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การตรวจเชือ้ Burkholderia pseudomallei 
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บทคัดย่อ 

Burkholderia pseudomallei เป็นเชือ้แบคทีเรียแกรมลบชนิดก่อโรคท่ีพบในดิน เป็นสาเหตใุห้เกิด 

Melioidosis ซึ่งเป็นโรคติดเชือ้ท่ีพบในคนและสตัว์หลายชนิด โรคนีม้ีความส าคญัทางด้านสาธารณสขุและ

การปศสุตัว์ วิธีเพาะเชือ้เป็นวิธีมาตรฐานท่ีใช้ในการตรวจเชือ้ B. pseudomallei แตมี่ขัน้ตอนยุ่งยากและ

ต้องอาศัยความช านาญในการสังเกตเห็น โคโลนีของเชื อ้  และการวินิจฉัยยืนยันว่าเ ป็นเชือ้  B. 

pseudomallei ต้องทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมี วตัถุประสงค์ของงานวิจยันีต้้องการพัฒนาวิธีการตรวจ

เชือ้ B. pseudomallei โดยตรงจากตวัอย่างอวยัวะส่งตรวจด้วยวิธีท่ีรวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะสูง

ด้วยวิธี real-time PCR โดยใช้บริเวณ type III secretion system (TTS1) gene cluster ของ open 

reading frame 2 (orf2) ท่ีมีความจ าเพาะกบัเชือ้ B. pseudomallei และสามารถแยกความแตกตา่งกบัเชือ้

แบคทีเรียอ่ืนๆ ผลการทดสอบความจ าเพาะให้ผล 100% ไม่มีปฏิกริยาปนเปือ้นข้ามเกิดขึน้ ผลการทดสอบ

ความไว สามารถหาปริมาณต ่าสุดของ DNA ได้ 124 copies/µl และผลการทดสอบความถูกต้องให้ผล

สอดคล้องกบัวิธีวิธีมาตรฐาน มีความถกูต้อง 100% วิธีการตรวจท่ีรวดเร็วนีส้ามารถน าไปใช้ในพืน้ท่ีท่ีมีการ

ระบาดของเชือ้ B. pseudomallei และสามารถน าไปประยกุต์ใช้ตรวจเชือ้ B. pseudomallei ในคนและ

สิ่งแวดล้อมได้  

 

 

 

ค าส าคัญ : Burkholderia pseudomallei, Melioidosis, real-time  PCR, Taqman probe 
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บทน า 

 Burkholderia pseudomallei (B. pseudomallei) ท าให้เกิด Melioidosis เป็นโรคติดเชือ้ท่ีพบทัง้

คนและสตัว์ เชือ้ B. pseudomallei จดัอยู่ในประเภท facultative intracellular gram-negative bacilli ใน

ประเทศไทยพบได้ทุกภาคของประเทศ โดยเฉพาะในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซึ่งสมัพนัธ์กับการระบาด

ของโรคในคน ท่ีพบมากในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (Vuddhakul et al., 1990, Leelarasemee et al. 

2005) และในสตัว์หลายชนิด ได้แก่ อฐู ม้า แพะ แกะ สกุร โคอาล่า และสตัว์น า้ (Forbes-Faulkner et al., 

1992, Hicks et al., 2000, Ladds et al. 1990) โรคนีจ้ดัเป็นโรคประจ าถ่ิน สามารถติดเชือ้ได้ทางบาดแผล

ท่ีผิวหนงั การหายใจ และการกิน โดยการติดเชือ้ทางบาดแผลท่ีผิวหนงัเป็นกลไกการติดเชือ้ท่ีส าคญัท่ีสดุ

จากเชือ้ท่ีอยู่ในดิน โคลน และแหล่งน า้ตามธรรมชาติ เชือ้ท่ีแยกได้จากคน สตัว์และสิ่งแวดล้อมมีลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมท่ีคล้ายคลงึกนัจงึมีความเป็นไปได้ท่ีจะมีการติดตอ่จากสตัว์สู่คน มีรายงานการติดตอ่จากคน

สู่คนทางเพศสมัพนัธ์และผ่านทางรกจากแม่สู่ลกู (ส านกัควบคมุ ป้องกนั และบ าบดัโรคสตัว์, 2015) การ

ตดิตอ่จากสตัว์สูค่นอาจเกิดจากการสมัผสัเลือดหรือของเหลวจากร่างกายสตัว์เช่น ปัสสาวะ หรือน า้นม โรค

นีเ้ป็นปัญหาส าคญัทางด้านสาธารณสขุ ผู้ ป่วยมกัมีความเส่ียงตอ่ภาวะแทรกซ้อนท่ีรุนแรงถึงขัน้เสียชีวิตได้ 

การติดเชือ้ในสตัว์มีทัง้แบบเฉียบพลนัและเรือ้รัง การติดเชือ้แบบเฉียบพลนัท าให้เกิดภาวะโลหิตเป็นพิษ 

ส่วนใหญ่สตัว์จะเป็นโรคแบบเรือ้รัง มกัพบตุ่มหนองกระจายตามอวยัวะภายในและตอ่มน า้เหลืองบริเวณ

ตา่งๆ เช่น ม้าม ปอด ตบั ในสตัว์ท่ีตายเฉียบพลนัมกัพบจดุเนือ้ตายสีขาวกระจายท่ีตบัและม้าม และพบฝี

กระจายอยูท่ัว่ไปท่ีปอด (CFSPH, 2007) 

การเพาะเลีย้งเชือ้จากสิ่งสง่ตรวจทางคลินิกท่ีมีการปนเปือ้นเชือ้ประจ าถ่ินหรือเชือ้แบคทีเรียชนิด

อ่ืนๆ เชน่ เสมหะ บาดแผล โดยใช้อาหารเพาะเลีย้งเชือ้พิเศษท่ีเรียกวา่ Ashdown’s medium ซึง่มี crystal-

violet glycerol และ gentamicin เป็นสว่นประกอบชว่ยยบัยัง้การเจริญของเชือ้อ่ืนๆ ท่ีปนเปือ้นมาท าให้

