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ABSTRACT 
Pythium insidiosum is the etiologic agent of pythiosis, an emerging and fatal infectious disease of 
humans and animals living in tropic and subtropic countries. P. insidiosum exists in two stages: 
branching hyphae and biflagellate zoospore. Although morphology of P. insidiosum resembles to 
fungi, but it is closely related to diatom and algae. Human pythiosis is found mostly in Thailand, 
while the disease state in animals is found worldwide. Thalassemia is a predisposing factor. 
Healthcare professionals are unfamiliar with the disease. Diagnosis of pythiosis is difficult. 
Conventional antifungal drugs are ineffective, leaving radical surgery of infected organ is the 
main treatment option for pythiosis. It is apparent that more needs to be done in the way of basic 
research to provide insights into P. insidiosum’s biology and pathogenesis, and thereby lead to 
the discovery of novel strategies for pathogen and infection control. Recently, we have identified 
a 74-kDa immunoreactive protein of P. insidiosum. Proteomic and genetic analyses revealed a 
partial P. insidiosum exo-1,3-ß-glucanase gene (PinsEXO1) sequence that encodes this 
immunogen. In pathogenic fungi, glucanases have roles in morphogenesis, pathogenesis, and 
host immune responses. Role of the gucanase in P. insidiosum is unknown. PinsEXO1 might 
have functions resembled to fungal glucanases, and could be a potential virulence factor, 
diagnostic target, and vaccine candidate. In this project, we aims to characterize PinsEXO1 and 
apply the gene for clinical uses. Full-length PinsEXO1 (2,229 bp) was successfully identified, 
using Adaptor and RACE PCR. Sequence analysis showed that PinsEXO1 was phylogenetically 
different from fungal glucanases. PinsEXO1 was significantly up-regulated when it grew at body 
temperature, compared to room temperature. Limited carbon source down-regulated PinsEXO1. 
We showed that PinsEXO1 was an efficient DNA target for specific PCR identification of P. 
insidiosum. Two B-cell epitopes of PinsEXO1 protein (Peptide-A and B), predicted by 
bioinformatics analysis, were strongly reactive against sera from pythiosis patients, but not control 
sera tested. Western blot analysis of hyphal and culture filtrate antigens, using rabbit anti-
Peptide-A/B serum, showed that PinsEXO1 was not secreted. Immunostaining suggested that 
PinsEXO1 localized at cell wall. By comparing the two peptides, Peptide-A was a more suitable 
epitope for development of an efficient peptide-based ELISA for diagnosis of pythiosis. In 
conclusion, the glucanase gene, PinsEXO1, of P. insidiosum, was first immunologically and 
genetically characterized here. Highly-expressed PinsEXO1 at body temperature and surface 
localization of its protein imply that the gene might have role in host interaction. PinsEXO1 was 
proven to be useful for molecular and immunological detection of P. insidiosum.   
