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ผลการทดลอง 
 
การจัดกลุมยีนที่ไดรับการทํานายวาควบคุมการสรางโปรตีนที่มีสวน LRR ที่พบในเลปโตสไปรา 

 
ยีนที่ไดรับการทํานายวาควบคุมการสรางโปรตีนที่มีสวน LRR ที่พบในเลปโตสไปรา มีทั้งหมด 

25 ยีน สามารถจัดกลุมได 5 กลุม คือ กลุมที่ 1 มีจํานวน 5 ยีน คือ ยีน LA3320, LA3321, LA3322, 
LA3323 และ LA3324 ซึ่งมีระยะหางระหวางยีน LA3320 กับ LA3321, ยีน LA3321 กับ LA3322, 
ยีน LA3322 กับ LA3323 และ ยีน LA3323 กับ LA3324 เทากับ 203, 48, 204 และ 200 คูเบส 
ตามลําดับ กลุมที่ 2 มีจํานวน 2 ยีน คือ ยีน LA2964 และ LA2966 มีระยะหางระหวางกันเทากับ 
28 คูเบส กลุมที่ 3 มีจํานวน 6 ยีน คือ ยีน LA2443, LA2446, LA2447, LA2448, LA2450 
และ LA2452 ซึ่งมีระยะหางระหวางยีน LA2443 กับ LA2446, ยีน LA2446 กับ LA2447, 
ยีน LA2447 กับ LA2448, ยีน LA2448 กับ LA2450 และ ยีน LA2450 กับ LA2452 เทากับ 
1547, 58, 71, 210 และ 2321 คูเบส ตามลําดับ กลุมที่ 4 มีจํานวน 2 ยีน คือ ยีน LA1353 และ 
LA1354 ซึ่งมีระยะหางระหวางกันเทากับ 75 คูเบส และกลุมสุดทายกลุมที่ 5 มีจํานวนทั้งหมด 
10 ยีน คือ ยีน LA0701, LA0705, LA0873, LA1177, LA1324, LA1498, LA1530, LA2862, 
LA3028 และ LB196 ยีนในกลุมนี้เปนยีนที่มีระยะหางระหวางกันมากกวายีนในกลุมอื่น ๆ (มากกวา 
3000 คูเบส) และมีทิศทางยีนแตกตางกันภาพที่ 2 แสดงการจัดตําแหนงของยีนในแตละกลุม 
 

ยีนกลุมที่ 1 มีตําแหนงแทรกอยูในบริเวณทางดานปลาย 3’ ของยีน LA3028 
ยีนกลุมที่ 2 มีตําแหนงระหวางยีน LA2860 กับ LA3028 
ยีนกลุมที่ 3 มีตําแหนงระหวางยีน LA2860 กับ LA1530 
ยีนกลุมที่ 4 มีตําแหนงระหวางยีน LA1324 กับ LA1498 

 
ผลการวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้ง 25 ยีน โดยการทํา multiple 

sequence alignment และสราง phylogenic tree ดังแสดงในภาพที่ 3 พบวายีนในกลุมที่ 1 และกลุมที่ 4 
มีความเหมือน และไดรับจัดกลุมรวมอยูดวยกัน ในขณะที่ยีนในกลุมที่ 2 และ 3 มีความเหมือนนอย 
แตก็ยังจัดอยูใกลกัน 
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ภาพที่ 2  ตําแหนงของยีนที่คาดวาสรางโปรตีนที่มีสวน LRR แตละยีนที่อยูบนโครโมโซมที่ 1 ตามกลุมที่ไดจัดแบง โดยที่ A คือ ยีนในกลุมที่ 1 B คือ 

ยีนในกลุมที่ 2 C คือ ยีนในกลุมที่ 3 D คือ ยีนในกลุมที่ 4 และ E คือ ยีนในกลุมที่ 5 ซึ่งทิศทางของลูกศรหมายถึงทิศทางของยีน และ
อัตราสวนความยาวของยีน 1 เซนติเมตร ตอ 500 คูเบส 
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ภาพที่ 3  การทํา phylogenic tree แบบวิธี UPGMA ดวยโปรแกรม ClustalW version 1.4 ของยีน

