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เทคนคิ PCR-Restriction enzyme analysis ไดนำมาใชพสิจูนเอกลกัษณของเชือ้มยัโคแบคทเีรยี โดยเพิ่ม
จำนวนดเีอน็เอบรเิวณ 16S-23S rDNA spacer sequence และตดั PCR products ดวย restriction enzymes 3 ชนดิ
คอื Hae III, Bst XI และ Msp I โดยทดสอบกบัเชือ้ทีเ่จรญิในอาหารเหลว MGIT 200 ตวัอยาง เปรยีบเทยีบผลกบั
การเพาะเลีย้งเชือ้ พบวามคีวามไวในการตรวจเทากบั 92.73 เปอรเซน็ต และมคีวามจำเพาะเทากบั 95.23 เปอรเซน็ต
มคีาทำนายผลบวกเทากบั 99.40 เปอรเซ็นต และคาทำนายผลลบเทากบั 60.60 เปอรเซ็นต สามารกแยกเชือ้ได
2 กลมุ คอื Slow grower mycobacteria 161 ตวัอยาง และกลมุ Rapid grower mycobacteria 5 ตวัอยาง ในกลมุ
Slow growers แยกไดเชือ้ M. tuberculosis complex, M. avium, M. intracellulare และ kansasii /หรอื M. gordonae
เปนจำนวน 142, 5, 1 และ 3 ตวัอยางตามลำดบั ไมสามารถแยกสปชสีได 10 ตวัอยาง ในกลมุ Rapid growers แยก
ไดเชือ้ M. duvalii และ M. flavescens เปนจำนวน 2 และ 1 ตวัอยางตามลำดบั ไมสามารถแยกสปชสีได 2 ตวัอยาง
จากผลการศกึษาพบวา เทคนคิ PCR-Restriction enzyme analysis เปนเทคนคิทีง่ายและรวดเรว็ สามารถใชตรวจหา
และแยกเชื้อมัยโคแบคทีเรียในอาหารเหลวได อยางไรก็ตามเทคนิค PCR-REA ควรใชเปนวิธีทดสอบที่นำมาใช
รวมกับ conventional method และอาการทางคลินิก เพื่อประสิทธิภาพสูงสุดในการตรวจวินิจฉัยและการจำแนก
เชือ้มยัโคแบคทเีรยีในหองปฏบิตักิารตอไป

Abstract
PCR and restriction enzyme analysis (PCR-REA) based on 16S-23S rDNA spacer sequence was used

for detection and identification of mycobacteria in species level. The method was tested against 200 MGIT
positive samples. The sensitivity and specificity of the assay compared with culture results were 92.73 and
95.23%, respectively. The positive predictive value and negative predicted value were 99.40 and 60.60%
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respectively. Base on PCR-REA assay, these were classified into 161 slow growing mycobacteria and 5 rapid
growing mycobacteria. Among the 161 slow growers, 142 were identified as M. tuberculosis, five were M.
avium, one was M. intracellulare, three were M. kansasii /or gordonaer and ten were identified as slow
growing mycobacteria. From the 5 rapid growers, two were identified as M. duvali, one was M. flavescens and
two were identified as rapid growing mycobacteria. The PCR-REA assay was easy to perform and could be
used for differential identification of mycobacteria directly in liquid media. Overall, PCR-REA assay for
mycobacteria should be used in combination with conventional methods and clinical findings for effective
diagnosis.

คำสำคัญ: การพสิจูนเอกลกัษณ มยัโคแบคทเีรยี พซีอีารและตดัดวยเอน็ไซม อาหารเหลว
Keywords: Identification, Mycobacteria, PCR and restriction enzyme analysis, liquid media

