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การตรวจแบคทเีรยี Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis  จากเมลด็พนัธุ์
ขา้วโพดทีน่ าเข้าจากประเทศสหรฐัอเมรกิา โดยเทคนคิ Real time PCR 

Detection of Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis from Corn seeds 
import from United States of America  by Real time PCR 
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รายงานความกา้วหนา้ 

 

โรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) หรือ โรคใบไหม้ (Leaf Blight of corn) โรคที่ส าคัญของข้าวโพดและ
เป็นศัตรูกักกันพืชของประเทศไทย เชื้อสาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis  
ที่มีแหล่งก าเนิดดั้งเดิมและระบาดในประเทศสหรัฐอเมริกา สามารถถ่ายทอดได้ทางเมล็ดพันธุ์ (seed transmission) 
ประเทศไทยมีการน าเข้าเมล็ดพันธุ์จากประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีมูลค่าการน าเข้า 85,984,962 บาท ท าให้
มีความเสี่ยงที่แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis อาจติดมากับเมล็ดพันธุ์ได้ การทดลองนี้จึงมี
จุดมุ่งหมายในการพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis โดยวิธี real time 
PCR ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง โดยออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย 
C. michiganensis subsp. nebraskensis จากยีน16S ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S ribosomal RNA 
intergenic spacer โดยได้ไพรเมอร์ดังนี้ Cmn probe FAM-5VTTCCGTCGTCCTTTCGTGGATG3V-TAMRA 
อยู่ในระหว่างการน าเข้าเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis จึงยังไม่สามารถสกัด DNA จาก
แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis  เพ่ือน ามาเป็น DNA positive control 
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ค าน า 

 

ประเทศไทยเป็นแหล่งผลิตข้าวโพดที่ส าคัญของภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีพ้ืนทีปลูก
ประมาณ 7ล้านไร่ ประเทศไทยสั่งน าเข้าเมล็ดข้าวโพดเพ่ือการบริโภคและใช้เป็นพ่อพันธุ์แม่พันธุ์ เพ่ือ
การผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสม ส าหรับใช้ในประเทศและส่งออกไปยังประเทศต่างๆ โดยในปี 2556 มี
ปริมาณการน าเข้า ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ จ านวน 182,174,288 กิโลกรัม/ปี มูลค่าการน าเข้า 
751,421,853 บาท มีปริมาณการส่งออกข้าวโพด 561,133,133 กิโลกรัมต่อปี มูลค่าการส่งออก
ประมาณ 4,138,610,061 ล้านบาท (ที่มา: ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร) จากการที่ประเทศไทยมี
การน าเข้าเมล็ดพันธุ์ท าให้มีความเสี่ยงในการเป็นเส้นทาง (pathway) ของศัตรูพืชกักกันที่ส าคัญที่อาจ
ติดมากับเมล็ดพันธุ์ได้ โรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) หรือ โรคใบไหม้ (Leaf Blight of corn) 
โรคที่ส าคัญของข้าวโพดและเป็นศัตรูกักกันพืชของประเทศไทย เชื้อสาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย 
Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis ที่มีแหล่งก าเนิดดั้งเดิมในประเทศสหรัฐอเมริกา 
พบระบาดอย่างกว้างขวางในประเทศสหรัฐอเมริกา สามารถถ่ายทอดได้ทางเมล็ดพันธุ์ (seed transmission) 
ประเทศไทยมีการน าเข้าเมล็ดพันธุ์จากประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีมูลค่าการน าเข้า 85,984,962 บาท 
ท าให้มีความเสี่ยงที่แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis อาจติดมากับเมล็ดพันธุ์ได้ 
ดังนั้นการพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีประสิทธิภาพจึงมีความจ าเป็นที่ใช้เป็น
เครื่องมือในการตรวจหาแบคทีเรียศัตรูกักกันเพ่ือป้องกันไม่ให้แบคทีเรียศัตรูกักกันเข้ามาในประเทศไทย การ
ทดลองนี้จึงมีจุดมุ่งหมายในการพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis โดยวิธี 
real time PCR ให้มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและความแม่นย าสูง สามารถตรวจหาแบคทีเรียพบในระดับ
ปริมาณน้อย เป็นที่ยอมรับจากประเทศน าเข้า และสามารถน าไปใช้เป็นวิธีตรวจหาแบคทีเรียสาเหตุ
โรคเน่า จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้าได้ 