สามารถสงัเกตเห็นโคโลนีของเชือ้ B. pseudomallei ได้ชดัเจนขึน้ ลกัษณะโคโลนีของเชือ้นีจ้ะมี

ความจ าเพาะคือ จะมีลกัษณะเห่ียวยน่ ผิวขรุขระคล้ายดอกกะหล ่าและจะมีกลิ่นเฉพาะคล้ายกลิ่นไอ

ระเหยจากดินหลงัฝนตกใหม่ๆ เม่ือน าเชือ้มาย้อมสีแกรมจะมีลักษณะคล้ายเข็มกลดัซอ่นปลายเน่ืองจาก

เชือ้จะตดิสีบริเวณหวั-ท้าย การวินิจฉยัยืนยนัวา่เป็นเชือ้ B. pseudomallei ต้องทดสอบคณุสมบตัิทาง

ชีวเคมี โดยทัว่ไปเชือ้นีถ้กูจดัอยู่ในเชือ้แบคทีเรียกลุม่ non-lactose fermenter จะให้ผลบวกตอ่ catalase 

และ oxidase เชือ้สามารถใช้น า้ตาลกลโูคสได้โดยอาศยักระบวนการ oxidation อยา่งไรก็ตามต้อง

ตรวจสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมีอ่ืนๆ ของเชือ้อีกหลายอย่างเชน่ ความสามารถในการรีดวิส์สารไนเตรต การ
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สร้างกรดโดยใช้น า้ตาลชนิดตา่งๆ การเคล่ือนไหว การ hydrolyze สารตา่งๆ เป็นต้น เพ่ือการวินิจฉัยยืนยนั

วา่เป็นเชือ้นี ้ เชือ้ท่ีพบในธรรมชาตมีิทัง้ท่ีสามารถใช้น า้ตาล L-arabinose ได้ (Ara+) และไมส่ามารถใช้

น า้ตาลชนิดนีไ้ด้ (Ara-) เชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคในมนษุย์ส่วนใหญ่ไมส่ามารถใช้น า้ตาล L-arabinose ได้ ตอ่มา

จงึมีการแยกเชือ้ B. pseudomallei ท่ีสามารถใช้น า้ตาล L-arabinose ได้ซึง่ไม่ก่อโรคในมนษุย์ขึน้เป็นสาย

พนัธุ์ใหมคื่อ B. thailandensis (ศริิลกัษณ์, 2006)  

  Complete sequence genome ของเชือ้ B. pseudomallei ประกอบด้วยยีนตา่งๆ เชน่ 16S 

rRNA genes, fliC, rpsU และ type III secretion (TTS) gene cluster ซึง่จากการศกึษาของ Kaestli et al. 

(2012) ได้ท าการทดสอบและเปรียบเทียบการตรวจเชือ้ B. pseudomallei โดยตรงจากตวัอย่างสง่ตรวจ 50 

ตวัอยา่ง ประกอบไปด้วย เสมหะ 22 ตวัอย่าง เลือด 20 ตวัอยา่ง และปัสสาวะ 8 ตวัอยา่ง ด้วยวิธี real-time 

PCR โดยใช้ genomic target หลายๆสว่น พบวา่ genomic target TTS1-orf2 ให้ผลการทดสอบท่ีดีท่ีสดุ 

โดยท่ีให้คา่ความไวและความจ าเพาะสงูท่ีสดุ และให้คา่ปริมาณ DNA ต ่าสดุท่ีตรวจได้ (limit of detection, 

LOD) ต ่าท่ีสดุ  

ปัจจบุนัศนูย์วิจยัและพฒันาการสตัวแพทย์ภาคตะวนัออก ท าการทดสอบหาแอนตบิอดีตอ่เชือ้  

B. pseudomallei ทางซีรัมวิทยาโดยวิธี Indirect Haemagglutinization (CFSPH, 2007) ซึง่ใช้คดักรองโรค

ในระดบัฝงู แตอ่าจไมเ่หมาะส าหรับพืน้ท่ี ท่ีเป็น endemic area เพราะอาจพบผลบวกในเลือดจากการท่ี

สตัว์สมัผสัเชือ้ในสิ่งแวดล้อมตัง้แตเ่กิด (Wuthiekanun et al., 2009) และท าการทดสอบ Melioidosis จาก

ซากสตัว์ป่วยและตาย โดยการเพาะแยกหาเชือ้แบคทีเรียจากตวัอย่างอวยัวะสง่ตรวจ เชน่ ปอด ตบั ม้าม ไต 

หวัใจ หลอดลม ตอ่มน า้เหลือง ตอ่มทอนซิล และตุม่หนอง ด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ Blood agar ซึง่เป็นวิธี

มาตรฐาน (conventional method) (Quinn et al., 1994) ในกรณีท่ีอวยัวะสง่ตรวจมีการปนเปือ้นเชือ้อ่ืนๆ 

เป็นจ านวนมาก อาจมาจากตวัสตัว์หรือสิ่งแวดล้อม ถึงแม้จะมีการใช้อาหารเพาะเลีย้งเชือ้พิเศษแล้ว เชือ้

อ่ืนๆท่ีปนเปือ้นมาก็ยงัสามารถเจริญเติบโตได้ สว่นเชือ้ B. pseudomallei จะเจริญเตบิโตช้ากวา่ ท าให้ไม่

สามารถสงัเกตเห็นโคโลนีของเชือ้ B. pseudomallei  โดยเฉพาะกรณีท่ีตวัอยา่งมีเชือ้ในปริมาณน้อยมากๆ 

หรือเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตักิารไม่มีความช านาญในการตรวจเชือ้นี ้ อาจท าให้เกิดข้อผิดพลาดในการ

วินิจฉยัโรคได้ ปัจจบุนัได้มีการน าเทคนิคด้านชีวโมเลกลุ มาใช้ในการทดสอบโรค เชน่ conventional PCR,  

 real-time PCR ซึง่ทัง้สองวิธีนีจ้ะมีความจ าเพาะสงูกวา่ conventional method แต ่conventional PCR มี

