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โรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้พบการระบาดในกลว้ยไมส้กลุแวนดา ฟาแลนนอปซิส แคทลียา 
และมอ็คคาร่าในแหล่งปลกูกลว้ยไมจ้งัหวดันครปฐม ราชบุรี และสมุทรสาคร เม่ือแยกเช้ือจากตวัอยา่งกลว้ยไม้
แวนดาและฟาแลนนอปซิส ท่ีแสดงอาการใบจุดสีน ้าตาลไดเ้ช้ือแบคทีเรียจ านวน 10 ไอโซเลท ซ่ึงมีรูปร่างเป็น
ท่อนตรงติดสีแกรมลบ เคล่ือนท่ีได ้โคโลนีกลมนูนขอบเรียบสีขาวขุ่นไม่สร้างเมด็สีเรืองแสงเม่ือเล้ียงบนอาหาร 
King’s B ทดสอบการเกิดโรคโดยปลกูเช้ือบนใบกลว้ยไมท่ี้ท าใหเ้กิดแผลดว้ยเข็ม แสดงอาการของโรค จุดสี
น ้าตาลแผลฉ ่าน ้า หลงัการปลกูเช้ือแลว้ 5-7 วนั ไม่พบอาการดงักล่าวในกลว้ยไม ้ท่ีปลกูเช้ือควบคุมดว้ยน ้ากลัน่ 
น าไปจ าแนกเช้ือแบคทีเรียดว้ยระบบ Biolog MicroStation TM โดยเปรียบเทียบการใชแ้หล่งคาร์บอนเป็นแหล่ง
พลงังานบนอาหารGN2 (Biolog Inc., Hayward, CA, USA) จ าแนกไดว้า่เป็นเช้ือ Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae และเม่ือตรวจเช้ือดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)โดยใชคู้่ไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะซ่ึงเป็น
บริเวณ Intergenic spacer region (ISR) ระหวา่งยนี 16S-23S rDNA ของเช้ือ Acidovorax avenae คือ SEQ ID 
NO: 1 และ SEQ ID NO: 2 พบวา่เช้ือแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลท ท่ีแยกไดใ้หแ้ถบดีเอน็เอขนาด 550 bp ซ่ึงเป็น
ขนาดจ าเพาะของเช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae ในทั้ง 10 ไอโซเลท จากผลการทดลองทั้งหมด
ช้ีใหเ้ห็นวา่โรคใบจุดสีน ้าตาลท่ีพบในกลว้ยไมส้กลุแวนดาและฟาแลนนอปซิสมีสาเหตุจากเช้ือ Acidovorax 
avenae subsp. cattleyae 

 
พฒันาชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae ใน

กลว้ยไม ้โดยอาศยัหลกัการทางเซรุ่มวทิยา (serology) และ lateral flow technique โดยผลิตโพลีโคลนนอล
แอนติบอดีจากกระต่ายท่ีฉีดดว้ย membrane protein complex (MPC) ของเช้ือ Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae น ามาติดฉลากดว้ยอนุภาคทองค าใชเ้ป็นตวัตรวจจบั เม่ือทดสอบการตรวจหาเช้ือจากสารแขวนลอย
แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae ท่ีความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ชุดตรวจสอบน้ี 
สามารถตรวจสอบและแสดงปฏิกิริยาผลบวก ปรากฏสีในเวลา 5 นาที และมีประสิทธิภาพตรวจแบคทีเรีย 
Acidovorax avenae subsp. cattleyae ในกลว้ยไม ้ท่ีปริมาณต ่าสุดท่ี 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร 
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Brown leaf spot symptoms were observed in commercial orchid orchards in Nakhon Pathom, 
Ratchaburi and Samut Sakhon provinces on Vanda, Phalaenopsis, Cattleya and Mokara orchids. Ten isolates 
of rod shaped, motile, Gram-negative bacteria were isolated from Vanda and Phalaenopsis. On King’s 
medium B, colonies are round, convex with smooth margin in creme to beige color and no fluorescent 
pigment. Pathogenicity testing of these bacteria on Vanda and Phalaenopsis orchids by inoculating on 
wounded leaves each with a separate bacterial isolate, brown necrosis with water soaked lesions was 
developed on all the inoculated plants after 5 to 7 days whereas no symptoms developed on the negative 
control plants. The rapid bacterial identification using carbon utilization on 95 carbon sources, GN2 
microplate with MicroStationTM ID system (Biolog Inc., Hayward, CA, USA), identified these bacterial as 
Acidovorax avenae subsp. cattleyae. Polymerase chain reaction was carried out with Acidovorax avenae 
specific primers, SEQ ID NO:1/SEQ ID NO:2 derived from the 16S-23S rDNA intergenic spacer region 
(ISR), were also generated an amplicon of 550 bp from pure cultures in all of 10 isolates. The results 
indicated that brown leaf spot in Vanda and Phalaenopsis orchids caused by Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae. 

 
A specific and sensitive, gold particle-based immunochromatographic test strip (Immuno-strip) for 

the rapid detection of Acidovorax avenae subsp. cattleyae was developed. Specific polyclonal antibody 
against Acidovorax avenae subsp. cattleyae was produced in rabbit using membrane protein complex (MPC) 
from virulent strain. The Immuno-strip tests with suspension of 108 cfu/ml of Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae gave the positive reading within 5 minutes. The sensitivity of Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
detection on orchid using Immuno-strip was at the minimum concentration of 104 cfu/ml. 
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      (Acidovorax avenae subsp. cattleyae) อย่างรวดเร็ว 
 

Development of The Rapid Detection Kit for Brown Spot 
Bacterium of Orchid (Acidovorax avenae subsp. cattleyae) 

 
ค าน า 

 
เช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae (ช่ือเดิม Pseudomonas cattleyae) เป็นสาเหตุโรค

ใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้พบการระบาดในกลว้ยไมลู้กผสมสกลุแวนดา (Vanda Hybrid) แคทลียา 
(Cattleya) ฟาแลนนอปซิส (Phalaenopsis) ซิมบิเดียม (Cymbidium) เดนโดรเบียม (Dendrobium) 
และออนซิเดียม (Oncidium) (Miller, 1990) โดยพบท าความเสียหายกบักลว้ยไมส้กุลแวนดามากกวา่ 
80 เปอร์เซ็นต ์ตั้งแต่ระยะกลา้ (seedling) จนถึงระยะออกดอก (เหลืองพงังาน, 2552) ในทอ้งท่ี        
จ.ราชบุรี จ.กาญจนบุรี และจ.นครปฐม ในปัจจุบนัน้ีพบการระบาดของโรคใบจุดสีน ้าตาล ในเกือบ
ทุกแหล่งท่ีมีการปลูกกลว้ยไม ้สกุลแวนดา ฟาแลนนอปซิส แคทลียา ออนซิเดียม และมอ็คคาร่า ซ่ึง
พบการระบาดของโรคน้ีมากในช่วงฤดูร้อนและฤดูฝน โดยเช้ือสามารถแพร่กระจายไปกบัน ้าไดดี้ 
 

เทคนิคท่ีใชเ้พื่อตรวจสอบเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชในหอ้งปฏิบติัการมีหลายเทคนิค เช่น 
การทดสอบทางฟิสิกส์และชีวเคมี การจ าแนกเช้ือดว้ยระบบ BiologTM การใชเ้ทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) และเทคนิค enzyme-linked immonosorbent assay (ELISA) ซ่ึงเทคนิค
ดงักล่าว มีความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรียไดใ้นระดบัท่ีแตกต่างกนัและมี
ขอ้จ ากดัหลายประการ ดงัน้ี ตอ้งมีการแยกเช้ือและเพิ่มปริมาณเช้ือในอาหาร ท าใหใ้ชร้ะยะเวลาใน
การตรวจผลนาน ตอ้งมีหอ้งปฏิบติัการและอุปกรณ์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ ท่ีใชใ้นการตรวจเช้ือ และ
มีค่าใชจ่้าย 200-2,000 บาท ในการตรวจเช้ือต่อตวัอยา่ง  
 

ในปัจจุบนัไดมี้การน าเทคโนโลยกีารตรวจวินิจฉยัเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชท่ีแม่นย  า 
และรวดเร็ว มาตรวจเช้ือในภาคสนามโดยสุรภีและคณะ (2551) ไดพ้ฒันาเทคนิค lateral flow 
immunoassay (อิมมูโนสตริป) มาใชใ้นการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ของ 
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ปทุมมาและมนัฝร่ัง พบวา่ตรวจสอบโรคโดยใชเ้วลาเพียง 5 นาที นอกจากน้ีเทคนิคน้ีมีความ
เหมาะสมกบังานตรวจเช้ือในภาคสนาม ท่ีใหผ้ลตรวจท่ีรวดเร็วและแม่นย  า  
 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค ์เพื่อผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ
แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae เพื่อใชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมด้ว้ยเทคนิค lateral flow immunoassay  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

วตัถุประสงค์ 
 

1.  ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax 
avenae subsp. cattleyae  
 

2.  พฒันาชุดตรวจเช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของ
กลว้ยไมโ้ดยใชเ้ทคนิค lateral flow immunoassay 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

การตรวจเอกสาร 
 
ความส าคญัของกล้วยไม้ 
 

กลว้ยไม ้(Orchid) เป็นพืชใบเล้ียงเด่ียว ในวงศ ์Orchidaceae มีหลายร้อยสกลุ ประเทศไทยมี
กลว้ยไมจ้ านวนกวา่ 150 สกุล จ านวน 1,100 ชนิด กลว้ยไมแ้บ่งตามลกัษณะการเจริญเติบโตได ้ 
2 ประเภท คือ ประเภทท่ีเจริญเติบโตไปทางยอด ไดแ้ก่ สกุลแวนดา อะแรนดา้ และมอ็คคาร่า อีก
ประเภทหน่ึงเจริญแบบแตกกอหรือเหงา้ ไดแ้ก่ สกลุหวาย และออนซิเดียม โดยปกติกลว้ยไมเ้ป็นพืช
ท่ีตอ้งการสภาพแวดลอ้มท่ีดีในการเจริญเติบโต เช่น น ้ าสะอาด ความเป็นกรด-ด่างประมาณ 5.2-6.2 
แสงแดด 40-60 เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิ 25-32 องศาเซลเซียส และความช้ืนสมัพทัธ์ 50-60 เปอร์เซ็นต ์
กลว้ยไมจ้ดัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของไทย มีมูลค่าการส่งออกในแต่ละปีค่อนขา้งสูง จากรายงาน
สถานการณ์สินคา้เกษตรท่ีส าคญัและแนวโนม้ปี 2556 โดยส านกังานเศษฐกิจการเกษตร (2555) การ
ส่งออกกลว้ยไมต้ดัดอกของไทยในปี 2551-2555 พบวา่ปริมาณและมูลค่าการส่งออกลดลงเฉล่ียร้อย
ละ 5.02 และ 3.84 ต่อปี โดยในปี 2555 ปริมาณการส่งออก 19,424 ตนั และมูลค่า 2,046 ลา้นบาท 
เน่ืองจากผลผลิตในประเทศลดลงจากภาวะน ้าท่วมจึงมีปริมาณเหลือส่งออกนอ้ยลง ตลาดส่งออก
กลว้ยไมท่ี้ส าคญัของไทย คือ ญ่ีปุ่น สหรัฐอเมริกา สหภาพยโุรป จีน เวียดนาม ลาว และกมัพชูา ซ่ึง
ไทยเป็นผูผ้ลิตและส่งออกดอกกลว้ยไมเ้ขตร้อนมากเป็นอนัดบั 1 ของโลก พนัธ์ุกลว้ยไมท่ี้นิยมปลูก
เล้ียงเป็นการคา้ คือ สกลุหวาย แคทลียา รองเทา้นารี แอสโคเซนดา ฟาแลนนอปซิส ออนซิเดียม 
และแวนดา พื้นท่ีปลูกกลว้ยไมล้ดลงจากเหตุการณ์อุทกภยัในช่วงปลายปี 2554 เหลือ 18,550 ไร่ 
แหล่งปลูกท่ีส าคญั ไดแ้ก่ กรุงเทพมหานคร นนทบุรี นครปฐม ราชบุรี และสมุทรสาคร อยา่งไรก็
ตามในปัจจุบนัการผลิตกลว้ยไมต้ดัดอก และตน้พนัธ์ุกลว้ยไมส่้งออกเกษตรกรยงัมีปัญหาในการ
ป้องกนัก าจดัโรคและศตัรูของกลว้ยไม ้ซ่ึงเกิดจากเช้ือราและแบคทีเรียบางชนิดจึงท าใหเ้ช้ือโรค
เหล่าน้ีติดไปกบัผลผลิตท่ีส่งออกไปยงัต่างประเทศดว้ยอนัจะเกิดผลกระทบทางการคา้กบัประเทศคู่
คา้ตามมา โดยเฉพาะโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือราและแบคทีเรียท่ีมีผลกระทบโดยตรงต่อการผลิต
กลว้ยไมใ้นสภาพแวดลอ้มต่างๆ การแพร่ระบาดของโรคโดยมีความรุนแรงแตกต่างกนัไป ความ
เสียหายคิดเป็นมูลค่าปีละหลายร้อยลา้นบาท ฉะนั้นการป้องกนัก าจดัโรคพชื การเตือนการระบาด
ของโรค พร้อมทั้งแนะน าวิธีการป้องกนัก าจดั จึงเป็นส่ิงจ าเป็น เม่ือมีปัญหาจะไดป้้องกนัแกไ้ขได้
ทนัที (นิยมรัฐ, 2543)  
 

http://orchidnet.doae.go.th/home/production_detail.php?type=2&id=119
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โรคกล้วยไม้ที่เกดิจากแบคทีเรีย 
 