บทนำ
เชือ้ M. tuberculosis สาเหตขุองวณัโรค นบัเปน

โรคติดตอที่รายแรง เปนสาเหตุการเจ็บปวยและตาย
ที่สำคัญทั่วโลก องคการอนามัยโลกคาดการณไววา
ในระหวางป พ.ศ. 2545-2563 จะมีผูติดเชื้อใหม
1000 ลานคน ผปูวยใหม 150 ลานคน และจะเสยีชวีติ
ประมาณ 36 ลานคน (WHO, 2000) และมรีายงาน
การพบเชื้อมัยโคแบคทีเรียสปชีสอื่นๆ และพบเชื้อที่มี
การดื้อตอยาและใชยารักษาแตกตางกันในแตละสปชีส
(Wolinsky, 1992; Iseman, 1993) ทำใหการรกัษา
ดวยยาปฏชิวีนะมคีวามยงุยากมาก การตรวจหาและการ
แยกสปชสีทีแ่มนยำ มคีวามสำคญัในการรกัษาผปูวยที่
ถกูตอง และรวดเรว็ ชวยตดัวงจรการแพรเชือ้ไปสคูนอืน่
ได การจำแนกสปซสีดวยวธิดีัง้เดมิอาศยัการเพาะเลีย้ง
เชือ้และการทดสอบทางชวีเคม ีตองใชเวลานาน และมี
วธิกีารทีย่งุยาก (Roberts et al., 1991) อาหารเลีย้ง
เชื้อเหลว MGIT ถูกนำมาใชเพาะเลี้ยงเชื้อดวยเครื่อง
อตัโนมตั ิทำใหสามารถเพาะเลีย้งเชือ้ไดมากกวาและเรว็
กวาวธิเีพาะเชือ้ลงบนอาหารแขง็ (Pfyffer et al., 1997;
Chitra et al., 2001) อยางไรกต็ามตองเสยีเวลาเพิม่
ขึน้อกีในการเพาะเลีย้งเชือ้ตอในอาหารชนดิแขง็นานอกี
หลายสัปดาหกอนนำไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีอีก
หลายวัน ปจจุบันมีการพัฒนาเทคนิควิธีการใหมๆ

ใชความรูและเทคโนโลยีดานอณูชีววิทยามาใชพิสูจน
เอกลักษณมัยโคแบคทีเรียในอาหารเหลว เชน Gas
liquid chromatography (Chou et al., 1996) High
performance chromatography (Gary, 1994; Duffey
et al., 1996) และ DNA probe Hybridization (Evans
et al., 1992; Reisner et al., 1994) แตมขีอจำกดั
หลายประการ เชน มเีทคนคิทีย่งุยาก ใชเครือ่งมอืและ
วสัดรุาคาแพง หรอืตองการผมูคีวามรคูวามสามารถสงู
เปนตน ในการศกึษาครัง้นีไ้ดเลอืกเทคนคิ PCR-REA
ซึง่มรีาคาถกู รวดเรว็ และงายกวา นาจะเปนวธิทีีเ่หมาะสม
ในการจำแนกสปชสีของเชือ้มยัโคแบคทเีรยีโดยตรงใน
อาหารเหลวได โดยการใช Primer 16SA และ 23SA
เพิ่มจำนวน DNA บริเวณ 16S-23S rDNA spacer
sequence แลวตัด PCR product ดวย Restriction
enzyme ไดแก Hae III, Msp I และ Bst XI นำมาทดสอบ
กบัตวัอยางขวด MGIT ทีใ่หผลบวกในหนวยจลุชวีวทิยา
คลนิกิ โรงพยาบาลศรนีครนิทร มหาวทิยาลยัขอนแกน
เปรยีบเทยีบผลกบัการเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหารแขง็

วสัดแุละวธิกีารดำเนนิการวจิยั
1. เชือ้อางองิ 15 ชนดิ ไดแก M. tuberculosis

complex (M. tuberculosis H37 Ra, M. bovis ATCC
35733, M. africanum LCDC 50) Slow growing
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mycobacteria (M. avium ATCC 25291,
M. intracellulare ATCC 18950, M. gordonae 330,
M. kansaii ATCC 12478, M. xenopi ATCC
19250) และเชื้อ Rapid growing mycobacteria
(M. asuafricanum 3005, M. phlei, M. fortuitum,
M. duvalii MNC 442, M. chelonae, M. neolactis
S152,  M. flavescens ATCC 23035) ทำการสกดั
ดเีอน็เอ และทดสอบกบัวธิ ีPCR- REA