ข้อด้อยคือความไวต ่ากวา่ real-time PCR  มีขัน้ตอนยุง่ยากและใช้เวลามากกวา่ วตัถปุระสงค์ของการวิจยั

ในครัง้นีเ้ป็นการน าเทคนิค real-time PCR มาใช้ตรวจหาเชือ้ B. pseudomallei โดยใช้ Hydrolysis probe 
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หรือ Taqman probe ซึง่เป็น dual-label probe คือมีทัง้ตวัระงบัสญัญาณ (quencher fluorophore) และ

ตวัสง่สญัญาณ (reporter fluorophore) อยูบ่น probe เส้นเดียวกนั ท าให้สามารถติดตามดผูลของปฏิกิริยา

ได้ทกุระยะ ซึง่วิธี real-time PCR เป็นวิธีท่ีง่าย ให้ผลการทดสอบท่ีถกูต้อง และแม่นย า สามารถตรวจโรค

โดยตรงจากตวัอยา่งสง่ตรวจ ชว่ยลดขัน้ตอนและระยะเวลาในการทดสอบโรค สามารถตอบผลได้ภายใน

เวลาอนัรวดเร็ว 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
ประวัตสัิตว์ 

ซากสตัว์ป่วยและตาย ถกูสง่มาชนัสตูรโรคท่ีศนูย์วิจยัและพฒันาการสตัวแพทย์ภาคตะวนัออก  
จากการผ่าซากสงสยั Melioidosis จ านวน 52 ตวัอยา่ง ประกอบด้วยนกแก้วพนัธุ์แอฟริกนั เกรย์ (African 
Grey) 10 ตวัอยา่ง นกแก้วพนัธุ์อีเล็คตสั (Electus) 5 ตวัอยา่ง สกุรพนัธุ์สามสาย 7 ตวัอยา่ง และจระเข้ 30 
ตวัอยา่ง  
ตัวอย่างส าหรับการ validate วิธี real-time PCR 

- plasmid ของเชือ้ B. pseudomallei ส าหรับทดสอบความไว 

- เชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ จ านวน 30 ตวัอยา่ง ส าหรับทดสอบความจ าเพาะ 
- เชือ้ B. pseudomallei ท่ีเพาะได้จากตวัอยา่งอวยัวะสง่ตรวจ จ านวน 20 ตวัอยา่ง และตวัอย่าง

อวยัวะท่ีตรวจโดยวิธีทางพยาธิวิทยาไมพ่บวิการใดๆ และตรวจยืนยนัด้วยวิธีเพาะเชือ้ ไมพ่บเชือ้ B. 
pseudomallei จ านวน 50 ตวัอยา่ง ส าหรับทดสอบความถกูต้อง 

ตัวอย่างอวัยวะส าหรับทดสอบ real-time PCR  
- ตวัอยา่งอวยัวะกลุม่ท่ีพบวิการ แตผ่ลเพาะเชือ้ไมพ่บเชือ้ B. pseudomallei จ านวน 30 ตวัอยา่ง 

ตัวอย่างอวัยวะส าหรับทดสอบเปรียบเทียบระหว่าง real-time PCR กับวิธีการเพาะเชือ้ 
- ตวัอยา่งอวยัวะท่ีพบวิการจ านวน 22 ตวัอยา่ง ประกอบด้วย นกแก้วพนัธุ์ African Grey 10 

ตวัอย่าง นกแก้วพนัธุ์ Electus 5 ตวัอย่าง และสกุรพนัธุ์สามสาย 7 ตวัอยา่ง 

primer และ probe  

primer และ probe ท่ีใช้ส าหรับงานวิจยันีอ้อกแบบมาจากเชือ้ B. pseudomallei (GenBank 
accession no. AF074878) genomic target TTS1-orf2 (Novak et al., 2006) forward primer BpTT 
4176F: 5’–CGTCTCTATACTGTCGAGCAATCG-3’ reverse primer BpTT4290R: 5’-GTGCACACC 
GGTCAGTATC-3’ probe BpTT4208P: 5’-FAM-CCGGAATCTGGATCACCACCACTTTCC-BHQ-3’  
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การเตรียม plasmid standards  

ท าการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม ของเชือ้ B. pseudomallei ท่ีเพาะได้จากตวัอย่างอวยัวะส่งตรวจ 
โดยใช้ primer ท่ีมีความจ าเพาะกบั genomic target TTS1-orf2 (BpTT4176F: 5’–CGTCTCTATACTG 
TCGAGCAATCG-3’, BpTT4290R: 5’-GTGCACACCGGTCAGTATC-3’) PCR product 115 bp ท า
การแยกชิน้ส่วนของ DNA ด้วย gel Electrophoresis บน 1.5% agarose gel เม่ือน า agarose gel ไปย้อม
ด้วย ethidium bromide แล้วน าไปส่องภายใต้แสง UV ด้วยเคร่ือง gel documentation จะเห็นแถบ DNA 
ท าการตดัแถบ DNA ท่ีขนาด 115 bp น าไปท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุด QIAquick gel purification kit 
(QIAGEN, Germany) วิธีการตามคูมื่อของชดุสกดั จากนัน้น า DNA ท่ีท าให้บริสทุธ์ิแล้วมาท าการโคลนนิ่ง  
โดยน าชิน้ส่วนของ DNA เช่ือมกบัเวคเตอร์ pGEM®-T easy vector system (Promega,USA) เม่ือได้ 
recombinant plasmid แล้วจึงท าการ transform เข้าสู่ competent cells E.coli สายพนัธุ์  JM109 
(Promega,USA) spread cell suspension ลงใน IPTG and X-gal for blue/white selection agar plates 
แล้วบม่ท่ี 37ºC นาน 14-16 ชัว่โมง จากนัน้ท าการคดัเลือก white colony และท า colony PCR โดยใช้คู ่
primer SP6 และ T7 promoter เลือกโคลน ท่ีมี insert เลีย้งใน LB broth+Ampicilin 100 µg/ml บม่ท่ี 
37ºC นาน 14-16 ชัว่โมง เก็บ cell โดยน ามาป่ันตกตะกอน 3-5 มิลลิลิตร น าส่วนท่ีเป็น pellet มาสกดั 
plasmid โดยใช้ชดุสกดัส าเร็จรูป QIAprep spin miniprep kit (QIAGEN, Germany) วิธีการตามคูมื่อของ
ชดุสกดั น า plasmid ท่ีได้มาท าการหาล าดบัเบส โดยใช้เคร่ือง automated DNA sequencer (Applied 
Biosystem, Solgent) ซึ่งข้อมลูท่ีได้จะออกมาในรูปของ text file หรือ chromatogram น าผล sequencing 
ท่ีได้ มาท าการวิเคราะห์ โดยใช้โปรแกรม MEGA 5.2 โดยน าล าดบั DNA ทัง้หมดมาจดัเรียง (align) เข้า
ด้วยกนัจนกระทัง่มีความเหมือน (homology) สงูสดุด้วย ClustalW จากนัน้น าล าดบั DNA ไป blast ใน
ฐานข้อมลู NCBI ซึ่งผลการวิเคราะห์พบว่ามีความคล้ายกบัเชือ้ B. pseudomallei strain sequence type 
III secretion system protein (ttsS) gene (97% identity) ซึง่ใช้เป็น reference เชือ้ B. pseudomallei  
การทดสอบหา condition ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา real-time PCR  