โรคกลว้ยไมเ้กิดจากเช้ือแบคทีเรียหลายชนิดโดยในปี ค.ศ. 1951 มีรายงานพบโรคของ
กลว้ยไมใ้นโรงเรือน รัฐแคลิฟอร์เนีย สหรัฐอเมริกา ซ่ึงพบโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียคือ เน่าเละ (soft 
rot) ในกลว้ยไมส้กลุแคทลียาซ่ึงมีสาเหตุจากเช้ือ Erwinia carotovora subsp. carotovora ลกัษณะ
อาการของโรคจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วในสภาพแวดลอ้มท่ีมีอุณหภูมิและความช้ืนสูง โดยใบกลว้ยไม้
จะแสดงอาการแผลจุดฉ ่าน ้ า แผลจะขยายขนาดอยา่งรวดเร็วและแสดงอาการเน่าทั้งใบ การควบคุม
โรคสามารถท าไดย้าก วิธีการป้องกนัท่ีดีท่ีสุดคือการท าลายเศษซากพืชท่ีเป็นโรคดว้ยวิธีการเผา
ท าลาย ต่อมาพบโรคเน่าสีน ้ าตาล (brown rot) ซ่ึงมีสาเหตุจากเช้ือ Erwinia cypripedii ในกลว้ยไม้
สกุลซิมบิเดียม ลกัษณะอาการเร่ิมแรกจะพบแผลจุดฉ ่าน ้ ามีวงสีเหลือง (halo) ลอ้มรอบ เม่ือแผล
ขยายขนาดใหญ่ข้ึน จะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเขม้และเน้ือเยือ่บริเวณกลางแผลมีลกัษณะแขง็ แผลจะ
ลุกลามไปทัว่ทั้งตน้ ท่ีอุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส และความช้ืนสูงประมาณ 70 เปอร์เซ็นต ์
จะเป็นสภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสม และนอกจากน้ียงัพบโรค Brown spot ท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ 
Phytomonas cattleyae ในกลว้ยไมส้กุลฟาแลนนอปซิส และแคทลียาดว้ย (Ark, 1951) มีรายงานการ
ตรวจพบเช้ือ Erwinia chrysanthemi อีกชนิดหน่ึงท่ีเป็นสาเหตุของโรค soft rot ท าใหก้ลว้ยไม้
สกุลฟาแลนนอปซิสและเดนโดรเบียมตายเป็นจ านวนมากในประเทศมาเลเซีย โดยเฉพาะอยา่งยิง่
กลว้ยไมส้กุล ฟาแลนนอปซิส ซ่ึงพบการเกิดโรคไดต้ั้งแต่ระยะกลา้ถึงระยะตน้โตเตม็ท่ี (Abdullah 
and Kadzimin, 1993) ส่วนเช้ือแบคทีเรีย Burkholderia gladioli ไดมี้รายงานระบาดในกลว้ยไมข้อง
รัฐฮาวายตั้งแต่ปี 2003 โดยคิดเป็นมูลค่าความเสียหายกวา่ 720.96 ลา้นบาท ลกัษณะอาการท่ีพบเร่ิม
จากแผลจุดฉ ่าน ้ าเลก็ๆ บนใบ แผลจะขยายใหญ่ข้ึนอยา่งรวดเร็ว และแสดงอาการเน่าทั้งใบ พบ
ระบาดในกลว้ยไมส้กุลเดนโดรเบียม ออนซิเดียม มิลโทเนีย และกลว้ยไมพ้นัธ์ุลูกผสมอ่ืนๆ (Keith 
et al., 2005) 
 

 ส าหรับการศึกษาโรคของกลว้ยไมท่ี้เกิดจากแบคทีเรียในประเทศไทย มีรายงานการตรวจ
พบโรคเน่าของกลว้ยไมท่ี้เกิดจากเช้ือ Pseudomonas gladioli คร้ังแรก เม่ือปี ค.ศ. 1983 พบการ
ระบาดในกลว้ยไมส้กุลเดนโดรเบียม บริเวณเขตหนองแขม กรุงเทพมหานคร ลกัษณะอาการท่ีพบ 
คือ ตน้อ่อนและใบมีลกัษณะอาการฉ ่าน ้ า แผลเน่าบนใบ มีการลุกลามอยา่งรวดเร็ว ท าใหใ้บมีสี
เหลืองหรือสีน ้าตาลเขม้ทั้งใบและร่วงหล่นจากตน้ ในขณะท่ีตน้อ่อนจะแสดงอาการเน่าทั้งตน้และ
ตายในท่ีสุด พบระบาดมากในช่วงฤดูฝน (Chuenchitt et al., 1983) นอกจากน้ีมีการพบโรคเน่าเละ 
(soft rot) ท่ีเกิดจากเช้ือ Erwinia carotovora subsp. carotovora และโรคเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ 
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Acidovorax avenae subsp. cattleyae (นิยมรัฐ, 2544) ซ่ึงต่อมามีการศึกษาโรคใบจุดแบคทีเรียของ
กลว้ยไมส้กุลแวนดา ซ่ึงการจดัจ าแนกเช้ือดว้ยวิธีการต่างๆ พบวา่โรคใบจุดดงักล่าวเกิดจากเช้ือ 
Acidovorax avenae subsp. cattleyae นอกจากน้ียงัพบโรคเน่าเละท่ีเกิดจากเช้ือ Erwinia 
chrysanthemi (ปิยรัตน์ และคณะ, 2552) 
 
โรคใบจุดสีน า้ตาลของกล้วยไม้ 
 

มีรายงานการพบโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมค้ร้ังแรก ท่ีประเทศอิตาลีโดย Pavarino เม่ือ
ปี 1911 ซ่ึงต่อมาในปี ค.ศ. 1946 Ask และ Thomas ไดร้ายงานการพบโรคใบจุดสีน ้าตาลของ
กลว้ยไม ้ในสหรัฐอเมริกา โรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้พบระบาดมากในกลว้ยไมส้กุลแคทลียา 
ฟาแลนนอปซิส แวนดา ซิมบิเดียม เดนโดรเบียม และออนซิเดียม (Willems et al., 1992) โดยเฉพาะ
ในกลว้ยไมส้กุลฟาแลนนอปซิส โดยมีสาเหตุมาจากเช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae และ
พบโรคใบจุดสีน ้าตาล ของประเทศต่างๆ เพิ่มข้ึน ไดแ้ก่ ฟิลิปปินส์ ไตห้วนั อิตาลี รัฐฟลอริดา 
สหรัฐอเมริกา โปรตุเกส เนเธอร์แลนด ์(Huang, 2008) และรัฐ New South Wales ประเทศ
ออสเตรเลีย (Stovold et al., 2001) ซ่ึงลกัษณะอาการท่ีพบเร่ิมแรกแผลจะมีอาการฉ ่าน ้ าสีเหลืองอ่อน
มีวงสีเหลืองลอ้มรอบ แลว้แผลจะมีการพฒันาขยายขนาดใหญ่ข้ึน ส่วนเน้ือเยือ่บริเวณกลางแผลมี
การยบุตวัลงไปจากผวิใบ เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลหรือสีด า มีลกัษณะแขง็ แผลมีรูปร่างไม่แน่นอน พบ
ไดท้ั้งใบแก่และใบอ่อน ระบาดรุนแรงในช่วงฤดูฝน หรือพบลกัษณะอาการอีกแบบคือ แผลสีขาว 
เป็นวงสีน ้าตาลหรือเทา ท่ีขอบแผลชั้นกลาง จะเป็นสีด าขรุขระ รูปร่างไม่แน่นอน ขอบแผลนอกสุด
มีสีเหลืองลอ้มรอบ (Divinagracia et al., 1984) เช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
สามารถเขา้สู่ใบกลว้ยไมไ้ดท้างบาดแผล (wound) ช่องเปิดธรรมชาติของใบ (hydrathods) เช้ือ
สามารถแพร่กระจายโดยกระเดน็ไปกบัน ้าท่ีใชร้ด โดยเฉพาะวิธีการใหน้ ้ าแบบเหนือทรงพุม่ 
(overhead sprinkler) จะส่งผลใหเ้ช้ือสามารถแพร่กระจายไปไดดี้ (Miller, 1990) โรคจะระบาด
รุนแรงในช่วงอุณหภูมิ 24-28 องศาเซลเซียส และท่ีความช้ืนค่อนขา้งสูง (Huang, 2008) 
 

ในประเทศไทยมีรายงานพบโรคน้ีคร้ังแรกประมาณปี 2544 เป็นโรคท่ีพบในกลว้ยไมส้กุล
แวนดาและฟาแลนนอปซิส แต่เรียกโรคน้ีวา่โรคเน่า (นิยมรัฐ, 2544) และเกษตรกรเรียกโรคใบจุด
ตากบ หรือโรคตากบ โรคใบจุดแบคทีเรียของกลว้ยไมพ้บระบาดในกลว้ยไมส้กุลแวนดา ลูกผสม
แวนดา ชา้ง และแอสโคเซนดา มีลษัณะอาการแผลจุด เป็นแอ่งตรงกลาง ขอบแผลเหลืองถึงน ้าตาล
เขม้ (ปิยรัตน์ และคณะ, 2552) 
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เช้ือสาเหตุโรคใบจุดสีน า้ตาลของกล้วยไม้ 
 

เช้ือสาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมเ้กิดจาก เช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae (Pavarino 1911) (Willems et al., 1992) 

Synonymes :   Pseudomonas cattleyae  
Phylum :  Proteobacteria 
Class :   Beta Proteobacteria 
Order :   Burkholderiales 
Family :  Comamonadaceae 
Genus :   Acidovorax (ช่ือเดิม Pseudomonas) 
Species :  avenae 
Subspecies :  cattleyae  

 
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา สรีรวิทยาและชีวเคมี ของเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 
 

พบเช้ือน้ีคร้ังแรกในประเทศอิตาลี โดย Pavarino ปี 1911 จดัเป็นเช้ือแบคทีเรียกลุ่มแอโรบิก 
(Hu et al., 2001) มีรูปร่างเป็นท่อนตรง หรือโคง้เลก็นอ้ย มีขนาด 0.2-0.8 ไมครอน x 1.0-5.0 
ไมครอน สามารถเคล่ือนท่ีได ้มีหาง (flagella) แบบ polar flagellum (1-2 เส้น) ติดสีแกรมลบ ใหผ้ล
การทดสอบ oxidase เป็นบวก ไม่สร้างเมด็สี (pigment) บนอาหาร nutrient agar สามารถเจริญไดท่ี้
อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส ไม่สร้าง fluoresce บนอาหาร King medium B เกิดปฏิกิริยา 
Hypersensitive reaction (HR) บนยาสูบ (Schaad et al., 2001) ไม่ยอ่ย gelatin ใชน้ ้ าตาล D-glucose, 
D-xylose, D-mannose, D-fuctose, D-mannitol or D-arabitol, D-sorbitol, และSucrose สามารถ 
reduce nitrate ได ้(Schaad et al., 2008) น าเช้ือท่ีแยกไดไ้ปทดสอบการเกิดโรคในกลว้ยไม ้ปรากฏ
วา่ใบกลว้ยไมแ้สดงอาการโรคภายใน 5-7 วนั (Trulillo and Hernandez, 1999) จากการศึกษาทาง
นิเวศวิทยาของเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae พบวา่จดัอยูใ่นกลุ่มเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีอาศยัในดินไดร้ะยะสั้น เช้ือแบคทีเรียสามารถอยูร่อดในเศษซากใบกลว้ยไมท่ี้เกิดโรคไดช่้วงระยะ
หน่ึง เม่ือเศษซากพืชดงักล่าวยอ่ยสลายไป เช้ือแบคทีเรียจะไม่สามารถด ารงชีวิตอยูไ่ดเ้พราะสภาพ- 
แวดลอ้มไม่เหมาะสมต่อการด ารงชีพ (นิพนธ,์ 2533) 
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การตรวจวนิิจฉัยเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคใบจุดสีน า้ตาลของกล้วยไม้ 
 

Song และ Kim (2002) ไดศึ้กษาการใชไ้พร์เมอร์ส าหรับตรวจและจ าแนกเช้ือ Acidovorax 
avenae สาเหตุโรคพืชในระดบั species, subspecies และstrain โดยใชเ้ทคนิค Bio-PCR ซ่ึงสามารถ
จดัจ าแนกเช้ือ Acidovorax ไดใ้นระดบั species  
 

ต่อมา Schaad et al. (2008) ไดเ้สนอการจดักลุ่มเช้ือ Acidovorax species ต่างๆ ใหม่ โดยใช้
การเทคนิคการทดสอบการเกิดโรคร่วมกบัเทคนิค AFLP ลกัษณะทาง Phenotype และล าดบันิวคลิ
โอไทดข์องยนี 16s rDNA ผลการทดสอบเช้ือ Acidovorax ทั้งหมด สามารถจดัแบ่งกลุ่มเช้ือได ้4 
กลุ่ม คือกลุ่ม A, B, C และ D โดยเช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae จดัอยูใ่นกลุ่ม D ซ่ึงเป็น
สายพนัธ์ุเช้ือท่ีแยกไดจ้ากกลว้ยไม ้ 
 

ปี 2009 มีรายงานการผลิตตรวจเช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae โดยวิธี DAS-
ELISA ซ่ึงใช ้polyclonal antibody ท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae มีความไว
ในการตรวจเช้ือไดถึ้ง 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ส าหรับการตรวจเช้ือจากตวัอยา่งพืชโดยตรง 
ตอ้งเจือจางน ้าคั้นพืชในอตัราส่วน 1:20 (น ้ าหนกั/ปริมาตร) ดว้ย extraction buffer แต่พบวา่
เกิดปฏิกิริยาขา้มของ antibody น้ีกบัเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli และ Acidovorax avenae 
subsp. avenae (Anonymous, 2009) 
 
 ปี 2552 ปิยรัตน์และคณะ รายงานการศึกษาโรคใบจุดแบคทีเรียของกลว้ยไมส้กุลแวนดา ซ่ึง
ไดท้  าการจดัจ าแนกเช้ือดว้ยวิธีการต่างๆ คือ การทดสอบการเกิดโรคบนกลว้ยไมส้กลุแวนดา พบวา่
หลงัการปลูกเช้ือ 5-7 วนั กลว้ยไมเ้ร่ิมแสดงอาการแผลจุดเหลือง ทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี และ
ทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ บนอาหารทดสอบ BiologTM GN2 Microplate ซ่ึงสามารถ
จ าแนกแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกลว้ยไมส้กุลแวนดา ไดเ้ป็น Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae  
 
