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The project aimed to differentiate B. pseudomallei having different lipopolysaccharide 
(LPS) structures based on the PCR-RFLP technique. Recently, it was reported that different LPS 
structures had been found in B. pseudomallei. In particular, the major LPS structures found in B. 
pseudomallei isolated from Thailand were ladder patterns, the so called typical pattern. In contrast, 
the major LPS structures of B. pseudomallei isolated from Australia were smear patterns, the so 
called atypical pattern. Our study focused on a gene, the WaaF gene, which is involved in LPS 
biosynthesis. A pair of specific primers was designed based on the WaaF gene sequence. 
Polymerase chain reaction followed by restriction endonuclease (PCR-RFLP) analysis was 
performed. At least three restriction enzymes, EcoRI, PstI, NotI, were used to differentiate the 
different LPS structures among 141 isolates from different sources such as patients, animals, and 
the environment from Thailand, Australia, Laos and Hongkong. The results showed different 
PCR-RFLP patterns that could be divided into 4 patterns. In addition the comparative LPS pattern 
of all 141 isolates were detected in three profiles. Phylogenetic trees constructed under PCR-RFLP 
and PCR-RFLP+LPS were compared. The results show relationships of these 141 isolates with 6 
characters or branches. Interestingly, the bacteria from soil isolates have distinct characters that 
isolated them from the others. However, the number of bacteria from soil isolates was too small. 
Thus, we should investigate a greater number of samples. The results from this study were shown 
to be related with the distribution of B. pseudomallei found in this region. Moreover, the different 
PCR-RFLP patterns and the phylogenetic tree in this study still could not explain the differences in 
virulent propertys of the bacteria that needs more analysis of the data. 
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บทนํา 
เชื้อ Burkholderia pseudomallei เปนแบคทีเรียที่กอโรคในคนที่เรียกวา โรคเมดิออยโดสิส โดยในระยะแรกๆ 

พบวาแหลงของเชื ้อนี ้พบมากในแถบประเทศเอเซียตะวันออกเฉียงใต โดยเฉพาะภาคอีสานของประเทศไทย 
(Suputtamongkol et al., 1994) และภาคเหนือของประเทศออสเตรเลีย (Inglis et al., 1998) แตตอมาเริ่มมีรายงานการ
พบเชื้อดังกลาวมากขึ้น ทั้งในประเทศฮองกงและจีน (Dance, 2000) เปนตน  อยางไรก็ตาม ในการศึกษาเพื่อบงชี้ความ
หลากหลายของสายพันธุเชื้อดังกลาวไดมีการศึกษา เชน การใช ribotyping (Trakulsomboon et al., 1997), การใช 
RFLP-Micropattern และ RFLP-Macropattern จากการแยกดวย Pulse field gel electrophoresis (Pitt et al., 2000; 
Vadivelu et al., 1997) สามารถแยกความหลากหลายของสายพันธุแต ยังไมสามารถใชเปน  marker ในระดับ
วิวัฒนาการของเชื้อได  อีกทั้งยังไมสามารถหาความสัมพันธของการกอโรคที่รุนแรง 



 

        

