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การตรวจหาเชื้อ Brucella melitensis โดยวิธี Real-time PCR และวิธีการเพาะแยกเชื้อ

จากตัวอย่างอวัยวะของแพะเนื้อในประเทศไทย 
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บทคัดย่อ: Brucella melitensis เป็นสาเหตุหลักของโรคบรูเซลโลสิสในแพะ ทําให้แพะเกิดการแท้งลูก 

นอกจากน้ีโรคบรูเซลโลสิสยังเป็นโรคติดต่อระหว่างสัตว์และคนที่สําคัญ วิธีมาตรฐานสําหรับการชันสูตรโรค  
บรูเซลโลสิสคือวิธีการเพาะแยกเช้ือ แต่เช้ือบรูเซลลาเป็นเช้ือที่ก่ออันตรายต่อผู้ปฏิบัติงาน และต้องใช้เวลานาน

ในการวิเคราะห์ ดังน้ันงานวิจัยครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์ เพ่ือประเมินความสามารถวิธีการตรวจหาเชื้อ  B. 

melitensis โดยวิธี Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีการเพาะแยกเชื้อ โดยเก็บตัวอย่างอวัยวะจากแพะเน้ือ

ที่ให้ผลบวกและผลสงสัยทางซีรั่มวิทยา liver, spleen, mammary/inguinal lymph node, mandibular 

lymph node, popliteal lymph node, parotid lymph node, pre-femoral lymph node และ pre-

scapular lymph node ทั้งหมด 320 ตัวอย่าง โดย primers และ probe ที่ใช้มีความจําเพาะต่อยีน IS711 

ของโรคบรูเซลโลสิส ผลการศึกษาพบว่า ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตํ่าสุดที่ วิธี Real-time PCR สามารถ

วิเคราะห์ได้ คือ 2 เฟมโตกรัม ไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน และวิธี Real-time PCR มีค่าความไว 

92.45% ความจําเพาะ 92.88% และค่าความถูกต้อง 92.81% ดังน้ันวิธี Real-time PCR สามารถนํามาใช้ใน

การตรวจวินิจฉัยโรคบรูเซลโลสิสที่มีความจําเพาะ ความไว รวดเร็ว และปลอดภัย 
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Abstract: Brucella melitensis is the most prevalent causative agent of goat brucellosis: one 

of the most important zoonotic diseases related to the reproductive losses and abortion. 

Conventional culture method is considered the gold standard for brucellosis diagnosis. 

However, this method is hazardous, labor-intensive and time-consuming. Therefore, the 

present study aims to evaluate an efficiency of Real-time PCR diagnosis method: the more 

convenient and less time consuming method by comparing to culture method. Total 320 

samples of liver, spleen, mammary/inguinal lymph node, mandibular lymph node, popliteal 

lymph node, parotid lymph node, pre-femoral lymph node and pre-scapular lymph node 
were collected from seropositive and suspicious meat goats. Primer and probe specific for 

the insertion sequence (IS711) gene of B. melitensis were used. The limit of detection (LoD) 

of Real-time PCR assay is 2 femtogram (fg) with no cross reactions with other 20 related 

pathogens. Compared to the gold standard method, Real-time PCR assay contains 92.45% 

sensitivity, 92.88% specificity and 92.81% accuracy. In conclusion, Real-time PCR assay is 

sensitivity and specificity method for the rapid and safe detection of brucellosis diagnosis. 
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บทนํา 

โรคบรูเซลโลสิส (Brucellosis) มีสาเหตุมา

จากเช้ือบรูเซลลา พบได้ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหลาย

ชนิด รวมทั้งในปศุสัตว์ เช่น โค กระบือ สุกร แพะ 

แ ก ะ  แ ล ะ สั ต ว์ ป่ า  ( Lapaque et al., 2005) 

โดยเฉพาะโรคบรูเซลโลสิสในแพะ เกิดจากเช้ือ

แบคทีเรีย Brucella melitensis ที่มีการระบาดทั่ว

โลก แพะที่เป็นโรคจะเกิดความล้มเหลวของระบบ
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สืบพันธ์ุ เช่น ทําให้เกิดการแท้งลูก มดลูกอักเสบ 