2. ตัวอยาง เปนตัวอยางขวดเพาะเลี้ยงเชื้อ
อาหารเหลว Mycobacteria growth indicator tube
(MGIT) ทีใ่หผลบวกจำนวน 200 ตวัอยาง จากหนวย
จลุชวีวทิยาคลนิกิ โรงพยาบาลศรนีครนิทร มหาวทิยาลยั
ขอนแกน นำไปยอมสชีนดิทนกรด (Acid fast bacilli
staining) และเพาะเลีย้งเชือ้ในอาหาร LJ medium และ
ทำการสกดัดเีอน็เอจากการประยกุตวธิขีอง Wilson และ
คณะ (Wilson et al., 1993) เพื่อทดสอบกับวิธี
PCR-REA

3. การพสิจูนเอกลกัษณของเชือ้มยัโคแบคทเีรยี
ดวยเทคนคิ PCR-REA เทคนคิ PCR-REA (เสกสทิธิ์,
2000) เปนการเพิม่จำนวนดเีอน็เอของจนี 16S-23S
rRNA spacer region ดวย Primer 16SA (5’-
TCGAAGGTGGGATAGGC-3’) และ 23SA (5’-
GCGCCCTTAAACACTTAC-3’) โดยทดสอบกับ
ดีเอ็นเอของเชื้อมัยโคแบคทีเรียอางอิง 15 ชนิด และ
ดเีอน็เอของเชือ้ในอาหารเหลว MGIT โดยนำสวนผสม
ของ PCR reaction mixture นำหลอดเขาเครือ่ง Thermal
cycle โดยตั้งอุณหภูมิที่ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที
1 รอบ จากนัน้ตามดวยขัน้ตอนดงันี ้94 องศาเซลเซยีส
45 วินาที 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศา
เซลเซยีส 45 วนิาท ีจำนวน 30 รอบ และอณุหภมูทิี ่72
องศาเซลเซียส 10 นาที ทำการตรวจสอบผลิตภัณฑ
(PCR product) ดวยการผานกระแสไฟฟาใน 2.5
เปอรเซ็นต Agarose และยอมดวยเอทิเดียมโบรไมด
สองดภูายใตแสงอลุตราไวโอเลต (UV-Trans illuminator)
วดัขนาดของผลติภณัฑทีไ่ดโดยเปรยีบเทยีบกบั Standard
marker DNA (50 bp) และทำการตดัผลติภณัฑ PCR

ดวยเอน็ไซม Hae III (0.5 unit) ถายงัไมสามารถระบุ
ชนิดของเชื้อมัยโคแบคทีเรียได ตองตัดดวยเอ็นไซม
Msp I และ/หรอื Bst XI ตามลำดบั โดยใช PCR product
ปรมิาตร 17.5 ไมโครลติร เตมิ 10X reaction buffer
2 ไมโครลติร และเอน็ไซม 0.5 ไมโครลติร (นำ PCR
product ของเชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis ตัดดวย
เอ็นไซม Hae III ทกุครัง้) และตรวจสอบผลติภณัฑดวย
การผานกระแสไฟฟาใน 3% NuSieve agarose 3:1 และ
ยอมดวยเอทิเดียมโบรไมด สองดูภายใตแสงอุลตรา
ไวโอเลต จะไดจำนวนชิ้น และรูปแบบของผลิตภัณฑ
ที่แตกตางกันไปในแตละสปชีส พรอมทั้งบันทึกและ
ถายรปูเกบ็ไวเพือ่วเิคราะหผล