ข้อจ ากดัของเทคนิคต่างๆ ทีใ่ช้ในการตรวจวนิิจฉัยเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคพชื 
  

จากเทคนิคต่างๆ ท่ีใชเ้พื่อตรวจเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช เช่น ใชล้กัษณะทางสัณฐาน
วิทยา เทคนิคชีวเคมี ELISA PCR และ BiologTM ซ่ึงเทคนิคดงักล่าวมีความไวในการตรวจสอบเช้ือ
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แบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั อยา่งไรกต็ามทั้ง 5 วิธี มีขอ้จ ากดัคือ การใชล้กัษณะทางสัณฐานวิทยาและ 
เทคนิคชีวเคมี เป็นวิธีการท่ีตอ้งผา่นขั้นตอนการแยกเช้ือจากตวัอยา่งพืชในหอ้งปฏิบติัการ เพื่อใหไ้ด้
เช้ือท่ีบริสุทธ์ิก่อน แลว้น าเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดไ้ปท าการทดสอบทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 
นอกจากน้ียงัมีขอ้เสียคือตอ้งอาศยัการทดสอบจ านวนมาก ใชร้ะยะเวลาในการทดสอบนาน และอาจ
ไดผ้ลแตกต่างกนัไปตามหอ้งปฏิบติัการเน่ืองจากมาตรฐานในการปฏิบติัทดสอบแตกต่างกนั (วิชยั, 
2549) ส าหรับเทคนิค ELISA ซ่ึงเป็นวิธีการทางเซรุ่มวิทยา (serology) ไดมี้การประยกุตใ์ชใ้นงาน
ดา้นโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียมาก มีความจ าเพาะเจาะจงและไดมี้การปรับปรุงเพื่อเพิ่มความไว
ใหม้ากข้ึน แต่อยา่งไรกต็ามระยะเวลาท่ีใชใ้นการตรวจแต่ละคร้ังอยา่งนอ้ย 5-6 ชัว่โมง ส่วนเทคนิค 
PCR มีขอ้จ ากดัในเร่ืองการปฏิบติังานท่ีตอ้งอาศยัผูช้  านาญการ มีขั้นตอนท่ียุง่ยากและใชเ้วลาในการ
ตรวจนาน ในปัจจุบนัไดมี้การน าเทคนิค BiologTM ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีรวบรวมการทดสอบคุณสมบติั
ทางชีวเคมีหลายชนิดไดพ้ร้อมกนัภายในคร้ังเดียว โดยน าเอาซบัเตรทเตรียมเป็นอาหารส าเร็จรูป
เคลือบลงในจานหลุม จ านวน 96 ชนิด ร่วมกบัการใชคุ้ณสมบติัการรีดิวส์ tetrazolium ซ่ึงจะให้
ผลผลิตเป็นสีม่วง และน ารูปแบบของคุณสมบติัทางชีวเคมีท่ีปรากฏเปรียบเทียบกบัรูปแบบ
คุณสมบติัทางชีวเคมี ของเช้ือแบคทีเรียตน้แบบชนิดต่างๆ (Type strain) ในฐานขอ้มูล การตรวจเช้ือ
ดว้ย BiologTM เป็นวิธีท่ีสามารถตรวจสอบผลไดอ้ยา่งง่าย รวดเร็วและใหผ้ลค่อนขา้งแม่นย  า แต่
เทคนิค BiologTM ยงัมีขอ้เสียคือในการจ าแนกแบคทีเรียดว้ยวิธีตาม BiologTM นั้นตอ้งมีการทดสอบ
พื้นฐานเพื่อใหส้ามารถจ าแนกเช้ือแบคทีเรียไดอ้ยา่งถูกตอ้งมากท่ีสุด ใชร้ะยะเวลาในการตรวจ
มากกวา่ 24 ชัว่โมง และมีค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ขั้นต ่า 1,500-2,000 บาท/ตวัอยา่ง ส าหรับปัจจุบนั
น้ีไดมี้การพฒันาชุดตรวจสอบ (detection kits) โดยน าวิธีการทางอิมมูโนวิทยามาประยกุตใ์ชร่้วมกบั
เทคนิคทางโครมาโทกราฟี (immunochomatography) ในการตรวจเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ซ่ึง
นกัวิชาการไดพ้ฒันาข้ึนใชเ้อง ไม่ตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศซ่ึงมีราคาสูง ท าใหต้รวจวินิจฉยัเช้ือ
แบคทีเรียพืชไดร้วดเร็ว มีประสิทธิภาพ และสะดวกในการใชง้าน เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชเ้ทคนิค
อ่ืนๆ ในการตรวจวินิจฉยัเช้ือโรคพืช (สุรภี และคณะ, 2551) 
 
การพฒันาเทคนิค lateral flow immunoassay (อมิมูโนสตริป) 
 

เทคนิค lateral flow immunoassay มีพื้นฐานมาจากเทคนิค latex agglutination test เร่ิม
คิดคน้พฒันาข้ึนคร้ังแรกโดย Singer and Plotz (1956) เพื่อใหเ้กิดความรวดเร็ว สะดวก ลดค่าใชจ่้าย
ในการตรวจเช้ือไวรัส ต่อมา Yallow and Berson (1959) ไดพ้ฒันาเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟี
หรือ lateral flow test ข้ึนจากพื้นฐานของ 3 เทคนิค คือ latex agglutination tests, sandwich assay 
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และโครมาโทกราฟี เพื่อใชต้รวจหา anti-insulin antibodies จากแนวคิดท่ีวา่แอนติบอดี 2 ชนิด มี
ความจ าเพาะต่ออิพิโทป (epitope) ท่ีแตกต่างกนับนแอนติเจน ดงันั้นหากน าแอนติบอดีชนิดท่ีหน่ึง
มาติดกบั solid support แลว้ เม่ือเติมตวัอยา่งท่ีมีแอนติเจนลงไป แอนติเจนดงักล่าวจะถูกจบัโดย
แอนติบอดีท่ีติดกบั solid support แอนติเจนท่ีเกาะอยูก่บัแอนติบอดีน้ีจะถูกตรวจ โดยแอนติบอดีตวั
ท่ีสองซ่ึง   ติดฉลากกบัเมด็ bead ท่ีมีขนาดต่างกนัเช่น latex bead, erythrocytes, colloidal dyes หรือ 
metal bead ท าใหส้ามารถอ่านค่าปฏิกิริยาไดจ้ากสี bead ท่ีเกิดข้ึน (Garland et al, 1986; Borque et 
al, 1995) 
 

หลกัการของเทคนิค lateral flow immunoassay คือ การน าแอนติบอดีมาติดฉลากกบั
อนุภาคสารท่ีมีสี เม่ือใหแ้อนติบอดีท่ีติดฉลากท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนท่ีจ าเพาะแลว้จะเกิดเป็น 
antigen-antibody complex โดย complex ดงักล่าวจะเคล่ือนท่ีไปบน solid support ดว้ยแรง capillary 
flow จนไปถึงต าแหน่งบน solid support ท่ีถูกเคลือบดว้ยแอนติบอดีอีกชนิดท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน
บริเวณน้ีเรียกวา่ test line ซ่ึง complex ขา้งตน้จะถูกจบัอยูท่ี่ test line เกิดใหเ้ห็นเป็นแถบสี การเกิด
แถบสีจะแปรผนัตามปริมาณแอนติเจนท่ีพบในตวัอยา่ง ซ่ึงสามารถยนืยนัความถูกตอ้งของการ
ตรวจสอบไดจ้าก complex หรือแอนติบอดีท่ีเหลือจากการจบักนัตรงต าแหน่ง test line ท่ีจะเคล่ือน
ต่อไปบน solid support จนไปถึงบริเวณท่ีเคลือบแอนติบอดีอีกชนิด (secondary antibody) เรียก
บริเวณน้ีวา่ control line ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากแอนติบอดีตวัแรกและแอนติบอดีท่ี control line น้ีจะ
ท าใหเ้กิดแถบสีอีกแถบหน่ึง (ศรีหรรษา, 2551) 
 

เทคนิค lateral flow immunoassay มีหลกัการเกิดปฏิกิริยา 2 แบบ ไดแ้ก่ (1) แบบ Double 
antibody sandwich assay (DAS) นิยมใชต้รวจแอนติเจนท่ีมีขนาดใหญ่และมี antigenic sites หลาย
ชนิด และ (2) แบบ competitive inhibition นิยมใชต้รวจแอนติเจนท่ีมีขนาดเลก็และมี antigenic 
sites เพียงหน่ึงชนิด หลกัการของวิธีน้ีคลา้ยกบัแบบ DAS แต่ท่ีแตกต่างคือ ต าแหน่งของ test line 
จะถูกเคลือบดว้ยแอนติเจนชนิดเดียวกบัท่ีตอ้งการตรวจสอบ ดงันั้นถา้ในตวัอยา่งมีแอนติเจนอยูม่าก
พอ แอนติบอดีจะจบักบัแอนติเจนจนหมด และไม่เหลือพอท่ีจะจบักบัแอนติเจนท่ี test line 
เพราะฉะนั้นต าแหน่ง test line จะไม่เกิดแถบสีใหเ้ห็น ผลท่ีอ่านไดจ้ะแปรผกผนักบัปริมาณ
แอนติเจนท่ีตรวจพบในตวัอยา่ง (Wong and Tse, 2009) 
 

โครงสร้างของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป มีส่วนประกอบส าคญัไดแ้ก่ backing pad ท า
หนา้ท่ีรองรับ (support) องคป์ระกอบต่างๆ ไดแ้ก่ sample pad, releasing pad, nitrocellulose และ 
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absorption pad ใหเ้ป็นโครงสร้างของชุดตรวจสอบท่ีสมบูรณ์ backing pad ท่ีใชส่้วนใหญ่ท ามาจาก
โพลีเอสเตอร์ (polyester) sample pad เป็นส่วนท่ีรับตวัอยา่งโดยตรง และควบคุมอตัราการไหลของ
ตวัอยา่ง nitrocellulose (NCM) ท่ีใชใ้นเทคนิค lateral flow immunoassay จะถูกออกแบบมาใหย้ดึ
เกาะกบัโปรตีน (แอนติบอดีและแอนติเจน) ไดดี้ conjugate pad เป็นส่วนท่ีแอนติบอดีติดสลากดว้ย
อนุภาคทอง (detector) เคลือบไวอ้ยู ่ท  าหนา้ท่ีเสมือนตวัส่ง detector ไปยงั test line และ control line 
และ absorptionpad (AP) มีหนา้ท่ีช่วยเพิ่มแรงดึงของแรง capillary เม่ือสารละลายเคล่ือนท่ี           
(ศรีหรรษา, 2551) 
 

เมด็สีชนิดต่างๆ ซ่ึงจะใชเ้ป็นตวับ่งช้ี (marker) การท าปฏิกิริยากนัระหวา่งแอนติเจนและ
แอนติบอดี ท่ีนิยมใชก้นัทัว่ไป คือ latex bead และ colloidial gold นอกจากน้ียงัมีสารชนิดอ่ืนเช่น  
erythrocytes, colloidial dye หรือ metal solution สารแต่ละชนิดจะมีขนาดและรูปร่างท่ีแตกต่างกนั 
ดงันั้นการเตรียมก่อนท่ีจะใช ้ตอ้งเตรียมใหมี้ขนาดและรูปร่างท่ีเหมาะสม เพราะทั้งขนาดและ
รูปร่างมีผลต่อความไวและความเฉพาะเจาะจง (Anonymous, 2008) 
 
การพฒันาเทคนิค lateral flow immunoassay กบัการตรวจเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคพชื 
 

Nader (2005) ผลิต monoclonal antibody ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือแบคทีเรีย 
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) สาเหตุโรค bacterial ring rot of potato ซ่ึง
เป็นศตัรูพืชกกักนัของสหภาพยโุรป โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชชนิดอ่ืน 
น าไปพฒันาชุดตรวจเช้ือโดยใชเ้ทคนิค lateral flow device (LFD) พบวา่ชุดตรวจเช้ือดงักล่าวมี
ความจ าเพาะเจาะจง รวดเร็ว และมีค่าความไวมากกวา่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ในการตรวจ
เช้ือ Cms เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี immunofluorescence antibody staining (IFAS) ท่ีมีค่าความไว
เท่ากบั 104  หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร และreal-time PCR  
  
 Opina and Miller (2005) น าวิธีการทางดา้นเซรุ่มวิทยา ไปใชใ้นการตรวจเช้ือ Ralstonia 
solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวของมะเขือเทศและมะเขือม่วงในประเทศฟิลิปปินส์ ซ่ึงเช้ือ              
R. solanacearum ท่ีเขา้ท าลายพืชทั้ง 2 ชนิด เป็นเช้ือสายพนัธ์ุ Race 1 ในช่วงฤดูร้อนปี 2003 ไดเ้กบ็
ตวัอยา่งมะเขือม่วงจ านวน 505 ตวัอยา่ง จากทั้งหมด 48 แปลง น ามาท าการแยกเช้ือบนอาหาร และ
ตรวจเช้ือดว้ยวิธี ELISA และ Rs Immunostrip (Agdia® , Inc., USA) ซ่ึงพบวา่ผลระหวา่งการเล้ียง
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เช้ือบนอาหาร และการท า ELISA ใหผ้ลการทดสอบเหมือนกนั 69.5% ในขณะท่ี การใชชุ้ดตรวจ Rs 
Immunostrip ใหผ้ลเหมือนกนั 91%  
 

