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การตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยี การตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยี การตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยี การตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยี Xanthomomnas axonopodisXanthomomnas axonopodisXanthomomnas axonopodisXanthomomnas axonopodis    pv. pv. pv. pv. citricitricitricitri        
ดว้ยเทคนคิ ดว้ยเทคนคิ ดว้ยเทคนคิ ดว้ยเทคนคิ RealRealRealReal----time PCRtime PCRtime PCRtime PCR    

Detection of Detection of Detection of Detection of Xanthomomnas axonopodisXanthomomnas axonopodisXanthomomnas axonopodisXanthomomnas axonopodis    pv. pv. pv. pv. citricitricitricitri    using using using using RealRealRealReal----time PCRtime PCRtime PCRtime PCR    
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รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้รายงานความกา้วหนา้    

 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real-

time PCR ดําเนินการโดยได้ออกแบบ primer ท่ีมีความจําเพาะต่อ pth A gene ของ แบคทีเรีย X. 

axonopodis pv. citri ได้แก่   pth154R:5’ GGTGTGGTGCCTCGATAGAT 3’ and pth154F:5’ 

AACAGACCATTGCCCTAT 3’    การทดสอบความเฉพาะเจาะจงและความไวของไพรเมอร์และ

ทดสอบ profile  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร์พบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้มีความ

เฉพาะเจาะจงกับเชื้อX axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืชตระกูลส้ม ทดสอบสภาวะ

ท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา Real time PCR กับไพรเมอร์ท่ีออกแบบเอาไว้ 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

