืนกบัยนีที>
เคยมรีายงานว่าสมัพนัธก์บัความรนุแรงในการกอ่โรคจะจดัไวด้ว้ยกนัเป็นกลุ่ม โดยกรอบรอบ

 (A): BPSS1543 (BsaQ), (B): BPSL1505 (RpoS
) and (D): BPSS1531 (BipC) 

A 

B 

C 

D 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

แสดงการจดักลุม่การแสดงออกของยนีที>มแีบบแผนเดยีวกนัในอวยัวะของ
หนูทั Aงสองชนิด โดยแต่ละแถวตั Aงเป็นผลการแสดงออกของแต่ละการทดลอง โดย Bsp คอืการ

BALB/c และ Bli คอืตบั
คอืการแสดงออกในมา้ม ปอด และตบัของหนู C57BL/6 

negative; ดาํ, zero; 
ที>มแีบบแผนการแสดงออกเหมอืนกบัยนีที>

รงในการกอ่โรคจะจดัไวด้ว้ยกนัเป็นกลุ่ม โดยกรอบรอบ
RpoS), (C): BPSL2808 
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Extracellular polysaccharide capsule เป็นปจัจยัใหเ้กดิความรนุแรงในการตดิเชืAอ B. 

pseudomallei กลุม่ของยนีที>อยู่บรเิวณ type I O-PS biosynthetic locus คอื wcbN, wcbC, wzm2, 
wcbQ และ wcbB ซึ>งมรีายงานว่าหากทาํใหย้นีใดในกลุ่มนีAไมท่าํงาน จะลดการอยู่รอดของแบคทเีรยี 
(Atkins, Prior et al. 2002; Cuccui, Easton et al. 2007; Lazar Adler, Govan et al. 2009) B. 
pseudomallei ที> wcbB กลายพนัธพ์บวา่ attenuated เมื>อทดสอบในแฮมสเตอร ์ รวมทั Aงมอีตัราการ
เจรญิในเลอืดลดลง (Reckseidler, DeShazer et al. 2001; Reckseidler-Zenteno, DeVinney et al. 
2005) ผลการทดลองใน microarray ของเราแสดงวา่ยนี wcbB มกีารแสดงออกที>สงูขึAนใน in vivo และ
เมื>อ clustering เพื>อศกึษายนีอื>นที>มแีบบแผนเดยีวกนั กจ็ะนําไปสู่กลุ่มของยนีที>มบีทบาทใน
กระบวนการก่อโรค   
ในรปูที> 19C แสดงยนี BPSL2808 ซึ>งเป็น putative capsular polysaccharide glycosyltransferase 
biosynthesis protein ซึ>งแสดงออกสงูขึAนในเกอืบทุกสภาวะที>ศกึษา และเพิ>มขึAนถงึ 4.2 เท่าในตบัของ
หนูBALB/c นอกจากนีAยงัมยีนีที>น่าสนใจ เชน่ BPSS0267 (conserved hypothetical protein) ในกลุ่ม 
general function PSS0799 (hypothetical protein) ในกลุ่ม signal transduction mechanism และ 
BPSS0454 (hypothetical protein) ที>ยงัไมท่ราบหน้าที> ยนีทั Aงสามน่าจะเกี>ยวขอ้งกบัความรนุแรงใน
การก่อโรค และแสดงออกใน BALB/c สงูกวา่ C57BL/6 (รปูที> 19C) 
 

5) Gene validation โดย real time RT-PCR 

จากขอ้มลูของ DNA Microarray ไดค้ดัเลอืกยนีที>ม ีexpression ratio มากกวา่ 2SD หรอื น้อย
กวา่    -2SD เมื>อเทยีบในอวยัวะเดยีวกนัของหนูสองชนิด ที>มแีนวโน้มสงูในบทบาทของการก่อโรค
หรอืความรนุแรงในการก่อโรค พบว่ายนีที>เขา้ขา่ยนั Aน จาํนวนหนึ>งเป็นยนีที>เคยมรีายงานวา่สาํคญัต่อ
การก่อโรค หรอืความรนุแรงของการก่อโรค และพบยนีที>ยงัไม่ทราบหน้าที>จํานวนหนึ>งซึ>งจดัเป็น novel 
gene ที>อาจสาํคญัต่อการก่อโรคของแบคทเีรยีคอื  ซึ>งเป็นยนีใน TTSS3 ที>เป็น putative regulator ที>มี
การแสดงออกสงูกวา่ in vitro ในทุกอวยัวะของหนูทั Aงสองชนิด และ BPSS1512 ซึ>งมขีอ้มลูว่าเป็น 
ubiquitin-like protein จงึออกแบบ primer (ตารางที> 12) เพื>อตรวจยนืยนัการแสดงออกของยนี 
BPSS1521 ในแบคทเีรยีที>ตดิเชืAอในหนูเป็นเวลา 3 วนั ดว้ยวธิ ีqReal-time RT-PCR (รปูที> 20B) โดย
เทยีบกบัผลของ DNA Microarray (รปูที> 20) ผลของ qReal-time RT-PCR ยนืยนัวา่ยนี BPSS1521 
แสดงออกใน in vivo สงูกวา่ in vitro ในทุกอวยัวะแต่ต่างที> fold changes จากการทาํ three replicates 
ของทุกตวัอยา่งและใช ้2 biological replicates และเป็นเชน่เดยีวกนัสาํหรบัยนี BPSS1512 นอกจากนีA
ยงัมยีนีที>ทราบหน้าที>อกี 5 ยนีที>ไดค้ดัเลอืกมาทดสอบการแสดงออกเมื>อเทยีบกบั Microarray โดยใช ้
16SrRNA เป็นตวัควบคมุ (คดิเป็น ratio, expression ของยนีที>ศกึษา/ 16SrRNA) ซึ>งผลเป็นไปในทาง
เดยีวกนั (ไมไ่ดแ้สดงขอ้มลู)  
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REAL-TIME PCR

ตารางทีO 12 primers ที>ใชใ้นการทาํ  qReal-time RT-PCR เพื>อยนืยนัการแสดงออกของยนี B. 
pseudomallei ที>คดัเลอืกในหนู 
 

GenBank 
accession 

number 

Gene name Primers Amplicon 
size (bp) 

YP_111519 BPSS1512 5’-GGACAAACGCTGGAAGTGAT-3’ (FORWARD)      
5’-GTTCAGAAAGAACGCCTTGG-3’  (REVERSE) 

129 

YP_111527 
 

BPSS1521 5’-TCGATCTTCTCGCTGACCTC-3’   (FORWARD)       
5’-TCAAGGAGATCCGCTTCAAC-3’   (REVERSE) 

100 

YP_110202 BPSS0181 5’-GTGCTGAACGCGTATTCGTA-3’   (FORWARD)             
5’-AAACCAGTAGATGCCGTGCT-3’  (REVERSE) 

138 

YP_106972 
 

BPSL0345 5’-GCCGATCGATATCGTCTTGT-3’   (FORWARD) 
5’-GATCGAAGAACAGCGTCTCC-3’  (REVERSE) 

149 

YP_110545 
 

BPSS0524 5’-TCCAGGAAACGGATCTGAAC-3’  (FORWARD) 
5’-CGAGATCACCACCACATGAC-3’  (REVERSE) 

101 

YP_110546 BPSS0525 5’-CTGTCGTTCAAGCAGCAGAC-3’   (FORWARD) 
5’-CTGTCGTCGAGCAGGAAATC-3’  (REVERSE) 

101 

YP_107286 BPSL0657 5’-ATCGCGGTAATTGATTCGAG-3’   (FORWARD) 
5’-CTACTGGGAACAGGCGAAGA-3’ (REVERSE) 

136 

 16S rRNA  5’-GGCTAATACCCGGAGTGGA-3’    (FORWARD)                    
5’-CTAGCCTGCCAGTCACCAA-3’     (REVERSE) 

194 

   
 

 
 

รปูทีO 20 ผลการแสดงออกของยนี BPSS1521 เป็นเท่าของการเปลี>ยนแปลง (fold change) ที>สงูกว่า 
in vitro ในปอด มา้มและตบัของหนู BALB/c และ C57BL/6 โดยวธิ ีA) Microarray และ B) 
real time PCR   

 

A) B) 

BPSS1521 BPSS1521 
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6) การสร้าง B. pseudomallei กลายพนัธุที์Oไม่มียีน BPSS1521 หรือ BPSS1512  
เพื>อสรา้ง B. pseudomallei strain K96243 ที>ไม่มยีนี BPSS1521 (Hypothetical protein) หรอื 

BPSS1512 (Putative membrane protein) ไดอ้อกแบบ primer เพื>อเพิ>มชิAน DNA ทางดา้นหวัและ
ทา้ย (800-1,000 bp) ของยนีแต่ละยนีและเพิ>ม restriction site สาํหรบัการโคลน (ตารางที> 13) แลว้ทาํ
การโคลนเขา้ suicide vector pDM4 (รปูที> 21) pDM4 มขีนาด 7,107 bp ที>ม ี oriR6K สาํหรบัสรา้ง 
levansucrase (sacBR) เพื>อใชใ้นการคดัเลอืก รวมทั Aงยนี chloramphenicol resistance ขั Aนตอนการ
สรา้ง mutant แสดงในรปูที> 22 ซึ>งยนีที>จะทาํใหก้ลายพนัธุจ์ะถูกแทรกดว้ย tetracycline resistance 
cassette จาก pUTminiTn5Tc (ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก Prof. Ben Adler, Monash University, 
Australia).  
ตารางทีO 13: Sequence of the forward and reverse primers for mutant construction (I) 

Gene name  Restrictio
n Enzyme 

Added  

Primers Amplico
n size 
(bp) 

BPSS1521 Upstream BglII          
XbaI               

F 5’-TTATGAAGATCTtttcctgtcgtgaacattgg-3’               
R 5’-TTAATTTCTAGAgcatcggagcaacaagaatc -3’    

927 

Downstream XmaI          
BglII 

F 5’-ATAATACCCGGGgatgaagatgctgctcgatg-3’      
R 5’-TTGTCAAGATCTgcgtaacgtgtgacgtgttg-3’        

929 

BPSS1512 Upstream SacI          
BglII               

F 5’-AAATATGAGCTCgcacgctgacgaactacaac-3’     
R 5’- TAACTCAGATCTctttcacgaaccgctcgat-3’         

993 

Downstream BglII            
XbaI 

F 5’-TATGAGAGATCTtgtctaagtcgaacgcatcg-3’      
R 5’- ATGAAGTCTAGAtgggcgttatggtcaaattc-3’        

952 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         
                          รปูทีO 21 Physical และ genetic map ของ suicide vector pDM4 
 