ท าการหา condition ท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา Real-time PCR โดยน า plasmid ท่ีได้มาวัด 

concentration โดยใช้ spectrophotometer (NanoDrop Lite,Thermoscientific) ท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 

nm อ่านคา่ได้ 22.4 ng/µl หา condition ท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา real-time PCR โดยใช้ชดุน า้ยาส าเร็จรูป 

Platinum® Taq DNA Polymerase (invitrogen life technologies, USA) master mix ประกอบด้วย 

Platinum Taq DNA Polymerase 2 Unit, 10X PCR buffer minus Mg 2.0 µl, dNTP mixture 0.2 mM, 

MgCl2 1.5 mM, forward primer : BpTT4176F 0.2 µM, reverse primer : BpTT4290R 0.2 µM, probe 

: BpTT4208P 0.2 µM, DNA template 5 µl และ DW PCR grade ปรับปริมาตรให้ได้ 20 µl ทดสอบ

ปฏิกิริยา real-time PCR โดยใช้เคร่ือง LightCycler® 480 (Roche, Germany) software version. 2.0 
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real-time PCR condition ประกอบด้วย initial denaturation 95ºC 2 นาที amplification 95ºC 5 วินาที 

60ºC 40 วินาที จ านวน 45 รอบ cooling 40ºC 30 วินาที เม่ือปฏิกิริยาสมบรูณ์ ท าการวิเคราะห์ผลโดย

เลือก format absolute quantification เพ่ือค านวณหาคา่ crossing point (Cp) 

การท า standard curves  
เจือจาง plasmid แบบ 10-fold serial dilution ท่ีระดบั 10-1–10-10 แล้วน ามาท าปฏิกิริยา real- time 

PCR โดยใช้คู ่primers และ probe genomic target TTS1-orf2 ชดุน า้ยาและ condition ตามท่ีได้ท าการ

ทดสอบไว้ดงักล่าวข้างต้น น าคา่ Cp มาเขียนกราฟเส้นตรงแสดงจ านวนรอบและความเข้มข้นของ plasmid 

ท่ีต าแหนง่ใน exponential phase ของปฏิกิริยา คา่ท่ีได้จากการเขียนกราฟ แสดงความน่าเช่ือถือ 

(reliability) และความคงทน (robustness) ของการทดสอบ (Pestana et al., 2010) และคา่ R2 ควรมีคา่

มากกวา่ 0.95 (ประภาส, 2554) 

การทดสอบความไว (sensitivity)  
หาปริมาณ DNA ต ่าสดุท่ีตรวจได้ (limit of detection, LOD) โดยน า plasmid ของเชือ้ B. 

pseudomallei ท่ีได้เจือจางแบบ 10-fold serial dilution ให้มีระดบัความเข้มข้น 6.53 X109 ถึง 6.53 
copies/µl แล้วน ามาทดสอบด้วยวิธี real-time PCR genomic target TTS1-orf2 โดยแตล่ะระดบัท าการ
ทดสอบซ า้ 10 ครัง้ น าคา่ Cp สดุท้ายท่ีได้ในแตล่ะรอบมาค านวณเทียบกบั standard กราฟ และหาคา่ 2 SD 
ซึง่เป็นคา่ LOD ตาม verification requirement ของ องค์การอาหารและยา (Food and Drug 
Administration, FDA) (Espy et al., 2006) 
การทดสอบความจ าเพาะ (specificity)  

เพ่ือทดสอบหาความจ าเพาะตอ่เชือ้ B. pseudomallei โดยท าการทดสอบเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

จ านวน 30 ตวัอยา่ง ด้วยวิธี real-time PCR genomic target TTS1-orf2 (Novak et al., 2006) โดยน าเชือ้

แบคทีเรียชนิดตา่งๆ (Table 1) มาสกดั DNA โดยใช้ชดุสกดัส าเร็จรูป DNA mini Kit (QIAGEN, Germany) 

วิธีการตามคูมื่อของชดุสกดั  

การทดสอบความถูกต้อง (accuracy)  

เพ่ือทดสอบหาความถกูต้องของวิธี real-time PCR genomic target TTS1-orf2 ด าเนินการ

ทดสอบโดยน าตวัอย่างเชือ้ B. pseudomallei ท่ีเพาะเชือ้ได้จากตวัอยา่งสง่ตรวจ จ านวน 20 ตวัอยา่ง และ

ตวัอยา่งอวยัวะท่ีตรวจโดยวิธีทางพยาธิวิทยาไมพ่บวิการใดๆ และตรวจยืนยนัด้วยวิธีเพาะเชือ้ ไมพ่บเชือ้ B. 