ที่คาดวาเปนยีนที่สรางโปรตีนที่มีสวน LRR ทั้ง 25 ยีน 
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การออกแบบไพรเมอรจากยีนที่ไดรับการทํานายวาควบคุมการสรางโปรตีนที่มีสวน LRR 
 

จากการนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนในสวนที่เปนตําแหนง LRR ในยีนแตละกลุมที่แบงได 
มาทํา multiple sequence alignment เพ่ือหาสวนที่มีการอนุรักษและนํามาใชประกอบกับการออกแบบ
ไพรเมอรที่ตองการของยีนในกลุมที่ 1, กลุมที่ 2, กลุมที่ 3 และกลุมที่ 4 พบวามีตําแหนงลําดับ
นิวคลีโอไทดที่เปนสวนอนุรักษ โดยที่ยีนในกลุมที่ 1, กลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 สามารถที่จะนําสวนที่มี
การอนุรักษมาออกแบบไพรเมอรได ในขณะที่ยีนในกลุมที่ 4 มีสวนที่มีการอนุรักษ แตไมสามารถ
นํามาออกแบบไพรเมอรใหมีผลผลิตพีซีอารที่เหมาะสมในการศึกษาครั้งนี้ได เพราะเปนบริเวณชวง
สั้น ๆ ประมาณ 100 คูเบส (ยีนในกลุมนี้มีจํานวนซ้ํา 2-3 ซ้ําเทานั้น) สวนยีนในกลุมที่ 5 ซึ่งเปน
กลุมที่แตละยีนมีความแตกตางกันทั้งขนาดและสวนที่มีการอนุรักษ ดังนั้นจึงไมไดนํายีนในกลุมนี้
มาออกแบบไพรเมอร จํานวนไพรเมอรที่ออกแบบไดจากกลุมที่ 1, กลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 มีทั้งหมด 
3 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 5 โดยบริเวณที่มีการอนุรักษของยีนในแตละกลุม และบริเวณที่เปน
ตําแหนงจับของไพรเมอร ดังแสดงในภาพที่ 4-ภาพที่ 7 
 

การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรทั้ง 3 กลุม กับยีนในแตละกลุมที่ไดนํามาออกแบบโดย
โปรแกรม MacVecter 7.2.3 พบวาไพรเมอรในกลุมที่ 1 (LR1 LR2 LR3) คาดวาใหขนาดผลผลติ
พีซีอารที่เปน major PCR product เทากับ 479, 65, 316, 341 และ 385 คูเบส ซึ่งเปนผลผลิตที่มาจาก
ยีน LA3320, LA3321, LA3322, LA3323 และ LA3324 ตามลําดับ สวนไพรเมอรกลุมที่ 2 
(LR4 LR5) คาดวาใหขนาดผลผลิตพีซีอารที่เปน major PCR product เทากับ 771 และ 777 คูเบส 
ซึ่งผลผลิตที่มาจากยีน LA2964 และ LA2966 ตามลําดับ สวนที่เหลือไพรเมอรกลุมที่ 3 (LR6 LR7 LR8) 
คาดวาขนาดผลผลิตพีซีอารที่เปน major PCR product เทากับ 516 คูเบส ซึ่งเปนผลผลิตที่มาจากยีน 
LA2447, LA2448 และ LA2450 สวนขนาดผลผลิตพีซีอารอ่ืน ๆ ที่คาดวาเปน minor PCR product 
ของไพรเมอรในกลุมตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 44

ตารางที่ 6  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ออกแบบไดในแตละกลุม 
 
กลุมที่ ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด Tm (°C) 