อัณฑะอักเสบ ทําให้แพะเป็นหมัน ผสมไม่ติด หรือ

ผสมติดยาก เกิดข้ออักเสบ และให้ผลผลิตลดลง 

(Blood and Henderson, 1968) โดยแพะมักจะ

แท้งในระยะสุดท้ายของการต้ังท้อง แต่ในรายที่ไม่เกิด

การแท้ง แพะจะปล่อยเช้ือมาพร้อมกับนํ้านม รก 

หรือนํ้าคร่ําเวลาคลอด แพะที่เป็นโรคสามารถแพร่

เช้ือต่อไปยังสัตว์อ่ืนได้ (Nielsen, 2002) นอกจากน้ี
โรคบรูเซลโลสิสยังเป็นโรคติดต่อระหว่างสัตว์และคน 

พบว่าโรคบรูเซลโลสิส ที่เกิดจากเชื้อ B. melitensis 

เป็นสายพันธ์ุที่ก่อโรครุนแรงมากที่สุดในคน โดยจะ

แสดงอาการคล้ายไข้หวัด ทําให้คนที่ติดเช้ือมีอาการ

ปวดศีรษะ ไข้สูงๆ ตํ่าๆ (undulant fever) ปวดตาม

ข้อ สั่นและอ่อนแรง หรือมีการติดเช้ือเฉพาะท่ี เช่น 

กระดูก เน้ือเย่ือ และอวัยวะในระบบต่างๆ แต่ในราย

ที่รุนแรงจะมีผลกับระบบประสาทและหัวใจ การ

รักษาต้องต่อเน่ืองและใช้เวลานาน (Pellicer et al., 

1988) โรคบรูเซลโลสิสจึงจัดเป็นโรคสําคัญที่สร้าง

ความสูญเสียทั้งระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจ 

(Godfroid et al., 2005; Pappas et al., 2006) 

ปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรคบรูเซลโลสิสทาง

ห้องปฏิบัติการของกรมปศุสัตว์ ใช้การตรวจทางซีรัม
วิทยาโดยวิ ธี  Rose bengal test (RBT), Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) แ ล ะ 

Complement fixation test (CFT) เพ่ื อ ต รวจห า

แอนติบอดีต่อเช้ือบรูเซลลา แต่การตรวจทางซีรัม

วิทยาจะมีปฏิกิริยาข้ามกับเช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆ ได้ เช่น 

Yersinia enterocolitica O:9 (Bounaadja et al., 

2009) วิธีการชันสูตร   โรคบรูเซลโลสิสที่ได้รับการ

ยอมรับว่าสมบูรณ์ที่สุดในปัจจุบัน คือ วิธีการเพาะ

แยกเช้ือ ถือว่าเป็นวิธีมาตรฐานสําหรับชันสูตรโรคบรู

เซลโลสิส (Alton et al., 1975) แต่การปฏิบัติการ

เก่ียวกับเช้ือบรูเซลลามีความเสี่ยงต่อการติดเช้ือของ

ผู้ปฏิ บั ติงาน  ดังน้ันจึ งจําเป็นต้องใช้ เครื่องมือที่

เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ รวมทั้งผู้ปฏิบัติงานต้อง

มีทั กษะในการใช้ เครื่องมือและต้องปฏิ บั ติตาม

มาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพในห้องปฏิบัติการ

ระดับ 3 เพ่ือลดความเส่ียงของผู้ปฏิบัติงาน (OIE, 

2012) นอกจากน้ีการเพาะแยกเช้ือต้ังแต่ขั้นตอนการ

เตรียมตัวอย่าง จนทราบผลการจําแนกเช้ือต้องใช้
เวลานาน (Bounaadja et al., 2009) ต่อมาจึงได้มี

การนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยวิธี conventional 

PCR มาใช้ในการพิสูจน์เช้ือบรูเซลลา ออกจากเช้ือ

แบคทีเรียชนิดอ่ืน (Kanitpun et al., 2006) อย่างไร

ก็ดีมีข้อจํากัดของวิธีคือไม่สามารถตรวจวิเคราะห์เชิง

ปริมาณได้ นอกจากน้ันยังก่อให้เกิดการฟุ้งกระจาย

แ ล ะ ก า ร ป น เ ป้ื อ น ข อ ง  PCR products จ า ก

ก ร ะ บ ว น ก า ร ทํ า  PCR โ ด ย วิ ธี  agarose gel 

electrophoresis ซึ่งเป็นสาเหตุสําคัญของการเกิด

การปนเป้ือนแบบ carry over contamination ทํา

ให้ เกิดผลบวกเท็จได้ (false positive) (Kwok and 

Higuchi, 1989) วิธี Real-time PCR เป็นเทคนิคการ

เพ่ิมขยายปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่าง โดยสามารถ

ตรวจวัดปริมาณ  PCR products ที่ เกิดขึ้นจริง ณ 
เวลาน้ันๆ มีวิธีทําสะดวก ไม่ยุ่งยาก มีอันตรายน้อย 

