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ก�������������
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#���ก����������))�� 

• �������	
��������ก����ก������ 3 ���� ���ก�  
 #����&+ 1  ����ก������� ��!���ก �" ��#$%  B. pseudomallei &'(���� virulent factor �5����5�� �"���#���
���� LPS 

�5� flagellin :'�&��&;� ���:�<����" ��#$%   
 #����&+ 2  ����ก����ก���'� Sigma N (rpoN) ;� ���: virulence " ��#$%  B�(��������	
����:��C����� rpoN2  mutant 

�5� complement strain ���F���G
 B�(� rpoN2 �ก'(��"� �ก��ก�����������!ก�� �:	H� �5��ก'(��"� �ก�� Multinucleated 
Giant Cell formation �5� Biofilm formation (virulent properties) 

 #����&+ 3  ����ก����ก��ก5กก��N#� CpG ���:ก�� liposome N�ก���O �ก��ก��;	��#$%  B. pseudomallei P���� CpG 
�ก�O ������N���������(� �;����:���:��C Q	���C���&��&" � CpG ;�   adaptive immune response �� ����
#���
�   

• �������	
�������������R����:����!�5�� :'�5���;'P	:P!N�����������#�;	�5�� 3 R���  ���N��������� P	
���� 1 
R��� �5� ���N���������;�'�: 'ก 2 R��� ;��;�:&'(���ก���!��  

 
* �
#�����*���&+������ 

1. #����&+ 1 ������<��� mutants ;���U �ก	� mutation &'(�'�N� �5��#$% &'(N�� phenotype rough �ก'(��"� �ก�� virulence 
phenotype  �����  

2. #����&+ 2 �����ก����� sigma N2  ����� PAI ��$ :� �5������
��F�"� :�5��$( � amino acid utilization " � rpoN2 
mutant :�;� ก������ pathway �� ����� ��:&�%����
���ก�� rpoN N�����&��&N��	(����5� : �5����'���&'��ก�� 
rpoN N� B.mallei �P��� B.mallei  ���N��	(����5� ::��� ;� � ���N� host �&����%� � ก
�ก�'% ���
�&�� � Rpo N 
mutants �5���ก�� virulence N���;�!&�5 � 

3. #����&+ 3 CpG �5� Protection experiment :' variation ��:�ก ��ก����	
��5� experimental protocol 5����
���G�"� :�5
&'(�����N
#��"�%� � ก
�ก�'% ������
���ก���&��& " � CTL _���5��
�ก&'(R'� CpG ODN �5� challenge �5�� 
� ก���$ 
�ก IFN-9 �5� IL-4 ��:&�%������ก�� specific immune response H���� Th1 cytokine �#�� IL-18 ���� 
ก����ก���P	(:�;	:
�&F�N����"� :�5&'(�:����!:�ก"�%� �P$( �F�����ก��  ก������B'���$  intervention measure &'(5�
 �;��ก��;���� 
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����ก��  ก��
��&+)�������
�ก��*������ก��#��#�11�'2������ Toll-like receptor (TLR) �
B��%���
���C�D*����E�&+	� ���
����  Burkholderia pseudomallei  

����� �����ก��   �!.��.(�!%!�ก��$ ����)#��F�
D��1   
#��ก��  �'����)�!�#��% ������)���)����� 
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#���ก����������))�� 

• �������	
������ก���'�&'(�ก'(��"� �ก�� TLR pathway N��B55!�:�H��h�
" ����&'(C�ก infect �����#$%  B.pseudomallei 
wild type ���'���&'��ก�� LPS mutant �����&��	� gene array P���� LPS mutant ��:��Cก��;<���'�&'(�ก'(��"� �ก��
ก������� cytokines �����ก��� wild type  

• 
�กก�� validate �5ก��&�5 �
�ก TLR gene array �����	Q' RT-PCR P���� genes &'(���
��ก'(��"� �:' 4 �'� �$  il-
1β, irf 7, cdf 3  �5� lta  