เมื่อไมนานมานี้ ศ. สถิต สิริสิงห และคณะ ไดศึกษาแบบแผนของ lipopolysaccharide (LPS) ที่สกัดจากเชื้อ  
B. pseudomallei สายพันธุในประเทศไทย และเปรียบเทียบกับสายพันธุจากประเทศออสเตรเลีย โดยพบวาแบบแผนของ 
LPS ที่สกัดจากเชื้อ B. pseudomallei มีลักษณะที่แตกตางกันอยางชัดเจนเปน 2 ลักษณะ คือ ชนิดท่ีใหแบบแผนเปนขั้น
บันได (ladder) หรือเรียกวา typical pattern ซึ่งพบมากในสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทย กับชนิดที่ไมมีแบบแผนเปน
ขั้น (smear) หรือเรียกวา atypical pattern ซึ่งพบมากในสายพันธุที่แยกไดจากประเทศออสเตรเลีย (Anuntagool  
et al., 2000) โดยที่ขอมูลในการติดเชื้อและการกอโรคมักจะพบความรุนแรงในกลุมประชากรไทยมากกวาในกลุมประชา
กรออสเตรเลีย ซึ่งจะเห็นไดวาขอมูลดังกลาวนี้ นาจะมีความสัมพันธในชนิดของเชื้อที่มี LPS ที่แตกตางตอการกระจาย
หรือแหลงที่พบ นอกจากนี้ LPS ยังเปนหนึ่งใน virulent factor ที่ไดมีการศึกษาอยางกวางขวาง โดยเฉพาะในเชื้อ B. 
pseudomallei พบวา LPS เปนปจจัยหนึ่งที ่มีความสําคัญในการกอโรค แตเนื ่องจากแบบแผนของ LPS ที่ไดไม
สามารถนํามาเปรียบเทียบหรือวิเคราะหเพื่อการหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการได ในขณะที่ขอมูลของยีนหรือ
ความแตกตางของยีนจะสามารถนํามาวิเคราะหความสัมพันธในการวิวัฒนาการและสามารถวิเคราะหการกระจาย
ของแหลงของเชื้อได 

โครงการวิจัยนี้มุงที่จะนําประโยชนทาง molecular marker ที่มีความชัดเจนหรือมีความสัมพันธกับการกอโรค
มาใชหาความหลากหลายของสายพันธุอยางมีนัยสําคัญในเชิงวิวัฒนาการ การกระจายตัว และอาจนําไปสูความสัมพันธ
ของการกอความรุนแรงของโรค โดย molecular marker ที่นํามาใชในการศึกษานี้ไดเลือก WaaF gene ซึ่งไดมีการ
ศึกษาแลววาเกี่ยวของกับการสังเคราะห lipopolysaccharide (LPS) ที่เปนปจจัยสําคัญอยางหน่ึงในการกอความรุนแรง
ของโรคเมดิออยโดสิส (Burtnick and Woods, 1999) ซึ่งมีวัตถุประสงคในการวิจัย ดังนี้ 

1. พัฒนาการใชเทคนิค PCR-RFLP ในการแยกความแตกตางของเชื้อ B. pseudomallei ที่มีความแตกตาง
ของ lipopolysaccharide structure โดยใช WaaF เปนยีนเปาหมาย และการเลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะ ประมาณ 3 
ชนิด ในการแยกความแตกตาง 

2. วิเคราะหผลของ PCR-RFLP และการวิเคราะหทางคอมพิวเตอรในการสราง phylogenetic tree เพ่ือการ
อธิบายในเชิงการวิวัฒนาการและการกระจายของเชื้อ B. pseudomallei ในพ้ืนที่ตางๆ 
 

วิธีการ 
1. แบคทีเรียตัวอยางท่ีทําการศึกษา  เปนแบคทีเรียชนิด B. pseudomallei ที่แยกจากผูปวย และจากแหลง

ดิน น้ํา ในถ่ินตางๆ ที่มีการระบาดของโรคเมดิออยโดสิส โดยเก็บตัวอยางในประเทศไทย ออสเตรเลีย ลาว และฮองกง 
โดยใชจํานวนเชื้อมากกวา 141 isolates โดยใหมีสัดสวนของเชื้อที่ใชที่เปนชนิด typical LPS ตอชนิด atypical LPS 
เปน 50% ตอ 50% แตเนื่องจากเชื้อที่พบในประเทศไทยสวนใหญเปนชนิด typical LPS ดังนั้นหากตัวอยางที่ใชศึกษา
ไมสามารถไดตามสัดสวนตามที่ระบุไวอาจปรับเปล่ียนใหมีความเปนไปไดมากที่สุดคือ เปนชนิด typical LPS : atypical 
LPS เปน 70% : 30% ซึ่งจากการศึกษานี้ไดสัดสวนเปน 77% : 23% และทําการสืบหาขอมูลสําหรับเชื้อที่แยกจากผู
ปวยวามีความรุนแรงมากนอยเพียงใด มี ribotype แบบใด หรือ source of infection and arbinose assimilation รวม
ทั้งเปรียบเทียบแบบแผนของ LPS ซึ่งขอมูลดังกลาวจะนํามาวิเคราะหตอไป 