BAP3771 

BAP3772 
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            รปูทีO 22  Diagram แสดงการสรา้ง mutant ของยนีที>คดัเลอืก โดยใช ้plasmid vector pDM4  
                      ยนีเป้าหมายเมื>อเกดิการ re-combined จะได ้mutant ที>มยีนี TetA แทรกอยู่กลางยนี                

ทาํใหไ้มแ่สดงออกและสามารถใชเ้ป็น selectable marker ได ้
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2.2 การศึกษา comparative genome hybridization ของ B. pseudomallei 
- Genomic DNA label   เนื>องจากในระยะเริ>มแรกของการทดลองยงัไม่ม ีRNA จาก in 

vivo เพยีงพอในการศกึษา condition ที>เหมาะสมในการ hybridization และม ีRNA จาก in vitro 
ไม่มากจงึใช ้Genomic DNA จาก B. pseudomallei ในการทดสอบโดยเปรยีบเทยีบ labeling 
signal ระหว่าง Nick translation และ TIGR protocol ที> label microbial genomic DNA ดว้ย 
aminoallyl-dUTP nucleotides โดยเอนไซม ์ Klenow DNA polymerase  โดยจะ coupling 
aminoallyl groups ดว้ย Cyanine-3 หรอืCyanine-5 (Cy-3/Cy-5) fluorescent molecules ซึ>ง
จะตอ้งตดั genomic DNA ใหม้ขีนาดเหมาะสมก่อน 

 http://www.tigr.org/tigrscripts/CMR2/restrict_display.pl 
ใน web site ของ TIGR ที>ระบุ จะใหใ้ช ้program เพื>อคน้หา restriction endonuclease 

ที>เหมาะสมในการตดั genome ที>มลีาํดบัในฐานขอ้มลู โดยขนาดเฉลี>ยที>ตดัแลว้ควรอยู่ประมาณ  
2 – 5 Kb  จากการคาํนวณ เอนไซม ์Sal I   จะใหข้นาดหลงัตดัเฉลี>ยประมาณ 891 bp เมื>อตดั
ดว้ย Sal I พบวา่ขนาดเฉลี>ยของ DNA ค่อนขา้งใหญ่กว่าที>ตอ้งการ จงึใช ้ultrasonication เพื>อ
ทาํให ้DNA shear  ผลเป็นดงัรปูที> 24  

ผลการ label ดว้ย aminoallyl-dUTP nucleotides ได ้dye incorporation ratio ตํ>า จงึ
เปลี>ยนไปใชว้ธิ ีnick translation โดยใช ้genomic DNA จาก 17 isolates ทั Aงจากสิ>งแวดลอ้ม
และที>แยกไดจ้ากผูป่้วย label ดว้ย Cy3 และใช ้ K96243 genome strain label Cy5 ผลการ 
label ไดผ้ลดงัตารางที> 14 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

รปูทีO  24 Ethidium bromide stain gel แสดง 1 Kb markerในแถวที> 1, Genomic DNA ที> 
สกดัได ้แถวที> 2 และGenomic DNA ที> shear ดว้ย ultrasonication แถวที> 3-4 

DNA shear by sonication 

Genomic DNA 
Marker 

500 bp 
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            ตารางทีO 14  ผลการ label genomic DNA ดว้ย Cy3  

Sample  Cy3-Labeled  Concentration DNA 
(ng/ul)  

Dye/Probe 
(pmol/ul)  

1  BP012  48  5.0  
2  C2  56  8.4  
3  BP050  62  5.8  
4  BP049L  56  7.0  
5  H140  68  3.2  
6  P171  52  3.4  
7  H307  44  4.2  
9  P263  80  8.0  
10  H574  308  7.2  
11  P475  64  6.2  
12  H568  76  6.8  
13  P69  56  6.0  
15  BP061  24  0.2  
16  1-1208  146  0.8  
17  1-1068  156  0.6  

 
-Genomic DNA hybridization บน Microarray slide  

เมื>อทดลอง hybridized Genomic DNA ที> label ดว้ย Cy3 บน Microarray 
slide พบวา่ signal การ hybridization ไมส่มํ>าเสมอโดยกลางแผน่ม ี signal อ่อนกวา่
เนื>องจาก solution กระจายไม่สมํ>าเสมอดงัรปูที> 25A จงึใช ้ LifterSlip Cover Glass 
เพื>อกระจาย solution ซึ>งใหผ้ลดกีวา่ (รปูที> 25 B)  
 
 
 
 
 
 
 
  

          
 

รปูทีO 25   ผลการ Hybridization บน Microarray slide จะเหน็บรเิวณกลาง slide ที>ม ี
signal   จาง (A) และสมํ>าเสมอขึAนเมื>อใช ้LifterSlip Cover Glass (B)   

A B 



 

 
 
 
 
 
 
 
             
                           รปูทีO 26 แสดงรปูของ 
 

เมื>อนํา genomic DNA 
good hybridization slide จาก clinical 
ทาํการ analyzed โดย GeneSpring GACK software 

Comparison of genomic DNA and cDNA hybridization
GDPs และ random primers เมื>อมา 
เป็น 40% กบั 38% ตามลาํดบั แต่การ 
ใช ้genomic DNA ที> label Cy3 hybridize 

 
รปูทีO 27 แสดงผล hybridization โดยใช ้
ดา้นขวา 

 
ไดป้รบั condition ของการ 

ไดม้าชุดที>สอง ที>ตอ้งการ probe ในการ 
ปรบัจนผลเป็นที>น่าพอใจจงึเริ>มทาํ 
คณุภาพด ีได ้slide ทั Aงหมด 3 replicates  
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แสดงรปูของ LifterSlip และลกัษณะการใชง้าน 

genomic DNA ที> label (Cy3) มา hybridize เทยีบกบั K96243 (Cy5) 
clinical ทั Aงหมด 8 slides และ environment 6 slides 

GeneSpring GACK software หรอืโปรแกรมอื>น ที>ม ีต่อไป  
Comparison of genomic DNA and cDNA hybridization สาํหรบั cDNA

เมื>อมา hybridize กบั Microarray slide พบวา่ % 
ตามลาํดบั แต่การ hybridization ของ cDNA- Cy3 ไม่ดเีมื>อเทยีบกบัการ
label Cy3 hybridize กบั slide ดงัรปูที> 27 

 

โดยใช ้genomic DNA ที> label Cy3 ดา้นซา้ย และ 

ของการ hybridization และพบวา่เป็นปญัหาจาก Microarray slide 
ในการ hybridization  ประมาณ 2 เท่า ของที>ใชใ้น 

ปรบัจนผลเป็นที>น่าพอใจจงึเริ>มทาํ cDNA   จาก in vitro culture  ก่อนเนื>องจากได ้
replicates  ซึ>งจะรอ analyze ต่อไปเชน่กนั 

K96243 (Cy5) ได ้
slides ซึ>งจะได้

ต่อไป   
cDNA ที>ไดจ้าก 
% expression 

ไม่ดเีมื>อเทยีบกบัการ

  
  

 
 
 
 
 
 

ดา้นซา้ย และ cDNA label Cy3 

Microarray slide ที>
เท่า ของที>ใชใ้น lot เดมิ เมื>อ

ก่อนเนื>องจากได ้ RNA 
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-Normalization and data analysis using GeneSpring 

ทาํการทดลองโดยใช ้genomic DNA ของเชืAอที>แยกจากผูป้่วย H140 ที> label (Cy3) มา 
hybridize เทยีบกบั K96243 (Cy5) นําขอ้มูลจากการ scanning มาทดลอง normalizationดงันีA     

1. Clinical Isolate  : H140 (Replicate 1 และ 2).  
2. Normalizations  : LOWESS normalization. 
3. Interpretation : Log Scale (View data as a distribution of ratios on a logarithmic 
scale). 
4. Filtering for Differential Expression. (Base on fold change) 
          : Filter for genes that are 3-fold up and down-regulated. To specifically 

identify   genes that were differentially expressed by more than 3-fold 
5. The presences of significant gene diversity.  
          : Select genes lower 3 fold. 
6.  คดัเลอืกยนีที>มสีญัญานตํ>ากวา่ K96243 อย่างน้อย 3 fold ซึ>งได ้848 ยนี (รปูที> 28) 
แลว้วเิคราะห ์gene deletion analyzed โดย GACK software  

 

 

         

 

 

 

 

 

 

            รปูทีO 28  Scatter plot ของยนี H140 normalized replicate1 versus replicate2  

- GACK analysis 
  GACK เป็นการ categorize ขอ้มูล โดยนํา raw หรอื normalized signal values จาก 

microarray แปลงเป็นขอ้มลูที>มคีวามซบัซอ้นน้อยลงและ classified เป็น present หรอื absent 
โดย GACK analysis โดยผลลพัทข์องการวเิคราะหร์ายงานวา่พบยนี 1,313 ยนีที> absent ใน 
isolate H140 เมื>อเปรยีบเทยีบกบั reference strain (K96243)   
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F1 

R1 R2 

I----------------------------------------3 Kb-----------------------------------------I 

BPSL0270    BPSL0271           BPSL0272         BPSL0273 BPSL0274 

BPSL0270            BPSL0274 
F1 

R1 R2 

I------------ 620 bp------------I 

I----387 bp----I 

-PCR verification 
 เพื>อยนืยนัผลที>ไดจ้ากการวเิคราะห์ยนีที> absent โดย GeneSpring and GACK analysis 
ไดเ้ลอืกมาบรเิวณหนึ>ง (ตารางที> 15) เพื>อทดสอบโดยออกแบบ primer 3 เสน้ เพื>อ amplify 
บรเิวณ franking ของยนีที>คาดว่าจะเกดิ deletion (รปูที> 29) ซึ>ง primers คูห่นึ>ง(forward และ 
reverse 1) จะเพิ>มชิAน DNA ที>อยู่ upstream ของ target region ขนาดประมาณ 1.5 Kb และ 
primer ที> 3 (reverse 2) จะออกแบบให ้amplify ในช่วง downstream ของบรเิวณเดยีวกนัขนาด
ไมเ่กนิ 3 Kb (forward และ reverse 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูทีO 29   รปูแสดงการออกแบบ PCR เพื>อยนืยนัการ deletion ของยนีในบรเิวณที>เลอืกไว้
ทดสอบ 
 
ตารางทีO 15 ยนีที>หายไปใน H140 strain (BPSL0271-73) และ franking gene BPSL0270 และ  

 

 