และมีความไวสูง (Bricker, 2002) สามารถตรวจโรค

โดยตรงจากตัวอย่างส่งตรวจ 

ดั งน้ันงาน วิจัยค ร้ังน้ีมี วัตถุประสงค์  เพ่ื อ

ประเมินความสามารถวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคบรู

เซลโลสิสสําหรับใช้ตรวจหาเช้ือ B. melitensis โดยวิธี 

Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีการเพาะแยกเชื้อ 

ในแพะที่เลี้ยงในประเทศไทย เพ่ือนํามาใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยโรคที่มีความปลอดภัย รวดเร็ว ถูกต้อง แม่นยํา 

และสามารถนําไปใช้ตรวจในห้องปฏิบัติการได้ 
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ตารางที่ 1 รายละเอียดลําดับเบส (sequence) ของ primers และ probe 

Name Primer sequence 5’-3’ Location 

Forward-primer CGCTCGCGCGGTGGAT 421 

Reverse-primer CTTGAAGCTTGCGGACAGTCACC 511 

Probe FAM-ACGACCAAGCTGCATGCTGTTGTCGATG-TAMRA 438 

ที่มา: Bounaadja et al. (2009) 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

ตั ว อ ย่ า งสํ าห รั บ ก า รท วน ส อบ ค ว าม ใช้ ไ ด้ 

(Validation) ของวิธี Real-time PCR 

- เ ช้ื อ อ้ า ง อิ ง  ( reference strain)  ใ ช้ เ ช้ื อ  B. 

melitensis biovar 1 ref 16M ATCC 23456 

สําหรับทดสอบความไว (Analytical Sensitivity, 

ASe หรือค่า Limit of Detection, LoD) 

- เ ช้ื อ แ บ คที เรี ย ช นิ ด อ่ื น  (non-Brucella spp.) 

จํานวน 20 ตัวอย่าง สําหรับทดสอบความจําเพาะ 

(Analytical Specificity, ASp) 

 
ตัวอย่างอวัยวะสําหรับทดสอบเปรียบเทียบวิธีการ

เพาะแยกเชื้อกับวิธี Real-time PCR  

เป็นตัวอย่างอวัยวะจากแพะเน้ือที่ให้ผลบวก

และผลสงสัยทางซีรัมวิทยา โดยวิธี Rose bengal 

test (RBT), Complement fixation test (CFT) 

และวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) จากตัวอย่างแพะเน้ือ จํานวน 40 ตัว โดย

เก็บในระหว่างปี พ.ศ. 2557 ทําการเก็บตัวอย่างจาก

ต่อมนํ้าเหลืองและตัวอย่างอวัยวะ ได้แก่  liver, 

spleen, mammary/inguinal lymph node, 

mandibular lymph node, popliteal lymph 

node, parotid lymph node, prefemoral 

lymph node แ ล ะ  pre-scapular lymph node 

ทั้งหมด 8 ตัวอย่างต่อตัว รวมตัวอย่างทั้งหมด 320 

ตัวอย่าง 

 