Forward primer LR1 5’-CGTTGGATTTGGGTAGTAACC-3’ 50.5 
Reverse primer LR2 5’-CAAGTTCTTCAGTTGTCCGATT-3’ 50.3 1 
Reverse primer LR3 5’-TGTGGAAGAGTTGTGAGTTGG-3’ 49.9 
Forward primer LR4 5’-CAACTCGCTACTCTACCAGAAG-3’ 48.2 

2 
Reverse primer LR5 5’-CGATAGAAGTGGGTTGTTATGC-3’ 50.9 
Forward primer LR6 5’-CGAGTTTTGGATTTGAGTGG-3’ 49.7 
Reverse primer LR7 5’-TGTGAGTTGGTTATCGCTC-3’ 45.4 3 
Reverse primer LR8 5’-TGTGAGTTGATTCTCACTC-3’ 38.5 

 
ตารางที่ 7  ตําแหนงจับของไพรเมอรและขนาดผลผลิตพีซีอารที่คาดวาจะไดในแตละยีน 
 

ขนาดผลผลิต พีซีอาร ที่คาดวาจะได (คูเบส)  กลุมที่ ยีน 
และตําแหนงของยีนที่ถูกไพรเมอรจับได 

LA3320 479 (494-972) 134 (839-972) 203 (770-972) 
LA3321 65 (1052-1116) 134 (1052-1185) 
LA3322 316 (362-677) 454 (224-677) 178 (224-401) 
LA3323 314 (434-774) 134 (434-567) 410 (434-843) 

1 

LA3324 385 (212-596) 247 (212-458) 454 (212-665) 
LA2964 771 (454-1224) 

2 
LA2966  777 (394-1170) 
LA2443  - 
LA2446 - 
LA2447  516 (5-520) 
LA2448 516 (5-520) 585 (5-589) 654 (5-658) 
LA2450 516 (5-520) 654 (5-658) 1026 (5-1210)  

3 

LA2452  - 
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ภาพที่ 4  การทํา multiple sequence alignment ของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนสวน LRR ของยีนใน

กลุมที่ 1 ซึ่งประกอบดวยยีน LA3320, LA3321, LA3322, LA3323 และ LA3324 
โดยที่เครื่องหมาย * แสดงถึงสวนที่มีการอนุรักษ และตําแหนงที่ขีดเสนใตเปนสวนของ
ไพรเมอร 
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ภาพที่ 5  การทํา multiple sequence alignment ของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนสวน LRR ของยีนใน

กลุมที่ 2 ซึ่งประกอบดวยยีน LA2964 และ LA2966 โดยที่เครื่องหมาย * แสดงถึง
สวนที่มีการอนุรักษ และตําแหนงที่ขีดเสนใตเปนสวนของไพรเมอร 
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ภาพที่ 6  การทํา multiple sequence alignment ของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนสวน LRR ของยีนใน

กลุมที่ 3 ซึ่งประกอบดวยยีน LA2443, LA2446, LA2447, LA2448, LA2450 และ 
LA2452 โดยที่เครื่องหมาย * แสดงถึงสวนที่มีการอนุรักษ และตําแหนงที่ขีดเสนใตเปน
สวนของไพรเมอร 
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การสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอของเช้ือเลปโตสไปราอางอิง 
 
จากการสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอของเชื้อเลปโตสไปรา โดยใชสารฟนอลตอคลอโรฟอรมตอไอโซ