สุรภี และคณะ (2551) รายงานการพฒันาชุดตรวจสอบส าเร็จรูปโดยวิธี Gold labeled IgG 
flow test (GLIFT) เพื่อใชต้รวจสอบเช้ือ Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวของปทุมมา ซ่ึง
เช้ือแบคทีเรียสามารถติดไปกบัส่วนขยายพนัธ์ุแฝงอยูใ่นหวัพนัธ์ุ (Latent infection) ท าใหส่้งออกหวั
พนัธ์ุปทุมมาไม่ได ้เพราะเป็นศตัรูท่ีส าคญัทางกกักนัพืชของประเทศในกลุ่มประชาคมยโุรป   กรม
วิชาการเกษตรจึงตอ้งตรวจสอบและออกใบรับรองปลอดศตัรูพืชก ากบัไปดว้ยทุกคร้ัง ดงันั้นการ
พฒันาชุดตรวจส าเร็จรูป ท าใหก้ารตรวจเช้ือ Ralstonia solanacearum ท าได ้สะดวกรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ และไดพ้ฒันาชุดตรวจส าเร็จรูป เพื่อใชต้รวจสอบเช้ือ Ralstonia solanacearum 
สาเหตุโรคเห่ียวของมนัฝร่ังดว้ย เพื่อการคดัเลือกหวัพนัธ์ุท่ีปลอดเช้ือ ในการน าไปใชเ้ป็นปลูกเป็น
ตน้พนัธ์ุต่อไป 
 

อรประไพ และคณะ (2551) รายงานการพฒันาปรับใชเ้ทคนิค Gold labeled IgG flow test 
เพื่อผลิตชุดตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเน่า (bacterial 
fruit blotch) ของพืชตระกลูแตง และเป็นเช้ือส าคญัทางกกักนัพืช ของบางประเทศ เช่น ประเทศ
ญ่ีปุ่น ดงันั้นการส่งออกเมลด็พนัธ์ุตอ้งผา่นการตรวจสอบโรค bacterial fruit blotch ท่ีเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียชนิดน้ี เน่ืองจากเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli สามารถติดไปกบัเมลด็พืชวงศแ์ตง
ได ้ดงันั้นการพฒันาน าเทคนิค Gold labeled IgG flow test มาใช ้ซ่ึงมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ 
Acidovorax avenae subsp. citrulli และมีความไวในการตรวจพบเช้ือเท่ากบั 104  หน่วยโคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ท าใหส้ามารถตรวจเช้ือไดร้วดเร็วและท าไดง่้าย น าไปใชป้ระโยชน์ในการติดตามโรคใน
แปลงปลูกก่อนการเกบ็เก่ียวเพื่อหลีกเล่ียงเช้ือการติดเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีได้



 
 

 

 

อุปกรณ์และวธีิการ 
 

1.  การเกบ็ตัวอย่างโรคใบจุดสีน า้ตาลและการแยกเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคใบจุดสีน า้ตาล 
 

เกบ็ตวัอยา่งกลว้ยไมส้กลุต่างๆ ไดแ้ก่ แวนดา มอคคาร่า ฟาแลนนอปซิส และแคทลียา ท่ี
แสดงอาการแผลจุดสีน ้าตาลบนใบ จากแหล่งปลูกกลว้ยไมใ้นพื้นท่ีจงัหวดันครปฐม สมุทรสาคร 
นนทบุรีกาญจนบุรี และราชบุรี และตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้ส่งมาตรวจท่ีคลินิกพืช ของกลุ่มวิจยัโรคพืช 
ส านกัวิจยัพฒันาการอารักขาพืช ในปี 2552-2553 

 
แยกเช้ือสาเหตุโรคจากตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เกบ็จากแหล่งต่างๆ โดยน าตวัอยา่งใบกลว้ยไมท่ี้

เกบ็มาลา้งน ้าก๊อกใหส้ะอาด ตดัส่วนของใบกลว้ยไมท่ี้แสดงอาการแผลจุด ขนาดประมาณ 0.5x0.5 
มิลลิเมตร น าไปลา้งดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 1 คร้ัง น าไปแช่แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 5 
นาที ลา้งน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ืออีก 2 คร้ัง จากนั้นน าช้ินส่วนพืชไปบดดว้ยโกร่งท่ีอบฆ่าเช้ือใหล้ะเอียด 
และเติมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือประมาณ 3 มิลลิลิตร น าไป streak บนอาหาร Wakimoto’s semisynthetic 
potato medium (PSA) บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 27 องศาเซลเซียส 2-3 วนั จากนั้นตรวจดู
ลกัษณะโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญ คดัเลือกโคโลนีใส ขนาดเลก็ กลมนูน ขอบเรียบ น าไปท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
และเกบ็รักษาเช้ือแบคทีเรียเพื่อทดสอบและจ าแนกชนิดต่อไป 
 
2.  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือ และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี  
 

น าเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งกลว้ยไม ้ท่ีเป็นเช้ือบริสุทธ์ิ ทดสอบแกรมเพื่อศึกษา
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีบนอาหารชนิดต่างๆ ดงัน้ี King’s 
medium B, Tween-80 agar, Growth at 40 องศาเซลเซียส, Levan production, Oxidase activity, 
Catalase, Arginine dihydrolase, Nitrate reduction, Urease, Hydrolysis of starch ทดสอบคุณสมบติั
ในการใชน้ ้ าตาลชนิดต่างๆ คือ L–Arabinose, D-galactose, Ribose, D-Xylose, D-glucose,             
D-Mannose, D-Fucose, Mannitol, Sorbitol, L-Threonine, Saccharose, L-Arabital, Dextrose, 
Lactose, Maltose, Adonitol, L–leucine, Propionic acid, Dextrin, D-Tryptophan (Schaad et al., 
2001) 
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3.  การทดสอบคุณสมบัติในการเกดิโรค (Pathogenicity test) 
 

พืชทดสอบ  
 
พืชทดสอบเป็นกลว้ยไมจ้ านวน 2 สกลุ ไดแ้ก่ แวนดา ฟาแลนนอปซิส พืชตระกลูแตง 

ไดแ้ก่ แตงโม (Watermelon) แตงกวา (Cucumber) ฟักทอง (pumpkin) ซูกินี (Zucchini) น ้ าเตา้ 
(gourd) และขา้ว  

 
การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

 
เตรียมสารละลายเช้ือแบคทีเรีย โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 27 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ชัว่โมง น าเช้ือมาละลายในน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ จนเป็นสารละลาย น าไปวดัค่า
การดูดกลืนคล่ืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับใหไ้ด้
ค่า OD เท่ากบั 0.2 (1.6x108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร)  
 
  การปลูกเช้ือลงพืชทดสอบในเรือนทดลอง 
 

การทดสอบคุณสมบติัในการเกิดโรค ท าการปลูกเช้ือลงพืชโดยใชเ้ขม็ท าใหเ้กิดแผล 
(pricking method) ท่ีผวิใบพืช แลว้หยดสารละลายเช้ือแบคทีเรียบนแผล ในชุดควบคุม (Control) จะ
หยดน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ หลงัการปลูกเช้ือแลว้จะใชถุ้งพลาสติกพน่น ้าละอองฝอย ไปคลุมตน้พืชทุกตน้เพือ่
เพิ่มความช้ืน โดยใชถุ้งพลาสติก 1 ถุงต่อ 1 ตน้ คลุมไวเ้ป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้จึงน าถุงพลาสติก
ดงักล่าวออก บนัทึกผลการเกิดโรค 7 วนัหลงัจากปลูกเช้ือ 
 
4.   การตรวจเช้ือด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 

เล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากกลว้ยไมท่ี้เป็นโรคบนอาหาร PSA เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้
ลูปเข่ียเช้ือแบคทีเรียเพียงเลก็นอ้ยใส่ในหลอด microtube ท่ีมีน ้ า 100 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ช้ือกระจาย
ในน ้าใช ้3 ไมโครลิตรของสารละลายเช้ือ ในการท าปฏิกิริยาเทคนิคพีซีอาร์ ซ่ึงประกอบดว้ย 1X 
PCR beffer MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร์ dNTP 0.2 มิลลิโมลาร์ ของคู่ไพร์เมอร์ และTaq DNA 
polymerase 0.1 หน่วย ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยใชคู่้ไพร์เมอร์ในการตรวจยนี 16S-
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23S rDNA ไดแ้ก่ คู่ไพร์-เมอร์ SEQ ID NO: 1 (5'-GTCGGTGCTAACGACATGG-3') และ SEQ ID 
NO: 2 (5'AGACATCTCCG CTTTCTTTCAA -3') (Song and Kim, 2002) ชนิดละ 4 พิโคโมลาร์ 
โดยใชร้อบการท าปฏิกิริยา ดงัน้ี denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที Annealing 
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และFinal 
extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 30 รอบ  
  
 ตรวจสอบ PCR product ดว้ย gel electrophoresis โดยใช ้agarose 1.0 เปอร์เซ็นต ์ใช้
กระแสไฟฟ้าความต่างศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที ยอ้มดว้ย ethydium bromide solution 
(EtBr) ตรวจสอบแถบดีเอน็เอภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต 
 
5.  การจ าแนกเช้ือแบคทีเรียอย่างรวดเร็วด้วยระบบ Biolog TM  โดยการใช้แหล่งคาร์บอนเป็นสาร
สับสเตรท จ านวน 95 ชนิด (Biolog GN microplate) 
 

น าเช้ือแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบเล้ียงบนอาหาร NA ใหเ้ป็นโคโลนีเด่ียว ยอ้มสีแกรม 
(Gram stain) เพื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือแบคทีเรีย ตรวจสอบปฏิกิริยา oxidase ดว้ยแผน่
ตรวจสอบ ส าเร็จรูป Bactident® Oxidase (Merck, Germany) และตรวจสอบการเจริญบนอาหาร 
Triple sugar iron ท่ีเตรียมเป็นอาหารเอียงในหลอดทดลอง เพื่อตรวจสอบการใชน้ ้ าตาลสามชนิด 
ไดแ้ก่ กลูโคส แลคโตส และซูโคส การสร้างแก๊สจากการใชน้ ้ าตาล และการสร้าง Hydrogen sulfide 
จากการใช ้ferrous sulfate โดยท าการแทงเช้ือลงในหลอดอาหารประมาณสามส่วนส่ีของความลึก
ของอาหาร และเข่ียเช้ือบนผวิ หนา้อาหารเอียง ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงลกัษณะและสีของอาหาร
ในส่วนอาหารเอียง และ ส่วนอาหารท่ีต ่ากวา่ส่วนเอียง ในช่วง 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

เตรียมสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย โดยเล้ียงเช้ือบนอาหาร NA ใหเ้ป็นโคโลนีเด่ียว แลว้
น ามาทดสอบตามค าแนะน าของบริษทั ดงัรายละเอียดโดยยอ่ น าเช้ือแบคทีเรียมาเพิ่มปริมาณบน
อาหาร BUGTM Agar เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เตรียมสารแขวนลอยเช้ือในสารละลาย inoculation fluid 
(0.4 เปอร์เซ็นต ์NaCl, 0.03 เปอร์เซ็นต ์Pluronic F-68, 0.02 เปอร์เซ็นต ์gellan gum) ท่ีมี 5 โมลาร์ 
Sodium thioglycolate น าไปวดัการส่องผา่น ของแสง (Transmittance; T) ดว้ยเคร่ือง BiologTM 
turbidimeter ใหไ้ด ้53 เปอร์เซ็นต ์T (±2) (enteric bacteria) น าสารแขวนลอยท่ีไดใ้ส่ลงในหลุม 
BiologTM GN micro plate ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 4-24 ชัว่โมง วดัผลทุกๆ 1 ชัว่โมง โดยน ามาอ่านค่าดว้ยเคร่ือง Microlog TM System ท่ีความ
ยาวคล่ืนแสง 590 นาโนเมตร เปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัฐานขอ้มูล (วิชยั, 2549) 
 
6.  การผลติโพลโีคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae  
 
 เตรียมแอนติเจนของเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ในรูปของ membrane protein complex 
(MPC) ดดัแปลงจากวิธีของ Yakrus และ Schaad (1979) โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. 
cattleyae ในอาหาร 523 medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
16-24 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็น inoculum น า inoculum เช้ือไปท า Gram’s stain เพื่อตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิ ปลูก inoculum บริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว 523 medium 1 ลิตร ในอตัราส่วน 1:100 บ่มเช้ือ
บนเคร่ืองเขยา่ท่ีช่วงอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชัว่โมง ป่ันตกตะกอนเซลลเ์ช้ือ
แบคทีเรียท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลา้งตะกอน
เช้ือดว้ย 0.85 เปอร์เซ็นต ์sodium chloride (NaCl) โดยป่ันตกตะกอนเช้ือแบคทีเรียท่ีความเร็วรอบ 
8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท าใหเ้ซลลเ์ช้ือแบคทีเรียแตกโดยการ
เติม 0.2 โมลาร์ lithium chloride (LiCl) ลงในตะกอนเซลลป์ริมาตร 200 มิลลิลิตรต่อตะกอนเช้ือ 10 
กรัม ใส่ sterile glass beads (ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 3 มิลลิลิตร) วางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 
รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แยก glass beads ออกโดยการกรองผา่น
กระดาษกรองท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ป่ันเซลลแ์ขวนลอยเพื่อแยกตะกอนเซลลข์องเช้ือแบคทีเรียออก
จาก MPC ท่ีความเร็วรอบ 16,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 40 นาที ท้ิงตะกอนเซลล ์น าส่วนใสมาป่ัน
เหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 40,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 70 นาที ละลายตะกอนดว้ยน ้าน่ึงฆ่าเช้ือแลว้
น าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอน MPC ท่ีความเร็วรอบ  40,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 70 นาที จากนั้นละลาย
ตะกอนดว้ย 1x PBS buffer ท่ีเติม 0.02 เปอร์เซ็นต ์sodium azide (NaN3) เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 2-5 
องศาเซลเซียส วดัความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวิธี Bradford (Bradford, 1976) และปรับความเขม้ขน้
ของโปรตีนเป็น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 