2. การสกัดดีเอ็นเอ นําแบคทีเรียตัวอยางที่ไดมาทําการสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือนํามาเปนแมแบบในการเพิ่มขยาย
ยีนเปาหมายโดยวิธีพีซีอาร ขณะเดียวกันจะทําการพัฒนาการเพิ่มขยายยีนเปาหมายโดยการใชดีเอ็นเอจากเซลล
แบคทีเรียโดยตรง เพ่ือใหการศึกษาจํานวนแบคทีเรียไดครั้งละมากๆ 

3. การพัฒนาวิธีการเพิ่มจํานวนยีนเปาหมายโดยพีซีอาร ในการวิจัยนี้จะเลือกการใชยีนเปาหมายที่เกี่ยว
ของกับการสังเคราะห LPS นั่นคือยีน WaaF โดยการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะของยีน ทําการเพิ่มจํานวนยีนจากดี
เอ็นเอของแบคทีเรียในขอ 2 และวิเคราะหโดยวุนอิเลคโตรโซรีสิส 



 

        

4. การหาแบบแผนของ PCR-RFLP เมื่อไดผลผลิตของพีซีอารแลว จะนํามาทดสอบโดยการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะอยางนอย 3 เอนไซม เนื่องจากไดมีการทดสอบในเบื้องตนแลววายีนเปาหมาย WaaF มีลําดับเบสที่
มี polymorphism ซึ่งสามารถติดตามดวยเอนไซม อยางนอย 3 เอนไซม คือ EcoRI, NotI และ PstI การที่ยีนเปาหมาย
มีลําดับเบสที่มี polymorphism จึงทําใหสามารถใชเปนประโยชนในการติดตามวิวัฒนาการและสราง phylogenetic tree 
ได นอกจากนี้อาจตองใชเอนไซมเพ่ิมขึ้นเพ่ือระบุความแตกตางไดละเอียดขึ้น กรณีนี้ขึ้นอยูกับความเหมาะสมของการ
ทดลองตอไป 

5. การวิเคราะหขอมูลและการสราง Phylogenetic tree นําขอมูลจากการทํา PCR-RFLP มาวิเคราะห
และสรางผังในการแยกสายพันธุการวิวัฒนาการโดยอาศัยคอมพิวเตอร 
 

ผลการวิจัย 
1. แบคทีเรียตัวอยางท่ีทําการศึกษา เชื้อ B. pseudomallei ที่ไดมาจากผูปวยในประเทศไทย (รหัส NF มา

จาก NIH กระทรวงสาธารณสุข, รหัส Bp มาจาก ศ.สถิต สิริสิงห ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยมหิดล) จํานวน 67 
ตัวอยาง รหัสที่เปนตัวเลขจากผูปวย จํานวน 10 ตัวอยาง ตัวอยางจากแหลงดินในประเทศไทย (รหัส E) จํานวน 3 ตัว
อยาง ตัวอยางจากประเทศลาว (รหัส L) จํานวน 10 ตัว
อยาง ตัวอยางจากประเทศฮองกง (รหัส HK) จํานวน 10 
ตั ว อ ย า ง  (จ า ก  Welcome Unit ค ณ ะ เว ช ศ า ส ต ร 
มหาวิทยาลัยมหิดล) และตัวอยางจากประเทศออสเตรเลีย 
จํานวน 41 ตัวอยาง (ยังไมระบุแหลงของเชื้อ เปนการทํา 
blind Test) รวมท้ังส้ิน 141 ตัวอยาง (ตารางที่ 1) 

2. ผลการทดสอบ LPS และการศึกษา PCR-
RFLP แบคทีเรียตัวอยางทั้ง 141 ตัวอยางได ถูกนํามา
ทดสอบแบบแผน LPS และการศึกษา PCR-RFLP โดยผล
การเปรียบเทียบแบบแผน LPS และผลการศึกษา PCR-
RFLP แสดงในภาพที่ 1 และ 2 ตามลําดับ 