ผลการวจิยั
ผลการทดสอบ PCR-REA กบัเชือ้อางองิ

ผลการทดสอบ PCR กับเชื้ออางอิง พบวา
สามารถแยกเชื้อมัยโคแบคทีเรียออกได 2 กลุม ตาม
จำนวนและขนาดของ PCR product คอื 1) กลมุ Slow
growing mycobacteria ไดแก เชื้อ M. tuberculosis
complex (M. tuberculosis H37Ra, M. bovis ATCC
35733, M. africanum LCDC 501) มี amplified
product จำนวน 1 band ขนาด 380 bp ซึ่งมีขนาด
ใกลเคยีงกบัเชือ้กลมุ Slow growing mycobacteria อืน่ๆ
เชน  M. avium ATCC 25291, M. intracellulare
ATCC 18950, M. gordonae 330, M. kansasii ATCC
12478 พบวามขีนาด 380-390 bp ยกเวน M. xenopi
ATCC 19250 มขีนาด 360 bp 2) กลมุ Rapid growing
mycobacteria มจีำนวนและขนาดของ amplified product
ตางกันดังนี ้คือ M. fortuitum ม ี amplified product
จำนวน 4 bands ขนาดประมาณ 530, 510, 470, 440
bp, M. flavescens ATCC 23035 จำนวน 3 bands
ขนาดประมาณ 550, 520, 470 bp, M. asuafricanum
3005 จำนวน 3 bands ขนาดประมาณ 610, 530, 490
bp, M. duvalii มี product 1 band ขนาดประมาณ
500 bp  สวน M. phlei, M. chelonae และ M. neolactis
S152 มี amplified product จำนวน 1 band ขนาด
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ใกลเคยีงกนัประมาณ 470 bp (ดงัแสดงในรปูที ่1 และ
ตารางที่ 1) เมื่อนำ amplified product ของเชื้อ M.
tuberculosis complex, Slow growing mycobacteria
และเชือ้ Rapid grower ทีม่ ีamplified product จำนวน
1 band ทดสอบกบัเทคนคิ REA โดยนำไปตดักบัเอน็ไซม
ตดัจำเพาะ Hae III ตามดวย Msp I หรอื Bst XI พบวา
มจีำนวนและขนาดของ bands แตกตางกนั (ดงัแสดงใน
ตารางที่ 1 และรปูที ่2, 3, 4)
ผลการศกึษากบัตวัอยาง MGIT

ตัวอยางขวด MGIT ที่ใหผลบวกจำนวน 200
ตวัอยาง เมือ่นำมาศกึษาดวยการยอมสทีนกรด (AFB
staining) และเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหาร LJ media พบวา
มี 179 ตัวอยางพบการเจริญของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย
MGIT 4 ตัวอยางมีการเจริญของเชื้อ Nocardia
(ยอมสีทนกรด AFB ใหผลเปนลบ ยอมสี Modified
AFB ใหผลเปนบวก) MGIT 17 ตวัอยาง มกีารเจรญิ
ของเชื้อแบคทีเรียอื่นๆ ไดแก เชื้อ Eschericia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa เมือ่
นำตวัอยางทัง้หมดมาศกึษาดวยเทคนคิ PCR โดยการ
เพิ่มจำนวนดีเอ็นเอของเชื้อมัยโคแบคทีเรียบริเวณ
16S-23S rDNA spacer sequence ดวย Primers 16SA
และ 23SA พบวาม ีMGIT 167 ตวัอยางทีใ่หผลบวก
33 ตัวอยางใหผล เปนลบ เมื่อเปรียบเทียบกับผล
การเพาะเลี้ยงเชื้อ พบวาเทคนิค PCR มีความไวและ
ความจำเพาะเทากับ 92.73 และ 95.23 เปอรเซ็นต
ตามลำดบั  คาทำนายผลบวกและคาทำนายผลลบเทากบั
99.40 และ 60.40 เปอรเซน็ต ตามลำดบั (ตารางที ่2)

ตัวอยางที่ใหผลบวกกับวิธี PCR เมื่อนำมา
เปรยีบเทยีบกบัเชือ้อางองิพบวาม ี161 ตวัอยางทีม่ ีPCR
product จำนวน 1 band ขนาดประมาณ 380-390 bp
ตรงกบัเชือ้กลมุ Slow grower อกี 6 ตวัอยางมี PCR
product ขนาดตรงกบัเชือ้กลมุ Rapid grower ซึง่มขีนาด
ประมาณ 500 bp 2 ตวัอยาง และขนาดประมาณ 460-
470 bp จำนวน 3 ตวัอยาง (ผลบวกกบัเชือ้ Nocardia
1 ตวัอยาง) อกี 1 ตวัอยางม ีPCR product 2 bands ที่
มขีนาด 500/470 bp เมือ่นำ PCR product ทีม่จีำนวน