การพัฒนาเทคนิคการตรวจวินิจฉัย แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskeksis 
สาเหตุโรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) ของข้าวโพด ได้มีการพัฒนาโดย Gross and Vidaver (1979)  
ได้รายงานการใช้ อาหารที่เหมาะสม semi-selective medium CNS ในการแยกแบคทีเรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis จากตัวอย่างพืชและดิน โดยจะได้แบคทีเรียโคโลนีสีเหลือ
งอมส้ม มีเมือก ขอบเรียบ เป็นประกาย โคโลนีมีผิวคล้ายเนย มีขนาด 4 มม.หลังจาก 6 วันที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียสPastrik and Rainey (1999) ได้ศึกษาการจัดจ าแนกและความแตกต่างของ
แบคทีเรีย ในกลุ่ม Calvibacter michiganensis species โดยใช้เทคนิค Polymerase chain 
raction(PCR) ท าให้ได้primer ที่เฉพาะเจาะจง ต่อแบคทีเรียในกลุ่ม C. michiganensis โดยสามารถ
แยกความแตกต่างของ 5 ชนิดได้ด้วยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจง C. michiganensis subsp sepedonicus  
ได้ขนาด 502 bp, C. michiganensis subsp michiganensis ขนาด 210 bp, C. michiganensis subsp insidiosus 
ขนาด 393 bp, C. michiganensis  subsp tessellarius ขนาด 587 bp และ C. michiganensis  subsp nebraskensis 
ขนาด 393 bp . 
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Ye et.al. (2014) ได้พัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis  subsp nebraskensis 
จากเมล็ดข้าวโพดที่น าเข้า โดยได้พัฒนาวิธี nested PCR ใช้ primer CM1/CM4 and PSM1/CM3 
พบว่า สามารถตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis  subsp nebraskensis ในปริมาณต่ าสุดที่ตรวจ
ได้ ดีเอ็นเอ ที่ 8 fg และ ในระดับเซลแบคทีเรีย ได้ 6.8 CFU และมีความไวในการตรวจมากกว่า 
เทคนิค PCR ด้วย primer PSM1/CM3 ผลจากการสุ่มตรวจเมล็ดพันธุ์ 100 เมล็ดที่น าเข้ามาจาก 
สหรัฐอเมริกา วิธี nested PCR สามารถตรวจพบ 24% ส่วนเทคนิคPCR ตรวจได้เพียง 8% เท่านั้น ซึ่ง
วิธีการตรวจสอบสามารถใช้เป็นวิธีการประจ าในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp nebraskensis 
จากตัวอย่างเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดน าเข้า 

เทคนิค Real time PCR เป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้นมาจากข้อจ ากัดของเทคนิค PCR 
(Polymerase chain reaction) ท าให้สามารถตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ (Quantitative) เห็น
ผลได้แบบทันที (real tme & on line) บนหน้าจอคอมพิวเตอร์ (Higuchi et.al. 1992) ในขณะที่ 
เทคนิค PCR ไม่สามารถวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ และการวิเคราะห์ผลต้องท าในแผ่นวุ้นใช้เวลานานและ
ย้อมด้วยสาร ethedium bromide ที่อันตราย (Reischl and Kochanowski,1999) เทคนิค Real 
time PCR เป็นการพัฒนาน าเทคโนโลยี 2 ส่วน ได้แก่การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจหาดีเอ็นเอใน
สารละลายโดยใช้สารเรืองแสง(Fluorescence reporters) ต่างๆ และการใช้เครื่อง themocycler ซึ่ง
เป็นเครื่องควบคุมอุณหภูมิข้ึนลงตามระยะเวลาที่ก าหนด มารวมกันเป็นเครื่อง Real time themocycler โดย
เพ่ิมส่วนที่เป็นแหล่งก าเหนิดแสงเพ่ือไปก่อให้เกิดการเรืองแสงของชิ้นดีเอ็นเอ และส่วนตรวจวัดการ
เรืองแสงที่เกิดข้ึน ณ เวลานั้นๆ (Higuchi et.al. 1992) 

