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(CLONING OF THE GENES FROM P seu dom on as p s e u d o m a lle i  AND SELECTION 
OF HEMOLYSIN-EXPRESSING E s c h e r ic h i a  c o l i )  อ.ท ีปรึกษา ะ ผส.ดร.สมหญง 
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1 P seudom onas p s e u d o m a l le i  เใ]นแบคท เรยแกรมลบท เท ีนสาเหต ุของโรค m e l i o id o s i s  
คุณสมบํตทีคาดวานาจะมีบทบาทในการกอโรค ไดแก s u r f a c e  a n t ig e n s  และ e x t r a c e l l u l a r  
s u b s t a n c e s  ทวก e x o t o x i n ,  p r o t e a s e  และ h e m o ly s in

I l  X) \J

เทือทีจะทีกษา h em olysin  ของ P . p se u d o m a lle i ไคใซ recom binant DNA 
te c h n iq u e  โคลนดีเอ ็นเอของ p . p seu d o m a lle i สายพนธุ K1/88 เขาส E. c o l i  JM 109 โคย  
ฅุ้คดีเอ็นเอของ P .p se u d o m a lle i ดวย P s tI  อยางไมสมบูรณแลวนามา l i g a t e  กบพลาสมีค pUC18 
ทีงถูกคดควย P s tI  และถูก d ep h o sp h o ry la ted  จากนน transform  l i g a t io n  m ixture สู 
com petent E. c o l i  JM109 แลวเv n ะเลยุงบน a m p l i c i l l i n  agar ทม X -ga l เลอกโคโลน 
สืขาว ทีงเทีนโคโลนของ tra n sfo rm a n ts ทม recom b in an t p lasm id s นา tran sform an ts ไป 
ทดสอบหา h e m o ly tic  a c t i v i t y  ดวย 1c e llo p h a n e  p la t e  tech n iq u e  JflJ 1tran sform an ts  
ทให h e m o ly t ic  a c t i v i t y  3 โคลน ปงม recom b in an t p lasm id s ทใหลือวา pWC3, 1pWC7 
และ pWD1 โดยมี in s e r t e d  DNA ขนาดประมาณ 0 .9 ,  0 .9  และ 5-6  kb ดามลาดบ เมือไซ 
in s e r t e d  DNA ท'งสามเฟ้น probe ในการไฮบรึไคซกบ Southern b lo t s  ทบุวา ^ inserted  DNA 
สามารถไฮบรึไดซกบ chromosomal DNA fragm ent ของ p . p seu d o m a lle i ทีตคควย P stI  ที 
ตาแหนงเดียวกบ in s e r t e d  DNA ยกเวนกรณี in s e r t e d  DNA fragm ent ขนาด นบบ bp ของ 
pWC7  ทีไฮบรึไดซเอ็น smear กบ DNA ทีมีนาหนกโมเลกุลสูง นอกจากนย'งพบวา in s e r te d  DNA 
ของทั้ง 3 โคลน ไมมี hom ology กน
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Pseudomonas p se u d o m a lle i i s  a g ra m -n eg a tiv e  b a cter iu m  which i s  the
c a u s a t iv e  a g en t o f  m e l i o i d o s i s .  P r o p e r t ie s  which a r e  im p lic a te d  to  
c o n tr ib u te  v ir u le n c e  to  t h i s  b a cter iu m  are  su r fa c e  a n t ig e n s , and 
e x t r a c e l lu la r  su b s ta n c e s  such  as e x o to x in ,  p r o te a s e  and h em o ly s in .