pseudomallei จ านวน 50 ตวัอยา่ง ตามท่ี FDA ก าหนด (Espy et al., 2006) มาสกดั DNA โดยใช้ชดุสกดั

31 



วารสารสถาบนัสขุภาพสตัว์แห่งชาติ (Thai-NIAH eJournal) : ISSN 1905-5048, http://niah.dld.go.th, Volume 10 Number 1 (May-Aug 2015) : 26 - 41 

ส าเร็จรูป DNA mini Kit (QIAGEN, Germany) วิธีการตามคูมื่อของชดุสกดั และท าการทดสอบด้วยวิธี 

real-time PCR ซึง่ผลท่ีได้จะต้องสอดคล้องกบัวิธีอ้างอิงมากกวา่ 90% 

การเตรียมตัวอย่างอวัยวะส่งตรวจส าหรับสกัดสารพันธุกรรม DNA ของเชือ้ B. pseudomallei 

ตดัอวยัวะส่งตรวจให้เป็นชิน้เล็กๆ ด้วยกรรไกรส าหรับตดัเนือ้เย่ือ โดยเลือกบริเวณท่ีมีวิการหรือ

บริเวณท่ีมีรอยโรค ตวัอยา่งละประมาณ 25 มิลลิกรัม จ านวน 52 ตวัอยา่ง 

การสกัดสารพันธุกรรม DNA ของเชือ้ B. pseudomallei 

น าอวยัวะส่งตรวจท่ีตดัให้เป็นชิน้เล็กๆ มาสกัด DNA ด้วยชดุสกัดส าเร็จรูป DNeasy blood & 

tissue kit (QIAGEN, Germany) โดยท าการย่อยด้วย ATL buffer 180 µl ท่ีอณุหภูมิ 56ºC นาน 2-3 

ชัว่โมงหรือจนกว่าเนือ้เย่ือจะย่อยจนหมด ท าการ vortex เป็นระยะ จากนัน้ปฏิบตัิตามวิธีของคูมื่อของชุด

สกดั เก็บรักษา DNA ท่ีอณุหภมูิ -20ºC 

การทดสอบตัวอย่างอวัยวะส่งตรวจด้วยวิธี real-time PCR  

น า DNA ท่ีสกดัได้จากตวัอย่างอวยัวะส่งตรวจ จ านวน 52 ตวัอย่าง มาท าการทดสอบโดยวิธี real-

time PCR genomic target TTS1-orf2 

ผลการทดลอง 

ผลการท า standard curve ท าการวิเคราะห์แบบ absolute quantification ท่ี dilution 10-1 Cp = 

11.83, 10-2 Cp = 15.19, 10-3 Cp = 19.16, 10-4 Cp = 23.05, 10-5 Cp = 23.05, 10-6 Cp = 30.12 (Figure 

1) จากนัน้ท าการสร้าง standard curve โดยในแกน X จะเป็นคา่ log ของความเข้มข้น dilution ตา่งๆ และ

แกน Y เป็นคา่ Cp คา่ Slope ท่ีได้จาก standard curve (Figure 2) จะมีการค านวณเป็นคา่ Efficiency (E) 

เพ่ือแสดงถึงความถกูต้องและประสิทธิภาพในการด าเนินไปของปฏิกิริยาโดย standard curve ท่ีดีจะต้อง

ใกล้เคียง -3.33 ซึง่คา่ E จะมีคา่เป็น 2 ตามสตูร E = 10-1/slope  ซึง่ผลจากการค านวณของเคร่ือง 

LightCycler 480 ค านวณได้ Slope =  -3.910 คา่ Efficiency = 1.802  Error = 0.0752  Y Intercept = 

6.284 และเม่ือน าคา่ Cp มา plot กราฟเส้นตรงแสดงจ านวนรอบและความเข้มข้นของ plasmid ท่ีต าแหนง่

ใน exponential phase ของปฏิกิริยา กราฟท่ีได้เป็นเส้นตรงและความสมัพนัธ์ในเชิงถดถอย R2 หรือ

สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ (coefficient of determination) เทา่กบั 0.999 (Figure 3.) 

32 



วารสารสถาบนัสขุภาพสตัว์แห่งชาติ (Thai-NIAH eJournal) : ISSN 1905-5048, http://niah.dld.go.th, Volume 10 Number 1 (May-Aug 2015) : 26 - 41 

 
 

Figure 1. Fluorograph 10-fold serial dilutions used to determine limit of detection of real-time 

PCR assay  

 
 

Figure 2. Standard curves of the 10-fold dilution plasmid B. pseudomallei 
 

 
 

Figure 3. Linear dynamic range of the real-time PCR genomic target TTS1-orf2 

สตูรค านวณ copy number (Staroscik, 2011)  

 
เม่ือ  X = amount of amplicon (ng) 
       N = length of dsDNA amplicon  (*660 g/mole = average mass of 1 bp dsDNA) 
คา่ OD ของ plasmid ท่ีวดัได้เทา่กบั 22.4 ng/µl ขนาดของ vector เทา่กบั 3015 bp และ pcr 

product 115 bp ค านวณ copy number ของ plasmid ได้เทา่กบั 6.53 X109 copies/µl 

10-1 10-2 10-3 10-5 10-4 10-6 

10-7 
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ผลการทดสอบความไว (sensitivity)  
จากการทดสอบซ า้ 10 ครัง้ พบว่าระดบัความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจได้ของเชือ้ B. pseudomallei อยู่

ในช่วง 10-7 ถึง 10-8 = 326 ถึง 3,265 copies/reaction ซึ่งคา่ท่ีได้จาก standard กราฟ แสดงปริมาณต ่าสุด
ของ DNA ท่ีตรวจได้เท่ากับ 326 copies/reaction (65 copies/µl x 5 µl/reaction = 326 copies) 
ค านวณหาคา่ LOD จากคา่ 2SD ได้เทา่กบั 2,478.38 copies/reaction คดิเป็น 124 copies/µl 
ผลการทดสอบความจ าเพาะ (specificity)  

จากการทดสอบเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ จ านวน 30 ตวัอย่าง ด้วยวิธี real-time PCR genomic target 

TTS1-orf2 ให้ผลลบทัง้ 30 ตวัอยา่ง ไมพ่บผลบวกปลอม และการปนเปือ้นข้าม (Table 1.)   
 