Gudmestad et.al. (2004) ได้มีการออกแบบไพรเมอร์จาก ยีน cellulaseA (CelA) gene sequence 
เพ่ือใช้กับเทคนิค Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus จากหัว
พันธุ์มันฝรั่ง เพ่ือรับรองหัวพันธุ์ในอุตสาหกรรมการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งในประเทศสหรัฐอเมริกา  
ไพรเมอร์ CelA มีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus มี
ความไวในการตรวจมากกว่า ไพรเมอร์อ่ืนได้แก่ CMS50/72a โดยสามารถตรวจได้ในระดับ 10 เซล/ml 
การตรวจสอบแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus โดยเทคนิค Real time PCR 
ด้วยไพรเมอร์ CelA เป็นวิธีการที่ให้ผลการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพ แม่นย า และรวดเร็ว 
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วธิดี าเนินการ 

อุปกรณ ์
1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์

การแยกเชื้อแบคทีเรีย 
2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดันไอ  

เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven) 
เครื่อง Thermocycler ( Biometra ®)  

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter เป็นต้น 
4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

วธิกีาร 
การขออนุญาตน าเข้าแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp nebraskensis 

เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ไม่มีรายงานการปรากฏพบในประเทศไทย 
ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการขออนุญาตน าเข้าจากต่างประเทศเช่น Belgian Coordinated collection 
of Microorganism โดยจัดท าค าขออนุญาตน าเข้า (แบบพก.1) พร้อมเสนอข้อมูลการน าเข้าสิ่ง
ต้องห้ามเพ่ือการทดลองหรือวิจัย เสนอต่อคณะอนุกรรมการน าเข้าสิ่งต้องห้ามเพ่ือการทดลองหรือวิจัย 
เมื่อได้รับอนุญาตแล้ว จึงด าเนินการน าเข้ามาเพ่ือทดลองต่อไป 

specific primer สืบค้นข้อมูล primer ที่ได้มีรายงานว่า สามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัย โรค
เหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) หรือ โรคใบไหม้ (Leaf Blight of corn) ได้ผลดีและมีความ
เฉพาะเจาะจงต่อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis คัดเลือก primer จากนั้นน า
ล าดับเบสของ primer ไปสังเคราะห์เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคเน่าวงแหวนโดยวิธี Real time PCR 
ต่อไป 

การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ (Purified genomic DNA) การแยก genomic DNA ให้บริสุทธิ์ 
ใช้วิธีของ Pitcher et al. (1989) โดยใช้เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis  
สาเหตุโรคเหี่ยว (Goss's Bacterial Wilt of corn) หรือ โรคใบไหม้ (Leaf Blight of corn) ของ
ข้าวโพด อายุ 48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง LB ใช้ลูปฆ่าเชื้อ แตะเชื้อแบคทีเรียให้เต็มหนึ่งลูป ละลาย ใน 
1 มิลลิลิตร Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M EDTA pH 8.0) น าไปปั่นตกตะกอน
ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 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 ผสมให้เข้ากัน เติมด้วย 250 ไมโครลิตร ของ 7.5 M 
ammonium acetate ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC ผสมให้เข้ากัน วางบนน้ าแข็ง 5 นาที เติมด้วย 500 ไมโครลิตร 
chloroform/iso-amyl-alcohol (24/1) ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 
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Hettich (Universal 116, Gemnany) ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วน
น้ าใสข้างบน ใส่หลอดใหม่ที่บรรจุ สาร isopropanol ที่แช่เย็นใน ตู้เย็น -20 oC จ านวน 378 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน 
genomic DNA ที่ความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ล้างตะกอนดีเอนเอด้วย 150 ไมโครลิตร 
ของ 70 % ethanol จ านวน 2 ครั้ง ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ลายตะกอนDNA ด้วย TE buffer pH. 
8.0 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร วัดปริมาณความเข้มข้น และคุณภาพของดีเอนเอ ที่ช่วงคลื่น 
A260/A280 ด้วยเครื่องspectrophotometer (U 2001 UV/Vis, Hitachi Instruments, Inc., USA) 
และปรับความเข้มข้น DNA ของเชื้อแต่ละไอโซเลทให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือ
น าไปทดสอบปฏิกิริยา Polymerase chain reaction 

ทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Real time PCR โดยการหา Tm ที่เหมาะสมของ
ไพรเมอร์ เพ่ือน ามาท าการทดสอบปฏิกิริยา Real time PCR จะได้อุณหภูมิในการจับคู่ไพรเมอร์กับ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing temperature) ที่เหมาะสม ตลอดจนทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการ
ท าปฏิกริยาในแต่ละช่วงเวลา ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของ Real time PCR เพ่ือหา crossing point 
และ วิเคราะห์หา melting curve  

ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา Real time 
PCR ในการตรวจแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis เป็นการทดสอบ primer ที่
สังเคราะห์ไว้ โดยใช้สภาพที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3 มาท าการทดสอบความจ าเพาะของ primer โดย
ใช้ DNA และเซลของเชื้อแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ความเข้มข้นของ 
DNA ที่ 50 ng และความเข้มข้นของเซลล์ที่ 108 cfu/ml การทดสอบความไวในการตรวจสอบ
แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis (sensitivity) ของ primer โดยใช้สภาพที่
เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3 โดยใช้ DNA ของ แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ที่มี
ความเข้มข้น 8 ระดับ ตั้งแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 100 เฟมโตกรัม และใช้เซลล์ แบคทีเรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis ที่ความเข้มข้น 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 
หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร   

ทดสอบวิธี Real time PCR ในการตรวจหาแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 
nebraskensis จากเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่น าเข้า ท าการสุ่มตัวอย่างเมล็ดพันธุข้าวโพด ที่น าเข้าจากด่าน
ตรวจพืช ตามวิธีของ ASTA น ามาบดแล้วที่เติมด้วย 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 ทิ้ง
ส่วนตะกอน น า 2 ul ของตัวอย่างเป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยา Real time PCR ตามปฏิกิริยาที่
กล่าวมาแล้วข้างต้น และทุกตัวอย่างเปรียบเทียบกับการตรวจเชื้อบนอาหาร semi-selective for 
C. michiganensis subsp. nebraskensis 
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เวลาและสถานที ่
ต.ค.59 – ก.ย.62  ที ่กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
 

ผลการทดลอง 

 

การขออนุญาตน าเข้าแบคทีเรีย Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis 
เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ไม่มีรายงานการปรากฏพบในประเทศ
ไทย ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการขออนุญาตน าเข้าจากต่างประเทศเช่น Belgian Coordinated 
collection of Microorganism โดยจัดเตรียมท าค าขออนุญาตน าเข้า (แบบพก.1) พร้อมเสนอข้อมูล
การน าเข้าสิ่งต้องห้ามเพ่ือการทดลองหรือวิจัย อยู่ในระหว่างการเสนอต่อคณะอนุกรรมการน าเข้าสิ่ง
ต้องห้ามเพ่ือการทดลองหรือวิจัย เมื่อได้รับอนุญาตแล้ว จึงด าเนินการน าเข้ามาเพ่ือทดลองต่อไป 
 ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง (specific primer) ด าเนินการสืบค้นข้อมูลล าดับ 
nucleotide ของยีนที่ส าคัญของ แบคทีเรีย C. michiganensis subsp. nebraskensis ใน GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) เพ่ือน ามา ออกแบบprimer ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ แบคทีเรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis โดยพบว่า ยีนที่น ามาออกแบบไพรเมอร์คือยีน16S 
ribosomal RNA gene ส่วน 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer โดยได้ไพรเมอร์ดังนี้ 
Cmn probe FAM-5VTTCCGTCGTCCTTTCGTGGATG3V-TAMRA 
 การเตรียม DNA positive control เนื่องจากอยู่ในระหว่างการน าเข้าเชื้อแบคทีเรีย  
C. michiganensis subsp. nebraskensis จึงยังไม่สามารถสกัด DNA จากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. 
nebraskensis  เพ่ือน ามาเป็น DNA positive control ดังนั้นจึงได้ด าเนินการสังเคราะห์ยีน 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic spacer เพ่ือน ามาใช้เป็น DNA positive control เพ่ือด าเนินการทดสอบไพร
เมอร์ต่อไป 

 
สรปุผลการทดลองและค าแนะน า 

 

  เนื่องจากแบคทีเรีย C. michiganensis subsp. sepedonicus และ C. michiganensis subsp. nebraskensis 
ไม่มีรายงานการปรากฏพบในประเทศไทย ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการขออนุญาตน าเข้าจากต่างประเทศ
เช่น Belgian Coordinated collection of Microorganism โดยจัดเตรียมท าค าขออนุญาตน าเข้า 
(แบบพก.1) พร้อมเสนอข้อมูลการน าเข้าสิ่งต้องห้ามเพ่ือการทดลองหรือวิจัย อยู่ในระหว่างการเสนอ
ต่อคณะอนุกรรมการน าเข้าสิ่งต้องห้ามเพ่ือการทดลองหรือวิจัย เมื่อได้รับอนุญาตแล้ว จึงด าเนินการ
น าเข้ามาเพ่ือทดลองต่อไป 
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