NAME Location Strand Product 

BPSL0270 282577..283068 + 
putative flagella basal-body rod 
protein 

BPSL0271 283152..283577 + flagella basal-body rod protein 

BPSL0272 283697..284482 + 
putative basal-body rod modification 
protein 

BPSL0273 284510..285751 + putative flagella hook protein 
BPSL0274 285778..286539 + flagella basal-body rod protein 
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Primer Design  
- BPSL0270             
LEFT PRIMER    AGGAACTGCTGTCGTCGAAC (F) 
RIGHT PRIMER TCTTGATCTGCTGCGTCATC (R1) 
SEQUENCE SIZE : 492 
PRODUCT SIZE   : 387 

 

- BPSL0274          
LEFT PRIMER        CGACTGATCTATACGGCGATG 
RIGHT PRIMER     TCGACGACAGCGTGTAGGT (R2) 
SEQUENCE SIZE: 762 
PRODUCT SIZE (F, R2) : 3,316 bp (Expect, if not deleted) 
PRODUCT SIZE (F, R2) : 620 bp (Expect, if gene deleted) 

   
การ Amplify DNA ของ K96243 (reference strain) ซึ>งแสดงว่าไม่ม ี  deletion และ 

H140 จะได ้PCR product จาก forward-reverse1 primer set 387 bp ในขณะที> forward และ 
reverse 2 primer set จะไม่สามารถ amplify K96243 ไดถ้้าไมม่กีาร deletion เมื>อทาํ PCR 
สามารถ amplified K96243 ได ้ band ขนาด 387 bp และไม่สามารถ amplified ดว้ย forward 
และ reverse 1 และสามารถ amplified H140 ได ้ band ขนาด 387 bp ไดต้ามคาด แต่กไ็ม่
สามารถ amplified ดว้ย forward และ reverse 2 ได ้(รปูที> 29, 30) เนื>องจากชิAนที> amplified โดย 
forward และ reverse 2 มขีนาดประมาณ 620 bp อาจไมส่ามารถ amplified ดว้ย Taq DNA 
polymerase เมื>อลองใช ้ GoTaq DNA polymerase ซึ>ง enhanced amplification มากกวา่ 
conventional Taq DNA Polymerase ผลดงัรปูที> 31 
 

                       

 

 

 

รปูทีO 30 Agarose gel electrophoresis ของ PCR product, lane 1, 100 bp size marker, lane 2-
4 amplified product ของ K96243 โดย lane 2ใช ้ forward และ reverse 1, lane 3 
forward และ reverse 2, lane 4 primer สาํหรบั 16s Bp, lane 5-7 amplified product 
ของ H140 โดย lane 5ใช ้forward และ reverse 1, lane 6 forward และ reverse 2, lane 
7 primer สาํหรบั 16s Bp และ lane 8 negative control, ลูกศรแสดงขนาดของ PCR 
product 387 bp จาก forward และ reverse 1 และ 194 bp จาก 16s rRNA (positive 
control) 

1         2        3         4         5        6        7         8 

 100 bp   FR1      FR2       16s         FR1        FR2      16s       H2O  

500 

 

194 

387 

     H140 K96243                     
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                                      100 bp   FR1   FR2   16s      FR1   FR2   16s    H2O   1Kb. 

 
                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูทีO 31 Agarose gel electrophoresis ของ PCR product, lane 1, 100 bp size marker, lane 

2-4 amplified product ของ K96243 โดย lane 2ใช ้ forward และ reverse 1, lane 3 
forward และ reverse 2, lane 4 primer for 16s Bp, lane 5-7 amplified product ของ 
H140 โดย lane 5ใช ้forward และ reverse 1, lane 6 forward และ reverse 2, lane 7 
primer for 16s Bp, lane 8 negative control และ 194 bp จาก 16s rRNA (positive 
control) 

 
 ผลการทดลองไดแ้ถบที>ไมต่รงตามที>คาด แต่ control positive 16s rRNA ยงัสามารถ 
amplify ไดถู้กตอ้ง อาจตอ้ง blast Bp genome ดว้ย primer เพื>อดบูรเิวณที>อาจถูก amplify ได้
ดว้ย primer นีA และเนื>องจากไม่สามารถยนืยนั deletion signal จากการ hybridization ดงันั Aนการ
ทาํ genomic hybridization ดว้ย dye 2 สยีงัอาจม ีerror จงึทดสอบและ compensate ดว้ย Dye-
Swap 
 
 -Dye-Swap Experiment 
 Two-color microarray experiments ที>ใช ้ cy-3 และ cy-5 นั Aน เนื>องจากคณุสมบตัทิี>ไม่
เหมอืนกนับางอย่าง เช่น incorporation property ของ dye ทั Aงสอง อาจทาํใหม้คีวามแตกต่างกนั
ในการ hybridize เป็น systematic errors ที>สาํคญั ดงันั Aน การทํา Dye-Swap โดย reverse 
labeling DNA ตวัอยา่ง จงึเป็นวธิหีนึ>งที>จะชว่ย compensate สาํหรบั signal correlation bias 

Experimental Design: DNA จาก isolate ต่าง ๆ จะ labeled ดว้ย Cy-3 และ K96243 
control จะ labeled ดว้ย Cy-5 จากนั Aน Dye-swap จะ label DNA target จาก isolate ต่าง ๆ 
ดว้ย Cy-5 และ K96243 control ดว้ย Cy-3 

 
 

 

500 

 

 

194 

K96243 H140 

1500 

 1000 



 41

R 
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G 
Test 

 
 Array 
 1 2 

Cy-3 Test Control 
Cy-5 Control Test 

     
                 
   
 
 
 
                                        X (Cy-3)/ Y(Cy-5)  = X(Cy-5)/ Y(Cy-3)  
              สดัสว่นที>ไดค้วรจะใกลเ้คยีงกนัเมื>อสลบัการ label ของ dye ทั Aงสอง 

Microarray analysis.  

1. Clinical Isolate : P263 (Replicate 1 and 2). 
    P263-Dye swap (Replicate 1 and 2) 
2. Normalizations : LOWESS normalization. 
    Data transformation: Dye swap. 
3. Interpretation : Cross-Gene error model on “Replicates”.  

        Replicate sample is Dye-Swap hybridization 
ผลที>ไดข้อง ratio “ X (Cy-3)/ Y(Cy-5) = X(Cy-5)/ Y(Cy-3) ”  (Correlation ในรปูที> 32 

และ 33) 

 
 

 รปูทีO 32  Signal correlation จาก Dye Swap experiment 
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รปูทีO 33  Signal correlation of Standard experiment 
 

Compensate dye bias โดย averaging ratios จาก dye-swap hybridizations ระหวา่ง 
standard (no swap) และ dye-swap โดยเปรยีบเทยีบ dye intensities กบั Cy3/Cy5 เนื>องจาก signal 
correlation bias จะใหค้่า signal หา่งออกจาก regression line ซึ>งจะดขีึAนโดย signal ม ีcorrelation 
(R2)ใกล ้1.0 หลงั average (รปูที> 34)  

 

 รปูทีO  34 Signal correlation หลงัจาก average ดว้ย dye swap experiment 

 
จากผลที>ได ้จะเหน็วา่  dye-swap normalization สามารถแกไ้ข bias ของ dye โดยการ 

remove intensity dependent effect ออกไป แต่จากนีAเมื>อทาํ data analysis จาก GeneSpring 
software และ analyzed ดว้ย GACK software แลว้ตอ้งใช ้EBArray software เพื>อเปรยีบเทยีบผล
ดว้ย 

ต่อไปเป็นงานการศกึษา genome plasticity ที>เริ>มกลบัมาทาํที>ประเทศไทยและเป็นงานที>ขยาย
เพิ>มเตมิจากการศกึษา gene expression profiling โดยเริ>มนํา Microarray slide ที> hybridize จาก 
Wisconsin มา scan ที>ศนูย์ vector ที>ศาลายา แต่ scanner ม ีresolution และใช ้software ที>ต่าง
ออกไป นอกจากนีAผลที>ไดย้งัไมส่ามารถ analyze ไดเ้นื>องจากไม่มผีูเ้ชี>ยวชาญการใช ้software จงึ
ตดิต่อ ดร.นิศรา การณุอุทยัศริ ิMicroarray laboratory, BIOTEC เพื>อขอความช่วยเหลอืในการทํางาน 
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          รปูทีO 35  Box plot ของ genomic DNA ที>แยกจากทั Aง environment BP28L, BP45s,    
                    BP50, BP61และผูป้่วย H140, H307, P54, P82 
 

 
ทั Aง hybridization, scanning และ data analysis ซึ>งไดร้บัความช่วยเหลอืเป็น อยา่งดยีิ>ง 

โดยเฉพาะชว่ยแกป้ญัหาในเรื>องของคณุภาพของ RNA ที>เตรยีม และการทาํ data analysis 
-Genome hybridization 
ไดเ้ริ>ม label genomic DNA ที>เป็น test sample จํานวน 8 genome โดยเทยีบกบั genomic 

DNA ของ K96243, hybridization, scanning ทาํ normalization และ data analysis ใช ้R program 
LOWESS (Locally Weighted Scatter Plot Smoother), a curve fitting algorithm จากนั Aนนําขอ้มูล
มาทาํ Box plot (รปูที> 35) 

โดยการทํา box plot นั Aน จะทาํเพื>อเปรยีบเทยีบการ distributions ของ log intensities หรอื 
log ratios ของ genes บน microarrays slide หลายอนั ผลที>ไดใ้นรปูที> 35 ของ B. pseudomallei 
isolates ที>แยกจาก  environmental (BP28L, BP45s, BP50 and BP61) และ isolate ที>แยกจาก
ผูป่้วย (H140, H307, P54, P82)  แสดง distribution เป็น central box จงึสรุปไดว้่าแต่ละ array 
สามารถนํามาเปรยีบเทยีบกนัได ้ จงึนํา Microarray data มา visualize ดว้ย program TREEVIEW 
เพื>อ predict gene deletion ผลที>ไดแ้สดงในรปูที> 36    
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รปูทีO 36 ภาพจาก program TREEVIEW แสดงแถบสเีขยีวซึ>งแสดง genes deletion ในแต่ละ 

isolate และแถบสแีดงแสดงยนีที>ม ีcopy numbers สงูกว่าเมื>อเทยีบกบั K96243 
 
           
 

จากผลที>ไดส้ามารถทาํการ hybridize กบั genomic DNA ใหค้รบทั Aงหมดดว้ย methodology 
เดยีวกนั จากนั Aนศกึษาชนิดหรอืกลุ่มของ gene deletion ในบรเิวณที>เป็นแถบสเีขยีว และใช ้PCR เพื>อ
ยนืยนัการเกดิ deletion ใน isolate ต่าง ๆ ต่อไป 