 

ภาพที่ 1. แสดงแบบแผนของ LPS ที่สกัดจากเชื้อแบคทีเรีย
B. pseudomallei จากแหลงตางๆ ที่ใหแบบแผน
แตกตางกัน 3 รูปแบบ คือ typical ladder, atypical
ladder และ smear pattern 

1     2     3     4     5     6     7     8 1     2*   3*   4     5     6     7     8

lane  1 Typical ladder

lane  2 Atypical ladder
lane  3     Smear pattern

lane  4-8 Typical ladder

lane  1 Typical ladder

lane  2, 3 Typical ladder*
lane  4      Typical ladder

lane  5-8  Atypical ladder

1         2          3         4

EI  PI  NI  EI  PI  NI  EI  PI  NI   EI   PI  NI 

100 bp
Marker

100 bp
Marker

100 bp
Marker

E I หมายถึง เชื้อ B. pseudomallei ตัดดวยเอนไซม EcoR I

P I หมายถึง เชื้อ B. pseudomallei ตัดดวยเอนไซม Pst I

N I หมายถึง เชื้อ B. pseudomallei ตัดดวยเอนไซม Not I

EI  PI NI EI  PI NI ภาพที่ 2. แสดงตัวอยางแบบแผนที่ไดจากแบคทีเรีย
แหลงตางๆ ที่ให PCR-RFLP ที่แตกตาง
กัน ทั้งที่ถูกตัดไดดวย EcoRI และไมถูก
ตัด,  ทั้งที่ถูกตัดดวย NotI และไมถูกตัด,
ทั้งที่ถูกตัดดวย PstI และไมถูกตัด และถูก
ตัดมากกวา 1 ตําแหนง 



 

        

ตารางที่ 1. สรุปจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่ใชในการศึกษา และการแสดงแบบแผนของ LPS และ PCR-RFLP 
No. Source Code Isolated type LPS pattern Restriction Enzyme 
    Typical Atypical Smear EcoRI PstI NotI 

1 Outgroup         
2 THAI BpNF10/38 Human √   + + + 
3 THAI BpNF47/38 Human √   + + + 
4 THAI BpNF105/37 Human √   + + + 
5 THAI BpNF154/37 Human √   + + + 
6 THAI E008 Environment √   + ++ + 
7 THAI E025 Environment √   + ++ + 
8 THAI E203 Environment √   + ++ + 
9 THAI 230a Human √   + + + 

10 THAI 241a Human √   + + + 
11 THAI 244a Human √   + - + 
12 THAI 932a Human √   + + + 
13 THAI #1 Human √   - + + 
14 THAI #2 Human  √  - + + 
15 THAI #3 Human  √  - + + 
16 THAI #4 Human  √  - + + 
17 THAI #5 Human  √  - + + 
18 THAI #6 Human  √  + + + 
19 THAI #7 Human  √  + + + 
20 THAI #8 Human  √  + + + 
21 THAI #9 Human  √  + + + 
22 THAI #10 Human √   + + + 
23 THAI #11 Human √   + + + 
24 THAI #12 Human  √  - + + 
25 THAI #13 Human   √ + + + 
26 THAI #14 Human   √ + + + 
27 THAI #15 Human   √ + + + 
28 THAI #16 Human  √  + + + 
29 THAI #17 Human  √  + + + 
30 THAI #18 Human √   + + + 
31 THAI #19 Human   √ + + + 
32 THAI #20 Human  √  - + + 
33 THAI #21 Human  √  - + + 
34 THAI #22 Human √   + + + 
35 THAI #23 Human  √  + + + 
36 THAI #24 Human  √  + + + 
37 THAI #25 Human  √  + + + 
38 THAI #26 Human  √  - + + 
39 THAI #27 Human   √ + + + 
40 THAI #28 Human   √ + + + 
41 THAI #29 Human √   + + + 
42 THAI #30 Human √   + + + 
43 THAI #31 Human √   + + + 
44 THAI #32 Human √   + + + 
45 THAI A Human √   + + + 
46 THAI B Human √   - + + 
47 THAI C Human √   + + + 
48 THAI D Human √   + + + 
49 THAI G Human √   + + + 
50 THAI I Human √   + + + 
51 THAI J Human √   + + + 
52 THAI P Human √   + + + 
53 THAI Q Human √   + + + 
54 THAI U Human √   + + + 
55 THAI R Human √   - + + 
56 THAI Y 1 Human √   + + + 
57 THAI Z 2 Human √   + + + 