 โรคแคงเกอร์เป็นโรคท่ีสําคัญโรคหนึ่งของพืชตระกูลส้ม สามารถเข้าทําลายต้นส้มได้ในทุกส่วน
ของต้น และมักพบระบาดรุนแรงในช่วงฤดูฝน    เม่ือเป็นโรคมากๆจะทําให้ต้นส้มทรุดโทรม ใบร่วงต้น
แคระแกรน ผลผลิตลดลงและไม่มีคุณภาพ สาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas 
axonopodis pv. citri  (=Xanthomonas campestris pv. citri ) จากการศึกษาเชื้อแบคทีเรียชนิด
นี้สามารถแบ่งกลุ่มตามการแพร่ระบาดในแหล่งต่างๆท่ัวโลก (geographic distribution) และตามพืช
อาศัย (Host rage) และแบ่งตามคุณสมบัติทางชีวเคมีเป็น 5 กลุ่ม ซ่ึงเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis pv. citri ท่ีพบในประเทศไทยจัดอยู่ในกลุ่ม CBCD-A (Citrus Bacterial Canker 
Disease – A) เป็นกลุ่มท่ีแพร่ระบาดมากท่ีสุดในเอเชีย แอฟริกา หมู่เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิก และใน
อเมริกาใต้ เชื้อในกลุ่มนี้จัดเป็นเชื้อท่ีมีพืชอาศัยกว้างท่ีสุด   เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ท่ีพบระบาดใน
ประเทศไทยเข้าทําลายพืชตระกูลส้มทุกชนิดท่ีปลูก และสามารถแพร่ระบาดไปกับผลส้ม มะนาว และ
ก่ิงพันธุ์ โดยเฉพาะก่ิงพันธุ์ถ้ามีโรคนี้ติดไป จะทําให้เกิดการระบาดไปยังต้นอ่ืนๆได้ ปัจจุบันได้มีการ
พยายามส่งออกผลส้มออกไปขายยังต่างประเทศ โดยเฉพาะส้มโอ ทําให้จําเป็นต้องหาวิธีการป้องกัน
กําจัดโรคนี้ มิฉะนั้นจะไม่สามารถส่งผลส้มไปขายได้ เพราะเชื้อโรคนี้เป็นเชื้อท่ีสําคัญทางกักกันพืช ใน
ประเทศอเมริกา ออสเตรเลีย และญ่ีปุ่น มีการตรวจสอบการนําเข้าผลส้มหรือก่ิงพันธุ์ส้มอย่างเข้มงวด 
ในสวนท่ีต้องการส่งออกผลผลิตส้มไปยังต่างประเทศไม่ว่าจะเป็นส้มโอ และส้มเขียวหวาน จําเป็นต้องมี
การกําจัดโรคให้หมดไปและต้องตรวจแปลงไม่ให้มีโรคในแปลงปลูก วิธีการท่ีจะป้องกันกําจัดให้ได้ผลดี
จําเป็นต้องมีวิธีการตรวจหาเชื้ออย่างรวดเร็ว แม่นยํา และมีประสิทธิภาพ  การวิธีการตรวจหาเชื้อท่ีใช้
โดยท่ัวไปจะทําการแยกเชื้อและปลูกเชื้อกลับบนต้นอ่อนส้ม ให้ต้นอ่อนส้มแสดงอาการ ต้องใช้เวลาใน
การตรวจหาเชื้อ 14-21 วัน  ซ่ึงใช้เวลานานไม่ทันต่อสถานการณ์  บางครั้งต้นส้มอาจเกิดการระบาด
ของโรคไปแล้ว ถ้ามีวิธีการตรวจหาท่ีรวดเร็วจะทําให้แก้ไขหรือป้องกันกําจัดได้ทันสถานการณ์ 
 Roberts และคณะ (1996) ได้รายงานเก่ียวกับการตรวจสอบเชื้อ Xanthomonas fragariae 
สาเหตุโรค angular leaf spot ของ สตอเบอร์รี โดยใช้ specific primer และ nested PCR พบว่า  
specific primer RST2และ RST3 จากการ design primer จาก hrp gene  สามารถตรวจหาเชื้อได้
ในระดับ 104 -105 cfu/ml  ในขณะท่ีใช้ วิธ ีnested PCR สามารถตรวจหาเชื้อได้ถึงระดับตํ่า เพียง 
18 cell 
 Hartung และคณะ (1993) ได้ทําการศึกษาการตรวจสอบเชื้อXanthomonas campestris 
pv. citriโดยวิธีเทคนิค PCR  โดยใช้ fragment ขนาด 572 bp EcoRI จาก plasmid DNA ของ 
Xanthomonas campestris pv. citri XC62 ท่ีเชื่อมต่อกับ pUC9 นําไปหาลําดับเบส และ design 
primer ได้ primer ขนาด 18 bp จํานวน  7 primer นํามาทดสอบโดยใช้เทคนิคPCR กับเชื้อ 
Xanthomonas campestris pv. citri และ เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ พบว่า มี 4 primer ท่ีสามารถเพ่ิม
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ปริมาณได้กับเชื้อ Xanthomonas campestris pv. citri และไม่เพ่ิมปริมาณในเชื้ออ่ืนๆ และพบว่า 
primer 2-3 สามารถ เพ่ิมปริมาณได้กับเชื้อ Xanthomonas campestris pv. citri  pathotype A 
 Hartung และคณะ(1996) ได้ศึกษาการตรวจสอบอย่างรวดเร็ว โดยใช้เทคนิค 
Immunocapture และ nested PCR ในการตรวจสอบเชื้อ Xanthomonas axodopodis pv. citri  
โดยใช้ specific primer ในการเพ่ิมปริมาณในส่วนของ plasmid DNA ของเชื้อแบคทีเรีย  PCR  
product ท่ีได้ถูกนํามาใช้ในการตรวจหาโดยวิธี immunocapture  โดยใช้ monoclonal 
antiserum ในการตรวจสอบพบว่า สามารถตรวจหาเชื้อในใบส้มได้ในปริมาณท่ีตํ่าได้ โดยมี
ประสิทธิภาพเพ่ิมมากกว่าการใช้ nested PCR อย่างเดียวอยู่ถึง 100 เท่า 
 ณัฏฐิมา และคณะ (2548) ได้ศึกษาวิธีการตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืช
ตระกูลส้มโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
D1(GGCCTTGATCAAAAGAACCA) และ D2(TTGAAGTAGG GGACGGTTTA) ท่ีออกแบบจาก 
pthA gene ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri strain 306 และ GenBank accession 
number XCU28802 สามารถตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สาเหตุโรค
แคงเกอร์ได้ ท้ังในระดับดีเอ็นเอ และเซลล์แขวนลอยของเชื้อโดยความไว (sensitivity) ในการ
ตรวจเชื้อท่ีความเข้มข้นตํ่าสุดของดีเอ็นเอ เท่ากับ 5 พิโคกรัม และความเข้มข้นตํ่าสุดของเซลล์
แขวนลอยเชื้อท่ีตรวจได้คือ 100 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร  โดยมีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  สายพันธุ์ canker A   