Primers และ probe 

Primers และ probe ที่ใช้มีความจําเพาะต่อ

ยีน IS711 ของโรคบรูเซลโลสิส ซึ่ง probe ที่ใช้เป็น

ชนิด hydrolysis probe ที่ ติดฉลากด้วย FAM (6-

carboxyfluorescein) ที่ด้านปลาย 5’ ทําหน้าที่เป็น 

reporter dye แ ล ะ  TAMRA (6-carboxy-tetra-

methyl-rhodomine) ที่ปลาย 3’ เป็น quencher 

โดยมีรายละเอียดลําดับเบสแสดงในตารางที่ 1 
 

การเตรียมดีเอ็นเอของเช้ืออ้างอิง 

เลี้ยงเช้ือ B. melitensis biovar 1 ref 16M 

ATCC 23456 บนอาหาร selective media จากน้ัน

นําไป บ่มใน  5% CO2 incubator ที่ อุณ หภูมิ  37 

องศาเซลเซียส นาน 4 วัน นําโคโลนีปริมาณ 1 ลูป 

มาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป QIA® 

DNA Mini Kit (Qiagen, Cat. No. 51306) วิ ธีการ

และขั้นตอนตามข้อบ่งใช้ของบริษัทผู้ผลิต จากน้ันวัด

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

(SmartSpecTM Plus, Biorad) ที่ความยาวคลื่นแสง 

260 นาโนเมตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมของปฏิกิริยา 

Real-time PCR  

นํ าดี เอ็น เอของเช้ือ อ้างอิ ง B. melitensis 

biovar 1 ref 16M ATCC 23456 ทําเป็นตัวควบคุม

บวก และใช้นํ้ากลั่นที่ปราศจาก RNase และ DNase 

แทนดีเอ็นเอ เป็นตัวควบคุมลบ มาทําปฏิกิริยา Real-

time PCR โดยใช้เครื่อง LightCycler®480 (Roche, 

Germany) แต่ละปฏิกิริยามีปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ป ระก อบ ด้ วย นํ้ าย า  LightCycler®480 Probes 

Master (Roche, Germany) (2x) 10 ไม โค รลิ ต ร 

Forward-primer Reverse-primer แ ล ะ  Probe 

(Sigma-Proligo, Singapore) เข้มข้น 10 ไมโครโมล 

อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร นํ้ากลั่น 3.5 ไมโครลิตร และ 

DNA template 5 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมดังน้ี 

Pre-incubation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 

นาที Amplification 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

วินาที และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที 

จํานวน 45 รอบ และ Cooling ที่ 40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที เมื่อปฏิกิริยาสมบูรณ์จะได้ค่า 

Crossing point (Cp) ซึ่งเป็นจํานวนรอบที่แสดงผล

เป็นบวก ที่ตรวจวัดสัญญาณได้ด้วย Software ของ

เครื่อง LightCycler®480 ตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวก 
จะให้ค่า Cp น้อยกว่า 45 รอบ  

 

การทํา Standard curve 

เจือจางดีเอ็นเอของเชื้ออ้างอิง B. melitensis 

biovar 1 ref 16M ATCC 23456 ด้วยนํ้ากลั่นแบบ 

10-fold dilution ที่ระดับความเข้มข้น 10-1 ถึง 10-

10 จากน้ันนําแต่ละความเข้มข้นมาทําปฏิกิริยา Real-

time PCR โดยใช้ primers และ probe ชุดนํ้ายา

และวิธีการทดสอบโดยวิธี Real-time PCR ตามที่ได้

กล่าวไว้ข้างต้น ค่า Cp ที่ได้ถูกคํานวณโดย Software 

ของเคร่ือง LightCycler®480 ซึ่งพิจารณาจากค่า 

Efficiency; E คือการที่ได้จํานวนเพ่ิมเป็น 2 copy 

ต่อรอบ (อโณทัย, 2549) เพ่ือแสดงถึงปฏิกิริยาที่มี

ประสิทธิภาพมากที่สุด 

 

การทดสอบความไว (Analytical Sensitivity; 

ASe หรือค่า Limit of Detection; LoD) 

ความไวจะต้องพิจารณาจากค่าความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอตํ่าสุดที่ วิ ธี Real-time PCR สามารถ

ตรวจวัดได้  (Limit of Detection; LoD) โดยนําดี

เอ็นเอของเช้ืออ้างอิง B. melitensis biovar 1 ref 

16M ATCC 23456 ที่ทราบค่าความเข้มข้นของดีเอ็น

เอมาเจือจางด้วยนํ้ากลั่นแบบ  10-fold dilution 

จากน้ันนํามาทดสอบโดยวิธี Real-time PCR ตามท่ี

ได้กล่าวไว้ข้างต้น และนําข้อมูลที่ได้มาคํานวณหาค่า

สั ม ป ร ะ สิ ท ธ์ิ ก า ร ตั ด สิ น ใ จ  (Coefficient of 

determination; R2) ซึ่ งค่ า R2 ควรมีค่ ามากกว่า 

0.99  

 

ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม จํ า เพ า ะ  ( Analytical 

Specificity, ASp) 

ทําการทดสอบกับเช้ือแบคที เรียชนิด อ่ืน 
(non-Brucella spp.) จํานวน 20 ตัวอย่าง สกัดดี

เอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป QIA® DNA 

Mini Kit (Qiagen, Cat. No. 51306) วิ ธี ก ารและ

ขั้นตอนตามข้อบ่งใช้ของบริษัทผู้ผลิต จากน้ันวัด

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

(SmartSpecTM Plus, Biorad) ที่ความยาวคลื่นแสง 

260 นาโนเมตร นํามาเจือจางด้วยนํ้ากลั่นให้มีความ

เข้มข้น เท่ ากันทุ ก ตัวอย่างเพ่ื อ เปรียบ เที ยบผล 

หลังจากน้ันนํามาทําปฏิกิริยา Real-time PCR โดย

ใช้ primers และ probe ชุดนํ้ายาและวิธีการทดสอบ
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โดยวิธี Real-time PCR ตามท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้น เพ่ือ

ทดสอบหาความจําเพาะต่อเช้ือ Brucella spp. ผล

การทดสอบพิจารณาจากค่า Cp ตัวอย่างที่ให้ผลเป็น

ลบและตัวควบคุมลบ จะให้ค่า Cp มากกว่า 45 รอบ  

 

ขั้นตอนการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างวิธีการ

เพาะแยกเชื้อกับวิธี Real-time PCR  

การทดสอบตัวอย่างอวัยวะ โดยวิธีการเพาะแยกเช้ือ 
ตัดตัวอย่างอวัยวะเป็นช้ินเล็กๆ ประมาณ 5 

ก รั ม  ใ ส่ ใ น  Tissue grinder เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย 

phosphate-buffer saline (PBS) pH 7.2 ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร บดเนื้อเย่ือ ประมาณ 5-10 นาที นําส่วน

ของ suspension จํานวน 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดไว้

สําหรับใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

และดูดส่วนของ suspension จํานวน 0.1 มิลลิลิตร 

หยดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ selective media จํานวน 2 

เพลท โดยวิธี Spread plate หลังจากน้ันนําไปบ่มใน 

5% CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 5-10 วัน ทําการพิสูจน์เช้ือด้วยวิธีทางชีวเคมี 

และวิธี conventional PCR 

 

การทดสอบตัวอย่างอวัยวะ โดยวิธี Real-time PCR 
นําตัวอย่างจากการเตรียมตัวอย่างข้างต้น 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุด

สกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป DNeasy® Blood&Tissue Kit 

(Qiagen, Germany, Cat. No. 69506) วิ ธีการและ

ขั้นตอนตามข้อบ่งใช้ของบริษัทผู้ผลิต จากน้ันนําดีเอ็น

เอที่สกัดได้จากตัวอย่าง มาทําการทดสอบโดยวิธี 

Real-time PCR ตามท่ีได้กล่าวไว้ในหัวข้อการทดสอบ

โดยวิธี Real-time PCR ตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกและ

ตัวควบคุมบวก จะให้ค่า Cp น้อยกว่า 45 รอบ  

 

การวิเคราะห์ผลการทดสอบหาค่าความไว ค่า

ความจําเพาะ และค่าความถูกต้องของวิธีทดสอบ  

หลังจากทําการตรวจหาเช้ือ B. melitensis 

โดยวิธีการเพาะแยกเช้ือ และวิธี Real-time PCR 

เสร็จแล้ว นําข้อมูลจากผลการทดลองมาวิเคราะห์หา

ความสัมพันธ์กัน โดยใช้ผลการทดลองโดยวิธี Real-

time PCR เทียบกับวิธีการเพาะแยกเช้ือ แล้วหาค่า

ความไวของวิธีทดสอบ (Sensitivity) ความจําเพาะ
ของวิธีทดสอบ (Specificity) และค่าความถูกต้อง

ของวิธีทดสอบ (Accuracy) ของวิธี Real-time PCR 

เทียบกับวิธีการเพาะแยกเช้ือที่สัมพันธ์กัน โดยวิธี 

chi-square และใช้ระดับความเช่ือมั่นที่ 95% 

 

ผลการทดลอง 

การทํา Standard curve 

จากการทํา Standard curve ที่ระดับความ

เข้มข้น 10-1 ถึง 10-10 นํามาวิเคราะห์ตามสภาวะท่ี

กําหนดของวิธี Real-time PCR เมื่อปฏิกิริยาดําเนิน

ไปครบ 45 รอบ ได้ค่า Crossing point (Cp) ดังน้ี ที่

ระดับความเข้มข้น 10-1 Cp = 14.04, 10-2 = 17.80, 

10-3 = 21.47, 10-4 = 25.09, 10-5 = 28.89, 10-6 = 

32.73 และ 10-7 = 36.41 ตามลําดับ ผลการคํานวณ
ค่ า  Efficiency; E จาก เค รื่ อ ง  LightCycler®480 