 

        

ตารางที่ 1. (ตอ) 
No. Source Code Isolated type LPS pattern Restriction Enzyme 
    Typical Atypical Smear EcoRI PstI NotI 
58 THAI 1889a Human √   + + + 
59 THAI 1895a Human √   + + + 
60 THAI 1909a Human   √ + + + 
61 THAI 1923a Human √   + + + 
62 THAI 2037a Human √   + + + 
63 THAI 2095a Human √   + + + 
64 THAI 2096a Human √   + + + 
65 THAI 2102a Human √   + + + 
66 THAI 2104a Human √   + + + 
67 THAI 2106a Human   √ + + + 
68 THAI 2110a Human √   + + + 
69 THAI 2111a Human √   + + + 
70 THAI 2112a Human √   + + + 
71 THAI 2113a Human √   + + + 
72 THAI 1960 Human √   + + + 
73 THAI 2115a Human √   + + + 
74 THAI 2116a Human √   + + + 
75 THAI 2120a Human √   + + + 
76 THAI 2121a Human √   + + + 
77 THAI 2123a Human √   + + + 
78 THAI 2124a Human √   + + + 
79 AUSTRALIA 1A BA Human √   + + + 
80 AUSTRALIA 1B BA Human √   + + + 
81 AUSTRALIA 2A BA Animal √   - + - 
82 AUSTRALIA 2B BA Animal √   - + - 
83 AUSTRALIA 3 BA Animal √   - + + 
84 AUSTRALIA 4A BA Animal √   - + + 
85 AUSTRALIA 4B BA Animal √   - + + 
86 AUSTRALIA 6A BA Soil √   - + - 
87 AUSTRALIA 6B BA Soil √   - + - 
88 AUSTRALIA 7A BA Soil  √  - + + 
89 AUSTRALIA 7B BA Soil  √  - + + 
90 AUSTRALIA 8A BA Animal √   - + - 
91 AUSTRALIA 8B BA Animal √   - + + 
92 AUSTRALIA 9A BA Human √   - + + 
93 AUSTRALIA 9B BA Human √   - + + 
94 AUSTRALIA 10 BA Human √   - + + 
95 AUSTRALIA 11 BA Human √   - + + 
96 AUSTRALIA 12 BA Human √   - + + 
97 AUSTRALIA 13 BA Human √   - + + 
98 AUSTRALIA 14 BA Soil √   - + + 
99 AUSTRALIA 16A BA Human √   - + - 
100 AUSTRALIA 16B BA Human √   - + - 
101 AUSTRALIA 17A BA Human √   - + + 
102 AUSTRALIA 17B BA Human √   - ++ + 
103 AUSTRALIA 18A BA Human  √  - ++ + 
104 AUSTRALIA 18B BA Human  √  - ++ + 
105 AUSTRALIA 19 BA Animal √   - + + 
106 AUSTRALIA 20 BA Human √   - + + 
107 AUSTRALIA 21 BA Human √   - - + 
108 AUSTRALIA 22A BA Human √   - + + 
109 AUSTRALIA 22B BA Human √   - + + 
110 AUSTRALIA 23A BA Human  √  - + + 
111 AUSTRALIA 23B BA Human  √  - + + 
112 AUSTRALIA 24ABA  Human √   - + + 
113 AUSTRALIA 24B BA Human √   - + + 
114 AUSTRALIA 25 BA Animal √   - + + 



 

        

