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Pythium insidiosum เป ็นเชื้ออุบ ัต ิใหม่อาศัยอยู่ในนํ้าม ีล ักษณะคลายเชื้อรา เป ็นสาเหตุของโรค 

pythiosis พบในคนและสัตว์บริเวณเขตร้อนจนถึงร้อนชื้น มีรายงานพบผู้ป่วย และเสียชีวิตจากโรคนี้สูงที่สุดจาก 

ประเทศไทย อย่างไรก็ตามข้อม ูลเก ี่ยวก ับตัวเช ื้อทางค้านพ ันธุกรรมและพยาธิสภาพการเก ิดโรคมีน ้อยมาก 

งานวิจัยในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการหายีนจากเชื้อที่เจริญ ณ อุณหภูมิ 37°c น่าจะมีความสัมพันธ์กับการเกิด 

พยาธิสภาพของโรค การค้นหายีนดังกล่าวอาศัยวิธี PCR -  select cDNA subtraction จากเช้ือท่ีเพาะ ณ อุณหภูมิ 

27°c และ 37°c และจากข้อมูลด้านพันธุกรรมของเชื้อก่อโรคที่คล้ายคลึงจากฐานข้อมูลใน GenBank จากวิธี 

subtraction พบ 606 โคลนจาก subtracted cDNA libraries ของทั้งสองอุณหภูมิ เมื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับเบสด้วย 

โปรแกรม BLASTN พบโคลนส่วนใหญ่มีลำดับเบสคล้ายกับ mitochondria ของกลุ่มรานํ้า และการวิเคราะห์การ 

ทำงานของโปรตีนด้วยโปรแกรม Swiss-Prot และ BLASTX พบ candidate genes ที่ควบคุมการทำงานของ 

โปรตีนหลายชนิด ในที่น ี้ผ ู้ว ิจ ัยได้ทำการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการทำงานของ cytochrome C 

oxidase subunit II (COX II) p-tubulin (TUB) และ chitin synthase subunit 11 (CHI II) โดยอาศัยวโ) semi -  

quantitative PCR และยืนยันผลการศึกษาด้วยวิธี real time RT -  PCR ในเชื้อจำนวน 16 สายพันธุ ที่เป็นตัวแทน 

ของกลุ่มเชื้อที่มาจากแหล่งต่างกันที่ได้จากการจัด phylogenetic distribution ผลการศึกษาพบยีน COXU เท่านั้นที่ 

มีการแสดงออก ณ อุณหภูมิ 37°c สูงกว่า 27°c ถึง 2.5 เท่าโดยเฉล่ีย จัดว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (p =
0.0347) และไม'พบการแสดงออกของยีน TUB และ CHIU ที่แตกต่างกันระหว่างสองอุณหภูมิ จากข้อมูลดังกล่าว 

นี้ชี้ให้เห็นว่าสามารถนำยีน TUB และ CHI II เป็น housekeeping gene ในการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ไวต่อ 

อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงได้ สำหรับการแสดงออกของยีน CHI II ที่37°c พบว่าขึ้นกับแหล่งที่มาของเชื้อ นอกจากนี้ 

ทางผู้วิจัยยังได้นำ COX II มาประยุกต์ใช้ในการศึกษา Phylogenetic relationship พบว่า c o x  II สามารถใช้ศึกษา 

Phylogenetic distribution ของเชื้อ p. insidiosum ได้นอกเหนือ ITS ที่ม ักนิยมใช้ โดยสเปผลการศึกษานี้เป็น 

รายงานแรกที่แสดงว่า การแสดงออกของ COXU ท่ี อุณหภูมิ 37°c สูงกว่า 27°c สำหรับความสัมพันธ์ระหว่างยีน 

COXU กับการก่อให้เกิดพยาธิสภาพ จำเป็นด้องศึกษาเพิ่มเติม
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##  4 8 8 9 6 6 5 0 2 0 :  M A J O R  M E D I C A L  M I C R O B I O L O G Y  

K E Y W O R D S :  P Y T H IU M IN S ID IO S U M /  S U P P R E S S I O N  S U B T R A C T I V E  

H Y B R I D I Z A T I O N /  R E A L  T I M E  R T  -  P C R /  S U B T R A C T E D  C D N A  L I B R A R I E S  /  

P H Y L O G E N E T I C  T R E E

P A T C H A R E E  K A M M A R N J A S S A D A K U L :  C L O N I N G  A N D  

C H A R A C T E R I Z A T I O N  O F  G E N E S  D I F F E R E N T I A L L Y  E X P R E S S E D  I N  

P Y T H IU M  IN S ID IO S U M  T H A I  S T R A I N .  T H E S I S  A D V I S O R :  A S S O C .