เอมิลแอลกอฮอล (24: 1: 1) และนําจีโนมิคที่ไดมาตรวจสอบคุณภาพ และหาปริมาณดวยการวัดคา
การดูดกลืนแสง (optical density; OD) ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
(OD260) และ 280 นาโนเมตร (OD280) พบวาจีโนมิคดีเอ็นเอที่ไดมีปริมาณอยูในชวง 52.5-535 
นาโนกรัมตอไมโครลิตร ซึ่งถือวามีปริมาณมากพอสมควร แตเมื่อตรวจสอบคุณภาพหรือคาความ
บริสุทธิ์ของจีโนมิคดีเอ็นเอ พบวาอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ OD260 ตอ OD280 มีคาอยู
ในชวง 1.0-1.5 ซึ่งแสดงใหเห็นวาจีโนมิคดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์นอย อาจปนเปอนสารแมคโคร
โมเลกุลอื่น ๆ ที่อาจจะมีผลตอการทําปฏิกิริยาพีซีอารในขั้นตอนตอไปได จึงไดนําจีโนมิคดีเอ็นเอ
ดังกลาวมาทําใหบริสุทธิ์เพ่ิมมากขึ้น โดยชุดการสกัดดีเอ็นเอ QIAamp DNA mini kit (QIAGEN GbmH, 
Germany) แลวจึงนําจีโนมิคดีเอ็นเอดังกลาวมาตรวจสอบคุณภาพอีกครั้ง พบวาจีโนมิคดีเอ็นเอมีความ
บริสุทธิ์มากขึ้นกวาเดิม มีคา OD260 ตอ OD280 อยูในชวง 1.8-2.0 แตมีขอสังเกตวาจีโนมิคดีเอ็นเอ
มีปริมาณลดลงเหลือ 1-19.5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ลดลงกวาเดิมประมาณ 25-50 เทา 
 

การตรวจสอบผลผลิตพีซีอารดวย 2.5% agarose gel electrophoresis 
 

จากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาพีซีอาร เพ่ือทดสอบไพรเมอรที่ไดออกแบบได
ทั้ง 3 กลุม (ตารางที่ 3) แลวนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาตรวจสอบดวย 2.5% agarose gel electrophoresis 
และวิเคราะหผลดวยโปรแกรม Kodak 1 DR scientific image analysis (Eastman Kodak Company, USA) 
พบวาผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการใชไพรเมอรกลุมที่ 1 เกิดแถบดีเอ็นเอจาง ๆ ในตัวอยางเชื้อซีโรวาร 
Bataviae และ Canicola แตเช้ือตัวอยางเลปโตสไปราอางอิงชนิดอื่นที่นํามาทดสอบไมพบแถบดีเอ็นเอ
เกิดขึ้นจัดเจน (มีลักษณะเปนปน) ดังแสดงในภาพที่ 8 ขณะที่ผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการใชไพรเมอร 
กลุมที่ 2 ไมพบแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้นในทุกตัวอยางเลปโตสไปราอางอิงที่นํามาทดสอบ สวนผลผลิต
พีซีอารที่ไดจากไพรเมอรกลุมที่ 3 พบวาตัวอยางเลปโตสไปราอางอิงที่นํามาทดสอบจํานวน 13 สายพันธุ 
ซึ่งเปนชนิดกอโรค ใหแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดอยูในชวงระหวาง 100-600 คูเบส ไดแก ซีโรวาร 
Bratislava, Autumnalis, Bataviae, Djasman, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, 
Louisiana, Mini, Sejroe, Celledoni และ Cynopterri สวนที่เหลืออีก 11 สายพันธุ ทั้งเช้ือกอโรคและ
ไมกอโรคไมพบแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น ดังแสดงในภาพที่ 9 
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ภาพที่ 7  การทํา multiple sequence alignment ของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนสวน LRR ของยีนใน

กลุมที่ 4 ซึ่งประกอบดวยยีน LA1533 และ LA1534 โดยที่เครื่องหมาย * แสดงถึงสวน
ที่มีการอนุรักษ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  การตรวจสอบผลผลิตพีซีอารของไพรเมอร กลุมที่ 1 โดย 2.5% agarose gel electrophoresis 

หมายเลข 1; Bratislava, 4; Bataviae, 5; Canicola, 7; Cynopteri, 9; Grippotyphosa, 
13; Louisiana, N; negative (H2O) และ M; 1 kb marker 
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ภาพที่ 9  การตรวจสอบผลผลิตพีซีอารของไพรเมอรกลุมที่ 3 โดย 2.5% agarose gel electrophoresis 