ตารางที่ 1. (ตอ) 
No. Source Code Isolated type LPS pattern Restriction Enzyme 
    Typical Atypical Smear EcoRI PstI NotI 
115 AUSTRALIA 26 BA Animal √   - + + 
116 AUSTRALIA 27 BA Animal √   - + + 
117 AUSTRALIA 28 BA Animal √   - + + 
118 AUSTRALIA 29 BA Human √   - + - 
119 AUSTRALIA 30 BA Animal √   - + - 
120 LAO L03 Human √   - + + 
121 LAO L04 Human √   + + + 
122 LAO L05 Human √   + + + 
123 LAO L06 Human √   - + + 
124 LAO L07 Human √   - + + 
125 LAO L08 Human √   + + + 
126 LAO L09 Human √   + + + 
127 LAO L10 Human √   + + + 
128 LAO L13 Human √   - + + 
129 LAO L18 Human √   - + + 
130 HONGKONG HK1 Animal √   + + + 
131 HONGKONG HK2 Animal √   + + + 
132 HONGKONG HK3 Animal √   + + + 
133 HONGKONG HK4 Aerosol √   + + + 
134 HONGKONG HK5 Animal √   + + + 
135 HONGKONG HK7 Animal √   + + + 
136 HONGKONG HK8 Animal √   + + + 
137 HONGKONG HK9 Animal √   + + + 
138 HONGKONG HK10 Animal √   + + + 
139 HONGKONG HK11 Animal √   + + + 
140 HONGKONG 108A Soil √   + + + 
141 HONGKONG 108B Soil √   + + + 

√ หมายถึง  แบบแผน LPS ที่พบ 
+      หมายถึง  ตัดได 1 ตําแหนงดวย Restriction enzyme 
++    หมายถึง  ตัดไดมากกวา 1 ตําแหนงดวย Restriction enzyme 
-       หมายถึง   ตัดไมได ดวย Restriction enzyme 
 

3. ผลการสราง Phylogenetic tree การวิเคราะหผลจากขอมูล PCR-RFLP และ PCR-RFLP+LPS ไดถูก
นํามาหา phylogenetic tree ดังแสดงในภาพที่ 3 และ 4 ตามลําดับ 

 
บทสรุป 

ในการวิเคราะหแบบแผน LPS ของเชื้อที่ทําการศึกษาทั้งส้ิน 141 สายพันธุ ซึ่ง 80 ตัวอยางมาจากประเทศ
ไทย โดย 77 ตัวอยางมาจากผูปวย และ 3 ตัวอยางมาจากแหลงดิน สวนอีก 10 ตัวอยางมาจากประเทศลาว 10 ตัว
อยางมาจากประเทศฮองกง ซึ่งสวนมากไดจากการติดเชื้อของสัตว และอีก 41 ตัวอยางมาจากประเทศออสเตรเลีย โดย
พบแบบแผนที่เปน typical เปนสวนใหญ  108/141 (%), พบแบบแผนที่เปน atypical 24/141 (%), และแบบแผนที่เปน 
smear 8/141 (%), ซึ่งเปนไปตามการคาดหมายที่จะพบเชื้อที่มี LPS เปนแบบ typical มากกวา atypical โดยตั้งเปาไว
ที่ 70 : 30 ซึ่งที่พบในการศึกษานี้เปนสัดสวน 77 : 23 และจากผลการศึกษาแบบแผน LPS พบวาเชื้อที่มาจากออสเตร
เลียสวนใหญให typical ซ่ึงแตกตางจากขอมูลแรกที่เชื่อวาในออสเตรเลียเปน atypical  และพบแบบแผนที่เปน smear 
เฉพาะผูปวยในประเทศไทยเทานั้น 

อยางไรก็ตามเมื่อทําการวิเคราะหยีน WaaF โดยวิธี PCR-RFLP ดวยเอนไซม 3 ชนิด สามารถแบงแบบแผน 
ที่ไดออกเปน 4 กลุม คือ 

1. กลุมที่ตัดได 1 ตําแหนง ดวยเอนไซมทั้ง 3 ชนิด  มีทั้งส้ิน 81/141 (57.4%) 



 

        

 