 
- Data analysis 

1) Genomic Islands (GIs) identification 

จากผลของ Microarray ของ 5 isolates พบวา่โครโมโซมสว่นใหญ่เหมอืนกบั K96243 
strain ที>ใชส้รา้ง oligonucleotide บน slide โดยดจูากความเขม้ของสญัญาณเมื>อเปรยีบเทยีบ 
โดย log2 ratios เขา้ใกลศ้นูย ์ (รปูที> 37) ยนีที>ม ี log2 hybridization ratios น้อยกว่า-2SD ของ
คา่เฉลี>ยจะแสดงว่ายนีบรเิวณนั Aนของสายพนัธุท์ี>นํามาทดสอบมคีวามแตกต่างหรอืขาดหายไป
เมื>อเทยีบกบั K96243 strain โดยกราฟจะแสดงเป็นยอดที>ระบุตาํแหน่งของ DNA ที>ขาดหายไป
เป็น GIs เมื>อมยีนีต่างไปอย่างน้อย 6 ยนี (รปูที> 37A-D) จากรปูจะเหน็ว่ามบีรเิวณของ
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โครโมโซมที>ขาดหายไป 15 GIs (ซึ>งนับเรยีงตามลาํดบัการเรยีงตวัของยนีบนโครโมโซม) เมื>อ
เทยีบ B. pseudomallei ทั Aง 5 isolates กบั K96243 (ตารางที>  17) ผลการทดลองพบวา่ม ี 4 
GIs (1, 7, 9 และ 14 of K96243) ที>พบในทุก isolate จากการ hybridize ตรวจพบการขาด
หายไปของ GI 8 ใน isolate อื>นเมื>อเทยีบกบั K96243 เป็นสองบรเิวณและม ี %GC content 
แตกต่างจากโครโมโซมบรเิวณอื>น ผูว้จิยัไดร้ะบุเป็น GIs 6 และ 7 และไดเ้ทยีบกบั GI ที>มี
รายงานมากอ่นใน K96243 ในตารางที> 17    

จากการวเิคราะหพ์บแบบแผนของ GIs ที>แตกต่างกนัระหวา่งเชืAอที>แยกจากผูป้่วยและ
สิ>งแวดลอ้มนอกจากนีA log2 hybridization ratios (รปูที> 37) ยงัแสดงใหเ้หน็วา่ในแต่ละ GI มี
จาํนวนยนีที>ต่างไปจาก K96243 ในเชืAอจากดนิมากกว่าเชืAอจากผูป้ว่ย และเชืAอจากผูป้ว่ยมคีวาม
หลากหลายในจโีนมมากกว่าเมื>อเทยีบกบั K96243 strain ซึ>งแยกไดจ้ากผูป้ว่ยเช่นกนั เหน็ได้
จากค่า log2 hybridization ratios ที>แกวง่จากศนูยไ์มม่ากแต่ถี>กวา่ที>พบเมื>อเทยีบกบัเชืAอจากดนิ  
เชืAอจากดนิจะม ี14-15 GIs ที>ต่างจาก K96243 strain โดยแบ่งเป็น 9-10 GIs บนโครโมโซม 1 
และ 5 GIs บน chromosome 2 คดิเป็น 335-341 kb (4.7-4.8% จากจโีนม 7.14 Mb) และอยู่
ในช่วง 7.1 kb – 50.4 kb (ตารางที> 17)   จาํนวนยนีที>ต่างจากที>พบในเชืAอจากดนิม ี226-325 
genes สาํหรบัเชืAอจากผูป่้วย พบ GIs ที>ต่างหรอืหายไป 10-11 GIs โดย 7 GIs บน 
chromosome 1 และ 3-4 GIs บน chromosome 2 รวมเป็น 251-254 kb (4.8% จากจโีนม 
7.14 Mb) และอยูใ่นช่วง 7.1 kb – 50.4 kb (ตารางที> 17).  จาํนวนยนีที>ต่างหรอืขาดหายใน GIs 
เหลา่นีAคดิเป็นช่วงประมาณ 220-226 ยนี 

2) Characterization of GIs   

Genomic islands ที>พบจะมลีกัษณะต่างจากบรเิวณอื>นของจโีนม ซึ>งแสดงถงึการไดร้บั
ลาํดบันิวคลโิอไทดน์ั Aนมาจากภายนอก GIs ทั Aงหมด 15 GIs ที>ต่างจาก K96243 ยกเวน้ GI 15 
ม ี %GC contents 54.6-65.7% ซึ>งแตกต่างจากบรเิวณอื>นของจโีนม B. pseudomallei ที>เป็น 
68% สาํหรบั GI 15 ม ีGC content เท่ากบั 69.5% และม ีtransposase genes และ insertion 
element อยู่ภายในหรอือยู่ที>ปลายทั Aงสองดา้น (ตารางที> 18) ซึ>งอาจเป็นเหตุให ้GI15 นีAไม่เคยมี
รายงานในจโีนมของ B. pseudomallei โดยการเปรยีบเทยีบจาก genome sequencing  GIs 3, 
4, 8, 9, 11 และ 13 เรยีงตดิอยู่กบั tRNA genes และม ีrepeats ที> 3’ end โดยทั >วไปยนีที>อยู่
ภายใน GI หรอือยู่ดา้นปลายจะเป็น mobile genetic elements ซึ>งเป็นลกัษณะบ่งชีAว่าไดม้าโดย 
horizontal gene transfer หน้าที>ของยนีใน GIs ของ K96243 genome แสดงไวใ้นตารางที> 19 
โดยมยีนีอยู่ใน GI 5.6% ของจโีนม (325/3,750) ยนีที>ต่างหรอืไม่พบเมื>อเทยีบกบั K96243 
ส่วนมากเป็น hypothetical proteins (130 ยนี) ที>น่าสนใจคอื 59% ของยนีที>ไม่พบจะเป็น 
mobile genetic elements, plasmid, prophages หรอื prophage-like structures และ 
transposon และ extrachromosomal element ซึ>งมบีทบาทใน genome mobility ที>ทําใหเ้กดิ
กระบวนการ deletion 
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3) PCR verification 

PCR amplification เพื>อยนืยนัการหายไปของแต่ละ GI ที>พบความแตกต่างกบั K96243โดย
ใช ้ primer ชุดแรกที>ออกแบบใหจ้บักบัยนีใน GIs (F1&R1) ซึ>งจะเพิ>มจาํนวนไมไ่ดถ้า้ยนีมกีาร 
deletion ไปและ primers ชุดที>สอง F1&R2 ซึ>งจะไมส่ามารถเพิ>มจาํนวนชิAน DNA ของ K96243 GIs 
ไดถ้า้ไมม่กีาร deletion เนื>องจากเป็นระยะระหว่าง primer ที>ไกลมากเกนิไป (ขนาดใหญ่เกนิไป) 
ขอ้มลูการทาํ PCR และ primer ไดแ้สดงไวใ้นตารางที>  16-1 ถงึ 16-4  แต่การตรวจสอบโดยใช ้
primers ชุดที>สองกไ็ม่สามารถเพิ>มชิAน DNA ใน GI ที>ตรวจดว้ย microarray วา่หายไปเมื>อเทยีบกบั 
K96243 ไดท้ั Aงโดย conventional Taq DNA polymerase หรอื long amplify PCR ยกเวน้ GI 7 (ซึ>ง
เป็นสว่นหนึ>งของ GI 8 ที>รายงานใน K96243 (ตารางที>  17) โดย PCR products ที>ไดจ้ากทุก 
tested isolates มขีนาดเท่ากนั เมื>อนํา PCR products จาก BP45s ไปหาลาํดบันิวคลโีอไทดพ์บวา่
ขนาดคอื 995 bp เมื>อนําลาํดบันีAไปคน้ในฐานขอ้มูลของ GenBank พบวา่ 496 bp ทางดา้น 5’ end 
ของชิAนดงักล่าวเหมอืนกบัส่วนหนึ>งของยนี BPSL1692 และ 64 bp จาก 3’ end เหมอืนกบัส่วนหนึ>ง
ของยนี BPSL1709 ยนีของ GI 8 ในจโีนมของ K96243 ส่วนตรงกลางของ PCR product ขนาด 
435 bp นีAเหมอืนกบัส่วนหนึ>งของ non-ribosomal peptide synthetase gene 
(Bpse110_020300005244, E-value = 0) และ hypothetical protein (Bpse110_020300005249) 
ของ Bp1106b strain (Accession Number: NZ_AAMB02000002) ซึ>งเป็น relapsed strain ของ 
Bp1106a ที>แยกไดจ้ากผูป่้วยในประเทศไทย (รปูที> 38)  

เนื>องจาก gap-PCR ไมส่ามารถตรวจยนืยนั deletion จงึใช ้ primers ซึ>งออกแบบเพื>อเพิ>ม
จาํนวนยนีซึ>งเลอืกมาจากภายใน GIs 2, 3, 5, 8, 12, 13 และ 15 ที>พบวา่ขาดหายไปจากขอ้มลู 
microarray ดว้ยวธิ ี PCR amplification ซึ>งใหผ้ลลบที>สามารถยนืยนัวา่ยนีดงักล่าวไมม่อียู่จรงิตาม
ผล microarray แต่ยนีเดยีวกนัใน K96243 strain ใหผ้ลบวก ดงัตารางที> 20  

 
       ตารางทีO 16-1 Real time PCR conditions. 

Program Analysis  
Mode 

Cycles Segment Target 
Temp 

Time Fluorescence 
Acquisition 

Mode 
Holding none 1 Pre 

incubation 
95 ºC 10 

min 
none 

Amplification Quantification 45 Denaturation 94 ºC 10 s none 
Annealing Primer 

dependent 
10 s none 

Extension 72 ºC 10 s single 
Melting curve 

analysis 
 1 Denaturation 95 ºC 0 s none 

Annealing 65 ºC 6 s none 
Melting 99 ºC 0 s continuous 

slope = 
0.1 ºC/sec 

Cooling none 1 1 40 ºC 30 s None 
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      ตารางทีO 16-2 Primer sequences สาํหบัเพิ>มจาํนวนชิAน DNA ยนีที>คดัเลอืกใน GIs  

Amp regions Primers Product size 
GI2      
BPSL0551 Forward 5'-GGTGCCATGATGCTATTCG-3' 4.5 Kb 
BPSL0557A Reverse 5'-GAGTCAGGCGCAAGAAGAGT-3'   
GI2      
BPSL0571 Forward 5'-ACAATCGGAAATTGCTTGCT-3' 2.7 Kb 
BPSL0573 Reverse 5'-GGGCTCATAACTGGTTGCAT-3'   
GI3      
BPSL0743 Forward 5'-GATGAGAAGGGAATGGACGA-3' 3.8 Kb 
BPSL0746 Reverse 5'-GTAGCAGTGCCCCTCGATAA-3'   
GI5      
BPSL1149 Forward 5'-GCGAGTCCGAATGGAATGTA-3' 2.1Kb 
BPSL1155 Reverse 5'-AGCGCTCGTCTCTTTCGAT-3'   
GI7     
BPSL1692 Forward 5'-GTACCGCCCTGAACGAACT-3' 23 Kb 
BPSL1709 Reverse 5'-AGCAACGACGAAACCAGATG-3'   
GI8     
BPSL3111 Forward 5'-ATCTGCTGTACGACGGCTTC-3' 7.7 Kb 
BPSL3118 Reverse 5'-GGTGCCATGATGCTATTCG-3'   
GI12      
BPSS0387 Forward 5'-ACTTTGCAGGACGGAACACT-3' 5 Kb 
BPSS0392 Reverse 5'-CACGATCCAGAGCATGAGTC-3'   
GI13     
BPSS1046 Forward 5'-ATCCGTACAGCCACTCGAAC-3' 2.8Kb 
BPSS1048c Reverse 5'-AGTGGTCGCAATTCCTTCAT-3'   
GI15     
BPSS2146 Forward 5'-TTCAGGTGCATCACGTTCAT-3' 4 Kb 
BPSS2150 Reverse 5'-GACCGTCTATCACACGCTGA-3'   
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         ตารางทีO 16-3 Sequence ของ primers สาํหรบั PCR virulence genes. 