Table 1. Microorganisms (n=30) used to test specificity of the TTS1-orf2 real-time PCR assay 

gram species, strain No. test real-time PCR result 

negative  Achromobacter xylosoxidans 1 negative 

 
Actinobacillus pleuroneumoniae 1 negative 

 
Aeromonas spp. 1 negative 

 
Bacillus cereus  1 negative 

 
Brucella abortus  1 negative 

 
Coxiella burnetii 2 negative 

 
Escherichia coli  2 negative 

 
Haemophilus parasuis, Haemophilus spp. 2 negative 

 
Leptospira spp. 3 negative 

 
Moraxella spp. 1 negative 

 
Morganella morganii 1 negative 

 
Pasteurella spp. 4 negative 

 
Pseudomonas aeruginosa  1 negative 

 
Salmonella spp. 2 negative 

  Yersinia spp. 1 negative 

positive  Listeria innocua, L.monocytogenes  2 negative 

 
Mycobacterium paratuberculosis 1 negative 

 
Staphylococcus aureus  1 negative 

  Streptococcus suis, Streptococcus spp. 2 negative 
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ผลการทดสอบความถูกต้อง (accuracy)  

จากการทดสอบเชือ้ B. pseudomallei ท่ีเพาะได้ จ านวน 20 ตวัอย่างด้วยวิธี real-time PCR ให้

ผลบวกทัง้ 20 ตวัอย่าง โดยคา่ Cp ท่ีได้อยู่ในช่วง 15 ถึง 20 และทดสอบตวัอย่างอวยัวะส่งตรวจท่ีไม่มีเชือ้ 

B. pseudomallei จ านวน 50 ตวัอย่าง ด้วยวิธี real-time PCR ให้ผลลบทัง้ 50 ตวัอย่าง ซึ่งผลการทดสอบ

ท่ีได้สอดคล้องกบัวิธีอ้างอิงและมีความถกูต้อง 100% 

ผลการทดสอบตัวอย่างอวัยวะด้วยวิธี real-time PCR 

ผลการทดสอบตวัอย่างอวยัวะจระเข้ท่ีพบวิการแตผ่ลเพาะเชือ้ไม่พบเชือ้ B. pseudomallei ให้ผล

ลบตอ่เชือ้ B. pseudomallei ด้วยวิธี real-time PCR ทัง้หมดจ านวน 30 ตวัอยา่ง  

ผลการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างวิธี real-time PCR กับวิธีการเพาะเชือ้ 

จากการทดสอบด้วยวิธี real-time PCR เปรียบเทียบวิธีการเพาะเชือ้ พบว่าตวัอย่างนกแก้วพนัธุ์ 

African Grey ให้ผลบวกตอ่เชือ้ B. pseudomallei  ด้วยวิธี real-time PCR จ านวน 10 ตวัอย่าง ส่วนผล

การเพาะเชือ้ พบเชือ้ B. pseudomallei  5 ตวัอย่าง ตวัอย่างนกแก้วพนัธุ์  Electus ให้ผลบวกต่อเชือ้ B. 

pseudomallei  ด้วยวิธี real-time PCR จ านวน 5 ตวัอย่าง ส่วนผลการเพาะเชือ้ พบเชือ้ B. pseudomallei  5 

ตวัอย่าง ตวัอย่างสกุรให้ผลบวกตอ่เชือ้ B. pseudomallei  ด้วยวิธี real-time PCR จ านวน 7 ตวัอย่าง ส่วน

ผลการเพาะเชือ้ พบเชือ้  B. pseudomallei  1 ตวัอย่าง ดงันัน้ผลการเปรียบเทียบระหว่างวิธีการเพาะเชือ้

กับวิธี real-time PCR พบว่าวิธีเพาะเชือ้สามารถตรวจพบเชือ้ B. pseudomallei 11 ตวัอย่าง ส่วนวิธี 

Real-time PCR สามารถตรวจพบเชือ้ B. pseudomallei 22 ตวัอยา่ง (Table 2) 

Table 2. comparative between cultural B. pseudomallei and real-time PCR  

 

Animal        No. of sample    No. of cultural positive     No. of real-time PCR positive 
Parrots (African Grey)       10 

  
  5 

 
   10 

Parrots (Electus)       5 
  

  5 
  

  5 
Pigs      7    

 
  1 

  
  7 

Total     22 
  

11 
  

22  

 

สรุปและวิจารณ์ 

เชือ้ B. pseudomallei  เป็นสาเหตทุ าให้เกิดโรคเมลิออยด์ (Melioidosis) ซึ่งเป็นปัญหาทางด้าน

สาธารณสุขและการปศสุตัว์ สัตว์ท่ีป่วยจะแสดงอาการได้หลากหลาย จากการศึกษาของเนตรชนก และ

คณะ. (2548) พบวา่สว่นใหญ่มกัแสดงอาการป่วยแบบเรือ้รัง มีอาการซึม ไม่กินอาหาร ขาไม่มีแรง ไอ หอบ 
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หายใจล าบาก และมีน า้มกูข้น การติดเชือ้แบบไม่แสดงอาการป่วย (subclinical infections) พบได้ทัว่ไป 

จากการตรวจทางพยาธิวิทยาทัง้ในสตัว์ท่ีแสดงอาการและไม่แสดงอาการ ลกัษณะรอยโรคท่ีพบบอ่ยจะอยู่

ในรูปแบบการเกิดฝี (abscess formation) และเกิดจดุเนือ้ตายสีขาวในอวยัวะเด่ียว และกระจายในหลายๆ 