Mavrodieva และคณะ (2004) พัฒนาเทคนิค Real time PCR ในการตรวจสอบโรคแคงเกอร์
ทุกสายพันธุ์ ท่ีมีความไว รวดเร็ว และวิเคราะห์ตามเวลาจริงทีเกิดข้ึนในหลอด PCR โดยสามารถ
นําไปใช้เครื่อง RAPID machine ท่ีสามารถพบพาไปใช้ในแปลงปลูกได้  นําไปใช้ตรวจสอบโรคแคง
เกอร์ในแปลงปลูกโดยสามารถตรวจสอบใบส้มท่ีเป็นโรคเพียงจุดแผลเล็กๆแผลเดียว โดยมีความไวใน
การตรวจจับความเข้มข้นตํ่าสุดของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  10 CFU/แผล และเป็นการ
รายงานผลครั้งแรกในการใช้วิธีนี้ไปตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  บนตัวอย่างแห้งโรคพืช ท่ี
เก็บไว้ตั้งแต่ ปี 1912 ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการนําเอาเทคนิค Real time PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคทางด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพท่ีมีความปลอดภัยสูง ไม่ต้องใช้สารท่ีเป็นอันตราย สามารถแสดงผลได้ในเวลา
อันรวดเร็ว มาปรับใช้ในการตรวจสอบ ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นยํา และมีประสิทธิภาพ ลดการระบาด
ของโรคและสามารถหาทางป้องกันกําจัดได้ทันถ่วงที และสามารถนําไปปรับใช้ในงานกักกันพืชต่อไป
ในอนาคตได้ 
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์    

1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เข่ียเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์
การแยกเชื้อแบคทีเรีย 

2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นสําหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดัน
ไอ  เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
ตู้อบ (oven) 

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter  เป็นต้น 
4. สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  วัสดุการเกษตร ได้แก่ ดิน  กระถางต้นไม้ ปุ๋ย  
6.  โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1. ออกแบบ ออกแบบ ออกแบบ ออกแบบ specific primer   specific primer   specific primer   specific primer   โดยใช้ primer design software ชื่อ Primer3 จาก pthA 

gene family ได้แก่ pthA gene (Gene Bank accession U28802) apl1 (AB021363)  apl2 
(AB021364)  apl3 (AB021365) pthA1, pthA2, pthA3, pthA4 (Gene Bank accession 
AE008925)  จํานวน 1 คู่สาย  นําไปสั่งสังเคราะห์ primer  จาก หน่วยบริการชีวภาพ ศูนย์พันธุ
วิศวกรรมแห่งชาติ โดยมีprimer 2/3 ท่ี Hartung et.al (1993) รายงานว่าสามารถตรวจหาเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  ได้ เพ่ือเปรียบเทียบกับ primer ท่ีออกแบบไว้ 

2. การแยก การแยก การแยก การแยก genomic DNA genomic DNA genomic DNA genomic DNA ใหบ้รสิุทธิ์ใหบ้รสิุทธิ์ใหบ้รสิุทธิ์ใหบ้รสิุทธิ ์( Purified genomic DNA) การแยก genomic DNA 
ให้บริสุทธิ์ ใช้วิธีของ Pitcher  et al. (1989) โดยใช้เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
สาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืชตระกูลส้ม อายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB   ใช้ลูปฆ่าเชื้อ แตะเชื้อ
แบคทีเรียให้เต็มหนึ่งลูป ละลาย ใน1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M 
EDTA pH 8.0)  นําไปป่ันตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ท่ี
ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท้ิงส่วนน้ําใสข้างบน เติมด้วย 100 ไมโครลิตร TE 
buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ เครื่องป่ัน vortex   
เติมด้วย 500 ไมโครลิตรของ Guanidine thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution  ผสมให้เข้า
กัน   เติมด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 7.5 M ammonium acetate ท่ีแช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC ผสมให้
เข้ากัน วางบนน้ําแข็ง 5 นาที  เติมด้วย 500 ไมโครลิตร chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) 
ผสมให้เข้ากัน นําไปป่ันตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ท่ี
ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนน้ําใสข้างบน ใส่หลอดใหม่ท่ีบรรจุ สาร  
isopropanol ท่ีแช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC จํานวน378 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอด
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กลับไปมา จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน genomic DNA ท่ีความเร็วรอบ 14000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที  ล้างตะกอนดีเอนเอด้วย  150 ไมโครลิตร ของ 70 % ethanol  จํานวน 2 ครั้ง 
ท้ิงให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง ลายตะกอนDNA ด้วย TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัด
ปริมาณความเข้มข้น และคุณภาพของดีเอนเอ ท่ีช่วงคลื่น A260/A280 ด้วยเครื่อง
spectrophotometer  (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเข้มข้น 
DNA ของเชื้อแต่ละไอโซเลทให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทดสอบปฏิกิริยา 
Polymerase chain reaction 

3. ทดสอบหาสภาพทีเ่หมาะสมของปฏิทดสอบหาสภาพทีเ่หมาะสมของปฏิทดสอบหาสภาพทีเ่หมาะสมของปฏิทดสอบหาสภาพทีเ่หมาะสมของปฏิกริยิา กริยิา กริยิา กริยิา Real time PCRReal time PCRReal time PCRReal time PCR โดยการหา Tm ท่ีเหมาะสมของ
ไพรเมอร์ เพ่ือนํามาทําการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR  จะได้อุณหภูมิในการจับคู่ไพรเมอร์กับดี
เอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ท่ีเหมาะสม  ตลอดจนทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมในการ
ทําปฏิกริยาในแต่ละช่วงเวลา ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของ Real time PCR เพ่ือหา crossing 
point และ วิเคราะห์หา melting curve    