สามารถหาค่า E ได้เท่ากับ 1.857 (รูปที่ 1) ซึ่งแสดง

ให้ เห็ น ว่า  primers และ  probe ที่ ออกแบบ ให้

ปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพ 

 

การทดสอบความไว (Analytical Sensitivity; 

ASe หรือค่า Limit of Detection; LoD) 

จากการวัดปริมาณดีเอ็นเอของเช้ืออ้างอิง B. 

melitensis biovar 1 ref 16M ATCC 23456 ด้วย

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (SmartSpecTM Plus, 
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Biorad) ที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร นําดี

เอ็นเอที่วัดได้มาเจือจางด้วยนํ้ากลั่นให้มีค่า 20 นาโน

กรัม/ปฏิกิริยา จากน้ันเจือจางด้วยนํ้ากลั่นแบบ 10-

fold dilution พบว่าปริมาณดีเอ็นเอตํ่าสุด (Limit of 

Detection; LoD) ที่ วิ ธี  Real-time PCR สามารถ

วิเคราะห์ได้คือ 2 เฟมโตกรัม (รูปที่ 2) เมื่อสร้าง

กราฟมาตรฐานของความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของดีเอ็นเอและค่า Cp กราฟที่ได้เป็นเส้นตรง 
สามารถวิเคราะห์ได้คือ 2 เฟมโตกรัม (รูปที่ 2) เมื่อ

สร้างกราฟมาตรฐานของความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของดีเอ็นเอและค่า Cp กราฟที่ได้เป็นเส้นตรง

และความสัมพันธ์ในเชิงถดถอย หรือสัมประสิทธ์ิการ

ตั ด สิ น ใ จ  (Coefficient of determination; R2) 

เท่ากับ 0.999 แสดงดังรูปที่ 3 

 

การทดสอบความจําเพาะ (Analytical Specificity, 

ASp) 
จากการทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR กับ

เช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน (non-Brucella spp.) จํานวน 

20 ตัวอย่าง ที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 2 นาโนกรัม/

ปฏิกิริยา พบว่าให้ผลลบทุกตัวอย่าง ซึ่งให้ค่า Cp 

มากกว่า 45 รอบ แสดงดังตารางที่ 2 

 

การทดสอบเปรียบเทียบระหว่างวิธีการเพาะแยก

เชื้อกับวิธี Real-time PCR 

จากการตรวจหาเช้ือ  B. melitensis จาก

ตัวอย่างอวัยวะของแพะเน้ือ วิทยา liver, spleen, 

mammary/inguinal lymph node, mandibular 

lymph node, popliteal lymph node, parotid 

lymph node, pre-femoral lymph node แ ล ะ 

pre-scapular lymph node จํานวน 320 ตัวอย่าง 

โดยวิธี Real-time PCR เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการ

เพาะแยกเช้ือ พบว่าให้ผลบวกทั้งวิธี Real-time PCR 

และวิธีการเพาะแยกเช้ือ จํานวน 49 ตัวอย่าง ให้

ผลบวกโดยวิธีการเพาะแยกเช้ือ แต่ให้ผลลบโดยวิธี 

Real-time PCR จํานวน 4 ตัวอย่าง ให้ผลลบต่อ

วิธีการเพาะแยกเชื้อ แต่ให้ผลบวกต่อวิธี Real-time 

PCR จํานวน 19 ตัวอย่าง และให้ผลลบต่อการตรวจ

ทั้ งวิ ธี Real-time PCR และวิธีการเพาะแยกเช้ือ 

จํานวน 248 ตัวอย่าง และพบว่าวิธีการเพาะแยกเชื้อ
สามารถตรวจพบเช้ือ B. melitensis ได้ 53 ตัวอย่าง 

ส่วนวิธี Real-time PCR สามารถตรวจพบเช้ือ B. 

melitensis ได้ 68 ตัวอย่าง (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 2 เช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน (non-Brucella spp.) ที่ใช้ทดสอบความจําเพาะ 

Species Source Real-time PCR result

Burkhoderia cepacia DMST 15507 negative 

Burkhoderia pseudomallei DMST 19919 negative 

Burkhoderia pseudomallei DMST 25426 negative 

Burkhoderia pseudomallei IMM/NIAH negative 

Burkhoderia thailandensis DMST 6431 negative 

Corynebacterium pseudotuberculosis IMM/NIAH negative 
Eschericia coli ATCC 25922 negative 