 
2. กลุมที่ตัดได 1 ตําแหนง ดวยเอนไซม 2 ชนิด (PstI และ NotI) มีทั้งส้ิน 46/141 (32.6%) 
3. กลุมที่ตัดได 1 ตําแหนง ดวยเอนไซม 1 ชนิด (PstI) มีทั้งส้ิน 9/141 (6.3%) 
4. กลุมที่ตัดได 1 ตําแหนง ดวยเอนไซม 2 ชนิด (EcoRI และ NotI) และตัดไดมากกวา 1 ตําแหนงดวย PstI 

มีทั้งส้ิน 4/141 (3.7%) 
ที่นาสนใจคือ เชื้อที่ไดจากแหลงดินในประเทศไทยทั้งหมด ใหแบบแผนในกลุมที่ 4 เทานั้น ซึ่งตางจากเชื้อที่

อ่ืนๆ แมจะมาจากแหลงดิน นอกจากนั้นจุดที่นาสนใจอีกกรณี คือ เชื้อที่ไดจากประเทศออสเตรเลียทั้งหมดจะมีแบบแผน
ในกลุมที่ 2 และ 3 หรือกลาวอยางชัดเจนคือไมสามารถตัดไดดวย EcoRI และจะพบในเชื้อที่มาจากประเทศลาวบาง 

จากผลการศึกษาแบบแผน PCR-RFLP นี้พบการเกิดลักษณะจําเพาะที่มีนัยสําคัญ และเมื่อทําการสราง 
phylogenetic tree เพ่ือหากลุมความสัมพันธจะทําใหมองเห็นภาพที่ชัดเจนขึ้น  โดยการใชขอมูล PCR-RFLP อยาง
เดียวสามารถแบงไดเปน 7 แขนง โดยมีกลุมที่เปนแขนงใหญๆ 2 แขนง คือ แบบแผนที่ 1 และ 2 ที่มีความสัมพันธกัน 
จากนั้นในกลุมที่ 1 จะแตกแขนงออกไปเปน 3 กลุมยอย ที่ชัดเจนคือสายของเชื้อในประเทศไทย ซึ่งมีเชื้อจากแหลงดิน 
ที่แยกออกมาอยางชัดเจน สําหรับกลุมใหญที่ 2 ก็มีแขนงยอยอีก 2 แขนง โดยสวนใหญของแขนงยอยทั้ง 2 นี้เปนเชื้อ
จากออสเตรเลียและลาว มีเชื้อจากผูปวยของไทยที่พบในกลุมนี้บาง สําหรับเชื้อที่มาจากฮองกงทั้ง 10 ตัวอยาง ทั้งจาก
แหลงดิน สัตว หรือคน จะพบการกระจายตัวเปนแบบแผนกลุมเดียวกับกลุมใหญแบบท่ี 1 ผลที่เห็นจากการสราง 
phylogenetic tree นี้ ทําใหสามารถคาดเดาวา เชื้อที่เกิดในประเทศฮองกงนาจะมาจากประเทศไทย ซึ่งจากขอมูลเบ้ือง
ตนพบวาการเกิดระบาดของเชื้อจะเกิดหลังการเกิดพายุไตฝุน ซึ่งมีความเปนไปไดที่จะเกิดจากการกระจายจากสวนแผน
ดิน (ทวีป) ไปสูเกาะฮองกง สวนเชื้อที่มาจากออสเตรเลียจะมีความจําเพาะมาก โดยเฉพาะการที่ไมสามารถตัดไดดวย 
EcoRI ซึ่ งแบบแผนของเชื้ อไมวาจะมาจากแหลงดิน  สัตว หรือคน  ก็จะมี ลักษณะคลายกันมาก  เชนนี้ อาจ 
คาดเดาไดวาเชื้ออยูในทวีปที่แยกตัว การเปล่ียนแปลงจึงเกิดไดนอยกวา 

2
3
4
5
910

11
12
22
2330

34
41
4243

44
4547

4849

5051

52535456

575859100101

104105106109110111112113114

115
116117118

119120121122
124
125

126127128129
130

131
132133

134
135
136

138
139140

141

6

7

8

18

19

20

21

28

29

35

36

37

25

26

27

31
39

40

123 137 46
55 62

63
64
71
72 73

74 75
76
77 80 81 84

85 86

87 88 91 92 93 96 97 98 99

102103107108

13 14

15 16
17

24 32

33
38

67

68

82

83

89

90

60

61

65

66

69

70

78

79

94

95
1

THAI
(Environment)