น ากระต่ายพนัธ์ุ White New Zealand อาย ุ3 เดือน มีน ้ าหนกัประมาณ 2-3 กิโลกรัม เป็น
สัตวท์ดลอง เจาะเลือดจากเส้นเลือดท่ีใบหูในสปัดาห์แรกเพื่อใชเ้ป็นเซรุ่มปกติ (normal serum; Ns) 
แลว้ฉีดกระตุน้ดว้ย MPC ผสม Complete Freund’s Adjuvant ในอตัรา 1:1 ในสปัดาห์ท่ีสอง ในคร้ัง
ต่อๆ ไป ผสม MPC กบั Incomplete Freund’s Adjuvant แทน ดว้ยวิธีการฉีดเขา้ทางใตผ้วิหนงั 
(subcutaneous injection; SC) 2-3 ต าแหน่ง ฉีดกระตุน้แบบสปัดาห์เวน้สปัดาห์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
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ปริมาตร 500 ไมโครกรัมต่อคร้ัง เกบ็เลือดกระต่ายท่ีใบหูในสปัดาห์ท่ี 5 เป็นตน้ไป โดยเจาะเลือด
กระต่ายจากเส้นเลือดท่ีใบหูลงในบีกเกอร์ท่ีสะอาด น าเลือดกระต่ายท่ีเจาะไดม้าตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง
จนกระทัง่เลือดแขง็ตวั ใชเ้ขม็เข่ียฆ่าเช้ือเข่ียขอบบีกเกอร์ใหเ้ลือดหลุดจากขอบบีกเกอร์ เกบ็ไวใ้น
ตูเ้ยน็ท่ี 4 องศาเซลเซียส ท้ิงไวข้า้มคืน ดูดส่วนน ้าใสน าไปป่ันตกตะกอนเมด็เลือดท่ีความเร็วรอบ 
10000 g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าเซรุ่มท่ีไดแ้บ่งเกบ็ใส่ขวด เติม NaN3 ใหค้วาม
เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.02 เปอร์เซ็นต ์เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (รัชนี, 2549) เพื่อใชใ้นการ
ทดลองต่อไป 

 
 6.1  การตรวจค่าไตเตอร์ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae  

 
 ตรวจหาค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีดว้ยวิธี indirect ELISA ดดัแปลงวิธีของ รัชนี 

(2549) โดยน าสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.2 (1.6x108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร) ส าหรับเคลือบในหลุม ELISA plate 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยมีตวัควบคุมเปรียบเทียบลบ (Negative control) เป็นหลุมท่ีเคลือบดว้ย 
1x PBS pH 7.4 น าไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท้ิงไวข้า้มคืน ลา้งดว้ย PBST (Phosphate 
buffer+0.05% Tween 20) หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 คร้ัง นานคร้ังละ 3 นาที เติม blocking 
solution (PBS+2% skim milk) หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชัว่โมง จากนั้นเติม PAb ท่ีไดท้  าการเจือจางแบบ 2 เท่า เป็นล าดบั (two fold serial dilution) ใน 1x 
PBS เร่ิมจากความเขม้ขน้ 1:1000 จนถึง 1:128000 โดยมีตวัควบคุม (negative control) คือ normal 
serum เจือจาง 1:1000 ใน 1x PBS น าไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย 
PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 คร้ัง นานคร้ังละ 3 นาที เติม Goat anti-rabbit IgG 
conjugated with alkaline phosphates ท่ีเจือจางใน PBST  อตัราส่วน 1 : 1000 หลุมละ 200 
ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBST หลุมละ 200 
ไมโครลิตร จ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที แลว้เจือจางสาร PNPP ใน substrate buffer อตัราส่วน 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 
และ 60 นาที เม่ือครบเวลาดงักล่าววดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง ( Optical  density ; OD ) ดว้ยเคร่ือง 
ELISA reader (Multiscan EX, Lab system, Finland) ท่ีความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร  
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 6.2  การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae 
 
   เตรียมเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ A. avenae subsp. cattleyae, A. avenae subsp. 
citrulli, Bukhoderia gladioli pv. gladioli, Erwinia carotovora subsp. carotovora, E. chrysanthemi, 
Pantoea sp., Xanthomonas campestris pv campestris, Ralstonia solanacearum และเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีตรวจพบบนผวิใบกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั จ านวน 7 ชนิด ท าการเล้ียงเช้ือบน
อาหาร NA เม่ือครบ 24 ชัว่โมง น าเช้ือมาเจือจางดว้ย 1x PBS ใหมี้ปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 108 หน่วย
โคโลนีต่อมิลลิลิตร น าไปทดสอบดว้ยเทคนิค indirect ELISA โดยมีตวัควบคุมเปรียบเทียบลบ 
(Negative control) เป็นหลุมท่ีเคลือบดว้ย 1x PBS และท าปฏิกิริยากบั PAb ใน 1x PBS ท่ีค่าการเจือ
จาง 1:1000  

 
6.3  การทดสอบความ ไว (sensitivity) ของโพลีโคลนอลแอนติบอดี ต่อเช้ือ A. avenae 

subsp. cattleyae  
 

  เตรียมเซลลแ์ขวนลอยของเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ใหมี้ปริมาณเช้ือแบคทีเรีย
เร่ิมตน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร แลว้เจือจางเซลลแ์บคทีเรียใน 1x PBS คร้ังละ 10 เท่า ใหมี้
ความเขม้ขน้เท่ากบั 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 101 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
ส าหรับเคลือบในหลุม ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร เพื่อทดสอบกบั PAb ดว้ยเทคนิค 
indirect ELISA ตามวิธีขอ้ 6.3.1 โดยมีตวัควบคุม (Negative control) เป็นหลุมท่ีเคลือบดว้ย 1x PBS 
และท าปฏิกิริยากบั PAb ใน 1x PBS ท่ีค่าการเจือจาง 1:1000  
 
7.  การพฒันาชุดตรวจสอบด้วยเทคนิค lateral flow immunoassay (อมิมูโนสตริป) 
 

การเตรียมชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป ดดัแปลงตามวิธีการท่ีสุรภีและคณะ (2551) ได้
พฒันาข้ึนมีขั้นตอนดงัน้ี 
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7.1  การเตรียมแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ 
 

น า PAb-Aact 1 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 9 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ กวนดว้ย 
magnetic stirrer ชา้ๆ เติม saturated ammonium sulfate 10 มิลลิลิตร ทีละหยดขณะกวนดว้ย 
magnetic stirrer บ่มไว ้30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง น าไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนโปรตีนของ IgG ท่ี
ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาที ดูดส่วนใสท้ิง ละลายตะกอน
โปรตีนดว้ย 0.5xPBS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลว้ dialyse ใน 0.5x PBS นาน 4 ชัว่โมง 3 คร้ัง จากนั้น
แยกแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธี Affinity column chromatography โดยน าสารละลาย IgG ท่ีไดจ้าก
การท า dialyse ผา่นลงในคอลมัน์ โดยใช ้recProtein A affinity column chromatography (Zymed-
Invitrogen, USA) จากนั้นลา้งโปรตีนอ่ืนๆ ออกจากคอลมัน์ดว้ย 20 มิลลิโมลาร์ sodium phosphate 
buffer, pH 7.0 ปริมาตร 10 เท่า ของปริมาตรคอลมัน์ และชะ (elute) IgG ออกจากคอลมัน์ดว้ย 0.1 
โมลาร์ Glycine-HCl pH 2.7 เกบ็สารละลายแอนติบอดีท่ีผา่นคอลมัน์ fraction ละ 1 มิลลิลิตร โดยใช้
หลอดทดลองท่ีมี 2 โมลาร์ Tris, pH 8.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพื่อปรับ pH ของแอนติบอดีใหเ้ป็น
กลาง ค านวณความเขม้ขน้ของ IgG ตามสูตร 

 O.D.280/1.4 =     มิลลิกรัม IgG/มิลลิลิตร 
   (ค่า Absorbance coefficient ของ IgG ของกระต่ายเท่ากบั 1.4)   

 
 7.1.1  การทดสอบหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิในการท าปฏิกิริยาเช้ือ  
A. avenae subsp. cattleyae  
 
   ตรวจหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินดว้ยวิธี indirect ELISA ตามวิธีขอ้ 
6.3.1 โดยเจือจางอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ เร่ิมจาก 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากบัเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร 
โดยมีอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัม/มิลิลิตร ท าปฏิกิริยากบั PBS เป็น negative 
control 
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 7.1.2  การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay 
(DIBA)  
  
  ทดสอบคุณภาพของ IgG ในการท าปฏิกิริยากบัเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 
โดยวิธี DIBA โดยบดตวัอยา่งใบกลว้ยไมท่ี้เป็นโรคใบจุดสีน ้าตาลท่ีเกิดจากเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae ใหล้ะเอียดในถุงพลาสติกดว้ย Sample buffer (extraction buffer: PBST+1% PVP) ใน
อตัรา 1:10 (ตวัอยา่งพืช : บฟัเฟอร์) เตรียมน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติเช่นเดียวกนั และเตรียมเซลล์
แขวนลอยของเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร น าน ้ าคั้น
พืชและเซลลแ์ขวนลอยเช้ือมาหยดลงบนแผน่ NCM ปริมาตร 25 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นน าแผน่ 
NCM ท่ีหยดตวัอยา่งแลว้แช่ลงในกล่องท่ีมี blocking solution (2% skim milk) เป็นเวลา 30 นาที 
หลงัจากครบเวลาแลว้ ยา้ยแผน่ NCM ไปแช่สารละลาย IgG ท่ีเจือจาง 1:500 ใน TBS เขยา่นาน 30 
นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ลา้งดว้ย TBST 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที จากนั้นน าแผน่ NCM มาแช่ใน GAR เจือจาง 
1:5,000 ใน TBS บ่มนาน 30 นาที ลา้ง 3 คร้ัง ตรวจสอบปฏิกิริยาดว้ย BCIP/NP หยดุปฏิกิริยาดว้ยน ้า
กลัน่เม่ือสงัเกตเห็นปฏิกิริยาชดัเจน 

 
7.1.3  การติดฉลากแอนติบอดีดว้ยอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG)   

 
 การติดฉลากอนุภาคทองกบั IgG ใชอ้นุภาคทองขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 40 นา
โนเมตร (Biodot, USA) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม IgG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร กวนดว้ย magnetic stirrer นาน 45 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต ์Bovine Serum Albumin 
กวนต่ออีก 45 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนท่ี 12,000g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสท้ิง 
ละลายตะกอนดว้ย gold diluted buffer pH 7.4 ใหมี้ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมน ้าตาลซูโครส 20 
เปอร์เซ็นต ์เกบ็ IgG ท่ีติดฉลากดว้ยอนุภาคทองท่ี 4 องศาเซลเซียส 

 
7.1.4  การหาความเขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate 

release pad  
   

การติดฉลากอนุภาคทองกบั IgG ใชอ้นุภาคทองขนาด 40 nm ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เติม IgG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กวนดว้ย magnetic 
stirrer นาน 45 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต ์Bovine Serum Albumin (BSA) กวนต่ออีก 45 นาที น าไป
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หมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนท่ี 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสท้ิง ละลายตะกอนดว้ย gold 
diluted buffer pH 7.4 ใหมี้ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นเจือจางอนุภาคทองใน gold diluted 
buffer แบบ 2 เท่า อีก 2 ความเจือจางคือ 1:2 (0.3 เท่า) และ 1:4 (0.6 เท่า) เติมน ้าตาลซูโครส 20 
เปอร์เซ็นต ์เกบ็ IgG ท่ีติดฉลากดว้ยอนุภาคทองท่ี 4 องศาเซลเซียส น าไประบายลงบนแผน่ 
Conjugate release pad (CRP) ประกอบเป็นชุดตรวจสอบ เปรียบเทียบความเขม้สีบนเส้น control 
line  
 

7.2  การเตรียมชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

การเตรียมแผน่ conjugate release pad (CRP) 
 

 น าแผน่ Conjugate release pad ตดัใหมี้ขนาด กวา้งประมาณ 0.8-1.0 เซนติเมตร ยาว
ประมาณ 15-18 เซนติเมตร (ข้ึนกบัขนาดของ Backing pad ท่ีเลือกใช)้ ใชพู้ก่นัเบอร์ 0 จุ่ม gold 
conjugated IgG ป้ายลงบนแผน่ CRP ตรงก่ึงกลางแผน่ โดยใช ้Gold conjugated IgG ประมาณ 90 
ไมโครลิตร/15 เซนติเมตร คิดเป็นอตัรา 5 ไมโครลิตร/เซนติเมตร น าไปอบแหง้ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  

 
การท าเส้น test line และ control line 

 
ใชแ้ผน่ไนโตรเซลลูโลส (NCM) วสัดุท่ีใชเ้ป็น S&S-AE 99 size 8 ไมโครโมลาร์ มี

ความกวา้ง 2.5 เซนติเมตร ตดัใหมี้ความยาว 18 เซนติเมตร ตามขนาดของ backing pad ใชดิ้นสอท า
เคร่ืองหมายดา้นบนแผน่ และเคร่ืองหมายต าแหน่งเสน้ control line ท่ีจะอยูห่่างจากริมบนของแผน่ 
NCM 1 เซนติเมตร และเสน้ test line อยูถ่ดัลงมาจากเสน้ control line 0.5 เซนติเมตร ใช้
ปากกาหมึกซึม (ขนาด 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ่ม Anti-rabbit IgG ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 1:3 จ านวน 40 
ไมโครลิตร/แผน่ ใชไ้มบ้รรทดัวางใหเ้ป็นแนวเสน้ตรง แตะปากกาแลว้ลากเส้นจากดา้นซา้ยไป
ทางขวาเพียงเบาๆ เป็นเสน้ control line และใชป้ากกาหมึกซึมดา้มใหม่ จุ่มซบั IgG (เขม้ขน้ 1 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จ านวน 40 ไมโครลิตรต่อแผน่ ปฏิบติัเช่นเดียวกบัท าเสน้ control line เป็น
เส้น test line น าไปอบแหง้ 2 ชัว่โมงท่ี 37 องศาเซลเซียส 
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การประกอบเป็นชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