• �������	
���5$ ก��ก���'� �$  il-1β �5� irf 7 ก� � �5�P���� IL-1β :���:��C&F�5���#$%  B.pseudomallei ��H��;�� 
�;� �

�&F�H������ก������<:�'� $(� �5� ������������ก����� irf7 �ก'(��"� �ก��ก�� ���� �" � LPS mutant N��B55!
�:�H��h�
 ����� ��:&�%��ก'(��"� �ก�� MyD88 pathway  ����� 

 
* �
#�����*���&+������ 
1.  ��!���:���&'(�� �5�
��F��������:�"��N
N� innate immune system N��&��&" �ก�� interact ก���#$%  B. 
pseudomallei N�ก��ก� H�� B�(� �
�F��������:�"��N
 CpG vaccination " �  .�<���ก�	j ��  

2. �����ก��ก�����ก�� activate TLR2 �5� TLR4 H��ก�� silence MD-2 B�(����� receptor " � LPS (TLR4) 
3. B.pseudomallei ���'(���F�N���ก	�ก�� regulate �5���'� (���� pathway &'( complex) 
��������&��&&�� TLR2, TLR4, 

TLR5 �5��� cytokine &'(�F���m�$  IFN-8 ���� gene expression N���� N��� ��$ N� culture 
��;ก;���ก�� �����%� 
��
;� ��F�"� :�5&'(��:���<� ������:������� 

 



  

����ก��  ก����
�����% virulence factors *�� Burkholderia pseudomallei �&+
ก&+)�* ��ก��ก���)E����M�)�

B��%C��กB�)�% 

����� �����ก��   �!.��. #��&)% ก���!�&
!�NO%   
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#���ก����������))�� 
• ก���F���	�����	
�� 
��������� 2 �������ก� ����&'( 1 ����ก����ก���'�&' ���N� Bsa type III secretion system (T3SS) 

�5�����&'( 2 ����ก����ก���'� bimA  
 #����&+ 1 �������	
��������� bpss1516 mutant  ���F���G
 �5��� characterize mutant ����ก��&F� growth curve 

analysis P����:��;ก;���
�ก wild type �5���&�� �ก�� ���� �N� infected cell " � mutant &'(�����"�%������	Q' 
plaque assay B�(� ����������� �$�����5  
#����&+ 2 �������	
������ก�� heterogeneity " � bimA 
�ก strains ;���U " ��#$%    B. pseudomallei P���� bimA 
" � Australian strains ������P��Q<! :' homology (95%) ก���#$%  B.mallei � ก
�ก�'%�����:��C���< Domain " �  
BimA B�(��ก'(��"� �ก��  actin-based motility H��ก��&F� deletion P���� WH2 �5� PDST domains 
F�����;� ก������� 
actin  polymerization assay 

 
* �
#�����*���&+������ 

#����&+ 1 ���P	��
�!���H��;'���O��:���"���B55!" � host ��
�	�����&�� T3SS ��$ �ก	� cell invasion H�����&'��'� 
H�� titrate MOI; inhibit phagocytosis �5���ก�� kinetics " � cell invasion �P$( �5$ ก condition &'(��:���: H��N�� 
host �5� cell �;ก ��:&�%������ก�� bpss1516 mutant �P$( ����� effector protein N� BsaT3SS �'% localize  ���&'(N� 
� ก
�ก�'% ��$( �
�ก  T3SS :' 3 ��� ���
����'���&'�����&'(����	
����ก�����&'( 3  
�:' interaction ก�� 'ก 2 �����$ :� 
�5��:$( ��ก��;�:&'(&F� ���
����G
�	%��5�� 
���"� ��<���:&�%�����" � T3SS ��$ :�  
 
#����&+ 2  ���
�:'ก����ก���&��&" � actin ����ก'(��"� �ก�� virulence " ��#$% �'% ����� ��:&�%����
�:'���:���::$ ก�� 
Biochemist &'(��N
�ก'(��ก�� actin chemistry  �P$( ��ก����� ��;<N� actin polymerization 
�� propel �� ��:&�%�ก����ก�� 
equilibrium shift ������� G �5� F actin 