หมายเลข 1; Bratislava, 2; Autumnalis, 3; Ballum, 4; Bataviae, 5; Canicola, 6; Celledoni, 
7; Cynopteri, 8; Djasiman, 9; Grippotyphosa, 10; Hebdomadis, 11; Icterohaemorrhagiae, 
12 ; Javanica, 13 ; Louisiana, 14 ; Manhao, 15 ; Mini, 16 ; Panama, 17 ; Pomona, 
18; Pyrogenes, 19; Ranarum, 20; Sarmin, 21; Sejroe, 22; Shermani, 23; Tarassovi, 
24; Patoc, N; negative (H2O) และ M; 100 bp marker 
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การตรวจสอบผลผลิตพีซีอารและการสรางเครื่องหมายโมเลกุลดวย capillary electrophoresis 
 

การตรวจสอบผลผลิตพีซีอารดวยวิธี capillary electrophoresis มีความเหมาะสมตอการ
นํามาใชหาเครื่องหมายโมเลกุล เนื่องจากใหขอมูลที่ละเอียดมากกวาการตรวจสอบดวย agarose gel 
electrophoresis และบอกขอมูลทั้งขนาดและปริมาณผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้น ดังแสดงในภาพที่ 10 
จากการตรวจสอบผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการใชไพรเมอรทั้ง 3 กลุม ดวย agarose gel electrophoresis 
สามารถคัดเลือกไพรเมอรได 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 และกลุมที่ 3 เพ่ือนํามาใชศึกษาตอดวยวิธี 
capillary electrophoresis โดยนําไพรเมอรทั้ง 2 กลุมนี้ มาติดฉลากดวยสารฟลูออเรสซีน (6-FAM) 
แลวนําไปใชทําปฏิกิริยาพีซีอาร เพ่ือเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอของตัวอยางเชื้อเลปโตสไปราอางอิง ดังแสดง
ในตารางที่ 2 นอกจากนี้ก็ยังทดสอบในตัวอยางเชื้อชนิดอื่น ไดแก E. coli, Salmonella sp., S. aureas 
และ A. viridis เพ่ือเปรียบเทียบผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้น  

 
ผลการตรวจสอบจากการใชไพรเมอรกลุมที่ 1 พบวาใหผลผลิตพีซีอารในตัวอยางเชื้อ

เลปโตสไปราบางสายพันธุเทานั้น โดยเฉพาะสายพันธุ L. interrogans และ L. kirschneri เกิดผลผลิต
พีซีอารชัดเจนกวาสายพันธุกอโรคชนิดอื่น ๆ ขนาดผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้นชัดเจนเปน peak หลัก
ไดแก ขนาด 105, 132 และ 177 คูเบส สวนสายพันธุไมกอโรค คือ L. biflexa และ L. inadai และ
เช้ือสายพันธุกอโรคบางชนิดไมมีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้น ดังแสดงในภาพที่ 11 ความหลากหลายของ
เครื่องหมายโมเลกุลที่ไดมีไมมากนัก 

 
สําหรับผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้นจากการใชไพรเมอรกลุมที่ 3 โดยภาพรวมแลวมีขนาดไมใหญ

มากนัก (ไมเกิน 600 คูเบส) ขนาดผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้นบอย (common peak) ในเลปโตสไปรา
ชนิดที่กอโรคที่ใชเปนอางอิงไดแก peak ที่มีขนาด 86, 98, 99, 170 และ 239 คูเบส สวนในกลุม
ไมกอโรคไมพบวามีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้น (ยกเวนซีโรวาร Maintenon) และสามารถจัดแบงกลุมเชื้อ
เลปโตสไปราอางอิงโดยอาศัยจํานวนผลผลิตพีซีอาร และเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เกิดขึ้นได 3 กลุมใหญ 
ดังนี้ 
 

