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การตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย  
Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real-time PCR 

Detection of Xanthomomnas axonopodis pv. citri using Real-time PCR 
 

ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล    ทิพวรรณ  กันหาญาติ    บูรณี พั่ววงษ์แพทย์    รุ่งนภา  ทองเคร็ง 
กลุ่มวิจัยโรคพืช      ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

 

 

รายงานความก้าวหน้า 
 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real-

time PCR ด าเนินการโดยได้ออกแบบ primer ที่มีความจ าเพาะต่อ pth A gene ของ แบคทีเรีย X. 

axonopodis pv. citri ได้แก่   pth154R / pth154F: และ J-RTpth3/ J-RTpth4 และ J-

Taqpth2b ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืช

ตระกูลส้ม ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงพบว่า primer ที่สังเคราะห์มามีความเฉพาะเจาะจงกับ

แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  อยู่ในระหว่างการทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของไพรเมอร์ใน

การตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ด้วยเทคนิค Real time PCR และทดสอบการ

ตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  จากตัวอย่างใบพืชที่เป็นโรคแคงเกอร์จากแปลงปลูก  
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ค าน า 
 โรคแคงเกอร์เป็นโรคที่ส าคัญโรคหนึ่งของพืชตระกูลส้ม สามารถเข้าท าลายต้นส้มได้ในทุกส่วน
ของต้น และมักพบระบาดรุนแรงในช่วงฤดูฝน เมื่อเป็นโรคมากๆจะท าให้ต้นส้มทรุดโทรม ใบร่วงต้น
แคระแกรน ผลผลิตลดลงและไม่มีคุณภาพ สาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas 
axonopodis pv. citri  (=Xanthomonas campestris pv. citri ) จากการศึกษาเชื้อแบคทีเรียชนิด
นี้สามารถแบ่งกลุ่มตามการแพร่ระบาดในแหล่งต่างๆทั่วโลก (geographic distribution) และตามพืช
อาศัย (Host rage) และแบ่งตามคุณสมบัติทางชีวเคมีเป็น 5 กลุ่ม ซึ่งเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis pv. citri ที่พบในประเทศไทยจัดอยู่ในกลุ่ม CBCD-A (Citrus Bacterial Canker 
Disease – A) เป็นกลุ่มที่แพร่ระบาดมากที่สุดในเอเชีย แอฟริกา หมู่เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิก และใน
อเมริกาใต้ เชื้อในกลุ่มนี้จัดเป็นเชื้อที่มีพืชอาศัยกว้างที่สุด  เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ที่พบระบาดในประเทศ
ไทยเข้าท าลายพืชตระกูลส้มทุกชนิดที่ปลูก และสามารถแพร่ระบาดไปกับผลส้ม มะนาว และกิ่งพันธุ์ 
โดยเฉพาะกิ่งพันธุ์ถ้ามีโรคนี้ติดไป จะท าให้เกิดการระบาดไปยังต้นอ่ืนๆได้ ปัจจุบันได้มีการพยายาม
ส่งออกผลส้มออกไปขายยังต่างประเทศ โดยเฉพาะส้มโอ ท าให้จ าเป็นต้องหาวิธีการป้องกันก าจัดโรคนี้ 
มิฉะนั้นจะไม่สามารถส่งผลส้มไปขายได้ เพราะเชื้อโรคนี้เป็นเชื้อที่ส าคัญทางกักกันพืช ในประเทศ
อเมริกา ออสเตรเลีย และญี่ปุ่น มีการตรวจสอบการน าเข้าผลส้มหรือก่ิงพันธุ์ส้มอย่างเข้มงวด ในสวนที่
ต้องการส่งออกผลผลิตส้มไปยังต่างประเทศไม่ว่าจะเป็นส้มโอ และส้มเขียวหวาน จ าเป็นต้องมีการ
ก าจัดโรคให้หมดไปและต้องตรวจแปลงไม่ให้มีโรคในแปลงปลูก วิธีการที่จะป้องกันก าจัดให้ได้ผลดี
จ าเป็นต้องมีวิธีการตรวจหาเชื้ออย่างรวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ  การวิธีการตรวจหาเชื้อที่ใช้
โดยทั่วไปจะท าการแยกเชื้อและปลูกเชื้อกลับบนต้นอ่อนส้ม ให้ต้นอ่อนส้มแสดงอาการ ต้องใช้เวลาใน
การตรวจหาเชื้อ 14-21 วัน  ซึ่งใช้เวลานานไม่ทันต่อสถานการณ์  บางครั้งต้นส้มอาจเกิดการระบาด
ของโรคไปแล้ว ถ้ามีวิธีการตรวจหาที่รวดเร็วจะท าให้แก้ไขหรือป้องกันก าจัดได้ทันสถานการณ์ 
 Roberts และคณะ (1996) ได้รายงานเกี่ยวกับการตรวจสอบเชื้อ 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  สามารถ
ตรวจหาเชื้อได้ในระดับ 104 -105 cfu/ml  ในขณะที่ใช้ วิธี nested PCR สามารถตรวจหาเชื้อได้ถึง
ระดับต่ า เพียง 18 cell 
 Hartung และคณะ (1993) ได้ท าการศึกษาการตรวจสอบเชื้อXanthomonas campestris 
pv. citriโดยวิธีเทคนิค PCR  โดยใช้ fragment ขนาด 572 bp EcoRI จาก plasmid DNA ของ 
Xanthomonas campestris pv. citri XC62 ที่เชื่อมต่อกับ pUC9 น าไปหาล าดับเบส และ design 
primer ได้ primer ขนาด 18 bp จ านวน  7 primer น ามาทดสอบโดยใช้เทคนิคPCR กับเชื้อ 
Xanthomonas campestris pv. citri และ เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ พบว่า มี 4 primer ที่สามารถเพ่ิม
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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 ที่ได้ถูกน ามาใช้ในการตรวจหาโดยวิธี immunocapture  โดยใช้ monoclonal 
antiserum ในการตรวจสอบพบว่า สามารถตรวจหาเชื้อในใบส้มได้ในปริมาณที่ต่ าได้ โดยมี
ประสิทธิภาพเพ่ิมมากกว่าการใช้ nested PCR อย่างเดียวอยู่ถึง 100 เท่า 
 ณัฏฐิมา และคณะ (2548) ได้ศึกษาวิธีการตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืช
ตระก ูลส ้มโดยเทคน ิค Polymerase Chain Reaction โดยใช ้คู ่ไพรเมอร์ 
D1(GGCCTTGATCAAAAGAACCA) และ D2(TTGAAGTAGG GGACGGTTTA) ที่ออกแบบจาก 
pthA gene ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri strain 306 และ GenBank accession 
number XCU28802 สามารถตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  สาเหตุโรค
แคงเกอร์ได้ ทั้งในระดับดีเอ็นเอ และเซลล์แขวนลอยของเชื้อโดยความไว ( sensitivity) ในการ
ตรวจเชื้อที่ความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอ เท่ากับ 5 พิโคกรัม และความเข้มข้นต่ าสุดของเซลล์
แขวนลอยเชื้อที่ตรวจได้คือ 100 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร  โดยมีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  สายพันธุ์ canker A   