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บทคดัย่อ 
Pythium insidiosum คอื fungus-like microorganism ทีอ่ยูใ่นกลุ่ม oomycetes และเป็นสาเหตุของโรคตดิ
เชือ้รา้ยแรงทีเ่รยีกว่า “Pythiosis”. โรคนี้เกดิไดใ้นคนและสตัวท์ีอ่าศยัอยูใ่นประเทศเขตรอ้น. ประเทศไทย
ถอืเป็น endemic area ของโรค pythiosis ทีเ่กดิในคน. ในปจัจุบนั มกีารรายงานการพบโรค pythiosis 
มากขึน้. อยา่งไรกต็าม ความรูค้วามเขา้ใจเกีย่วกบัโรคน้ียงัมไีมม่ากนกั. ผูป้ว่ยเกอืบทัง้หมดจะมกีาร
พยากรณ์โรคไมด่.ี การวนิิจฉยัมคีวามยากล าบาก. การรกัษาดว้ยราตา้นเชือ้ราไมไ่ดผ้ล การรกัษาหลกัจงึ
เป็นการผ่าตดัส่วนทีต่ดิเชือ้ออก (อวยัวะทีต่ดิเชือ้มากทีสุ่ดคอืตาและขา) ซึง่ท าใหเ้กดิความพิการถาวร 
และในบางรายการทีโ่รคลุกลามไปมาก ผูป้ว่ยจะเสยีชวีติจากการตดิเชือ้ในทีสุ่ด. เมือ่พจิารณาถงึปญัหา
การวนิิจฉยั พบว่ามคีวามต้องการชุดทดสอบทีม่ปีระสทิธภิาพ ใหผ้ลรวดเรว็ และสามารถใชไ้ดง้่าย. และ
หากพจิารณาถงึปญัหาการรกัษา พบว่ามคีวามจ าเป็นทีต่อ้งศกึษาดา้นวทิยาศาสตรพ์ืน้ฐาน เพื่อคน้หา
วธิกีารรกัษาใหมท่ีไ่ดผ้ลดกีว่าเดมิ เช่น ยาหรอืวคัซนีตา้นเชือ้ Pythium. เมือ่ไมน่านมานี้ คณะผูว้จิยัได้
รายงานการพบ immunodominant protein ขนาด 74-kDalton ของเชือ้ P. insidiosum และจากการ
วเิคราะหท์างดา้น Proteomic and genetic พบยนีทีถ่อดรหสัเป็นโปรตนีน้ีคอื exo-1,3-β-glucanase 
gene (PinsEXO1).  Glucanase เป็นโปรตนีทีน่่าสนใจ เพราะในเชือ้ราบางชนิด glucanase มบีทบาทใน
การเปลีย่นแปลงรปูรา่งของเชือ้, ช่วยก่อใหเ้กดิโรค (การเกาะตดิและการชอนไชเนื้อเยือ้โฮส), และมี
บทบาทในการกระตุน้ภมูกินัของรา่งกาย. หน้าทีข่อง P. insidiosum glucanas อาจจะเหมอืนกบัทีพ่บใน
เชือ้รา แต่กย็งัไมม่กีารพสิจูน์. วตัถุประสงคข์องโครงการนี้คอื เพื่อศกึษาหน้าทีข่อง P. insidiosum 
PinsEXO1 และใชป้ระโยชน์จากยนีน้ีในทางคลนิิก. จากการใชเ้ทคนิค Adaptor and RACE PCR ท าให้
สามารถทราบล าดบัเบสของ PinsEXO1 ทัง้หมด. เมื่อศกึษาความสมัพนัธท์าง phylogenetics พบว่า 
PinsEXO1 มลี าดบัเบสแตกต่างกบัเชือ้ราชนิดอื่นๆ. เมือ่ดกูารแสดงออกของยนี พบว่า PinsEXO1 
แสดงออกสงูเมือ่เชือ้เจรญิทีอุ่ณหภมูริา่งกาย และมกีารแสดงออกต ่าเมือ่เชือ้เจรญิในภาวะทีข่าดคารบ์อน. 
คณะผูว้จิยัไดใ้ช ้ PinsEXO1 เป็นเป้าหมายในการตรวจหา P. insidiosum ดว้ยวธิ ี PCR พบว่ามี
ประสทิธภิาพด.ี นอกจากนี้ยงัใชว้ธิทีาง Bioinformatics ค านาย B-cell epitopes ได ้ 2 epitopes คอื 
Peptide-A และ -B ซึง่ม ีbinding activity ดกีบั anti-P. insidiosum antibody ใน serum ผูป้ว่ย pythiosis 
ทัง้หมดทีท่ดสอบ. จากการท า Western blot analysis กบั crude antigens ทีส่กดัไดจ้ากเชือ้ รว่มกบั 
antibody จากกระต่ายทีส่รา้งต่อ Peptide-A และ –B พบว่าโปรตนี PinsEXO1 ไมม่กีารหลัง่ออกมานอก
เซลล ์และการใช ้ immunostaining assay บ่งบอกว่าโปรตนี PinsEXO1 อยูท่ีผ่นงัเซลล.์ เมือ่เปรยีบเทยีบ 
Peptide-A และ –B เพื่อใชท้ า Peptide ELISA ส าหรบัวนิิจฉยัโรค Pythiosis พบว่า Peptide-A มี
ประสทิธภิาพดกีว่า. โดยสรุป โครงการวจิยัน้ีไดท้ าการศกึษายนี PinsEXO1 ของ P. insidiosum ในดา้นที่
เกีย่วกบัภมูคิุม้กนัวทิยาและยเีนตกิสเ์ป็นครัง้แรก และแสดงว่ายนี PinsEXO1 อาจมบีทบาทต่อการเกดิ
โรค. นอกจากนี้ยนี PinsEXO1 ยงัสามารถน ามาประยกุตใ์ชเ้พื่อการวนิิจฉัยการตดิเชือ้ P. insidiosum ได้
อยา่งด.ี 