 



  

����ก��  ก�����D���PDD�)�&+�Q�� 
������'���#�)(��F�%�&+�)ก	� D�ก��Q�	*#�������&�����������ก��ก��
��� 

����� �����ก��   �!.��.����'� R�)���
#��O  
#��ก��  �'��(�)!�#��% !������()���� ������)���)����� 
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#���ก����������))�� 

• H���ก����&F�ก����ก���#$% ���H��&'(��ก��
�ก��:��" �����u�����H��
F���� 10 ���P��Q<!&'(:'���:�;ก;���ก��&�%�
5�ก���5��P	:P! DNA �5�ก��:' 7 bp insertion &'(�'� pks15/1 H���� �;��ก��� �#'�	;_��N��BG55! THP-1 
���:��:��CN�ก������� MMP-9, VEGF, TNF-alpha �5� apoptosis ���'���&'��ก���#$% ���H�����P��Q<!:�;�y�� 
H37Rv �5��#$% ���P��Q<!���B'� BCG �5&'(��P���� ���P��Q<! Nonthaburi ��:��Cก��;<��ก���5	; TNF-α �5� MMP-9 
��N������&'(��� ����:'����F���m  'ก&�%����P�������P��Q<!&'(��:��Cก��;<��N���ก	�ก�� apoptosis ���'&'(�<��$  M. bovis 
BCG  B�(�"���'%��;'P	:P!�&���:&���	#�ก��N�����������#�;	�5�� 1 R��� �5� ����������ก���;�'�: manuscript 
 'ก 1R��� 

 
* �
#�����*���&+������ :  

1. ����P	(: positive control �#�� THP-1 cell ก�� LPS N�ก��&F�&�� ��� level " � MMP-9, TNF-α, VEGF �5� 
apoptosis �P$( ����ก��5� background �5��$��������� �#$% &'(�F�:���ก����:��Cก��;<��ก���5	; MMP-9, TNF-α, 
VEGF �� ����:'����F���m �5���$( �
�ก�#$% ���H�� Beijing strain :'���:�5�ก�5����� N�ก����ก���'%��&F�ก��
����5$ ก:��P'�� 2 ;�� B�(� �
&F�N���5&'(��:���:$ �&'(:'������N�ก�� ��ก��
�กก5<�: $(�U  

2. ����P	(:ก��&�� � apoptosis �����	Q' $(�U �P$( �$�����5ก����ก��&'(�� �#�� ������� Flow cytometry, Faq, �� 
morphology " ��B55!  

3.  �
�F� Stage " �����u���;�5����&'(�กG�;�� ���������ก�������:��:P��Q!ก��#$% �;�5����P��Q<! H����ก��ก��
��" �
�#$% �;�5����P��Q<!  

4. � ก
�ก THP-1 �B55! �5�� ���&F�ก����ก��ก�� HUVEC �B55!�P	(:�;	:  ��$ ���B55! $(�U &'( target �N� blood brain 
barrier ���'ก��� B�(� �

���G��5ก����ก��" � VEGF ��5'(����5�� 

5.  �
5 ��P	(:�;	:ก��&F� MOI &'( dilution  $(�U �P$( ���5ก���
�	m�;	�H;" ��#$%  ��$( �
�ก�#$% ���P��Q<! Nontaburi ����
�#$% &'(:��$% �� ��ก�;�:'ก��ก��
��;�����N����#�ก�&'(;	��#$%  �����%��5ก����ก��&'(��  �

�P	
����ก����:���P��Q<!
;�: spoligotyping &'(�� �P$( ���� Preliminary study " � �P$( &F�ก����ก�����:����:�" ��#$% ;� � 

 



  

����ก��  ก��(�S������(��#���#Q�����ก��2���	���#	* �����1����	* �����กD�ก
B��%
(��
�&�)���)
� 
����� reverse genetics 