In  o rd er  to  s tu d y  th e  th e  h em olysin  o f  p . p s e u d o m a lle i ,  recom binant 
DNA te c h n ig u e s  w ere em ployed to  c lo n e  p .p se u d o m a lle i DNA in t o  E. c o l i  JM 109 
v ia  pUCIS c lo n in g  v e c t o r .  Chromosomal DNA was p a r t i a l l y  d ig e s te d  w ith  P stI  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c le a se  and l ig a t e d  w ith  th e  d ep h o sp h o ry la ted  P stI  s i t e  o f  
pUC18 DNA. The l i g a t i o n  m ix tu re  was transform ed  in t o  com petent E. c o l i .  
T ransform ants were s e l e c t e d  on a m p ic i l l in  agar c o n ta in in g  X -g a l .  These 
tra n sfo rm a n ts were s c r e e n e d  f o r  th e  h e m o ly tic  a c t i v i t y  by th e  ce llo p h a n e  
p la t e  te c h n iq u e . I t  was found th a t  th r e e  E_. c o l i  tra n sfo rm a n ts  p o sse sse d  
h e m o ly tic  a c t i v i t y .  T h ese tra n sfo rm a n ts  harbored recom binant ท1aamids pWC3', 
pWC7 and pWD1 o f  w hich th e  i n s e r t s  are a p p ro x im a te ly  0 . 9 ,  0 . 9  and 5 .6  kb 
r e s p e c t i v e l y .  S ou th ern  b l o t  a n a ly s is  u s in g  th e s e  in s e r t e d  DNA as probes 
d em on strated  th a t  p .o s e u d o m a lle i  DNA fragm ents o f  th e  same s i z e  With the  
probe h y b r id iz e d  to  each  probe e x c e p t  th e  0 .4  kb fragm ent o f  pWC7 which 
h y b r id iz e d  to  h ig h e r  m o le c u la r  w e ig h t DNA o f  P s tI  d ig e s t e d  p . p se u d o m a lle i. 
chromosomal DNA fr a g m e n ts . In a d d it io n ,  th e r e  was no hom ology among th e se  
in s e r te d  DNA.
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ช

«  i l  v n f l ' l u ' l  VTM '  1 U V f U B

ช - อง?ทเชจ'ชิชส
ชม. - เชน«เมคร
มก. - มลล๊กรัม
มล. = มิลลลิคร
มม. - มลลเม«ร
fcf>. - Base p a ir
BSA = Bovine serun albumin
en = C en tin eter
CTTAB - C e ty ltr in e th y l am on iu n  bromide
dATP = Deoxyadenosine 5 ' -tr ip h o sp h a te
dCTP - D eoxycytid ine 5 '-tr ip h o sp h a te
dGTP - Deoxyguanosine 5 ' -tr ip h o sp h a te
dTTP = Deoxythymidine 5 ' -tr ip h o sp h a te
dNTP — D eoxynucleotide 5 ' -tr ip h o sp h a te
d = d alto n
DNA - D eoxyribonu cleic a c id
ddw = double d i s t i l l e d  w ater
EDTA - Ethylènediam ine t e t r a a c e t ic  a cid
HEPES - N -2 -H y d ro x y eth y lp ip erz in e-N '-2 -eth an esu lfo n ic
HU - Hem olytic u n it
kb - K ilobase
L - L ite r
M - M olarity
œM - M illim olar
MW - M olecular w eight
m - Microgram
pL - M ic r o lite r

- Micrometer



P* = M ie ro m o la r
nm = N anom eter

n g ะะ Nanogram
NaCl = Sodium  c h l o r i d e
NaHzHP04 = Sodium  d ih y d ro g e n  p h o s p h a te
NazHPCk = Sodium  h y d ro g en  p h o s p h a te
H = N o rm a lity
NaOH = Sodium  h y d ro x id e
NSS = N orm al s a l i n e  s o l u t i o n
O.D. = O p t i c a l  d e n s i t y
32p = R a d io a c t iv e  P h o sp h o ru s  32
PIPES ะะ P ip e r a z i n e - N ,N '- b i s  [  2 - e t h a n e s u l f o n i c  a c id  ]
PCR -  P o ly m e ra se  c h a in  r e a c t i o n
rp n = R e v o lu t io n  p e r  m in u te
SDS = Sodium  d o d e c y l  s u l p h a t e
s s c = S a l i n e  sod ium  c i t r a t e
T r i s = T r i s - (  h y d ro x y m eth y l ) - a m in o e th a n e
ช - U n it
uv ะะ U l t r a v i o l e t
V = V o lta g e
v /v = Volume /  Volume
w/v = W eigh t /  Volume
X -g a l = 5 -B ro m o - 4 - c h lo r o - 3 - i r x io ly l -  B - D - g a la c to s id e
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