Primers for virulence genes Product size 
BPSL1502 (surE; stationary phase survival protein)   
Forward 5'-GTGATTCGCCAAACCAACC-3' 151 bp 
Reverse  5'-CGTATGCGTGAGATCGAG-3'   
BPSL1505 (RNA polymerase sigma factor(rpoS))   
Forward 5'-CGCCATTTGGAGAAGAACTC-3' 151 bp 
Reverse 5'-GCGACTGGCTCTGATCGT-3'   
BPSL2800 (wcbH; glycosyltransferase)   
Forward 5'-TCTCAAACGTGTGCCTACCGAA-3' 258bp 
Reverse 5'-AACTCGACGCAATGACCGAGAT-3'   
BPSL3319 (Fli C; flagellin)   
Forward 5'-GCTTCGCAGACGAACTACAA-3' 289 bp 
Reverse 5'-TCTGATCGGTGAACGTGAAG-3'   
BPSS0120 (fimbrial usher protein)   
Forward 5'-TGACCCATTCAGGCAAGGGAT TCT-3' 350 bp 
Reverse 5'-TCCGTCCTGTTCGGTGATTTCGAT-3'   
BPSS1543 (Type III secretion system protein (bsaQ))   
Forward 5'-CGAACGTCGTGATGATCTTG-3' 151 bp 
Reverse 5'-ATGGGCTCGTTCTACATCGT-3'   
BPSS2053 (cell surface protein)   
Forward 5'-TTGCATCGTTGTCGAAGAAG-3' 200 bp 
Reverse 5'-CCCAATCGATGTTCCAGACT-3'   
BPSL1705 (hypothetical protein)   
Forward 5'-GCTGTGGCTGGTACGGTAAT-3' 224 bp 
Reverse 5'-GGATCGGTGGTCTGTGAAGT-3'   

 

ตารางทีO 16-4 Primer สาํหรบั gene ที>คดัเลอืกและ 16s rRNA สาํหรบัยนืยนัผล microarray  

   
 

 
            
 

 

 
 
 

Gene name Primers Product size (bp) 
BPSS1521 Forward 5’-TCGATCTTCTCGCTGACCTC-3’    

Reverse 5’-TCAAGGAGATCCGCTTCAAC-3’    
100 

16s rRNA 
(AY305818.1) 

Forward 5’-GGCTAATACCCGGAGTGGA-3’ 
Reverse 5’-CTAGCCTGCCAGTCACCAA-3’ 

194 
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รปูทีO 37 กราฟความสมัพนัธร์ะหว่าง log2 hybridization ratio ระหวา่ง B. pseudomallei K96243 

กบั B. pseudomallei ที>แยกจากดนิ (BP45s: A, BP28L: B) และจากผูป้่วย (BPH307: C, 
P54: D, P82: E) แกน Y เป็นคา่ log2 ratio และ แกน X เป็นตาํแหน่งยนีบนโครโมโซม คา่ 
Log2

 ที>ตํ>าแสดงถงึยนีที>หายไปเมื>อเทยีบกบัยนีของ K96243 ในลกัษณะ GIs จาก 1-10 
GIs ในโครโมโซม1และ 11-15 ในโครโมโซม 2 โดยครอบคลุมช่วงละ 6 ยนี หนึ>งยนีต่อขั Aน 
แต่ละ GI จะมอียา่งน้อย 6 protein coding sequence ที>มคีา่ตํ>ากวา่ -2SD. 
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Table 17 Genomic islands (GIs) ที>แตกต่างเมื>อเทยีบระหวา่ง tested isolates กบั GIs ของ K96243  
 Coordinates Size No. % tRNA 3’end GI 
GI Start CDSs Stop CDSs (kb) CDSs GC gene  repeats K96243   
1 BPSL0140 BPSL0176 27.3 37 65.7 - - GI 2* 
2  BPSL0549a BPSL0588 46.6 43 56.7 - - GI 3* 
3 BPSL0745 BPSL0770 36.5 26 56.4 + + GI 4* 
4 BPSL0939 BPSL0953 20.5 15 57.5 + + GI 5* 
5 BPSL1137 BPSL1157 14.6 22 58.9 - - GI 6* 
6 BPSL1638 BPSL1656 15.7 17 61.6 - - GI 8* 
7 BPSL1693 BPSL1708a 21.8 16 59 - - GI 8* 
8 BPSL3113 BPSL3118 7.1 6 54.6 + + GI 10* 
9  BPSL3257 BPSL3269 12.7 13 55.8 + + GI 11* 
10  BPSL3342 BPSL3349 9.5 8 56.8 + + GI 12* 
11 BPSS0068 BPSS0080 16.7 13 59.4 - - GI 16b** 
12 BPSS0378 BPSS0391a 18.4 18 59 + + GI 13* 
13 BPSS1047 BPSS1089 35.1 50 65.3 - - GI 15* 
14 BPSS2046 BPSS2076 50.4 34 60.8 - - GI 16* 
15 BPSS2148 BPSS2154 8.3 8 69.5 - - - 

CDS = protein coding sequence 
The tRNA gene column indicates GIs that are adjacent to the tRNA gene: present (+), 
absent (-) 
The 3’ end repeats column indicates GIs that flanking with 3’small simple repeats: present 
(+), absent (-) 
* GIs identified in K96243 genome (Holden et al., 2004).  
** New GI discovered in B. pseudomallei genome (Tuanyok et al., 2008). 
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ตารางทีO 18 List of mobile genetic elements and 3’ end repeat of tRNA genes in each GI 
GIs Mobile Genetic Elements Flanking Mobile  tRNA Gene 
   inside the GIs Genetic Elements 3' end repeat 
1 Many phage related genes 2 phage related genes - 
2 3 phage related genes - - 
  2 phage integrase   
3 1 integrase/recombinase 1 phage related integrase tRNA-Met- 
   CAT 
4 1 phage integrase/recombinase - tRNA-Leu-  
  1 IS element CAA 
5 1 phage related gene - - 
  1 phage integrase   
6 1 phage related gene 2 IS elements - 
  1 transposon related gene 
7 1 IS element  - - 

  3 transposon related genes 
  2 recombinase   
8 1 transposon related gene - tRNA-Thr-  
  1 integrase    TGT 
9 1 plasmid recombinase 1 plasmid related gene tRNA-Ala-  
  2 plasmid conjugal transfer protein                                                         

CGC 
10 1 bacteriophage-related gene 1 bacteriophage-related 

gene 
- 

11 2 transposon related genes - tRNA-Ser- 
  1 IS element tRNA-Arg- 

CCG 
12 1 phage integrase 1 IS element - 
  4 phage related genes 2 transposon related genes 

  1 transposon related gene 1 bacteriphage-related gene 
13 Many bacteriophage related gene 1 bacteriphage-related gene     tRNA-Ser- 
                                                        

GGA 
14 3 IS elements 1 transposon related gene                 - 
 1 transposon related gene  

15 1 IS elements 2 transposon related genes               - 
 1 transposon related gene 3 insertion elements 
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         ตารางทีO 19 Functional classification of genes in the K96243 genome and in their GIs 
 

Functions 

No. of genes 
present in 
K96243 

No. of genes 
present in 

identified GIs 

% of genes 
present in 

identified GIs 
  Amino acid biosynthesis 160 1 0.6 
  Biosynthesis of cofactors,   
     prosthetic groups, and carriers 177 2 1.1 
  Cell envelope 576 6 1.0 
  Cellular processes 320 14 4.4 
  Central intermediary metabolism 281 4 1.4 
  DNA metabolism 174 18 10.3 
  Energy metabolism 713 17 2.4 
  Mobile and extrachromosomal  
     element functions 112 66 58.9 
  Protein fate 253 4 1.6 
  Protein synthesis 188 1 0.5 
  Purines, pyrimidines, nucleosides,  
    and nucleotides 77 0 0.0 
  Regulatory functions 482 20 4.1 
  Signal transduction 18 0 0.0 
  Transcription 91 4 4.4 
  Transport and binding proteins 737 17 2.3 
  Unknown function 303 10 3.3 
  Hypothetical proteins 1114 130 11.7 
  Gene not assigned 870 41 4.7 
   Total 5,780 325 5.6 

 
     ตารางทีO 20 ผลของ PCR ที>เพิ>มจาํนวนชิAน DNA ของยนีที>สุม่เลอืกจากภายในแต่ละ GI และผล
ของการใช ้F1&R2 primers สาํหรบั Gap-PCR ที>คร่อม GI7 ของ K96243 และ tested isolates.    