Escherichia coli O157:H7 BACT/NIAH negative 

Listeria monocytogenes BACT/NIAH negative 

Mycobacterium paratuberculosis IMM/NIAH negative 

Mycobacterium ovis IMM/NIAH negative 

Pseudomonas aeruginosa BACT/NIAH negative 

Salmonella enteritidis ATCC 13076 negative 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 negative 

Staphylococcus aureus BACT/NIAH negative 

Staphylococcus epidermidis BACT/NIAH negative 

Streptococcus agalactiae BACT/NIAH negative 

Vibrio cholerae BACT/NIAH negative 

Vibrio parahaemolyticus BACT/NIAH negative 

Yersinia enterolitica ATCC 9610 negative 
 

วิจารณ์การทดลอง 

จากผลการศึกษา พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็น

เอตํ่าสุดที่วิธี Real-time PCR สามารถวิเคราะห์ได้ 
คือ 2 เฟมโตกรัม ผลการทดสอบความจําเพาะ ไม่มี

ปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน และวิธี Real-

time PCR มีค่ าความไว  92.45% ความจํ าเพาะ 

92.88% และค่าความถูกต้อง 92.81% พบว่าวิธีการ

เพาะแยกเช้ือสามารถตรวจพบเช้ือ B. melitensis ได้ 

53 ตัวอย่าง ส่วนวิธี Real-time PCR สามารถตรวจ

พบเช้ือ B. melitensis ได้ 68 ตัวอย่าง 
จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง  Bounaadja et al. 

(2009) โดยศึกษาการตรวจหาเช้ือบรูเซลลาด้วยวิธี 

Real-time PCR ใช้ยีน IS711 ยีน bcsp31 และยีน 

per เป็นยีนเป้าหมาย กับเช้ือ B. melitensis 16 M 

พบว่ายีน IS711 เป็นยีนที่ให้ค่าความไวดีกว่า ยีน 

bcsp31 และยีน per และพบว่าได้ค่าปริมาณดีเอ็น

เอตํ่าสุด (LoD) เท่ากับ 2 เฟมโตกรัม ซึ่งในการวิจัย
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ครั้งน้ีใช้ยีน IS711 เช่นเดียวกันพบว่าให้ผลเหมือนกัน 

ซึ่ งแตก ต่างจากการศึ กษาของ  Probert et al. 

(2004) ที่ให้ค่า LoD สูงกว่ามาก ส่วนการศึกษาที่ใช้

ยีนเป้าหมายที่ แตกต่างกัน  โดย Sohrabi et al. 

(2014) ได้ศึกษาโรคบรูเซลโลสิสในคนที่ติดเช้ือ B. 

melitensis จากตัวอย่างซีรัมโดยวิธี Real-time PCR 

ใช้ยีน bcsp31 และ Bogdanovich et al. (2004) ที่

ใช้ยีน per ในการตรวจหาเช้ือบรูเซลลาพบว่า ได้ค่าดี
เอ็นเอตํ่าสุด (LoD) ของเช้ือ B. melitensis ที่มีค่าสูง

กว่าการศึกษาคร้ังน้ี และจากการศึกษาการทดสอบ

ความจําเพาะกับเช้ือ non-Brucella spp. พบว่า

ให้ผลลบต่อเช้ือ  Brucella spp. คิดเป็น  100% 

เหมื อน กับการศึ กษาของ  Bogdanovich et al. 

(2004) Probert et al. (2004) Bounaadja et al. 

(2009) และ Sohrabi et al. (2014) ดังน้ันวิธี Real-

time PCR สามารถนํามาใช้ในการตรวจหาเช้ือ B. 

melitensis ได้ จ ากผลการเป รี ยบ เที ยบ วิ ธีก าร

ตรวจหาเชื้อ B. melitensis โดยวิธี Real-time PCR 

กับวิธีการเพาะแยกเช้ือ จากตัวอย่างอวัยวะของแพะ

เน้ือครั้ ง น้ี  พบว่าได้ค่ าความไว (Sensitivity) ค่า

ความจําเพาะ (Specificity) และค่าความถูกต้อง 

(Accuracy) ค่อนข้างสูง ส่วนวิธีการเพาะแยกเช้ือ

สามารถตรวจพบเช้ือ B. melitensis ได้น้อยกว่าวิธี 

Real-time PCR อาจเน่ืองมาจากเช้ือบรูเซลลาเป็น

เช้ือที่โตช้าและเพาะเลี้ยงเช้ือยาก (Seleem et al., 

2010) และอาจเกิดจากผลลบเท็จ (false negative) 