����� �����ก��   �!.#(.1.��.(���(M� 
�Uก
D��1#�* 
#��ก��  �'�#����(�)!�#��% ������)���)
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#���ก����������))�� 

• �5��ก����ก�5��P	(:
F�����#$% "�����N�m� H3N2 
�ก&����	����N
������" ��:� ��&F�ก���P	(:
F�����'� NS, 
PB2, NP " ��#$% ���ก5���  ก:� �5��F������������:N�ก��������������:ก�����P��Q<ก��:" ����� PR8 N��B55! 
293T+MDCK 
�กก�� rescue ����P���� ����&<ก;��:'�<��:��;	N�ก��;	��#$% �ก����;��&'(:'�'� NP " ��#$% &'(��ก�� 
(5.1NP)  �:$( &F� growth curve B%F� 3 ���%� P���� ����&'(:'�'� NS (5.1NS) ��:��C�
�	m�;	�H;��Nก5���'��ก������ PR8 
H��&'(N�#�����ก:'ก���
�	m�;	�H;�'ก����5Gก�� �  �����กG;�:��:'ก������F�H���������:	����N��5 ��P	(: titer N��B55!
���$( �U 
�ก���
�����	:��&'(���P ก� �&'(
���ก�'�  ก:� B�(�:'ก���F���	�ก���5��P���� :���:��C�P	(: titer " �
������ �������	
��
������5'(���#$% ���� H1N1 ���P��Q<! ATCC 3222 B�(�:' titer �� �"������ �5��&F�ก����ก�'� NS, 
PB2 �5� NP �����������#����	:  B�(�P���� ����&<ก;��&'(�����:'�<��:��;	N�ก��;	��#$%  �5�
�กก��&F� growth curve 
P���� ����&'(:'�'� NS (3222NS) :'ก���
�	m�;	�H;�'ก������� PR8 N�&<ก#�����5�&'(&F�ก��&�5 �  �����กG;�:�:$( &F�
ก���F��'� HA �5� NA 
�ก����;��� subtype ���ก� H5N1 �5� H3N2 �"�������������:N�ก�� transfection �P$( 
���������N�:� ���ก����:���������:�F���G
 

 
* �
#�����*���&+������ :  

1.  ��$( �
�กH���ก��:'"� 
F�ก��&�%�������5��5�&��P��ก� ����#'(��#�m
��" N���������	
�������:"� :�5&'(P���� �'� NS :'
�5;� ก���P	(:
F����" ����� PR8 :���'����'������ manuscript �P$( ;'P	:P!�5��� H����กP����:'"� :�5N�&'(���"��
 ��� N���'��F���	�ก��&�5 ��P	(:�;	: �P$( N���5���:'���:�:����!:�ก"�%� &�%��'%����#'(��#�m����� ����	�N�ก��&�5 � 
H���������� determinant N� ��$  mutation N�;F������N�" � NS &'(#���N������ PR8 �P	(:
F�������'"�%� ��$  :'�5
;� ก������;��" �����N���"��ก���B55!��;�!�5'%��5�ก�����:  H��;� ��$��������<��:��;	ก���P	(:
F�������ก5�����:��C
�ก	�"�%�N��B55! Vero &'(N#��F������5	;���B'����� 

2.   
�ก�5ก���F���	����&'(P���� ���� H5N1 &'(�����
�ก���� VR3222 ��:��C�
�	m�;	�H;���'ก�������&'(��
�ก���� 
PR8 ��%� N����ก���
�	m�;	�H;  �
����N����G�N���$% �;��������� VR3222  �
C�กN#����� master donor virus ;��N�:�
��  �����กG;�: �������	
��;� ���"� :�5�������:�5 �_��" ��������ก5���:�������<��P	(:�;	: 'ก:�ก 

 
 
 
  



  