อวยัวะ การเพาะเชือ้จากอวยัวะตา่งๆ จะพบเชือ้จากบริเวณท่ีมีรอยโรคเป็นส่วนใหญ่ แตบ่ริเวณท่ีไม่พบรอย

โรคก็พบเชือ้ได้เช่นกนั บางอวยัวะท่ีมีรอยโรคแตไ่ม่พบเชือ้ B. pseudomallei มกัพบการติดเชือ้แบคทีเรีย

ชนิดอ่ืน เช่น Arcanobacterium pyrogenes และ Pseudomonas aeruginosa ซึ่งท าให้การเพาะเชือ้ B. 

pseudomallei ท าได้ยากขึน้ จึงได้มีการน าวิธี real-time PCR มาใช้ในการตรวจเชือ้ B. pseudomallei 

โดยตรงจากอวยัวะส่งตรวจ โดยเลือกใช้ genomic target TTS1-orf2 ซึ่ง Kaestli et al (2012) ได้ท าการ

ทดสอบและเปรียบเทียบการตรวจเชือ้ B. pseudomallei โดยตรงกับตวัอย่างจากคนไข้ 50 ตัวอย่าง 

ประกอบด้วย เสมหะ 22 ตวัอย่าง เลือด 20 ตวัอย่าง และปัสสาวะ 8 ตวัอย่าง โดยใช้ genomic target 

หลายๆต าแหน่งท่ีมีผู้ท าการศกึษาออกแบบไว้ก่อนหน้านี ้ประกอบด้วย genomic target TTS1 - orf2 ซึ่ง 

Novak et al. (2006) ได้พฒันาการตรวจเชือ้ B. pseudomallei  ท่ีเพาะแยกได้จากคนไข้ ด้วยวิธี real-time 

PCR  genomic target orf11, orf13 และ BpSCU2 ซึ่ง Thibault  et al. (2004) ได้พฒันาวิธี Identify เชื้อ 

B. pseudomallei, B. mallei และ B. thailandensis ด้วยเทคนิค real-time PCR genomic target IpxO 

ในขณะท่ี Merrite et al. (2006) ได้ท าการพฒันาวิธีการตรวจเชือ้ B. pseudomallei ท่ีเพาะแยกได้จาก

คนไข้ จากวิธี PCR ท่ีมีการศกึษาก่อนหน้านี ้มาเป็น real-time PCR genomic target 8653 และ 9438 

ตอ่มา Supaprom et al. (2007) ได้พฒันาการตรวจเชือ้ B. pseudomallei จากตวัอย่างเลือดของคนไข้ด้วย

เทคนิค TaqMan real-time PCR โดยออกแบบ primer และ probe ให้จบัท่ีต าแหน่ง 8653 และ 9438 ของ

ยีน genomic target  metalloprotease gene (mprA) ซึ่ง Neubauer et al. (2007) ได้พฒันาการตรวจเชือ้ 

B. pseudomallei ด้วยเทคนิค PCR จาก block paraffin เนือ้เย่ือปอดของอฐูได้ส าเร็จ genomic target  

genes clusters Yersinia-like fimbrial/ Burkholderia thailandensis-like flagellum และ chemotaxis 

(YLF/BTFC) ในขณะท่ี Tuanyok et al. (2007) ได้พฒันาวิธีการแยกความแตกตา่งของ  B. pseudomallei 

กบั B. thailandensis ด้วย multiplex real-time PCR โดยใช้ SYBR  green Dye ผลจากการทดสอบพบว่า 

genomic target TTS1-orf2 ให้ผลการทดสอบท่ีดีท่ีสดุ โดยท่ีให้คา่ความไวและความจ าเพาะสงูท่ีสดุ และ

ให้คา่ปริมาณ DNA ต ่าสดุท่ีตรวจได้ต ่าท่ีสดุ  

จากการประยุกต์น าวิธีการตรวจเชือ้ B. pseudomallei ด้วย real-time PCR genomic target 

TTS1 - orf2 มาใช้ในการตรวจเชือ้ B. pseudomallei โดยตรงจากอวยัวะสตัว์ส่งตรวจ ท าให้ต้องมีการ 
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validate วิธีเพ่ือประเมินวิธีการว่าเหมาะสมท่ีจะน ามาใช้หรือไม่ ซึ่งผลจากการทดสอบหาคา่ความไว โดย

ปริมาณต ่าสดุของ DNA เชือ้ B. pseudomallei ท่ีสามารถตรวจได้จากการทดลองนีเ้ท่ากบั 124 copies/µl 

การทดสอบความจ าเพาะ โดยท าการทดสอบกับเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ ด้วยวิธี real-time PCR genomic 

target TTS1-orf2 จ านวน 30 ตวัอย่าง พบว่าให้ผลลบตอ่เชือ้ B. pseudomallei ทัง้ 30 ตวัอย่างคิดเป็น 

100% ซึ่งสอดคล้องกบัผลการศกึษาของ Novak et al. (2006) ท่ีท าการทดสอบความจ าเพาะ ของวิธี real-

time PCR genomic target TTS1-orf2 ตอ่เชือ้ B. pseudomallei โดยท าการทดสอบเชือ้ท่ีมี genetic 

relatives กับเชือ้ B. pseudomallei โดยเชือ้ท่ีใช้ทดสอบประกอบด้วย B. mallei 23 ตวัอย่าง B. 

thailandensis 5 ตัวอย่าง และ Burkholderia 35 ตวัอย่าง ผลการทดสอบให้ผลลบต่อเชือ้ B. 

pseudomallei ทัง้ 63 ตวัอย่าง และทดสอบความถกูต้อง ซึ่งผลท่ีได้จะต้องสอดคล้องกบัวิธีอ้างอิงมากกว่า 

90% โดยท าการทดสอบกบัเชือ้ B. pseudomallei 20 ตวัอย่าง และตวัอย่างท่ีไม่มีเชือ้ B. pseudomallei 

50 ตวัอย่างพบว่าให้ผลถูกต้อง 100% จึงสรุปได้ว่าวิธีการนีเ้หมาะสมท่ีจะน ามาใช้ในการตรวจเชือ้ B. 