GIs Region B. pseudomallei isolates  
   K96243 BP45S BP28L H307 P54 P82 
2 BPSL0552-BPSL0557 + - - - - - 
2 BPSL0571-BPSL0572 + - - - - - 
3 BPSL0744-BPSL0745 + - - - - - 
5 BPSL1150-BPSL1154 + - - - - - 
7 BPSL1693-BPSL1708A** - + * + +  +  +  
8 BPSL3112-BPSL3117 + - - - - - 
12 BPSS0388-BPSS0391 + - - - - - 
13 BPSS1047-BPSS1048 + - - - - - 
15 BPSS2147-BPSS2149 + - - - - - 

 
* The PCR product ที>นําไปหาลาํดบันิวคลโิอไทด ์(968bp) 
**ยนีทั Aงหมดใน GI 7    
+ Positive สาํหรบั PCR amplification, - negative สาํหรบั PCR amplification 
 



 

 
 
รปูทีO 38  Diagram แสดงบรเิวณของ

บรเิวณของ GI 7 (gap
pseudomallei 1106b 
ส่วนกลางของ PCR product 
peptide synthetase gene 

 
4) การวิเคราะห์ genomic island 

จากดิน 

เมื>อเปรยีบเทยีบ GI ของเชืAอ 
BP28L) กบั K96243 พบวา่มสีอง
ที> 21) เมื>อเปรยีบเทยีบเป็นแบบแผนระหว่างเชืAอจากผูป้ว่ย 
จากผูป้ว่ยมจีาํนวน GI ที>ไม่พบใน 
บรเิวณ คอื GIs 5, 10 และ 15 โดยม ี
จากผูป้ว่ยและดนิ GIs 6, 7 และ 
ทาํหน้าที>ต่าง ๆ อยูด่ว้ยโดยใน GI 6
metabolism, regulatory, centr
protein (ตารางที> 19) 

 
5) ความสมัพนัธ์ระหว่าง

ทดลอง 

เนื>องจากแบบแผนของ 
แตกต่างกนัอย่างชดัเจน จงึนํามาศึ
และความรนุแรงในการก่อโรคของ
BP45S: soil isolate ที>ม ี15 GIs
แตกต่างจาก K96243 โดยทดลองฉีด
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แสดงบรเิวณของ GI 7 โดย F1และ R2 เป็น primer ที>ออกแบบใหค้รอ่ม
GI 7 (gap-PCR) ในภาพแสดงการแทรกของชิAน DNA 

 แทนที> GI เดมิ ซึ>งทาํใหข้นาดของ GI ที>พบเป็น 
PCR product ที>มขีนาด 435 bp มาจากส่วนหนึ>งของ 

peptide synthetase gene และ hypothetical protein ของ Bp1106b strain

genomic island ทีOต่างกนัระหว่างเชื'อทีOแยกจากผู้ป่วยและ

ของเชืAอ B. pseudomallei ที>แยกจากดนิ 2 isolates (BP45s 
พบวา่มสีอง genomotype patterns โดยม ีGI ต่างไป 15 และ

เมื>อเปรยีบเทยีบเป็นแบบแผนระหว่างเชืAอจากผูป้ว่ย (H307, P54, P82) และจากดนิ
ที>ไม่พบใน K96243 น้อยกว่า (10-11 GIs) และพบความหลากหลายใน 

โดยม ี8 GI (GIs 1, 2, 3, 4, 9, 11, 12 and 14) ที>ไม่
 13 ไมพ่บในเชืAอจากดนิ แต่พบในเชืAอจากผูป้่วย แต่ละ 

GI 6 ม ีfunctional genes สงูถงึ 71% ซึ>งทาํหน้าที>เกี>ยวกบั
metabolism, regulatory, central metabolism, cell envelope และ transport 

ความสมัพนัธ์ระหว่าง genomic islands และ bacterial virulence 

เนื>องจากแบบแผนของ genomic island ระหว่างเชืAอจากผูป้่วย และเชืAอจากดนิมคีวาม
แตกต่างกนัอย่างชดัเจน จงึนํามาศกึษาหาความสมัพนัธร์ะหวา่งแบบแผนของ genomic island 
และความรนุแรงในการก่อโรคของ B. pseudomallei ในหนูทดลองโดยทดสอบ 

15 GIs ที>แตกต่าง และ P54 และ P82: clinical isolates 
โดยทดลองฉีด high dose (2x106 cfu) พบวา่ให ้% การอยู่รอดตํ>ากว่า

 

ที>ออกแบบใหค้รอ่ม
DNA จาก B. 

ที>พบเป็น 995 bp โดย
 non-ribosomal 

Bp1106b strain 

ทีOต่างกนัระหว่างเชื'อทีOแยกจากผู้ป่วยและ

ates (BP45s และ 
และ 14 GI (ตาราง

และจากดนิ เชืAอ
และพบความหลากหลายใน 3 

ที>ไมพ่บทั AงในเชืAอ
แต่ละ GI มยีนีที>

ซึ>งทาํหน้าที>เกี>ยวกบั energy 
transport และ binding 

bacterial virulence ในหนู

และเชืAอจากดนิมคีวาม
genomic island 

ในหนูทดลองโดยทดสอบ 3 isolate คอื 
P82: clinical isolates ที>ม ี11 GIs ที>

การอยู่รอดตํ>ากว่า 30% 
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ใน 3 วนั และ low dose (5x103 cfu) ทาํใหห้นูอยู่รอดอย่างน้อย 30 วนั (ไมไ่ดแ้สดงขอ้มลู) ดงันั Aน
จงึฉีดดว้ยเชืAอ 1x105 cfu เพื>อเปรยีบเทยีบ virulence   

ผลการทดสอบพบวา่ K96243 ทาํใหห้นูตายเรว็ที>สุดโดยทาํใหห้นูมอีตัราการรอดชวีติ 40% 
ใน 5 วนั ในขณะที> isolate อื>นใชเ้วลา 16-19 วนั (รปูที> 39) หลงัจากทดสอบสองครั Aงและทดสอบ
ทางสถติแิลว้พบวา่ไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยสาํคญั (p= 0.6) 
 
  ตารางทีO 21 GI ที>พบ (+) และไมพ่บ (-) จากการวเิคราะห์ดว้ย DNA microarray และหน้าที> 
 

  B. pseudomallei isolates 
 

Functional   

GIs Soil Clinical 
Gene in 

GIs Function classification 
  BP45s BP28L H307 P54 P82     

2 - - - - - 27% 
Cellular processes, Regulatory, Cell 
envelope, DNA metabolism,  

           Transcription 

3 - - - - - 21% 
Regulatory, Cell envelope, DNA metabolism, 
Protein fate, Energy  

           metabolism 

4 - - - - - 15% 
Cellular processes/ Energy metabolism, 
Regulatory, DNA  

           metabolism 

5 - - - - - 33% 
DNA metabolism, Transport and binding 
protein 

6 - - - + + 9% 
Cell envelope, Energy metabolism/protein 
synthesis/regulatory 

8 - - + + + 71% 
Energy metabolism, Regulatory, Central 
metabolism, Cell  

           envelope, Transport and binding protein 

8 - - + + + 25% 
DNA metabolism, Regulatory, Cellular 
processes, Fatty acid 

10 - + - - - 33% DNA metabolism, Regulatory 
11 - - - - - 8% DNA metabolism 
12 - - + - - 25% Cellular protein, Protein fate 

16b - - - - - 23% 
Cell envelope, Regulatory, Transport and 
binding protein 

13 - - - - - 28% DNA metabolism, Regulatory, Transcription 

15 - - + + + 22% 
Cellular processes/biosynthesis, Regulatory, 
Cell envelope, DNA 

           
metabolism, Transcription, Energy 
metabolism 

16 - - - - - 38% 
Cellular process/protein fate, Energy 
metabolism/AA biosynthesis, 

           
Regulatory, Central metabolism, 
Transcription, Transport and binding protein 

17 
 

- 
 

- 
 

+ 
 

- 
 

- 
 

25% 
 

Biosynthesis/transport, Transport protein 
 

 
  

 



 

รปูทีO 39 เปอรเ์ซน็ต์การอยูร่อดของ
ของ B. pseudomallei 
P54 (  ) และ B. pseudomallei

 
6) การตรวจสอบ GI 
ไดค้ดัเลอืก GIs ที>มคีวามจาํเพาะโดยพบใน

แยกจากดนิ (GI8a, GI8b and GI15)
เพิ>ม (ตารางที> 22) มาทดสอบใน 
isolates และ เชืAอที>แยกจากดนิ 
ใหต้รวจสอบสองตาํแหน่งในแต่ละ 
ละ GI อาจไมค่งที> โดยพบวา่เมื>อใช ้
GI8b 25% และ GI17  48% โดย 
พบวา่พบไดน้้อยมากในเชืAอทั Aงสองแหลง่ 
นยัสาํคญัทางสถติ ิ (P < 0.05) 
ประโยชน์ในการระบุแหล่งที>มาหรอืจดัจาํแนกเชืAอโดยเฉพาะกรณีการระบาดใ
ต่อไป  

         ตารางทีO 22 การตรวจ 4 GIs 
 
 
 

 
 
 

55

เปอรเ์ซน็ต์การอยูร่อดของ BALB/c mice ที>ฉีด intraperitoneal ดว้ย 1x10
B. pseudomallei K96243 (  ), B. pseudomallei 45S (   ), B. pseudomallei

B. pseudomallei P82 (  ) ซึ>งทาํการทดสอบเกบ็ขอ้มลู 

GI ในเชื'อ B. pseudomallei  
ที>มคีวามจาํเพาะโดยพบในเชืAอที>แยกจากผูป่้วยและไมพ่บในเชืAอที>

(GI8a, GI8b and GI15) รวมทั Aงที>ไมพ่บในทั Aงสองกลุ่มคอื GI14 และ 
มาทดสอบใน B. pseudomallei 96 isolates โดยเป็นเชืAอที>แยกจากผูป่้วย

 48 isolates มาตรวจยนืยนัดว้ยวธิ ี PCR ซึ>งออกแบบ 
ใหต้รวจสอบสองตาํแหน่งในแต่ละ GI เนื>องจากความแตกต่างของการขาดหายไปของยนีในแต่

อาจไมค่งที> โดยพบวา่เมื>อใช ้ primer 1 GI8a ใหผ้ลบวกในเชืAอที>แยกจากผูป้ว่ย
โดย GI เหลา่นีAพบน้อย (2-4%) ในเชืAอที>แยกจากดนิ

พบวา่พบไดน้้อยมากในเชืAอทั Aงสองแหลง่ (ตารางที> 22) โดยการตรวจใหผ้ลแตกต่างอย่างมี
P < 0.05) การนํา PCR นีAไปตรวจสอบเชืAอที>พบในธรรมชาตน่ิาจะมี

ประโยชน์ในการระบุแหล่งที>มาหรอืจดัจาํแนกเชืAอโดยเฉพาะกรณีการระบาดในแหล่งชมุชนได้

GIs ในเชืAอที>แยกจากผูป่้วยและจากดนิโดยวธิ ีPCR 

 
1x105 c.f.u. 