จากการเพาะแยกเช้ือ เน่ืองจากตัวอย่างที่ทดสอบมี

การปนเปื้อนเช้ือชนิดอ่ืน ทําให้ไม่สามารถดูโคโลนี

ของเช้ือบรูเซลลาได้อย่างชัดเจนหรืออาจเป็นผลมา
จาก เกิดการยับย้ังเช้ือของยาบางตัวที่อยู่ในอาหาร 

selective agar ที่ใช้สําหรับเลี้ยงเช้ือ B. melitensis 

(Blasco, 1 9 9 2 ) วิ ธี  Real-time PCR เ ป็ น วิ ธี ที่

สามารถเพ่ิมจํานวนผลบวกของสัตว์ที่ติดเช้ือได้ใน

กรณีที่ตรวจด้วยวิธีทางซีรัมวิทยาหรือวิธีการเพาะ

แยกเช้ือแล้วให้ผลการตรวจเป็นลบ (Hinic et al., 

2009) จากการศึกษาการตรวจวินิจฉัยโรคบรูเซลโล

สิสโดยวิธี Real-time PCR ในคร้ังน้ี สามารถใช้ตรวจ

โรคจากสิ่งส่งตรวจได้โดยตรง โดยไม่ต้องใช้วิธีการ

เพาะแยกเช้ือ ทําให้ลดการสัมผัสเช้ือและลดความ

เสี่ยงในการติดเช้ือจากการปฏิบัติงานได้ การตรวจ

วิ นิ จ ฉั ย โรค บ รู เซ ล โล สิ ส ที่ มี ค ว าม ถู ก ต้ อ ง  มี

ความสําคัญมากในการควบคุม และกําจัดเช้ือ วิธี 

 

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือ B. melitensis จากตัวอย่างอวัยวะ ระหว่างวิธี Real-time PCR 

กับวิธีการเพาะแยกเช้ือ โดยวิธี chi-square 

    Isolation 

Real-time PCR  

  + -            Total 

+ 49 19             68 

- 4 248          252 

Total 53 267          320  

ความ ไว (Sensitivity)    =   49/(49+4) X 100        =   92.45% 

ความจําเพาะ (Specificity) =   248/(248+19) X 100        =   92.88% 

ความถูกต้อง (Accuracy) =   (49+248)/(49+19+4+248) X 100    =   92.81% 



ลัขณา รามริน และคณะ / สตัวแพทย์มหานครสาร. 2559. 11(1): 35-46. 

44 

Real-time PCR เป็ น วิ ธี ห น่ึ งที่ มี ป ระสิ ท ธิภ าพ 

สามารถวิเคราะห์ได้รวดเร็ว มีความไวเป็นที่ยอมรับ

สําหรับตรวจวินิจฉัยโรคบรูเซลโลสิส ความถูกต้อง 

แม่นยํา และความจําเพาะ ค่อนข้างสูง รวมทั้งลด

ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ได้ ปัจจุบันราคา

ค่อนข้างถูก สามารถนํามาใช้ตรวจในบริเวณที่เป็น 

endemic area ได้ และแนะนําใช้เป็นทางเลือกใน

การตรวจเช้ือบรูเซลลา (Probert et al., 2004; 
Redkar et al., 2001) 

 

สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาครั้งน้ี พบว่าวิธี Real-time PCR 

สามารถตรวจหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ ตํ่ามาก 

ซึ่งใช้ primers และ probe ที่มีความจําเพาะต่อยีน 

IS711 ขอ งโรคบ รู เซ ล โลสิ ส  พบมี ค่ าค วาม ไว 

(Sensitivity) ค่าความจําเพาะ (Specificity) และค่า

ความถูกต้อง (Accuracy) ค่อนข้างสู ง สามารถ

นํามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคที่มีความปลอดภัย 

รวดเร็ว ถูกต้อง แม่นยํา ได้อีกวิธีหน่ึง เพ่ือทําให้เพ่ิม

ประสิทธิภาพในการชันสูตรโรคบรูเซลโลสิสได้ถูกต้อง

และรวดเร็วมากขึ้น 
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