Mavrodieva และคณะ (2004) พัฒนาเทคนิค Real time PCR ในการตรวจสอบโรคแคงเกอร์
ทุกสายพันธุ์ ที่มีความไว รวดเร็ว และวิเคราะห์ตามเวลาจริงทีเกิดขึ้นในหลอด PCR โดยสามารถ
น าไปใช้เครื่อง RAPID machine ที่สามารถพบพาไปใช้ในแปลงปลูกได้  น าไปใช้ตรวจสอบโรคแคง
เกอร์ในแปลงปลูกโดยสามารถตรวจสอบใบส้มที่เป็นโรคเพียงจุดแผลเล็กๆแผลเดียว โดยมีความไวใน
การตรวจจับความเข้มข้นต่ าสุดของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  10 CFU/แผล และเป็นการ
รายงานผลครั้งแรกในการใช้วิธีนี้ไปตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  บนตัวอย่างแห้งโรคพืช ที่
เก็บไว้ตั้งแต่ ปี 1912 ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการน าเอาเทคนิค Real time PCR ซึ่งเป็นเทคนิคทางด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพที่มีความปลอดภัยสูง ไม่ต้องใช้สารที่เป็นอันตราย สามารถแสดงผลได้ในเวลา
อันรวดเร็ว มาปรับใช้ในการตรวจสอบ ให้เกิดความรวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ ลดการระบาด
ของโรคและสามารถหาทางป้องกันก าจัดได้ทันถ่วงที และสามารถน าไปปรับใช้ในงานกักกันพืชต่อไป
ในอนาคตได้ 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์
การแยกเชื้อแบคทีเรีย 

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

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

วิธีการ 
1. ออกแบบ 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)  จ านวน 1 คู่สาย  น าไปสั่งสังเคราะห์ primer  จาก หน่วยบริการชีวภาพ ศูนย์พันธุ
วิศวกรรมแห่งชาติ โดยมีprimer 2/3 ที่ Hartung et.al (1993) รายงานว่าสามารถตรวจหาเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  ได้ เพื่อเปรียบเทียบกับ primer ที่ออกแบบไว้ 

2. การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ ( 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)  น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่
ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ทิ้งส่วนน้ าใสข้างบน เติมด้วย 100 ไมโครลิตร TE 
buffer pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA pH 8.0) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ เครื่องปั่น vortex   
เติมด้วย 500 ไมโครลิตรของ Guanidine thiocyanate – EDTA – Sarkosyl solution  ผสมให้เข้า
กัน   เติมด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 7.5 M ammonium acetate ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC ผสมให้
เข้ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาที  เติมด้วย 500 ไมโครลิตร chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) 
ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่
ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนน้ าใสข้างบน ใส่หลอดใหม่ที่บรรจุ สาร  
isopropanol ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC จ านวน378 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอด
กลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 14000 รอบต่อ
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นาที นาน 10 นาที  ล้างตะกอนดีเอนเอด้วย  150 ไมโครลิตร ของ 70 % ethanol  จ านวน 2 ครั้ง 
ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ลายตะกอนDNA ด้วย TE buffer pH. 8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัด
ปริมาณความเข้มข้น และคุณภาพของดี เอนเอ ที่ช่วงคลื่ น A260/A280 ด้วยเครื่อง
spectrophotometer  (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) และปรับความเข้มข้น 
DNA ของเชื้อแต่ละไอโซเลทให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน าไปทดสอบปฏิกิริยา 
Polymerase chain reaction 

3. ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR โดยการหา Tm ที่เหมาะสม
ของไพรเมอร์ เพ่ือน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR  จะได้อุณหภูมิในการจับคู่ไพรเมอร์
กับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม  ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมใน
การท าปฏิกริยาในแต่ละช่วงเวลา ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของ Real time PCR เพ่ือหา crossing 
point และ วิเคราะห์หา melting curve    

4. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real 
time PCR ในการตรวจเชื้อ X. axonopodis pv.citri  เป็นการทดสอบ primer ที่ออกแบบไว้ โดยใช้
สภาพที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3 มาท าการทดสอบความจ าเพาะของ primer โดยใช้ DNA และเซลของ
เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ความเข้มข้นของ DNA ที่ 50 ng และความเข้มข้นของเซลล์
ที่ 108 cfu/ml  การทดสอบความไวในการตรวจสอบเชื้อแคงเกอร์ (sensitivity) ของ primer เป็น
การทดสอบ primer ที่ออกแบบไว้ โดยใช้สภาพที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3 โดยใช้ DNA ของเชื้อ
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ที่มีความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโต
กรัม และใช้เซลล์แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ที่ความเข้มข้น 108, 107, 106, 105, 104, 103, 
102, 10 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร   

5. ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv.citri จาก
ตัวอย่างโรคแคงเกอร์ ท าการเก็บตัวอย่างโรคแคงเกอร์ของส้มโอจากแปลงเกษตรกรใน อ.เวียงแก่น จ.
เชียงราย จ านวน 10 ตัวอย่าง ตัดแผลตัวอย่างโรค โดย cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 mm. 
น าตัวอย่างใส่หลอด 1.5 ml microcentrifuge ที่เติมด้วย 100 ul ของ phosphate buffer saline 
pH 7.0 บดตัวอย่างด้วย plastic disposable pestles ให้ละเอียดน าไปตกตะกอนด้วยเครื่อง 
centrifuge ที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนบนที่เป็นน้ าใสใส่หลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ml ทิ้งส่วนตะกอน น า 2 ul ของตัวอย่างเป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR 
ตามปฏิกิริยาที่กล่าวมาแล้วข้างต้น และทุกตัวอย่างเปรียบเทียบกับการตรวจเชื้อบนอาหาร semi-
selective for Xanthomonas (SX media)  โดยน าตัวอย่างโรคแคงเกอร์แต่ละตัวอย่างปริมาณ  50 
ไมโครลิตรไปเกลี่ยให้ทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SX  โดยใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 280 C 
นาน 72 ชั่วโมง ตรวจนับปริมาณเชื้อที่ข้ึนบนอาหาร 
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เวลาและสถานที่ 
ต.ค.53 – ก.ย.56 ทีก่ลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real-

time PCR ด าเนินการโดยได้ออกแบบ primer ที่มีความจ าเพาะต่อ pth A gene ของ แบคทีเรีย X. 

axonopodis pv. citri ได้แก่   pth154R / pth154F: และ J-RTpth3/ J-RTpth4 และ J-

Taqpth2b ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของพืช

ตระกูลส้ม ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงพบว่า primer ที่สังเคราะห์มามีความเฉพาะเจาะจงกับ

แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  อยู่ในระหว่างการทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของไพรเมอร์ใน

การตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  ด้วยเทคนิค Real time PCR และทดสอบการ

ตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  จากตัวอย่างใบพืชที่เป็นโรคแคงเกอร์จากแปลงปลูก 

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย Xanthomomnas axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค Real-
time PCR ด าเนินการโดยได้ออกแบบ primer ที่มีความจ าเพาะแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri     
อยู่ในระหว่างการทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของไพรเมอร์ในการตรวจแบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri  ด้วยเทคนิค Real time PCR และทดสอบการตรวจหาแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  
จากตัวอย่างใบพืชที่เป็นโรคแคงเกอร์จากแปลงปลูก 
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