กลุมเชื้อที่ 1 เปนกลุมเชื้อที่มีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้นหลากหลาย (มากกวา 5 ขนาด) 
โดยทั้งหมดเปนเชื้อในกลุมกอโรค และมีรายงานการระบาดเกิดขึ้นบอยครั้ง ไดแก L. interrogans 
(ซีโรวาร Autumnalis, Bataviae, Canicola, Djasiman, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona 
และ Pyrogenes), L. nugochii (ซีโรวาร Panama), L. borgpetersenii (ซีโรวาร Mini), L. weilii (ซีโรวาร 
Manhao) และ L. kirschneri (ซีโรวาร Cynopteri และ Grippotyphosa) ซึ่งเช้ือในกลุมนี้มี common peak 
ขนาด 86, 98, 99, 170 และ 239 คูเบส คิดเปนรอยละ 69.2, 92.3, 92.3 และ 76.9 ตามลําดับ 
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นอกจากนี้แลว เมื่อพิจารณาเชื้อในกลุมนี้โดยเฉพาะจีโนสปชีส L. interrogans พบวา นอกจาก common 
peak ที่เกิดขึ้นแลวยังมี peak อ่ืน ๆ ที่เกิดขึ้นที่มีความจําเพาะตอจีโนสปชีส คือ peak ขนาด  90, 95, 
102, 113, 114 และ 230 คูเบส สวนจีโนสปชีส L. kirschneri พบวา ทั้งซีโรวาร Cynopteri และ 
Grippotyphosa มีขนาดของ peak แตกตางกันแตก็มี common peak ขนาด 98 และ 99 คู เบส 
เหมือนกัน และมี peak ที่มีความจําเพาะตอจีโนสปชีสขนาด 138 คูเบส โดยที่ลักษณะของ peak ขนาด
ผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้นของเชื้อในกลุมนี้ ดังแสดงในภาพที่ 12 
 

กลุมเชื้อที่ 2 เปนกลุมเชื้อที่มีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้นปลานกลางหรือนอย (นอยกวาหรือ
เทากับ 5 ขนาด) ซึ่งสมาชิกในกลุมนี้เปนเชื้อกลุมที่กอโรค ที่คอนขางจะมีปญหาในการจัดกลุมและ
เปนเชื้อที่ไมไดมีการรายงานการระบาดบอยครั้ง ประกอบดวยเชื้อ L. interrogans (ซีโรวาร Bratislava), 
L. nugochii (ซีโรวาร Louisiana), L. borgpetersenii (ซีโรวาร Ballum, Javanica และ Tarassovi), 
L. santarosai (ซีโรวาร Shermani), L. weilii (ซีโรวาร Celledoni), L. meyeri (ซีโรวาร Ranarum และ 
Semaraga) และ L. biflexa (ซีโรวาร Maintenon) โดยที่ยังคงพบ common peak ขนาด 98 และ 99 คูเบส 
เกิดขึ้น 50 และ 40% ตามลําดับ โดยมี peak อ่ืน ๆ ที่เกิดขึ้น ดังแสดงในภาพที่ 13 
 

กลุมเชื้อที่ 3 เปนกลุมเชื้อที่ไมพบผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้น ซึ่งสวนใหญเปนเชื้อในกลุมไมกอโรค 
ไดแก L. biflexa (ซีโรวาร Andamana, Patoc และ Saopaulo), L. inadai (ซีโรวาร Inadai และ Lyme) 
และ Leptonema illini แตส่ิงที่นาสนใจ ในสวนของเชื้อกลุมกอโรค คือ L. borgpetersenii (ซโีรวาร Sejroe) 
และ L. weilii (ซีโรวาร Sarmin) พบวาไมมีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้นดวย  
 