1 band มาศกึษาตอดวยวธิ ีrestriction enzyme analysis
พบวา  161 ตัวอยางของกลุม  Slow growing
mycobacteria สามารถแยกไดเชื้อ M. tuberculosis
complex, M. avium, M. intracelulare และ
M. kansasii/M. gordonae เปนจำนวน 142, 5, 1 และ
3 ตวัอยางตามลำดบั ไมสามารถแยกสปชสีได 10 ตวัอยาง
ในกลุม Rapid growing mycobacteria แยกไดเชื้อ
M.duvalii, M. flavescens เปนจำนวน 2 และ 1 ตวัอยาง
ตามลำดบั ไมสามารถแยกสปชสีได 2 ตวัอยาง อกีหนึง่
ตวัอยางทีใ่หผลบวกปลอมกไ็มสามารถระบสุปชสีไดดวย
เทคนคิ PCR-REA

สรปุและวจิารณผลการวจิยั
ผลการศึกษากับตัวอยางขวด MGIT ที่ ให

ผลบวก เมือ่ยอมสทีนกรด (AFB) และเพาะเลีย้งเชือ้
ตอใน LJ media สามารถแยกไดเชื้อ mycobacteria
จำนวน 179 ตวัอยาง มเีชือ้ Nocardia 4 ตวัอยาง และ
พบเชื้อแบคทีเรียอื่นๆ 17 ตัวอยาง (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus)
เมื่อนำตัวอยางมาศึกษากับเทคนิค PCR พบวาใหผล
PCR บวก 167 ตวัอยาง เมือ่เปรยีบเทยีบผลกบัการเพาะ
เลีย้งเชือ้ พบวาไดผลบวกจรงิทัง้หมด 166 ตวัอยาง และ
ผลบวกปลอม กบัเชือ้ Nocardia 1 ตวัอยาง ทัง้นีเ้ปน
เพราะวาเชือ้ Nocardia มลีกัษณะของจนีทีค่ลายคลงึหรอื
สมัพนัธกบัเชือ้ในกลมุ mycobacteria จากการศกึษาครัง้
กอนของเรา (เสกสทิธิ์, 2000) พบวา primer 16SA
และ primer 23SA สามารถเพิม่จำนวนดเีอน็เอบรเิวณ
16S-23S rDNA spacer region ของเชือ้ Nocardia ได
เชนกัน ซึ่งเหมือนกับการศึกษาของ อรุณนี และคณะ
(Sansila et al., 1998) และไดผลลบกบัวธิ ีPCR จำนวน
33 ตวัอยาง เมือ่เปรยีบเทยีบผลกบัวธิดีัง้เดมิ เทคนคิ
PCR ไดผลลบจรงิกบัเชือ้อืน่ทัง้หมด 20 ตวัอยาง และ
ผลลบปลอม (วธิดีัง้เดมิพบเชือ้มยัโคแบคทเีรยี จำนวน
13 ตัวอยาง ทั้งนี้อาจเกิดจากวามีจำนวนเชื้อปริมาณ
เลก็นอยในขวด MGIT บวก ทำใหการสกดัดเีอน็เอได
จำนวนทีไ่มเพยีงพอในการเพิม่จำนวนดเีอน็เอ จากการ
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ศกึษาครัง้กอนพบวา primer 16SA และ 23SA มคีวาม
ไวของ PCR สามารถตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อ
มยัโคแบคทเีรยีไดอยางนอย 20 พโิคแกรม (pg) หรอื
มจีำนวนเชือ้ต่ำสดุ 4000 เซลลในตวัอยาง 1 มลิลิลติร
(เสกสทิธิ์, 2000) อกีสาเหตหุนึง่อาจเกดิจากการสกดั
ดีเอ็นเอไดปริมาณนอย