B. pseudomallei 
ซึ>งทาํการทดสอบเกบ็ขอ้มลู 30 วนั 

ไมพ่บในเชืAอที>
และ GI17 ที>พบ

เชืAอที>แยกจากผูป่้วย 48 
ซึ>งออกแบบ primer 

เนื>องจากความแตกต่างของการขาดหายไปของยนีในแต่
เชืAอที>แยกจากผูป้ว่ย 60%, 

จากดนิ สว่น GI 14 
โดยการตรวจใหผ้ลแตกต่างอย่างมี

นีAไปตรวจสอบเชืAอที>พบในธรรมชาตน่ิาจะมี
นแหล่งชมุชนได้

PCR  



 56

บทวิจารณ์ 
การศึกษายีนใหม่ทีOน่าจะมีบทบาทในการก่อโรคหรือความรนุแรงในการก่อโรคของ B. 

pseudomallei  
หลกัการของการใช ้DNA Microarray ที>ม ีoligonucleotide จากยนีของ B. pseudomallei เป็น

เครื>องมอืในการศกึษาการแสดงออกของยนีในแบคทเีรยีเมื>อทาํใหต้ดิเชืAอแบบเฉียบพลนัในหนูทดลอง
สองชนิดที>มคีวามแตกต่างของภูมคิุม้กนั โดย BALB/c จะไวต่อการตดิเชืAอ แต่ C57BL/6 จะคอ่นขา้ง
ทนต่อการตดิเชืAอเนื>องจากมรีะบบ innate immunity ที>เขม้แขง็กว่า BALB/c พบวา่สามารถประสบ
ความสาํเรจ็ในการคดักรองยนีที>มคีวามสมัพนัธก์บัการก่อโรคหรอืความรนุแรงของโรคได ้โดยมทีั Aงยนีที>
เคยมรีายงานมาแลว้และยนีที>ไมท่ราบหน้าที> ซึ>งหลงัจากตดัยนีที>เกี>ยวขอ้งกบั metabolism และการ
ดาํรงชพีทั >วไปแลว้ไดย้นีที>น่าสนใจสงูและยงัไมม่รีายงานการจําแนกหน้าที> 2 ยนี คอื BPSS1521 
(Hypothetical protein) และ BPSS1512 (Putative membrane protein) 

หลงัจากได ้ mutant ที>ไม่มกีารแสดงออกของยนี BPSS1521  หรอื BPSS1512  และได้
ทาํการศกึษาการตดิเชืAอในเซลล ์A549 ซึ>งเป็น lung epithelial cell และ LD50 ในสตัวท์ดลอง พบวา่ 
virulence ของ mutant ยนี BPSS1521 ลดลง แต่ mutant ของ BPSS1512 ม ีvirulence เพิ>มขึAน 

ในช่วงนั Aน ไดม้งีานตพีมิพข์องสงิคโปรส์องฉบบั เกี>ยวกบัยนี BPSS1521 ซึ>งพบวา่การ delete 
ยนีใกลเ้คยีงซึ>งรวมยนีนีAดว้ยนั Aนไมไ่ดม้ผีลลดการแสดงออกของ TTSS3 ของ B. pseudomallei และได้
คน้พบยนีที>เป็น regulatory protein ของ TTSS3 และ ยนี BPSS1521 เป็นสว่นหนึ>งของ Type VI 
secretion system (T6SS) ของ B. pseudomallei (Sun, Chen et al.) และ รายงานวา่ BPSS1512 มี
ลาํดบันิวคลโิอไทดเ์หมอืน tssM ของ Burkholderia mallei 100% คอื virulence factor TssM ซึ>งจะไป
รบกวนกระบวนการ ubiquitination ของสารตวักลางหลายตวั สง่ผลไมใ่หเ้กดิการ suppress 
inflammatory response ซึ>งพบไดใ้น wild type สง่ผลให ้ mutant ของ TssM ทาํใหเ้กดิ 
hyperinflammation ทาํใหค้วามรนุแรงของโรคสงูขึAน (หนูตายเรว็ขึAน) นอกจากนีA การแสดงออกของ 
TssM นั Aนควบคมุโดย type III secretion system (Tan, Chen et al.) 

ในขณะนีAไดค้ดัเลอืกยนีในขอบเขตแบบเดมิเพิ>มและเป็นยนีที>ยงัไม่ทราบหน้าที> เพื>อนําไปสรา้ง 
mutantแลว้นําไปศกึษาความสามารถในการก่อโรคเมื>อเทยีบกบั wild type ต่อไป 
 
การศึกษา genome plasticity ของ B. pseudomallei 
 

การศกึษาเปรยีบเทยีบจโีนมของ B. pseudomallei K96243 sequence strain กบั B. 
pseudomallei ที>แยกจากดนิสองสายพนัธ์และจากผูป้่วยสามสายพนัธโ์ดยใช ้ DNA Microarray แสดง
วา่มกีารขาดหายไปหรอืมกีารไดร้บับางสว่นของยนีในบรเิวณที>จําเพาะซึ>งเรยีกวา่ genomic island 
(GI) ซึ>งสอดคลอ้งกบัการใช ้ bioinformatics tools หรอื in silico analysis (Holden, Titball et al. 
2004; Tuanyok, Leadem et al. 2008; Tumapa, Holden et al. 2008) ซึ>งพบความหลากหลายของ
บรเิวณที>เป็น GI ทั AงสิAน 16 บรเิวณ และไม่พบความแตกต่างของแบบแผน GI เมื>อเทยีบระหว่างเชืAอที>
แยกจากดนิและแยกจากผูป่้วย แต่จากวธิทีี>ใชนี้Aสามารถพบบรเิวณที>น่าจะเป็น GI ใหม่ ในโครโมโซมที> 
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2 ที>ยงัไมม่รีายงานมาก่อน ทั AงนีAอาจเป็นเพราะunbiased %GC (69.5%) โดยจโีนมของ B. 

pseudomallei K96243 จะม ี GC 68% และไม่พบ tRNA และ 3’ end repeat แต่ GI 17 มยีนีที>
เกี>ยวขอ้งกบั genome mobility รวมทั Aง transpose genes และ insertion element ที>อยู่ท ั Aงใน GI และ
อยูท่า้งปลายสองดา้นที>สามารถทาํใหเ้กดิการโยกยา้ยชิAนของ DNA ได ้นอกจากนีAยงัพบวา่ GI 8 ของ 
K96243 ประกอบดว้ยบรเิวณ 2 บรเิวณที>ม ี %GC ต่างกนัเลก็น้อยและมคีวามแตกต่างเมื>อเทยีบ 
K96243 กบัเชืAอที>ทดสอบดว้ย DNA microarray ซึ>งหากคาํนวณดว้ย bioinformatics อาจแยกจากกนั
ไมไ่ด ้ 

เนื>องจากบรเิวณ GI เป็นที>ซึ>งมคีวามผนัแปรไดม้าก และการตรวจโดย DNA microarray 
สามารถตรวจพบเฉพาะ DNA ที>ตรงกบั K96243 และ DNA ที>หายไปใน isolate อื>น แต่ไม่สามารถ
ตรวจ DNA ที>แทรกมาจากแหล่งอื>นที>ไมม่ใีน K96243 ได ้ดงัเหน็จากลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง GI7 (GI8 
ใน K96243) และเป็นผลทําใหก้ารใช ้ gap-PCR ตรวจ GI deletion อื>น ๆ ไมไ่ดเ้นื>องจากเป็นการ
แลกเปลี>ยนชิAนของ DNA อื>นเขา้มามากกว่าจะ delete หายไปเพยีงอยา่งเดยีว นอกจากนีAยงัสอดคลอ้ง
กบังานของ Tuanyok et al. (Tuanyok, Leadem et al. 2008) ที>รายงานการพบ GI sub-groups 
ขนาดต่าง ๆ ในชว่ง 15.8-92.3 kb ที> GI 7 (GI8 ใน K96243)  

เชืAอที>ทดสอบ 5 isolates มคีวามแตกต่างของแบบแผน GI โดยม ี3 GIs ที>จําเพาะกบัเชืAอจาก
ผูป่้วย (6, 7 และ 13) และ GIs 5, 10 และ 15 ที>แตกต่างระหว่างเชืAอจากผูป้่วยและจากดนิ ซึ>งโดยรวม
ทาํให ้isolate จากผูป้่วย (P82) ม ีGI ต่างจากเชืAอจากดนิ (BP045s) มาก แต่เมื>อทดสอบความรนุแรง
ในการก่อโรคใน BALB/c พบวา่ไม่ต่างจาก K96243 อยา่งมนีัยสาํคญั นอกจากนีA ใน GI ที>ตรวจไมพ่บ
ในบาง isolate มยีนีที>เกี>ยวขอ้งกบั metabolic และ transport functions รวมทั Aง outer membrane 
porin protein และยนีที>เกี>ยวขอ้งกบัความนรนุแรงของโรคที>เคยมรีายงาน แต่กไ็มพ่บวา่ทําใหห้นูมี
อตัราการตายที>ต่างกนัอย่างมนียัสาํคญั ดงันั Aน GI เหลา่นีAจงึน่าจะชว่ยสนับสนุนการอยู่รอดแต่ไมไ่ดเ้ป็น
ปจัจยัหลกัในการก่อโรคของแบคทเีรยี  

ในการศกึษานีAพบวา่แบบแผนของบาง GIs มคีวามแตกต่างอย่างชดัเจนระหว่างเชืAอที>แยกจาก
ดนิและแยกจากผูป่้วย จงึคดัเลอืก 5 GI (8a, 8b, 14, 15 และ 17) มาทดสอบในเชืAอจากผูป่้วย 48 สาย
พนัธุ ์และจากดนิ 48 สายพนัธุ ์พบวา่ขอ้มลูจาการใช ้primer ตรวจใน GI 8a และ GI 17 ที>รายงานใหม่
ในการศกึษานีA สามารถใหค้วามแตกต่างระหวา่งเชืAอจากผูป้่วยและจากดนิได ้ จงึน่าจะเป็นประโยชน์ใน
การจาํแนกแหล่งที>มาของเชืAอที>พบในธรรมชาต ิและอาจนําไปช่วยตรวจตดิตามการระบาดได ้
 
 

 
 
 
 
 

 



 58

หนังสืออ้างอิง 
Atkins, T., R. Prior, et al. (2002). "Characterisation of an acapsular mutant of Burkholderia 

pseudomallei identified by signature tagged mutagenesis." J Med Microbiol 51(7): 539-
47. 

Chaowagul, W., N. J. White, et al. (1989). "Melioidosis: a major cause of community-acquired 
septicemia in northeastern Thailand." J Infect Dis 159(5): 890-9. 

Cheng, A. C. and B. J. Currie (2005). "Melioidosis: epidemiology, pathophysiology, and 
management." Clin Microbiol Rev 18(2): 383-416. 

Cuccui, J., A. Easton, et al. (2007). "Development of signature-tagged mutagenesis in 
Burkholderia pseudomallei to identify genes important in survival and pathogenesis." 
Infect Immun 75(3): 1186-95. 

Holden, M. T., R. W. Titball, et al. (2004). "Genomic plasticity of the causative agent of 
melioidosis, Burkholderia pseudomallei." Proc Natl Acad Sci U S A 101(39): 14240-5. 