����ก��  ก��
���ก���#������ epitopes *�� hemagglutinin *��	���#	* �����ก H5N1  �2E ���
���� 
����� �����ก��   ��.��	����' �������# 
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• H���ก�����F���	�ก����������������&��	��'�� �!��
��;	ก�!N��:'ก��ก5��P��Q<!&'(;F������;���U N���	��� antigenic 
site 4 ;F������  ���ก� S124D, E126D, K152N, K140N �5� � ก antigenic site ���ก� Y137H site �F�����N#����� 
Negative control ���F���G
 C���:����N�������ก" �H���ก��
�N#���5�N�ก����'������5���ก����	Q'ก���P	(:
F��������N�
�B55! ก��;	�;�:ก���
�	m�;	�H; �5�ก��N#��&��	��'�� �!��
��;	ก�!  N�"��&'(��:'ก����'�����ก��&F� Hemagglutination 
inhibition (HI) �5� Microneutralization ก���� ���	��;	ก��&'(:'�����ก���!����  �:$( :'ก���F�����������;���U :�
&�� �ก��B'��:����u��&'(� �#'�	; (survivor) �P$( ��ก��ก���5$ ก; ��� �;�  epitope �����	Q' microneutralization P����
:���:��C��5�5ก��&�5 ������ :'ก���5$ ก; ��� �;�  epitope N� epitope ���(���$ :�  &�%��'%��$( �
�ก����	
�����:�
:'���:�#'(��#�mN��&��	����ก5��� 

* �
#�����*���&+������ :  
1. ��$( �
�ก����	
�����:�:'���:�#'(��#�mN��&��	� microneutralization :�ก��ก���ก �ก����	:��B'��:" ����� �#'�	;&'(:'

 ���
F�ก�� �5�����B'��:&'(:'���:�ก ����#'(��#�m
��" N��&F�ก��&�� �B%F� H������ก����ก���N#�B'��:
�ก���&�5 �&'(
����� inactivated wild type virus ���P��Q<! KAN1 �P$( N�����N
ก� ���� �5ก��&�� �
�กก��N#��&��	� 
microneutralization :'���:����#$( C$ �P'��P  �5��
��N#�B'��:����u��&'(� �#'�	;_���5�� 

2. � ก
�ก�'%��$( �
�ก���:�:'"� :�5���#�������;�!��กB�(����� natural host " ����� H5N1 :' immune bias ��$ :� �����%�
��ก����	
��;� �ก���F���	�����	
�����ก5���;� � ���
�5 �&F�ก��&�� �ก��B'��:" �ก��P	(:�;	:���� 

 
 
 
 
  



  

����ก��  ก��(�S��ก�����ก��2������B&� influenza (H5N1) 
����� �����ก��   2!.��.ก�ก���' (���(���� 
#��ก��  �'����()�ก��&�M�(���
������)& ������)���)
������)&(��D��
ก� �F����& 
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#���ก����������))�� 

• H���ก��:'���::<������&'(
�P��������ก���P���5'%������ H5N1 reverse genetic H��N#��B55! MDCK �� 
Microcarrier B�(����_���&'(��:���:N�ก���P���5'%���B55!�5�� �;�:' <������$ :�:'�� ���	��;	ก�� BSL3 �F�����ก��
�P���5'%������ &�%��'% ��&#.�����������N����:��C�"��N#��� ���	��;	ก�� BSL3 &'(�����#���;�!�";�� � :.:�	�5��
�5�� �;����:'��m���$ :���:��C�F� fermenter � operate N� biosafety cabinet �� ����	
��
��" ������5'(���������
ก���5	;  Viral like particles &'(:'ก���5	; HA NA �5� M " ����� H5N1 reverse genetics �&� �P$( �5'ก�5'(��ก��
�F���	�ก��N� BSL3 

 
* �
#�����*���&+������: 
��� �<ก��:ก�� ��G�����ก��ก������H���ก������ Virus like particle H��N#������:���&����	: H��N����ก�	
��&F����
����	
��:��F���� N�&'(���#<:���ก��:ก���&��	�H���ก�:�;� � 
 