วางแผน่เมมเบรนท่ีมี test line และ control line ลงในช่องท่ีก าหนดบนแผน่พลาสติก
กาวรองพื้น (plastic backing polyester) ท่ีมีขนาด 6x18 เซนติเมตร วางแผน่ CRP ใหเ้กยทบัแผน่เมม
เบรน ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร วางแผน่ใยแกว้รับตวัอยา่งน ้าคั้นพืช (sample pad) เกยทบั CRP 1-2 
มิลลิเมตร และวางแผน่กระดาษซบัชนิดหนา (wicking paper) เกยทบัดา้นบนของแผน่เมมเบรน 1-2 
มิลลิเมตร ตดัชุดท่ีประกอบเสร็จแลว้ออกเป็นเสน้ท่ีมีความกวา้งเท่ากบั 0.4 เซนติเมตร บรรจุลงใน
ตลบัพลาสติก การเกบ็ชุดตรวจไวใ้นระยะยาวตอ้งเกบ็ในถุงอลูมินมัฟอยด ์ท่ีปิดสนิทเพื่อป้องกนั
ความช้ืน 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
ภาพที ่1  แผนผงัการประกอบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป  
 
8.  การศึกษาชนิดของ Sample buffer ทีเ่หมาะสมในการบดตัวอย่างเพือ่ใช้ทดสอบชุดตรวจอมิมูโน
สตริป 

 
ทดสอบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปกบับฟัเฟอร์ท่ีแตกต่างกนั 10 ชนิด โดยบดตวัอยา่งพืช

ทดสอบคือใบกลว้ยไมป้กติ และใบกลว้ยไมท่ี้ติดเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae อตัราส่วน 1 กรัม

Wicking pad 

Nitrocellulos membrane  

Conjugate pad  
Sample pad  
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ต่อบฟัเฟอร์ 10 มิลลิลิตร ในบฟัเฟอร์ 10 ชนิด คือ 1x TBS pH 7.4, 1x TBST pH 7.4, 1x PBS pH 
7.4, 1x PBST pH 7.4, 10 มิลลิโมลาร์phosphate buffer pH 7.4, 10 มิลลิโมลาร์ phosphate buffer + 
0.05% Tween 20 pH 7.4, DOA Extraction buffer pH 7.5, DOA Extraction buffer2 pH 8.6, DOA 
Extraction buffer pH 5.6 (สุรภี และคณะ, 2551) และ BIOREBA general extraction buffer pH 7.4 
จุ่มชุดตรวจสอบในน ้าคั้นพืช ตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากน ้าคั้นในบฟัเฟอร์แต่ละชนิด คดัเลือก
บฟัเฟอร์ท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยาชดัเจนบน control line และไม่ท าใหเ้กิด false positive บน test line  
 
9.  การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอมิมูโนสตริป 

 
การเตรียมตวัอยา่งกลว้ยไมส้ าหรับทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

  เกบ็ตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้แสดงอาการใบจุดสีน ้าตาลจากแปลงปลูกกลว้ยไม ้และตวัอยา่ง
กลว้ยไมท่ี้แสดงอาการใบจุดสีน ้าตาลท่ีไดจ้ากการปลูกเช้ือ ลา้งท าความสะอาดตวัอยา่งดว้ยน ้าไหล
ผา่น ตดัแบ่งตวัอยา่งพืชบริเวณท่ีแสดงอาการออกเป็น 2 ส่วน ใหมี้ขนาดช้ินละ 1 กรัม น าช้ินพืชไป
บดในสารละลายบฟัเฟอร์ (DOA Extraction buffer pH 5.6) อตัราส่วน 1 กรัม/10 มิลลิลิตร เพื่อ
เตรียมน าไปทดสอบกบัชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป และบดช้ินพืชในน ้าน่ึงฆ่า อตัราส่วน 1 กรัม/10 
มิลลิลิตร ส าหรับน าไปตรวจสอบปริมาณเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae  บนอาหาร PSA  
 

9.1  การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
   
ทดสอบความจ าเพาะกบัเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ 

  
 เตรียมเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ A. avenae subsp. cattleyae, A. avenae subsp. 
citrulli, Bukhoderia gladioli pv. gladioli, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia 
chrysanthemi, Pantoea sp., Xanthomonas campestris pv campestris, Ralstonia solanacearum และ
เช้ือแบคทีเรียท่ีตรวจพบบนผวิใบกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั จ านวน 7 ชนิด ท่ีเป็นเช้ือ
บริสุทธ์ิน ามาละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ ใหมี้ปริมาณเช้ือ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมี 
สารละลายบฟัเฟอร์ เป็น negative control จากนั้นหยดสารละลายเช้ือแต่ละชนิด ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงบน SAP ของชุดตรวจสอบแต่ละชุด อ่านผลเม่ือเห็นปฏิกิริยาชดัเจน เปรียบเทียบกบั
ปฏิกิริยาท่ีไดจ้ากการหยดน ้าคั้นปกติ และเปรียบเทียบกบัวิธีการ indirect ELISA   
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 ทดสอบความจ าเพาะกบัตวัอยา่งกลว้ยไม ้
 

          เตรียมตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้ไดจ้ากการปลูกเช้ือ และตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เกบ็จากแปลง 
ตามวิธีการเตรียมตวัอยา่งกลว้ยไมส้ าหรับทดสอบชุดตรวจอิมมูโนสตริปขา้งตน้ โดยมีสารละลาย
บฟัเฟอร์ เป็น negative control จากนั้นหยดสารละลายเช้ือแต่ละชนิด ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลง
บน SAP ของชุดตรวจสอบแต่ละอนั อ่านผลเม่ือเห็นปฏิกิริยาชดัเจน เปรียบเทียบกบัปฏิกิริยาท่ีได้
จากการหยดน ้าคั้นปกติ และเปรียบเทียบกบัวิธีการ indirect ELISA โดยเคลือบหลุม ELISA ดว้ยน ้า
คั้นใบกลว้ยไม ้น าไปท าปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 
อ่านค่าปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  
 

9.2  การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

การทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae บริสุทธ์ิ 
 
ทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจเช้ือ A. avenae subsp. 

cattleyae บริสุทธ์ิ โดยเจือจางสารละลายเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ในสารละลาย
บฟัเฟอร์ คร้ังละ 10 เท่า ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 101 หน่วย
โคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมีสารละลายบฟัเฟอร์ และน ้าน่ึงฆ่าเช้ือเป็น negative control หยด
สารละลายเช้ือแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนชุดตรวจสอบ ดูปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน 
เปรียบเทียบกบัการทดสอบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae บริสุทธ์ิท่ีผสมในน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติ
ใหมี้ความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางแบบ 10 เท่า เหมือนขา้งตน้ และ
เปรียบเทียบกบัวิธีการ indirect ELISA โดยเคลือบหลุม ELISA ดว้ยเช้ือบริสุทธ์ิและเช้ือบริสุทธ์ิท่ี
ผสมในน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติ น าไปท าปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae 
subsp. cattleyae อ่านค่าปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  

 
การทดสอบความไวในการตรวจตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เป็นโรค 

   
เตรียมตวัอยา่งพืชตามวิธีการเตรียมตวัอยา่งกลว้ยไม ้ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพ

ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปขา้งตน้ เจือจาง 1:10, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000 และ 1:2000 
ทดสอบน ้าคั้นพืชแต่ละความเจือจางกบัชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยมีน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติ
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และบฟัเฟอร์เป็น negative control แลว้ตรวจผลของการเกิดปฏิกิริยา เปรียบเทียบกบัวิธีการ indirect 
ELISA โดยเคลือบหลุม ELISA ดว้ยน ้าคั้นตวัอยา่งใบกลว้ยไมต้ามค่าความเจือจางขา้งตน้ น าไปท า
ปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae อ่านค่าปฏิกิริยาท่ีความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร 



 
 

 

 

   ผลและวจิารณ์ 
 

1.  การเกบ็ตัวอย่างโรคใบจุดสีน า้ตาลและการแยกเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคใบจุดสีน า้ตาล 
 

เกบ็ตวัอยา่งกลว้ยไมส้กุลแวนดา ฟาแลนนอปซิส และแคทลียา ท่ีแสดงอาการลกัษณะ
อาการใบจุดสีน ้าตาล เน้ือเยือ่บริเวณกลางแผลมีการยบุตวัลงไปจากผวิใบ มีสีน ้ าตาลหรือสีด า มี
ลกัษณะแขง็ แผลมีรูปร่างไม่แน่นอน และมีวงสีเหลือง (halo) ลอ้มรอบ อาจจะพบลกัษณะอาการอีก
แบบคือ แผลสีขาว เป็นวงสีน ้าตาลหรือเทา ท่ีขอบแผลชั้นกลาง จะเป็นสีด าขรุขระ รูปร่างไม่
แน่นอน ขอบแผลนอกสุดมีสีเหลืองลอ้มรอบ (ภาพท่ี 2) และอาการท่ีมีลกัษณะคลา้ยหรือใกลเ้คียง
กบัอาการใบจุดสีน ้าตาล ซ่ึงไดต้วัอยา่งกลว้ยไมท่ี้น ามาแยกเช้ือทั้งหมดจ านวน 53 ตวัอยา่ง จากการ
แยกเช้ือบนอาหาร Wakimoto’s medium ไดค้ดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีกลมนูน เลก็ สีขาว
ขุ่น ขอบเรียบ (ภาพท่ี 3) ซ่ึงมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
สายพนัธ์ุเปรียบเทียบซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จากกลุ่มงานบกัเตรีวิทยา กรมวิชาการเกษตร โดย
แยกเช้ือสาเหตุไดจ้  านวน 10 ไอโซเลท จากกลว้ยไมส้กุลแวนดา และฟาแลนนอปซิส ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 1 รวมทั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี  

 
จากรายงานของปิยรัตน์ และคณะ (2552) ไดอ้ธิบายถึงลกัษณะอาการใบจุดสีน ้าตาลของ

กลว้ยไมใ้นระยะเร่ิมแรกพบแผลจุดเลก็สีครีมอมเหลืองหรือแผลจุดสีเขียวอ่อน กลางแผลมีลกัษณะ
เน้ือเยือ่ท่ียบุตวัเป็นแอ่ง ขอบแผลสีเขม้ และวงนอกสุดลอ้มรอบดว้ย halo สีเหลืองหรือสีเขียวอ่อน 
โดยมากพบบริเวณใบยอด หรือใบอ่อน ต่อมาอาการพฒันา มีลกัษณะแผลค่อนขา้งกลม กลางแผลสี
น ้าตาลอ่อนหรือเขม้ ขอบแผลเป็นวงสีน ้าตาลเขม้ กลางแผลมีลกัษณะเน่ือเยือ่ท่ีแหง้ยบุตวัเป็นแอ่ง 
ลอ้มรอบดว้ย halo สีเหลือง จากการแยกเช้ือบนอาหาร Wakimoto’s medium แบคทีเรียเจริญหลงับ่ม
เช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง ประมาณ 36-48 ชัว่โมง มีลกัษณะโคโลนีกลมสีขาวใส ขอบเรียบ ซ่ึงพบวา่
ลกัษณะอาการใบจุดของกลว้ยไมท่ี้ไดท้  าการเกบ็ตวัอยา่ง และน ามาแยกเช้ือในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่
ลกัษณะอาการ รวมถึงลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดบ้นอาหาร Wakimoto’s medium 
ตรงกบัท่ีเคยรายงานไว ้และสอดคลอ้งกบัรายงานของ Miller (1990) ท่ีไดร้ายงานการพบโรคใบจุด
สีน ้าตาลของกลว้ยไมใ้นสกลุแคทลียา ซิมบิเดียม เดนโดรเบียม ออนซิเดียม และแวนดา ซ่ึงลกัษณะ
อาการเร่ิมแรกจะพบจุดฉ ่าน ้ าบนใบก่อน หลงัจากนั้นแผลจะแหง้และแขง็กลายเป็นสีน ้าตาลหรือด า 
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ภาพที ่2  ลกัษณะอาการโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมท่ี้พบในแปลงปลูก 

 ก-ค ลกัษณะอาการใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมส้กลุฟาแลนนอปซิส 
 ง-ฉ ลกัษณะอาการใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมส้กลุแวนดา  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3  ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากอาการใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้ 
  บนอาหาร Wakimoto’s medium 

 
 
 
 
 

ค ข ก 

ง จ ฉ 
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ตารางที ่1  แหล่งท่ีมาของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลทต่างๆ ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งโรคใบจุดของกลว้ยไม ้
 

          Isolate                                          Host                                           Location collected                                    
1. Van-N 1        แวนดา   อ.สามพราน  จ.นครปฐม 
2. Van-N 2     แวนดา   อ.สามพราน  จ.นครปฐม 
3. Van-N 3     แวนดา   อ.สามพราน  จ.นครปฐม 
4. Van-N 4     แวนดา   อ.สามพราน  จ.นครปฐม 
5. Van-R 5     แวนดา   อ.ด าเนินสะดวก จ.ราชบุรี 
6. Van-R 6     แวนดา   อ.ด าเนินสะดวก จ.ราชบุรี 
7. Van-S 7      แวนดา   อ.บา้นแพว้  จ.สมุทรสาคร 
8. Pal-R 3            ฟาแลนนอปซิส               อ.ด าเนินสะดวก จ.ราชบุรี 
9. Pal-N 1           ฟาแลนนอปซิส               อ.สามพราน  จ.นครปฐม 
10. Pal-N 2            ฟาแลนนอปซิส               อ. ก าแพงแสน  จ.นครปฐม 
11. A. avenae subsp.                แวนดา                                         กรมวิชาการเกษตร 
     cattleyae (Aacat)                   
12. A. avenae subsp.             แคนตาลูป                                      กรมวิชาการเกษตร  
      citrulli (Aac)                                                                      
13. Burkholderia gladioli          แวนดา                                       กรมวิชาการเกษตร           
        pv. gladioli (Burk)                               

 
2.  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือ และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี  