pseudomallei 

จากการทดสอบตวัอย่างอวยัวะกลุ่มตวัอย่างท่ีพบวิการ แตผ่ลเพาะเชือ้ไม่พบเชือ้ B. pseudomallei 

ด้วยวิธี real-time PCR ให้ผลลบต่อเชือ้ B. pseudomallei ทัง้หมดจ านวน 30 ตวัอย่างซึ่งผลเพาะเชือ้

สอดคล้องกบัผล real-time PCR และจากการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างวิธี real-time PCR กบัวิธีการ

เพาะเชือ้ในกลุ่มตัวอย่างเปรียบเทียบ พบว่าวิธีเพาะเชือ้สามารถตรวจพบเชือ้  B. pseudomallei 11 

ตวัอย่าง ส่วนวิธี real-time PCR สามารถตรวจพบเชือ้ B. pseudomallei 22 ตวัอย่าง ดงันัน้ผลการ

เปรียบเทียบระหว่างวิธีการเพาะเชือ้กับ real-time PCR พบว่าวิธีเพาะเชือ้สามารถตรวจพบเชือ้ B. 

pseudomallei ได้ 50% (11/22) ของวิธี real-time PCR สาเหตอุาจมาจากข้อจ ากดัของวิธีการเพาะเชือ้ ซึ่ง

ปัจจบุนัศนูย์วิจยัและพฒันาการสตัวแพทย์ภาคตะวนัออกได้ท าการเพาะเชือ้ B. pseudomallei ด้วยอาหาร

เลีย้งเชือ้ Blood agar (Quinn et al., 1994) ซึ่งอาจไม่สามารถเพาะเชือ้จากตวัอย่างท่ีมีเชือ้น้อยๆ หรือ

ตวัอย่างท่ีมีเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ปนเปือ้น ส่วนผลจากการตรวจด้วยวิธี real-time PCR ให้ผลบวกทัง้ 22 

ตวัอย่างเน่ืองจากวิธี real-time PCR มีความไวสูง ซึ่งจากการ validate วิธี real-time PCR genomic 

target TTS1-orf2 สามารถตรวจพบได้ 124 copies/µl ซึ่งถือว่ามีความไวสงูมากๆ เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี

เพาะเชือ้ 

การตรวจเชือ้ B. pseudomallei ด้วยวิธี real-time PCR สามารถแยกความแตกตา่งของเชือ้ B. 

pseudomallei ระหว่าง ชนิดก่อโรค และชนิดไม่ก่อโรคได้ ได้ในระดบัหนึ่งโดยจากการศกึษาของ Novak et 
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al., 2006 พบว่าวิธี real-time PCR genomic target TTS1-orf2 จะให้ผลบวกเฉพาะกับเชือ้ B. 

pseudomallei ชนิดท่ีก่อโรค ส่วนเชือ้ B. pseudomallei ชนิดไม่ก่อโรคจะให้ผลเป็นลบ และท่ีส าคญัคือ

ผู้ปฏิบตัิงานมีความเส่ียงจากการสมัผสัเชือ้น้อยลง จากเดิมท่ีจะต้องท าการเพาะเชือ้จากตวัอย่างอวยัวะ

ก่อน ซึง่การเพาะเชือ้เป็นการเพิ่มปริมาณของเชือ้ขึน้ ท าให้เชือ้มีโอกาสแพร่กระจายสู่สิ่งแวดล้อมได้สงู การ

ตรวจด้วยด้วยวิธี real-time PCR สามารถควบคมุการแพร่กระจายของเชือ้ได้เน่ืองจากไม่ต้องท าการเพาะ

เชือ้ และในขัน้ตอนการสกดั DNA ของเชือ้ B. pseudomallei จากตวัอย่างอวยัวะส่งตรวจจะต้องใช้ Lysis 

buffer ซึ่งในขัน้ตอนนี ้จะสามารถฆ่าเชือ้ได้ ท าให้ผู้ทดสอบค่อนข้างปลอดภัย ข้อดีการตรวจเชือ้ B. 

pseudomallei ด้วยวิธี real-time PCR คือสามารถวินิจฉัยโรคได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ ท าให้

ควบคมุโรคได้รวดเร็ว ลดการสญูเสียทางเศรษฐกิจ เจ้าหน้าท่ีปศสุตัว์และเกษตรกร สามารถวางแผนบริหาร

จดัการ เฝ้าระวงั ป้องกนัการแพร่กระจาย และการติดเชือ้ B. pseudomallei ระหว่างสตัว์ในฝงู หรือการ

แพร่กระจายไปยงัสตัว์ฝงูอ่ืนในบริเวณใกล้เคียง รวมถึงการติดเชือ้จากการสมัผสัและได้รับเชือ้โดยตรงต่อ

สิ่งแวดล้อมมาสู่ตัวเกษตรกร  และสามารถน าเทคนิคการตรวจนีไ้ปประยุกต์ใช้ตรวจหาเชือ้ B. 

pseudomallei ในคนและสิ่งแวดล้อมได้ 
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Abstract 

 A gram-negative, soil bacterium, Burkholderia pseudomallei is the causative agent of 

Melioidosis, which is an important disease in public health and livestocks. Culture method remains the 

conventional standard for diagnosis of B. pseudomallei, but It is difficult and need more experience to 

observe colonies and confirm with biochem test. The aim of this study was development on rapid tool 

for identification of B. pseudomallei directly on clinical samples which is high sensitivity and specificity. 

TaqMan real-time PCR assay targets a 115 base-pair region within orf2 of the B.pseudomallei type III 

secretion system gene cluster was chosen and distinguishes B. pseudomallei from other microbial 

species. The assays performed with 100% specificity, no crosss-reactivity occurred. The sensitivity 

assays were performed the limit of detection was found to be 124 copies/µl. The accuracy assays was 

performed 100% agreement with conventional method. This rapid assay is a valuable tool for 

identification of B. pseudomallei and may improve diagnosis in regions endemic for Melioidosis. 
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