Lazar Adler, N. R., B. Govan, et al. (2009). "The molecular and cellular basis of pathogenesis 
in melioidosis: how does Burkholderia pseudomallei cause disease?" FEMS Microbiol 
Rev 33(6): 1079-99. 

Leakey, A. K., G. C. Ulett, et al. (1998). "BALB/c and C57Bl/6 mice infected with virulent 
Burkholderia pseudomallei provide contrasting animal models for the acute and chronic 
forms of human melioidosis." Microb Pathog 24(5): 269-75. 

Muangsombut, V., S. Suparak, et al. (2008). "Inactivation of Burkholderia pseudomallei bsaQ 
results in decreased invasion efficiency and delayed escape of bacteria from endocytic 
vesicles." Arch Microbiol 190(6): 623-31. 

Ou, K., C. Ong, et al. (2005). "Integrative genomic, transcriptional, and proteomic diversity in 
natural isolates of the human pathogen Burkholderia pseudomallei." J Bacteriol 
187(12): 4276-85. 

Reckseidler-Zenteno, S. L., R. DeVinney, et al. (2005). "The capsular polysaccharide of 
Burkholderia pseudomallei contributes to survival in serum by reducing complement 
factor C3b deposition." Infect Immun 73(2): 1106-15. 

Reckseidler, S. L., D. DeShazer, et al. (2001). "Detection of bacterial virulence genes by 
subtractive hybridization: identification of capsular polysaccharide of Burkholderia 
pseudomallei as a major virulence determinant." Infect Immun 69(1): 34-44. 

Stevens, M. P., M. W. Wood, et al. (2002). "An Inv/Mxi-Spa-like type III protein secretion 
system in Burkholderia pseudomallei modulates intracellular behaviour of the 
pathogen." Mol Microbiol 46(3): 649-59. 



 59

Sun, G. W., Y. Chen, et al. "Identification of a regulatory cascade controlling Type III Secretion 
System 3 gene expression in Burkholderia pseudomallei." Mol Microbiol 76(3): 677-89. 

Tan, K. S., Y. Chen, et al. "Suppression of host innate immune response by Burkholderia 
pseudomallei through the virulence factor TssM." J Immunol 184(9): 5160-71. 

Tuanyok, A., H. S. Kim, et al. (2005). "Genome-wide expression analysis of iron regulation in 
Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mallei using DNA microarrays." FEMS 
Microbiol Lett 252(2): 327-35. 

Tuanyok, A., B. R. Leadem, et al. (2008). "Genomic islands from five strains of Burkholderia 
pseudomallei." BMC Genomics 9: 566. 

Tumapa, S., M. T. Holden, et al. (2008). "Burkholderia pseudomallei genome plasticity 
associated with genomic island variation." BMC Genomics 9: 190. 

U'Ren, J. M., J. M. Schupp, et al. (2007). "Tandem repeat regions within the Burkholderia 
pseudomallei genome and their application for high resolution genotyping." BMC 
Microbiol 7: 23. 

Ulett, G. C., B. J. Currie, et al. (2001). "Burkholderia pseudomallei virulence: definition, stability 
and association with clonality." Microbes Infect 3(8): 621-31. 

Utaisincharoen, P., S. Arjcharoen, et al. (2006). "Burkholderia pseudomallei RpoS regulates 
multinucleated giant cell formation and inducible nitric oxide synthase expression in 
mouse macrophage cell line (RAW 264.7)." Microb Pathog 40(4): 184-9. 

White, N. J. (2003). "Melioidosis." Lancet 361(9370): 1715-22. 
 

5. ผลงานวิจยัทีOตีพิมพใ์นวารสารวิชาการระดบันานาชาติ 
 ยงัไม่มงีานวจิยัที>ไดร้บัการตอบรบัใหต้พีมิพ ์ กาํลงัจะสง่ manuscript 1 เรื>องที>ไดเ้คยสง่แต่
ไมไ่ดต้อบรบัใหต้พีมิพไ์ปใหม่ คอื “Genomic islands as a target for differentiation between 
Burkholderia pseudomallei Clinical and Environmental Isolates” และกําลงัรา่ง manuscript อกีเรื>อง 
“Gene expression profile of Burkholderia pseudomallei in BALB/c and C57BL/6 reveals a novel 
virulence gene” และเมื>อยนืยนัหน้าที>ของยนีที> deleted ใหม่ไดแ้ลว้ จะไดร้า่ง manuscript อกีฉบบัซึ>ง
คาดว่าน่าจะสามารถ submit ไดภ้ายในปีหน้า 
 

6. กิจกรรมอืOน ๆ ทีOเกีOยวข้อง 
 -การเชื>อมโยงทางวชิาการกบันกัวชิาการในต่างประเทศ  

ไดม้คีวามร่วมมอืกบั  Assistant Professor Adel M. Talaat, M.V.Sc., Ph.D. The Laboratory 
of Bacterial Genomics, Department of Pathobiological Sciences, University of Wisconsin 
ผ่านการรบัทุน คปก ของนางสาวธนัชพร บาตรโพธิ � เพื>อไปทํา Microarray hybridizationและใช้
โปรแกรมออกแบบและทาํการสงัเคราะห์ Genome directed primers (GDPs) เพื>อเปลี>ยน RNA 
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เป็น cDNA โดยมคีวามจําเพาะกบั B. pseudomallei โดยไม่ cross กบัหนู และไดร้่วมกนัร่าง 
proposal เพื>อขอ Microarray slide จาก TIGR เพื>อใชใ้นงานวจิยั โดย Dr Talaat ร่วมเป็น co-
advisor ของนักศกึษา คปก 

เพิ>มความรว่มมอืกบั Associate Prof Bob Ernst, PhD, Department of Microbial 
Pathogenesis, University of Maryland – Baltimore, School of Dentistry, Baltimore, MD ผา่น
การรบัทุน คปก ของ นางสาวสนิุสา ชริะกุล เพื>อไปศกึษาหน้าที>ของยนีที>พบว่าการ deletion ทาํให้
เพิ>มความรนุแรงในการก่อโรคของ B. pseudomallei  

-การเชื>อมโยงทางวชิาการกบันกัวชิาการในประเทศ 
 ได้ร ับความช่วยเหลืออย่างดียิ>งจาก ดร.นิศรา การุณอุทัยศิริ ซึ>งเป็นผู้เชี>ยวชาญด้าน 
Microarray technology ของศูนย์พนัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิ(BIOTEC) ในการให้
คาํแนะนํา แก้ไขปญัหา รวมทั Aงอนุญาติใหน้ักศกึษาไดไ้ปดาํเนินการทดลอง hybridization, scanning 
และ data analysis ที> หอ้งปฏบิตักิาร Microarray technology, BIOTEC ซึ>งเป็นปจัจยัสาํคญัในการทํา
ใหป้ญัหาอุปสรรคที>มผีา่นไปได ้
 

7. ปัญหาและอปุสรรค 
หลงัจากที> B. pseudomallei ไดร้บัการจดัเป็น category B โดย CDC, USA ที>สามารถนําไป

ทาํอาวธุชวีภาพได ้และ NIH, USA ไดเ้พิ>มงบประมาณวจิยัสนับสนุนนักวจิยัในสหรฐัอเมรกิาเป็นอย่าง
มาก การทําวจิยัเกี>ยวกบัเชืAอนีAก็เพิ>มสงูขึAนทั >วโลก ทําให้เกดิการแข่งขนัที>สูง งานวจิยัแต่ละแห่ง เช่น
กลุ่ม Prof Bancroft ในประเทศองักฤษ กลุ่ม Mahidol-Oxford Wellcome research unit กรงุเทพฯ, 
Prof Paul Keim, University of Northern Arizona, Prof Bart Currie, Australia และ Prof Patrict 
Tan, Singapore มทุีนสนบัสนุนและนักวจิยัทั Aงระดบั Post-doc และ Ph.D. เป็นจํานวนมาก การตพีมิพ์
ผลงานรวดเรว็และมคีณุภาพสงู ทาํใหย้ากต่อการแขง่ขนัเพราะทั Aงทุนวจิยัและผูช้่วยวจิยัที>มศีกัยภาพใน
ประเทศไทยมน้ีอยกวา่มาก ยงันับเป็นโอกาสที>ดทีี>มนีักวจิยัใน BIOTEC เช่น ดร นิศรา ที>เขา้ใจความ
ขาดแคลนของนักวจิยัต่างจงัหวดั จงึยินยอมสละเวลาอนัมีค่า และเอืAอเฟืAอเครื>องมอืที>มีราคาแพงให้
ผูว้จิยัไดใ้ชร้ว่มดว้ย นอกจากนีAงานสอนจํานวนมากที>ไม่แตกต่างจากอาจารยท์ี>ไม่ทาํวจิยัมากนัก ทาํให้
มีเวลาในการทําวิจัยน้อย นักศึกษาปริญญาเอกที>เป็นกําลงัสําคญัก็ต้องใช้เวลาในการสร้างเป็น
เวลานานกว่าจะสามารถผลิตผลงานเพยีงพอที>จะตีพมิพ์ได ้ซึ>งมกัจะช้าเกนิไปเพราะโจทย์วจิยัที>เรา
สามารถคดิได ้ต่างประเทศกค็ดิไดแ้ละทาํเรว็กวา่มาก 

งานที>ท้าทายและโจทย์วจิยัที>ดมีกัจะมเีวลาเพยีงสั Aน ๆ ที>ต้องทําให้สําเรจ็เพื>อตีพมิพ์ก่อน ถึง
พลาดโอกาสมผีู้ตพีมิพ์ไปก่อน ก็จะต้องทําต่อไปเพื>อให้งานตีพมิพ์ได ้ซึ>งเป็นเรื>องที>ยากขึAน แต่กไ็ด้
พยายามทําอยู่ตลอดเพื>อสร้างให้นักศกึษาจบและมีงานตีพมิพ์ที>มีคุณภาพให้กบัผู้ใหทุ้นให้ได้ ช่วงปี 
กว่าที>ผ่านมา มวีกิฤตของชวีติที>เกดิต่อเนื>องกนั คุณแม่ที>อยู่กรงุเทพฯ เป็นมะเรง็รงัไข่ ตอ้งผ่าตดัและ
ทาํรงัสบีาํบดัที>ตอ้งใชเ้วลาและความอดทนสงู ส่วนคุณพ่อผ่าตดัลิAนหวัใจและทาํ by-pass ฉุกเฉิน จงึทาํ
ให้กําลงัใจและเวลาทําวจิยัที>มีอยู่ลดน้อยลงไป นับเป็นปญัหาอุปสรรคที>สําคญัอีกด้านหนึ>งที>อาจไม่
สมควรกลา่วอา้งถงึ 