 
ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีของเช้ือท่ีแยกไดจ้าก

ตวัอยา่งกลว้ยไมจ้ านวน 10 ไอโซเลท พบวา่ติดสีแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ มีรูปร่างเป็นท่อนตรง(rod 
shape) ไม่สร้างเมด็สี (pigment) บน King’s medium B สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 41 องศา
เซลเซียส สามารถเคล่ือนท่ีได ้เช้ือไม่สามารถยอ่ย gelatin ได ้สามารถยอ่ยแป้งได ้เช้ือมีการสร้าง
เอนไซม ์oxidase, catalase และ urease ซ่ึงสามารถเปล่ียน urea กลายเป็นแอมโมเนียได ้สามารถ
เปล่ียน NO3 เป็น NO2 ได ้เช้ือไม่สร้าง levan sucrose (poly-fructose) ซ่ึงเป็นสาร extracellular 
capsular substance ของตวัเช้ือแบคทีเรีย เช้ือมี lipolytic activity เปล่ียน Tween-80 เป็นผลึกสีขาว
ของสบู่ (soap bubble) โดยการสร้างผลึกสีขาวทึบแสงกระจายตามรอยท่ีลากเช้ือไว ้บนอาหาร 
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Tween-80 agar เช้ือสามารถสร้าง ammonia จาก arginine ในสภาพ anaerobe และเปล่ียนอาหารให้
เป็นด่าง (ภาพท่ี 4) จากการทดสอบการใชน้ ้ าตาล (Utilization of carbohydrates) พบวา่เช้ือทั้งหมด
สามารถใชน้ ้ าตาล L–Arabinose D-galactose Ribose D-glucose Mannitol Sorbitol L-Arabitol 
Dextrose L–leucine Propionic acid D-Tryptophan D-Fructose ไม่สามารถใชน้ ้ าตาล Sucrose  
D-Xylose D-fucose L-Threonine Adonitol Dextrin mannose และ maltose ได ้(ตารางท่ี 2) 
 

จากการศึกษาของ Schaad et al. (2001) พบวา่เช้ือ A. avenae subsp. cattleyae สายพนัธ์ุ 
FC 507 (ICPB) สาเหตุโรคในกลว้ยไมส้กุลฟาแลนนอปซิส สามารถใชน้ ้ าตาล D-glucose               
D-mannitol D-sorbitol sodium citrate adipate D-mannose citraconate D-arabitol ethanolamine 
ethanol L-arabinose ducitol galactose glycerol lactose sucrose ไม่ใชน้ ้ าตาล D-fucose เม่ือน ามา
เปรียบเทียบกบัเช้ือท่ีแยกไดท้ั้ง 10 ไอโซเลท กพ็บวา่มีปฏิกิริยาเหมือนกบัปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากเช้ือ 
A. avenae subsp. cattleyae สายพนัธ์ุ FC 507 (ICPB)  

 
จากการศึกษาของ Schaad et al. (2001) พบวา่การท่ีเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae สาย

พนัธ์ุ FC 507 (ICPB) ใช ้sodium citrate มีความแตกต่างกบัเช้ือ A. avenae subsp. oryzae การใช้
น ้ าตาล D-mannitol มีความแตกต่างจากเช้ือ A. avenae subsp. citrulli เช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae สามารถใชน้ ้ าตาล D-arabitol ได ้ในขณะท่ีเช้ือ A. avenae subsp. avenae และ A. avenae 
subsp. oryzae ไม่ใชน้ ้ าตาลชนิดน้ี แต่เช้ือ A. avenae subsp. avenae สามารถใชน้ ้ าตาล maltose ได ้
ในขณะท่ีเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ไม่ใชน้ ้ าตาลชนิดน้ี เช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ไม่
สามารถยอ่ย gelatin ได ้แต่เช้ือ A. avenae subsp. avenae A. avenae subsp. citrulli และ A. avenae 
subsp. oryzae สามารถยอ่ย gelatin ได ้เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัเช้ือท่ีแยกไดท้ั้ง 10 ไอโซเลท พบวา่
มีปฏิกิริยาเหมือนกบัปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae สายพนัธ์ุ FC 507 (ICPB) 
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ภาพที ่4  ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบติัทางชีวเคมี 
 ก) เซลลเ์ช้ือแบคทีเรียท่ียอ้มสีแบบแกรม 
 ข-ค) การทดสอบ Lipolytic activity บนอาหาร Tween-80 agar 
 ง) การทดสอบ Levan formation 
 จ) การทดสอบการสร้างเมด็สี fluorescent บนอาหาร King’s medium B agar 
 ฉ) การทดสอบเช้ือบนอาหาร YDC 
 ช) การทดสอบการสร้างเอนไซม ์catalase 

ซ) การทดสอบการสร้าง Nitrite (1) เช้ือท่ีแยกไดจ้ากกลว้ยไม ้(2) เช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae (3) เช้ือ Burkholderia gladioli pv. gladioli 
ฆ) การทดสอบ Arginine Dihydrolase (1) ไม่มีเช้ือ (2) เช้ือ Burkholderia gladioli pv.  
gladioli (3) เช้ือ A. avenae subsp. cattleyae (4) เช้ือท่ีแยกไดจ้ากกลว้ยไม ้
 
 
 

ข ก ค 

ง จ ฉ 

ช ซ ฆ 

   1                2               3    1             2           3           4             5 
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ตารางที่ 2  ผลการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลทต่างๆ 
 

Properties 
unknown 

Aac2/ Burk3/ Va
n-N

 1 
Va

n-N
 2 

Va
n-N

 3 

Va
n-N

 4 

Va
n-R

 5 

Va
n-R

 6 

Va
n-S

 7 

Pa
l-R

 3 

Pa
l-N

 1 

Pa
l-N

 2 

Aacat1/ 

Gram reaction N N N N N N N N N N N                N N 

Fluorescence on KB - - - - - - - - - - - - - 

Tween 80 + + + + + + + + + + + + - 

Growth at 41 °C + + + + + + + + + + + + + 

Levan production - - - - - - - - - - - - - 

Oxidase activity + + + + + + + + + + + + + 

Catalase + + + + + + + + + + + + + 

Arginine dihydrolase - + + - + - + - + - + - - 

Nitrate reduction + + + + + + + + + + + - - 

Urease + + + + + + + + + + + + - 

Gelatin Hydrolysis - - - - - - - - - - - + + 

Hydrolysis of starch + + + + + + + + + + + + - 

Salt tolerance 1.5%  + + + + + + + + + + + + + 

Salt tolerance 3.0 % + + + + + + + + + + + + + 

Salt tolerance 5.0 % - - - - - - - - - - - - - 

Salt tolerance 7.0 % - - - - - - - - - - - - - 

Utilization of : 
 

             

Sucrose - - - - - - - - - - - - - 

D-Xylose - - - - - - - - - - - - + 

Dextrose + + + + + + + + + + + + + 

Sorbitol + + + + + + + + + + + - + 

D-Galactose + + + + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + + - + 

L–Arabinose + + + + + + + + + + + + + 

d–Arabitol + + + + + + + + + + + - + 

Adonitol - - - - - - - - - - - - + 

Propionic acid + + + + + + + + + + 
 

+            -            - 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 
 

 
1/= A. avenae subsp. cattleyae  (กรมวิชาการเกษตร) 
2/= A. avenae subsp. citrulli  (กรมวิชาการเกษตร) 
3/= Burkholderia gladioli pv. gladioli  (กรมวิชาการเกษตร) 
N = Gram negative 
+ = Positive   
-  = Negative 
 
3.  การทดสอบคุณสมบัติในการเกดิโรค (Pathogenicity test) 

 
 จากการทดสอบการเกิดโรคบนพืชทดสอบชนิดต่างๆ พบวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้าก
อาการใบจุดสีน ้าตาล ทั้ง 10 ไอโซเลท และเช้ือ A. avenae subsp cattleyae หลงัจากท าการปลูกเช้ือ 
5 วนั กลว้ยไมท้ั้ง 2 สกลุเร่ิมแสดงอาการแผลจุดเหลืองขนาดเลก็ และแผลจะเร่ิมมีการพฒันาชดัเจน
ข้ึน จนกระทัง่เน้ือเยือ่บริเวณกลางแผลมีการยบุตวัลงไปจากผวิใบ มีสีน ้ าตาลหรือสีด า มีลกัษณะ
แขง็ และมีวงสีเหลือง (halo) ลอ้มรอบ หลงัจากปลูกเช้ือประมาณ 2 สัปดาห์ ซ่ึงมีลกัษณะอาการ
คลา้ยกบัอาการโรคใบจุดสีน ้าตาลท่ีเกบ็มาจากแปลงปลูกกลว้ยไม ้(ภาพท่ี 5) ในขณะท่ีเช้ือ A. 

Properties 
unknown 

Aac2/ Burk3/ Va
n-N

 1 
Va

n-N
 2 

Va
n-N

 3 

Va
n-N

 4 

Va
n-R

 5 

Va
n-R

 6 

Va
n-S

 7 

Pa
l-R

 3 

Pa
l-N

 1 

Pa
l-N

 2 

Aacat1/ 

Ribose + + + + + + + + + +       +                 + + 

D-glucose + + + + + + + + + +       +                 + + 

Maltose  - - - - - - - - - - - - - 

Dextrin - - - - - - - - - - - - + 

D-Tryptophan + + + + + + + + + + + + + 

D-Mannose - - - - - - - - - - - - + 

D-Fucose - - - - - - - - - - - - - 

D-Fructose + + + + + + + + + + + + + 

L-Threonine - - - - - - - - - - - - - 
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avenae subsp citrulli ไม่ก่อใหเ้กิดโรคบนกลว้ยไมท้ั้ง 2 สกลุ การทดสอบกบัพืชตระกลูแตง ไดแ้ก่ 
แตงโม (Watermelon) แตงกวา (Cucumber) ฟักทอง (pumpkin) ซูกินี (Zucchini) น ้ าเตา้ (gourd) 
พบวา่ท่ีท าการปลูกเช้ือดว้ย A. avenae subsp citrulli พืชตระกลูแตงจะแสดงอาการแผลฉ ่าน ้ าบนใบ
เล้ียงหลงัจากท าการปลูกเช้ือ 3-5 วนั โดยแผลฉ ่าน ้ าจะแผไ่ปตามความยาวของเสน้ใบ และจะ
กลายเป็นแผลแหง้ ในขณะท่ีเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ั้ง 10 ไอโซเลท และเช้ือ A. avenae subsp 
cattleyae ไม่ก่อใหเ้กิดโรคบนพืชตระกลูแตงทั้ง 5 ชนิด ส าหรับการทดสอบในขา้ว พบวา่เช้ือทั้ง 10 
ไอโซเลทท่ีแยกได ้เช้ือ A. avenae subsp cattleyae และ A. avenae subsp citrulli ไม่ก่อใหเ้กิดโรคใน
ขา้ว  
 
 จากการศึกษาการทดสอบการเกิดโรคของเช้ือ A. avenae subsp cattleyae โดย Schaad et 
al. (2008) พบวา่เช้ือ A. avenae subsp citrulli ทุกสายพนัธ์ุก่อใหเ้กิดโรคในพืชตระกลูแตง แต่ไม่ก่อ
โรคในขา้วโพดและกลว้ยไม ้ในขณะท่ีเช้ือ A. avenae subsp cattleyae ก่อใหเ้กิดโรคในกลว้ยไม ้2 
สกลุ คือ ฟาแลนนอปซิสและแคทลียา แต่ไม่เกิดโรคในกลว้ยไมส้กลุเดนโดรเบียม ซ่ึงจะแสดง
ลกัษณะแผลจุดฉ ่าน ้ าหลงัท าการปลูกเช้ือ 7-10 วนั และเน้ือเยือ่ใบจะค่อยๆ เป็นสีน ้าตาล หลงัจาก 
14-21 วนั เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัผลการทดลองของเช้ือท่ีแยกไดท้ั้ง 10 ไอโซเลท พบวา่เช้ือท่ีแยก
ไดท้ั้ง 10 ไอโซเลท ไม่ก่อใหเ้กิดโรคในพืชตระกลูแตงและขา้ว แต่ก่อใหเ้กิดโรคในกลว้ยไมส้กลุ
แวนดาและฟาแลนนอปซิส ในขณะท่ีเช้ือ A. avenae subsp citrulli (กรมวิชาการเกษตร) ก่อใหเ้กิด
โรคเฉพาะในพืชตระกลูแตงเท่านั้น ไม่ก่อใหเ้กิดโรคในขา้ว และกลว้ยไมท้ั้ง 2 สกุล ซ่ึงผลการ
ทดสอบในคร้ังน้ีพบวา่เช้ือท่ีแยกไดท้ั้ง 10 ไอโซเลท มีคุณสมบติัสอดคลอ้งกบัเช้ือ A. avenae subsp 
cattleyae ท่ี Schaad และคณะ (2008) ไดร้ายงานไว ้
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ภาพที ่5  การทดสอบคุณสมบติัในการเกิดโรค (Pathogenicity test) 
  ก-ค) ลกัษณะอาการใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมส้กลุแวนดา 
         ง-ฉ) ลกัษณะอาการใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมส้กลุฟาแลนนอปซิส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค 

ง 

ก ข 

จ ฉ 
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ตารางที่ 3  ผลทดสอบคุณสมบติัในการเกิดโรค (Pathogenicity test) ของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท
ต่างๆ 

 

1/= A. avenae subsp. cattleyae  (กรมวิชาการเกษตร) 
2/= A. avenae subsp. citrulli  (กรมวิชาการเกษตร) 
3/= Burkholderia  gladioli pv. gladioli  (กรมวิชาการเกษตร) 
4/= กลว้ยไมแ้สดงอาการเน่าสีน ้ าตาลท่ีเกิดจากเช้ือ Burkholderia  gladioli pv. gladioli   
+ = Positive   
-  = Negative 
 