P R O F  A R I Y A  C H I N D A M P O R N ,  P h . D . ,  T H E S I S  C O - A D V I S O R :  

A S S T . P R O F . T A N A P A T  P A L A G A ,  P h . D . ,  K A L L A Y A  

S R I T U N Y A L U C K S A N A ,  P h . D . ,  2 3 5  p p .

A n  e m e r g i n g  a q u a t i c  f u n g a l  l i k e  o r g a n i s m ,  Pyth ium  insid iosum ,  c a u s e s  t h e  

d i s e a s e  c a l l e d  ‘ p y t h i o s i s ’  i n  b o t h  h u m a n  a n d  a n i m a l  f r o m  t r o p i c a l ,  s u b t r o p i c a l ,  a n d  

t e m p e r a t e  z o n e .  T h e  h i g h e s t  m o r t a l i t y  a n d  m o r b i d i t y  i n  h u m a n  p y t h i o s i s  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  f r o m  T h a i l a n d .  V e r y  f e w  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  a n d  p a t h o g e n e s i s  c o n c e r n i n g  

t h i s  o r g a n i s m  i s  n o t  k n o w n .  T h i s  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  g e n e s  e x p r e s s e d  f r o m  

c u l t u r e  a t  3 7 ° c  m i g h t  i n v o l v e d  i n  i t s  p a t h o g e n e s i s .  T o  i s o l a t e  t e m p e r a t u r e - i n d u c e d  

g e n e s ,  P C R  -  s e l e c t  c D N A  s u b t r a c t i o n  f r o m  c u l t u r e s  p. insid iosum  a t  2 7 ° c  a n d  3 7 ° c  

a n d  P C R - b a s e d  s e a r c h i n g  t h e  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  i n  G e n B a n k  D a t a b a s e s .  B o t h  

s u b t r a c t e d  c D N A  l i b r a r i e s  c o n d i t i o n s ,  t o t a l  s i x  h u n d r e d  a n d  s i x  c l o n e s  w i t h  i n s e r t e d  

c D N A  f r a g m e n t s  w e r e  d e t e c t e d .  N u c l e o t i d e  a n a l y s i s  b y  B L A S T N  s h o w e d  m o s t l y  

m i t o c h o n d r i a  D N A  w h e r e a s  t h e  p r o t e i n  f u n c t i o n  p r e d i c t e d  b y  S w i s s - P r o t  a n d  

B L A S T X  p r o g r a m s  d e m o n s t r a t e d  c a n d i d a t e  g e n e s  e n c o d i n g  p r o t e i n s .  H e r e ,  g e n e  

e n c o d i n g  c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e  s u b u n i t  I I  ( c o x  I I ) ,  P - t u b u l i n  (T U B ),  a n d  c h i t i n  

s y n t h a s e  s u b u n i t  I I  ( C H I  I I )  w e r e  s e l e c t e d  t o  a n a l y z e  t h e i r  e x p r e s s i o n  u s i n g  s e m i -  

q u a n t i t a t i v e  P C R  a n d  c o n f i r m e d  b y  R e a l  t i m e  R T - P C R .  T o  d e m o n s t r a t e  t h e  

e x p r e s s i o n  l e v e l  a t  3 7 ° c  a n d  2 7 ° c  c o n d i t i o n s ,  s i x t e e n  s t r a i n s  o f  p. insidiosum , 
r e p r e s e n t e d  t h r e e  p h y l o g e o g r a p h i c  p r e f e r e n c e  w e r e  r e c r u i t e d .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  

a t  3 7 ° c  g r o w t h  c o n d i t i o n ,  o n l y  c o x  I I  g e n e  e x p r e s s e d  2 . 5  t i m e s  o v e r  2 7 ° c  g r o w t h  

c o n d i t i o n  (p =  0 . 0 3 4 7 ) .  E v e n  t h o u g h ,  TUB  a n d  C H I  I I  s h o w  i n d i s t i n g u i s h a b l e  

e x p r e s s i o n ,  t h e s e  g e n e s  c a n  b e  u s e d  a s  h o u s e k e e p i n g  g e n e s  f o r  t e m p e r a t u r e  

s u s c e p t i b l e  g e n e  e x p r e s s i o n  s t u d i e s .  T h i s  i s  t h e  n e w  f i n d i n g s .  H o w e v e r ,  i t  i s  o f  n o t e d  

t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C H I  I I  a t  3 7 ° c  d e p e n d e d  o n  t h e  g e o g r a p h i c  d i s t r i b u t i o n .  N o t  

o n l y  t h e  e x p r e s s i o n  w a s  a n a l y z e d ,  t h e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p  w a s  a l s o  p e r f o r m e d  