เมือ่นำเทคนคิ PCR-REA มาทดสอบเพือ่แยก
สปชสีของเชือ้ พบวา Primer 16SA และ 13SA อาจ
นำมาใชแยกเชือ้มยัโคแบคทเีรยีระหวาง Slow grower
และ Rapid grower ตามจำนวนชิน้และขนาดของ PCR
product และพบวาการใช Restriction enzyme Hae III
เพยีงอยางเดยีวสามารถแยกสปชสีของเชือ้มยัโคแบคทเีรยี
ไดหลายสปชสี ในตวัอยางทีพ่บวาเปน M. gordonae และ
M. kansasii จำนวน 3 ตัวอยางนั้น เมื่อนำเอา PCR
product ไปทำการตัดอีกดวยเอนไซม Bst XI
กไ็มสามารถแยกออกจากกนัไดเนือ่งจากวามขีนาดและ
รปูแบบของ fragment ใกลเคยีงกนัจงึรายงานเปน M.
gordonae/M. kansasii ในกลมุตวัอยางทีไ่มสามารถแยก
สปชสีได จำนวน 12 ตวัอยาง ทัง้นีเ้นือ่งจากวา มรีปูแบบ
และขนาดของ Restriction fragment เมือ่ตดัดวยเอน็ไซม
Hae III ไมตรงกับเชื้อมาตรฐานอางอิง 15 ชนิด ซึ่ง
จะตองทำการศึกษาตอไปโดยใชเชื้ออางอิงหลายชนิด
เพื่อใหครอบคลุมสปชีสไดมากที่สุด หรืออาจใชวิธีอื่น
เพือ่แยกสปชสีตอไป เชน การทำ probe hybridization
(Enrico et al., 2001; Miller et al., 2000) หรอืการ
ทำ DNA sequencing (Roth et al., 1998)

จากผลการการศึกษา เทคนิค PCR-REA
สามารถแยกสปชีสของเชื้อมัยโคแบคทีเรียโดยตรงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว MGIT ไดหลายสปชสี เปนวธิทีีง่าย
สะดวก และรวดเรว็ สามารถแยกเชือ้ไดภายใน 2-3 วนั
ดงันัน้จงึควรนำเทคนคิ PCR-REA มาใชในการตรวจ
วิเคราะหโดยตรงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MGIT ที่ให
ผลบวกและยอมสทีนกรดพบ Acid fast bacilli เปนอกี
ทางเลอืกหนึง่ในหองปฏบิตักิารของโรงพยาบาล จะทำ
ใหผปูวยไดรบัการดแูลรกัษาดวยระบบยาทีถ่กูตองและ
รวดเร็ว และนำไปสูการควบคุมโรคไดผลเร็วขึ้นและ

มปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึน้ การระบาดของเชือ้จากผปูวย
ไปสบูคุคลอืน่กจ็ะลดนอยลง เปนผลใหสามารถควบคมุ
การแพรระบาดของเชือ้ไดอยางมปีระสทิธภิาพในทีส่ดุ
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ตารางที ่1 ผลการทดสอบเทคนคิ PCR-REA กบัเชือ้มยัโคแบคทเีรยีอางองิเพือ่ใชเปนเกณฑอางองิในการแยกสปชสี
ของเชือ้มยัโคแบคทเีรยี

ND = Not determine

ตารางที ่2 การเปรยีบเทยีบผลเพาะเลีย้งเชือ้มยัโคแบคทเีรยีและการทดสอบ PCR

                                                  ผลการเพาะเลีย้ง (ตวัอยาง)
ผลบวก ผลลบ

ผลบวก 166 1 167
ผลลบ 13 20 33
รวม 179 21 200

รวมPCR (ตวัอยาง)

PCR-product 
(bp) 

Hae III digestion 
(bp) 

Msp I digestion 
(bp) 

Bst XI digestion 
(bp) 

Identification 
(species level) 

Slow grower     

380-390 
 
 

210/130/55 

 
 

ND 
 
 

 
 

ND 

M. tuberculosis complex 
(M. tuberculosis 

M. bovis 
M. africanum) 

 160/120/70/45 ND ND M. avium 
 200/160/45 240/110/55 ND M. intracellulare 
 No digestion ND 240/140 M. gordonae 
 No digestion ND 245/140 M. kansasii 

360 210/150 ND ND M. xenopi 
Rapid grower     

530/510/470/440 ND ND ND M. fortuitum 
550/520/470 ND ND ND M. fravescens 
610/530/490 ND ND ND M. austroafricanum 