เนื่องจากผลผลิตพีซีอารที่ไดจากไพรเมอรกลุมที่ 1 เกิดขึ้นนอยและไมมีความหลากหลาย
ของเครื่องหมายโมเลกุลที่เกิดขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการใชไพรเมอรกลุมที่ 3 ดังแสดงในภาพที่ 14 
ดังนั้นจึงไดเลือกศึกษาเปรียบเทียบผลผลิตพีซีอารและเครื่องหมายโมเลกุล เฉพาะที่เกิดขึ้นจาก
ไพรเมอรกลุมที่ 3 เปรียบเทียบเครื่องหมายโมเลกุลจากเช้ือ L. interrogans ซีโรวาร Icterohamorrhagiae 
กับเชื้อแบคทีเรียอื่น ๆ โดยใชไพรเมอรกลุมที่ 3 เช้ือแบคทีเรียที่นํามาเปรียบเทียบ ไดแก A. viridis, 
E. coli, Salmonella sp. และ S. aureas พบวามีความหลากหลายของผลผลิตพีซีอารและเคร่ืองหมาย
โมเลกุลที่เกิดขึ้นแตกตางกัน แสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดและจํานวนซ้ําที่เปนรหัสสําหรับสราง
สวนที่เปน LRR ของยีนที่มีในเชื้อแบคทีเรียตางสปชีสมีความแตกตางกันดวย ดังแสดงในภาพที่ 15 
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ภาพที่ 10  ตัวอยางขนาดผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการตรวจสอบดวยวิธี capillary electrophoresis 

แสดงโดยโปรแกรม GeneScan2.1 โดยเสนกราฟสีแดง คือ ขนาดตางๆของ 1000-ROX 
size standard และเสนกราฟสีน้ําเงิน คือ ขนาดของผลผลิตพีซีอาร แกน X แสดงถึง
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ ซึ่งเคลื่อนที่ไดบน POP-4 และแกน Y แสดงถึงความเขมขนของ 
fluorescence ที่วัดได โดยพื้นที่ไดกราฟหมายถึงปริมาณผลผลิตพีซีอารที่ได 
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ภาพที่ 11  ขนาดผลผลิตพีซีอารและเครื่องหมายโมเลกุลจากไพรเมอรกลุมที่ 1 ตอตัวอยางเชื้อ

เลปโตสไปราสายพันธุตาง ๆ โดยที่ แกน X แสดงถึงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ และ
แกน Y แสดงถึงความเขมขนของ fluorescence ที่วัดได 
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A5 

A6 

A7 

A8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11  (ตอ) 
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B1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11  (ตอ) 
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ภาพที่ 11  (ตอ) 
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ภาพที่ 12  ขนาดผลผลิตพีซีอารและเครื่องหมายโมเลกุลของไพรเมอรกลุมที่ 3 ของตัวอยางเชื้อ
เลปโตสไปราอางอิงซีโรวารตาง ๆ ที่จัดอยูในกลุมเชื้อที่ 1 ซึ่งมีผลผลิตพีซีอารเกิดข้ึน
หลากหลาย โดยที่ แกน X แสดงถึงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ และแกน Y แสดงถึงความเขม
ของ fluorescence ที่วัดได 
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ภาพที่ 12  (ตอ) 
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ภาพที่ 12  (ตอ) 
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ภาพที่ 13  ขนาดผลผลิตพีซีอารและเครื่องหมายโมเลกุลของไพรเมอรกลุมที่ 3 ของตัวอยางเชื้อ
เลปโตสไปราอางอิงซีโรวารตาง ๆ ที่จัดอยูในกลุมเชื้อที่ 2 ซึ่งมีผลผลิตพีซีอารเกิดข้ึน
ปลานกลางหรือนอย โดยที่ แกน X แสดงถึงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ และแกน Y แสดงถึง
ความเขมของ fluorescence ที่วัดได 
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ภาพที่ 13  (ตอ) 
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ภาพที่ 14  การเปรียบเทียบผลผลิตพีซีอารและเคร่ืองหมายโมเลกุลของไพรเมอรกลุมที่ 1 กับกลุมที่ 3 