u s i n g  c o x  I I .  T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  c o x  I I  i s  t h e  g o o d  c a n d i d a t e  g e n e  t o  r e v e a l  t h e  

g e n e t i c  a s s o c i a t i o n  a m o n g  p. insidiosum .  I t  a l s o  i s  a n  a l t e r n a t i v e  g e n e  o f  I T S  w h i c h  i s  

c o m m o n l y  u s e d  f o r  s t u d y  t h e  p h y l o g e n e t i c  d i s t r i b u t i o n .  ๒  c o n c l u s i o n ,  t h e s e  d a t a  w a s  t h e  

p i o n e e r  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  c o x  I I  e x p r e s s e d  a t  3 7 ° c  o v e r  2 7 ° c .  T h e  i n s i g h t  o f  t h i s  g e n e  a n d  

p a t h o g e n e s i s  r e q u i r e d  t o  p e r f o r m  t h e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .
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A C K N O W L E D G E M E N T S

F i r s t  o f  a l l ,  I  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  m y  f e e l i n g  f r o m  t h e  h o n e s t y  t o  m y  g r e a t  

a d v i s o r :  A s s o c .  P r o f .  A r i y a  C h i n d a m p o m ,  P h . D .  T h r o u g h o u t  m y  c a n d i d a t e  P h . D  

l i f e t i m e ,  s h e  g a v e  w i s e  a d v i c e ,  g o o d  c a r e  t o  s u p p o r t  t h i s  t h e s i s  a n d  o t h e r  

a d m i n i s t r a t i v e  c h a l l e n g e s  a n d  t h e  m a n y  c o n s t r u c t i v e  d i s c u s s i o n s .  I  a m  v e r y  t o  s p e c i a l  

t h a n k f u l  t o  m y  C O - a d v i s o r :  A s s i s t .  P r o f .  T a n a p a t  P a l a g a ,  P h . D .  W i t h  h i s  e n t h u s i a s m ,  

h i s  i n s p i r a t i o n ,  a n d  h i s  g r e a t  e f f o r t s  t o  e x p l a i n  t h i n g s  c l e a r l y  a n d  s i m p l y ,  h e  p r o v i d e d  a  

l o t  o f  s u g g e s t i o n s  f r o m  h i m  i m p r o v e d  m y  t h e s i s  a n d  a l s o  m y  s c i e n t i f i c  t h i n k i n g .  M a n y  

t h a n k s  a r e  a d d r e s s  t o  m y  c o - a d v i s o r  t o  b e  l o v e d :  K a l l a y a  S r i t u n y a l u c k s a n a ,  P h . D .  f o r  

s u p e r v i s i n g  t h i s  w o r k  a n d  a s k i n g  m e  t o  w o r k  i n  h e r  r e s e a r c h  g r o u p  a t  C e n t e x  S h r i m p ,  

F a c u l t y  o f  S c i e n c e ,  M a h i d o l  U n i v e r s i t y ,  w h e r e  I  c a r r i e d  o u t  a  s i g n i f i c a n t  p a r t  o f  m y  

t h e s i s .  W i t h  h e r  t a l e n t  a n d  e x p e r t i s e  f o r  r e s e a r c h ,  s h e  h e l p e d  m e  a  l o t  w i t h  h e r  g r e a t  

e x p e r i e n c e  i n  S u p p r e s s i o n  S u b t r a c t i v e  H y b r i d i z a t i o n  S y s t e m .

M y  s p e c i a l  t h a n k s  g o  t o  t h e  9 0 t h  A n n i v e r s a r y  o f  C h u l a l o n g k o m  U n i v e r s i t y  

F u n d  ( R a t c h a d a p h i s e k s o m p h o t  E n d o w m e n t  F u n d ) ,  G r a d u a t e  S c h o o l ,  C h u l a l o n g k o m  

U n i v e r s i t y ,  t h e  m a i n  f i n a n c i a l  s u p p o r t  a n d  I  a l s o  t h a n k  R e s e a r c h  C e n t e r ,  F a c u l t y  o f  

M e d i c i n e ,  a n d  C h u l a l o n g k o m  U n i v e r s i t y .  I  w i l l  f o r e v e r  b e  i n d e b t e d  t o  P r o f .  D r .  

B o o n s i r m  W i t h y a c h u m n a m k u l ,  M D . ,  P h . D .  f o r  t h e  g i v i n g  m e  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  u s e  

t h e  e x c e l l e n c e  f a c i l i t i e s  a t  C e n t e x  S h r i m p  f o r  m o r e  t h a n  t h r e e  m o n t h s .  A t  C e n t e x  

S h r i m p ,  m a n y  p e o p l e  h a v e  s u p p o r t e d  m e  w i t h  w o r d  a n d  d e e d .  I  a m  v e r y  s p e c i a l  
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