500 No digestion ND ND M. duvalii 
470 240/180/50 ND ND M. neolactis 
470 260/210 ND ND M. phlei 
470 250-130/90 ND ND M. chelonae 
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รปูที ่1 ขนาดของ DNA ผลิตภัณฑ (PCR product) จากการเพิ่มดีเอ็นเอบริเวณ 16S-23S rDNA spacer
region ของเชือ้อางองิ Mycobacterial reference strains ดวย Primer 16SA และ 23SA strains ของเชือ้
rapid growing mycobacteria เลน 1, 2: M. fortuitum; 3, 4: M. flavescens; 5: M. duvalii; 6: M.
phlei; 7: M. neolactis; 8: M. chelonae; 9: M. asuafricanum และเชือ้ slow growing mycobacteria
เลน 10: M. xenopi; 11: M. tuberculosis; 12: M. bovis; 13: M. africanum; 14: M. intracellulare;
15: M. avium; 16: M. gordonae; 17: M. kansasii; และเลน M: 50 bp ladder

รปูที ่2 จำนวนชิ้น ขนาดและรูปแบบของ PCR ผลิตภัณฑจากการตัดดวยเอ็นไซม (Restriction pattern of
enzyme digested amplified products) ของเชือ้อางองิ; 2A) เลน Mdu: Hae III-undigested M. duvalii;
Mne: HaeIII-digested M. neolactis; Mch: HaeIII-digested M. chelonae  Mph: HaeIII-digested M.
phlei; Mtb: HaeIII-digested M. tuberculosis; Maf: HaeIII-digested M. africanum; Mbo: HaeIII-
digested M. bovi; 2B) เลน Mav: HaeIII-digested M. avium; Min: Hae III-undigested M.
intracellulare; Mxe: HaeIII-digested M. xenopi; 2C) Mka: HaeIII-undigested M. kansaii; Mgo:
Hae III-undigested M. gordonae; Min1: MspI-digested M. intracellulare และเลน M: 50 bp ladder

 M    1       2      3      4     5      6      7      8     9      M    10    11   12    13   14    15    16    17     M

-390 bp450 bp-

350 bp-

 M   Mdu Mne Mch Mhe Mtb  Maf  Mbo    M    Mav  Min  Mxe     Mka Mgo Min1   M

-350 bp

2A                                    2B                       2C
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รปูที ่3 จำนวนชิ้น ขนาดและรูปแบบของ PCR ผลิตภัณฑจากการตัดดวยเอ็นไซม (Restriction pattern of
enzyme digested amplified products) ของเชือ้อางองิและเชือ้ทีต่รวจพบในตวัอยางอาหารเลีย้งเชือ้เหลว
MGIT บวกบางสวน; 3A) เลน A1&A4: Hae III-undigested และ Bst XI-digested M. gordonae; เลน
A2&A5: Hae III-undigested และ Bst XI-digested M. kansasii; เลน 82: Hae III-undigested ของ
เชือ้ทีต่รวจพบใน MGIT; เลน A6: Hae III-digested M .avium; 3B) เลน 1, 146, 152, 155 และ
161 เปน Hae III-digested ของเชื้อที่ตรวจพบใน MGIT เลน Mtb เปน Hae III-undigested M.
tuberculosis; เลน M: 50 bp ladder

A1    A2     -     A4    A 5  A6     M    A7 Mtb   M     1    146  152   155   161

-350 bp390 bp-
350 bp-

210 bp-

130 bp-

 55 bp-

 3A                                                                    3B
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รปูที ่4 รปูแบบและขนาดของ PCR ผลติภณัฑ จากการตดัดวยเอน็ไซม Hae III (Restriction pattern of Hae
III-digested amplified products) ของเชื้อที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MGIT บวก
บางสวน หมายเลข 169, 170, 171, 172, 176, 179, 177 และ 71 มรีปูแบบและขนาด 210, 130,
50 bp หมายเลข 178 PCR product ไมถกู ตดัดวย เอน็ไซม Hae III และเชือ้อางองิ เลน Mi: digested
M. intracellulare, Mav: digested M. avium, Mph: digested M. phlei, Mch: digested M. chelonae,
Mne: digested M. neolactis, เลน M: 50 bp ladder

 169     170     171    172    176    179     177   178      M      71     Mi     Mav    Mph   Mch   Mne

-500 bp

-350 bp

210 bp-

130 bp-

 55 bp-