ของตัวอยางเชื้อ L. interrogans ซีโรวาร Batavaie โดยที่ แกน X แสดงถึงขนาดของชิ้น
ดีเอ็นเอ และแกน Y แสดงถึงความเขมของ fluorescence ที่วัดได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอรกลุมท่ี 1 

ไพรเมอรกลุมท่ี 3 
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ภาพที่ 15  การเปรียบเทียบขนาดผลผลิตพีซีอารและเคร่ืองหมายโมเลกุล ที่ไดจากไพรเมอรกลุมที่ 3 

ของแบคทีเรียจีนัสตาง ๆ คือ Leptonema weilii, A. viridis, E. coli, Salmonella sp., 
S. aureas และ L. interrogans ซีโรวาร Icterohaemorrhagiae โดยที่ แกน X แสดงถึง
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ และแกน Y แสดงถึงความเขมของ fluorescence ที่วัดได 
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การวิเคราะหขอมูลเครื่องหมายโมเลกุลโดยชุดโปรแกรม Genotyper version 2.0 
 

โปรแกรม GeneScan 2.1 ไมสามารถที่จะติดฉลากขนาดของผลผลิตพีซีอารหรือ peak 
ลงไปใน electropherogram ได ทําใหเกิดความไมสะดวกในการวิเคราะหเปรียบเทียบ peak ที่เกิดข้ึน 
จึงไดนําโปรแกรม Genotyper version 2.0 มาติดฉลาก peak ที่เกิดขึ้น ทําใหมีความสะดวกใน
การเปรียบเทียบความแตกตางของผลผลิตพีซีอารที่ประกอบเปนเครื่องหมายโมเลกุล ที่เกิดขึ้น 
ดังแสดงการเปรียบเทียบความแตกตางระหวาง L. interrogans ซีโรวาร Bataviae กับ L. biflexa 
ซีโรวาร Maintenon ซึ่งสามารถเห็นความแตกตางของผลผลิตพีซีอารที่เกิดขึ้นไดชัดเจน ดังแสดงใน
ภาพที่ 16 
 

การสราง phylogenic tree จากเครื่องหมายโมเลกุลดวยโปรแกรม MacVactorTM 7.2.3 
 

ผลจากนําความหลากหลายของผลผลิตพีซีอารและเครื่องหมายโมเลกุลที่เกิดขึ้นจากไพรเมอร 
กลุมที่ 3 มาวิเคราะหโดยทําการสราง phylogenic tree ดวยโปรแกรม clustalW version 4.1 ดวยวิธี
วิเคราะหแบบ UPGMA โดยที่เมื่อทดลองนํากราฟแสดงขนาดของ peak ที่เกิดขึ้นของเชื้อเลปโตสไปรา
แตละซีโรวาร มาจัดเรียงตามรูปแบบของ tree ที่เกิดขึ้น พบวาสามารถแยกเลปโตสไปราไดเปน 3 กลุม 
คือ กลุมที่มีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้นหลากหลาย กลุมที่มีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้นปานกลางหรือนอย และ
กลุมที่ไมมีผลผลิตพีซีอารเกิดขึ้นดังแสดงในภาพที่ 17 
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ภาพที่ 16  การวิเคราะหขนาดผลผลิตพีซีอารดวยโปรแกรม Genotyper version 2.0 เพ่ือประกอบ

เปนเครื่องหมายโมเลกุล ซึ่งประกอบดวย (A) เลปโตสไปราชนิดไมกอโรค (L. biflexa) 
และ (B) เลปโตสไปราชนิดกอโรค (L. interrogans) โดยที่ แกน X แสดงถึงขนาดของ
ช้ินดีเอ็นเอ และแกน Y แสดงถึงความเขมของ fluorescence ที่วัดได 
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ภาพที่ 17  การทํา phylogenic tree จากเครื่องหมายโมเลกุลที่สรางข้ึน ดวยโปรแกรม clustalW 
version 4.1 ดวยวิธีวิเคราะหแบบ UPGMA ของเชื้อเลปโตสไปราซีโรวารตาง ๆ 