4. ทดสอบความจําเพาะ ทดสอบความจําเพาะ ทดสอบความจําเพาะ ทดสอบความจําเพาะ ((((specificity) specificity) specificity) specificity) และความไว และความไว และความไว และความไว ((((sensitivity) sensitivity) sensitivity) sensitivity) ของปฏิกิริยา ของปฏิกิริยา ของปฏิกิริยา ของปฏิกิริยา Real time Real time Real time Real time 
PCRPCRPCRPCR ในการตรวจเชื้อ X. axonopodis pv.citri  เป็นการทดสอบ primer ท่ีออกแบบไว้ โดยใช้สภาพ
ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากข้อ 3 มาทําการทดสอบความจําเพาะของ primer โดยใช้ DNA และเซลของเชื้อ
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ความเข้มข้นของ DNA ท่ี 50 ng และความเข้มข้นของเซลล์ท่ี 
108 cfu/ml  การทดสอบความไวในการตรวจสอบเชื้อแคงเกอร์ (sensitivity) ของ primer เป็นการ
ทดสอบ primer ท่ีออกแบบไว้ โดยใช้สภาพท่ีเหมาะสมท่ีได้จากข้อ 3 โดยใช้ DNA ของเชื้อแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri  ท่ีมีความเข้มข้น 8 ระดับ ต้ังแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม และใช้
เซลล์แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ท่ีความเข้มข้น 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 
หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร   

5. ทดสอบวธิ ีทดสอบวธิ ีทดสอบวธิ ีทดสอบวธิ ีReal time PCR Real time PCR Real time PCR Real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ ในการตรวจหาเชื้อ ในการตรวจหาเชื้อ ในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodisX. axonopodisX. axonopodisX. axonopodis    pv.pv.pv.pv.citricitricitricitri    จากตวัอยา่งโรคจากตวัอยา่งโรคจากตวัอยา่งโรคจากตวัอยา่งโรค
แคงเกอร์แคงเกอร์แคงเกอร์แคงเกอร์ ทําการเก็บตัวอย่างโรคแคงเกอร์ของส้มโอจากแปลงเกษตรกรใน อ.เวียงแก่น จ.เชียงราย 
จํานวน 10 ตัวอย่าง ตัดแผลตัวอย่างโรค โดย cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 mm. นําตัวอย่าง
ใส่หลอด 1.5 ml microcentrifuge ท่ีเติมด้วย 100 ul ของ phosphate buffer saline pH 7.0 บด
ตัวอย่างด้วย plastic disposable pestles ให้ละเอียดนําไปตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ท่ี 
5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนบนท่ีเป็นน้ําใสใส่หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ท้ิง
ส่วนตะกอน นํา 2 ul ของตัวอย่างเป็นต้นแบบในการทําปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาท่ี
กล่าวมาแล้วข้างต้น และทุกตัวอย่างเปรียบเทียบกับการตรวจเชื้อบนอาหาร semi-selective for 
Xanthomonas (SX media)  โดยนําตัวอย่างโรคแคงเกอร์แต่ละตัวอย่างปริมาณ  50 ไมโครลิตรไป
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เกลี่ยให้ท่ัวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SX  โดยใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 280 C นาน 72 ชั่วโมง 
ตรวจนับปริมาณเชื้อท่ีข้ึนบนอาหาร 
    
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    

ตตตต....คคคค....55553333    ––––    กกกก....ยยยย....55556666    ที่ทีท่ี่ที่กลุ่มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
 

รายงานครายงานครายงานครายงานความกา้วหนา้วามกา้วหนา้วามกา้วหนา้วามกา้วหนา้    

 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real-

time PCR ดําเนินการโดยได้ออกแบบ primer ท่ีมีความจําเพาะต่อ pth A gene ของ แบคทีเรีย X. 

axonopodis pv. citri ได้แก่   pth154R:5’ GGTGTGGTGCCTCGATAGAT 3’ and pth154F:5’ 

AACAGACCATTGCCCTAT 3’    การทดสอบความเฉพาะเจาะจงและความไวของไพรเมอร์และ

ทดสอบ profile  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร์พบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้มีความ

เฉพาะเจาะจงกับเชื้อX axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืชตระกูลส้ม ทดสอบสภาวะ

ท่ีเหมาะสมของปฏิกริยา Real time PCR กับไพรเมอร์ท่ีออกแบบเอาไว้ 
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