THAI
(Human)

THAI
(Human)

THAI
(Human)

Animal

Human
Soil Human

Animal Human Animal
HumanAnimal

LAOS
(Human)AUSTRALIA THAI

(Human)
Soil

Human

AUSTRALIA

Soil

Human

Animal

Animal

Animal

AUSTRALIA

Animal

LAOS
(Human)

AUSTRALIA

THAI
(Human)

Animal Envi
Envi

HONGKONG
THAI
(Human)

2
3
4
5
9
10
12
1819

20
21
2223

25
2627

282930

31343536

373940414243444547484950515253

54
5657

58

59
100101

104
105106

109110
111

112
113114

115
116

117
118
119
12011

6

7

8
13
14
15
16 17

24
32
33 38

46
55 62

63
6467

68717273

747576778081828384 858687888990

91929396

979899

102103
107
108

60

61
65

66

69

70

78

79

94

95

1

Thailand
(Human)

Australia ( Human,soil,animal )

Lao
s (H

um
an)

Australia
(Human,soil,animal )

Thailand
( Human )

Hongkong
(Animal)

Lao
s (

Hum
an

)
Au

str
ali

a
 (H

um
an

)

Th
ail

an
d

(H
um

an
)

Th
ai

la
nd

 (
En

vi
ro

nm
en

t)
P A U P *
Version 4.0b10 for 32-bit Microsoft Windows

ภาพที่ 3. Phylogenetic tree ที่สรางจากการใชแบบแผน 
PCR-RFLP 

ภาพที่ 4. Phylogenetic tree ที่สรางจากการใชขอมูล LPS 
และ PCR-RFLP 



 

        

นอกจากนี้คณะผูวิจัยไดสราง phylogenetic tree ที่อาศัยขอมูลจากทั้ง PCR-RFLP รวมกับ LPS เพ่ือใหขอมูล 
phylogenetic tree มีคามากขึ้น เพ่ือเปรียบเทียบแนวโนมในการหาความสัมพันธทั้งระดับ genotype และ phenotype 
ประกอบกัน ผลที่ไดกลับพบวากลุมความสัมพันธลดลงเปน 4 กลุม แตใหความชัดเจนกวาในกรณีขางตน กลาวคือ จะมี
กลุมพ้ืนฐานใหญ 2 กลุม ในกลุมที่ 1 ที่เปนจํานวนมากที่สุดที่พบเชื้อจากไทย ลาว ฮองกง และออสเตรเลีย และกลุมนี้
แตกแขนงโดยมีเชื้อจากแหลงดินในไทยแยกออกมาชัดเจน สวนในกลุมที่ 2 พบลักษณะเชื้อจากไทย ลาว และออสเตรเลีย 
และมีการแตกแขนงสายของเชื้อจากออสเตรเลียอยางชัดเจน เมื่อวิเคราะหผลก็จะใหแนวโนมเชนเดียวกับขางตน  

อยางไรก็ตาม การศึกษาในโครงการนี้สามารถนําขอมูลมาวิเคราะหคาดการณการกระจายของเชื้อจากแหลง
ตางๆ ไดอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งนําไปสูการสรางองคความรูตอความเขาใจในการจัดการโดยเฉพาะการระบาดของเชื้อ เชน
กรณีฮองกงเปนตนซึ่งสามารถบงชี้ถึงแหลงของเชื้อในการแพรกระจาย อีกทั้งในสวนของเชื้อจากแหลงดินในประเทศ
ไทยมีขอนาสนใจที่ลักษณะแยกออกจากเชื้อที่ไดจากผูปวยอยางชัดเจน แตเนื่องจากจํานวนตัวอยางที่ศึกษานอยเกินไป 
คณะผูวิจัยคาดวาจะศึกษาเพิ่มเติมในสวนนี้ตอไป 
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