4.  การตรวจเช้ือแบคทีเรียด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 
 จากการน าเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งกลว้ยไม ้มาตรวจดว้ยเทคนิค PCR โดยใชคู่้ 
primer SEQ ID NO: 1 และ SEQ ID NO: 2 ผลการตรวจพบวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่ง
กลว้ยไมท้ั้ง 10 ไอโซเลท รวมถึงเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae (กรมวิชาการเกษตร) และเช้ือ A. 
avenae subsp. citrulli (กรมวิชาการเกษตร) แสดงแถบดีเอน็เอขนาด 550 bp ซ่ึงเป็นขนาดจ าเพาะ

  พืชทดสอบ 

unknown 

Aac2/ 
 
Burk3/ Va

n-N
 1 

Va
n-N

 2 

Va
n-N

 3 

Va
n-N

 4 

Va
n-R

 5 

Va
n-R

 6 

Va
n-S

 7 

Pa
l-R

 3 

Pa
l-N

 1 

Pa
l-N

 2 

 Aacat1/ 
กลว้ยไม ้             
   แวนดา + + + + + + + + + + + - +/4 
   ฟาแลนนอปซิส + + + + + + + + + + + - +/4 
พืชตระกลูแตง              
   แตงโม - - - - - - - - - - - + - 
   แตงกวา - - - - - - - - - - - + - 
   ฟักทอง - - - - - - - - - - - + - 
  ซูกินี - - - - - - - - - - - + - 
  น ้าเตา้ - - - - - - - - - - - + - 
   บวบ - - - - - - - - - - - + - 

- ขา้ว - - - - - - - - - - - - 
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  M     1      2      3      4     5      6      7     8      9    10    11   12    13   14    M 

ของยนี 16S-23S rDNA (ภาพท่ี 6) ซ่ึงจากผลการตรวจพบวา่คู่ไพร์เมอร์  SEQ ID NO: 1 และ SEQ 
ID NO: 2 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของทั้งเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae และ A. avenae subsp. 
citrulli ได ้ดงันั้นไพร์เมอร์คู่น้ีเหมาะสมใชใ้นการตรวจสอบเช้ือ A. avenae ได ้
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่6  ผลการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรียดว้ยเทคนิค PCR ตรวจสอบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดด้ว้ย

เทคนิคเจลอิเลค็โตรโฟรีซีส  
   1-10) เช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากอาการใบจุดของกลว้ยไมจ้  านวน 10 ไอโซเลท 
   11) เช้ือ Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
   12) เช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli 
   14) ตวัอยา่งควบคุมลบ (non-DNA template; water) 
 
5.  การจ าแนกเช้ือแบคทีเรียอย่างรวดเร็วด้วยระบบ Biolog TM  โดยการใช้แหล่งคาร์บอนเป็นสาร

สับสเตรท จ านวน 95 ชนิด (Biolog GN microplate)  
 
จากการทดสอบการใชค้าร์บอนท่ีแตกต่างกนัจ านวน 95  ชนิดบนอาหารทดสอบ Biolog TM 

GN2 แบคทีเรียใหผ้ลบวกในการใชค้าร์บอน ไดแ้ก่ Glycogen, Tween 40, Tween 80, L-arainose,  
D-Arabitol, D-Fructose, D-Galactose, D-Mannitol, D-Psicose, D-Sorbitol, Pyruvic acid methyl 
ester, Succinic acid mono methyl ester, Acetic acid, Cis-Aconitic acid, D-Gluconic acid,               
ß-Hydroxy- butyric acid, ∞-Keto glutaric acid, L-Lactic acid, Propionic acid, Quinic acid, 
Sebacic acid, Succinic acid, Succinamic acid, L-Alaninamide, L-Alanine, L-Asparagine, L-
Aspartic acid, L-Glutamic acid, L-Leucine, L-Proline, L-Pyroglutamic acid, L-Serine, 2-

550 bp 
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Aminoethanol, และGlycerol สามารถจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม้
ไอโซเลท Van-N 3 เป็น A. avenae subsp. cattleyae ดว้ยค่า similarity 0.815 และค่า probability 100 
เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 7)  

 

 
ภาพที ่7  แสดงผลการตรวจจ าแนกเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี BiologTM system ซ่ึงเป็นการใชส้ับสเตรท  

ของเช้ือจ านวน 95 ชนิด โดยเปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัฐานขอ้มูลในโปรแกรม แสดงผลวา่
เช้ือสาเหตุโรคใบจุดกลว้ยไมเ้กิดจากเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 

 
6.  การผลติโพลโีคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae  
  

การตรวจค่าไตเตอร์ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 
 

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ในกระต่ายโดยใช้
แอนติเจนจาก Membrane protein complex (MPC) บริสุทธ์ิของเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ได้
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ท าการเกบ็แอนติซีรัมจ านวน 9 คร้ัง จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี 
indirect ELISA พบวา่ค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมท่ีผลิตไดมี้ค่าไตเตอร์ระหวา่ง 1,000 - 128,000 
(ตารางท่ี 3) โดยแอนติซีรัมท่ีเจาะในคร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2 มีค่าเพียง 1:1,000 คร้ังท่ี 3และคร้ังท่ี 4 มี
ค่าเพิ่มข้ึนจาก 2 คร้ังแรก เป็น 1:8,000 คร้ังท่ี 5 และคร้ังท่ี 6 มีค่า 1:32,000 ในขณะท่ีการเจาะในคร้ัง
ท่ี 7 และคร้ัง 8 ไดแ้อนติซีรัมท่ีมีค่าไตเตอร์สูงถึง 1:128,000 (ตารางท่ี 4) เน่ืองจากแอนติเจนท่ีฉีดเขา้
ไปในกระต่ายเร่ิมเขา้ไปกระตุน้ใหก้ระต่ายผลิตแอนติบอดีในร่างกาย ท าใหค่้าไตเตอร์ของการเจาะ
เลือดคร้ังแรกๆ มีค่าต ่า เม่ือเจาะในคร้ังท่ี 5 และ 6 กระต่ายไดผ้ลิตแอนติบอดีข้ึนมาสูงข้ึน และใน
คร้ังท่ี 7และ 8 ไดผ้ลิตแอนติบอดีข้ึนมาสูงสุด (ประพนัธ์ และคณะ, 2527) ในขณะท่ีค่าไตเตอร์เร่ิม
ลดลงในการเจาะเลือดคร้ังท่ี 9 มีค่า 1:64,000 ดงันั้นจึงเลือก ใชแ้อนติซีรัมคร้ังท่ี 7 และคร้ังท่ี 8 
ส าหรับเตรียม IgG บริสุทธ์ิต่อไป และเม่ือทดสอบค่าเจือจางของแอนติบอดี พบวา่ท่ีค่าเจือจางระดบั 
1:1000 สามารถตรวจสอบเช้ือไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (ตารางท่ี 5) 
 
 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่ อเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae 
 
 จากการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดก้บัเช้ือแบคทีเรีย
ชนิดต่างๆ โดยวิธี indirect ELISA พบวา่ โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไ้ม่ท าปฏิกิริยากบัเช้ือ
แบคทีเรีย Bukhoderia gladioli pv. gladioli, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia 
chrysanthemi, Pantoea sp., Xanthomonas campestris pv campestris, Ralstonia solanacearum และ
เช้ือแบคทีเรียท่ีตรวจพบบนผวิใบกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั จ านวน 7 ชนิด ใหค่้า 
O.D. ท่ี 405 นาโนเมตรเป็นลบ แต่ท าปฏิกิริยากบัแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli เช้ือสาเหตุโรค
ผลเน่าของพืชตระกลูแตง (Bacterial fuit blotch disease) โดยมีค่า O.D. ท่ี 405 นาโนเมตร ใกลเ้คียง
กบัแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียทั้งสองชนิดอยูใ่น genus และ 
species เดียวกนัมีความใกลชิ้ดกนัมาก ต่างกนัเฉพาะ subsp. ท่ีเก่ียวขอ้งกบัพืชอาศยั โดยแบคทีเรีย   
A. avenae subsp. citrulli  พบเฉพาะในพืชตระกลูแตงเท่านั้นไม่พบในกลว้ยไม ้แบคทีเรีย A. 
avenae subsp. cattleyae  พบเฉพาะในกลว้ยไมเ้ท่านั้น ดงันั้นโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจึ้งมี
ความจ าเพาะเจาะจงกบัแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ในการตรวจสอบในเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคในกลว้ยไม ้(ตารางท่ี 6) 
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การทดสอบความไว (sensitivity) ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae  
   

เม่ือทดสอบความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัมต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ในการ
ตรวจหาแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae พบวา่แอนติซีรัมท่ีผลิตไดส้ามารถตรวจสอบเช้ือไดท่ี้
ปริมาณต ่าสุด 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ดว้ยวิธี indirect ELISA มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 
0.531 (ตารางท่ี 7) ซ่ึงโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตไดส่้วนใหญ่ เม่ือน าไปใช้
ตรวจสอบเช้ือดว้ยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยา พบวา่จะสามารถตรวจเช้ือแบคทีเรียไดท่ี้ปริมาณเซลล์
แบคทีเรียต ่าสุดท่ี 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร (sensitivity) ซ่ึงเฉล่ียจากปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ี
สามารถตรวจไดด้ว้ยวิธี fluorescent-antibody technique และELISA (Goto, 1992) ดงันั้นโพลี
โคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ท่ีผลิตไดจ้ากการทดลองน้ี มีความไวอยูใ่น
ระดบัท่ีสามารถน ามาใชต้รวจเช้ือแบคทีเรียได ้
 
ตารางที ่4  ค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae  
 

  
 /1 ค่าไตเตอร์ตรวจสอบดว้ยวิธี indirect ELISA โดยเจือจางแอนติซีรัมแบบ 2 เท่า และใหท้ าปฏิกิริยา
กบัสบัสเตรตเป็นเวลา 45 นาที 

แอนติซีรัมคร้ังท่ี ไตเตอร์ ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร/1 

1 1,000 0.98 
2 1,000 1.17 
3 8,000 1.36 
4 8,000 1.416 
5 32,000 

32,000 
1.366 

6 1.374 
7 128,000 1.546 
8 128,000 1.511 
9 64,000 1.412 
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ตารางที่ 5  ผลการทดสอบค่าไตเตอร์ของโพลีโคลนอลแอนติบอดี คร้ังท่ี 7 ในการท าปฏิกิริยากบั
เช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ท่ีบริสุทธ์ิ และ MPC ของเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae ดว้ยเทคนิค indirect ELISA 

 

     
/1 ค่าไตเตอร์ตรวจสอบดว้ยวิธี indirect ELISA โดยเจือจางแอนติซีรัมแบบ 2 เท่า และใหท้ าปฏิกิริยา
กบัสบัสเตรตเป็นเวลา 45 นาที 

 /2 สารแขวนลอยเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ท่ีค่าการเจือจาง 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าการเจือจาง
แอนติบอดี 

ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร/1 
 

เช้ือ  A. avenae 
subsp. cattleyae/2 

MPC 
(1mg/ml) PBS pH 7.4 

 
Normal serum 

1:1,000 3.235 3.282 0.199 0.286 
1:2,000 3.2 3.257 0.23 0.276 

1:4,000 3.074 3.158 0.198 0.259 
1:8,000 2.965 2.97 0.196 0.264 

1:16,000 2.802 2.788 0.209 0.246 
1:32,000 2.425 2.493 0.176 0.252 

1:64,000 1.891 1.824 0.193 0.252 
1:128,000 1.329 1.361 0.188 0.232 

1:256,000 0.931 0.957 0.193 0.231 
1:512,000 0.663 0.695 0.198 0.249 
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ตารางที่ 6  ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ  
 Acidovorax avenae subsp. cattleyae ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 

ชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบ 
ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสง

ท่ี 405 นาโนเมตร/1 

Acidovorax avenae subsp. cattleyae 3.197 

Acidovorax avenae subsp. citrulli 3.168 

Bukhoderia gladioli 0.151 

Erwinia carotovora subsp. carotovora 0.360 

Erwinia chrysanthemi   0.331 

Pantoea sp.  0.383 

Xanthomonas campestris pv. campestris 0.316 

Ralstonia solanacearum 0.282 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้1 0.215 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้2 0.176 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้3 0.203 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้4 0.158 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้5 0.153 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้6 0.156 

แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้7 0.157 
  

PBS pH 7.4 0.164 

Normal serum 0.327 
 

/1  ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีไดค้  านวณจาก 3 ซ ้ า ภายหลงัเติมซบัสเตรท 45 นาที เม่ือใช ้PAb ท่ี 
เจือจางใน PBS pH 7.4 อตัราส่วน 1:1,000 
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ตารางที่ 7  ผลการทดสอบความไวของโพลีโคลนอลในการท าปฏิกิริยากบัเช้ือ Acidovorax avenae 
subsp. cattleyae บริสุทธิดว้ยเทคนิค indirect ELISA 

 
       เช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 

         (หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร) 
         ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  
                 405 นาโนเมตร/1 

                          108                       3.269  (+) 

                          107                       2.646  (+) 
                          106                       1.800  (+) 

                          105                       0.978  (+) 
                          104                       0.531  (+) 

                          103                       0.324  (-) 
                          102                       0.213  (-) 
                          10 
                       PBS 

                      0.194  (-) 
                      0.164  (-)          

 
/1 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีไดค้  านวณจาก 3 ซ ้ า ภายหลงัเติมซบัสเตรท 45 นาที เม่ือใช ้PAb 
 ท่ีเจือจางใน PBS pH 7.4 อตัราส่วน 1:1,000 
 
7.  การพฒันาชุดตรวจสอบด้วยเทคนิค lateral flow immunoassay (อมิมูโนสตริป) 

  
  7.1  การเตรียมแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ 

  
 การเตรียม IgG บริสุทธ์ิจากโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae โดยใชแ้อนติซีรัมคร้ังท่ี 7 ท่ีผา่นการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตและท า 
dialyse แลว้ น าสารละลาย IgG ท่ีไดจ้ากการท า dialyse ผา่นลงในคอลมัน์ โดยใช ้recProtein A 
affinity column chromatography เกบ็ fraction ไดจ้  านวน 20 fraction น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
280 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer และค านวณหาความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีได ้(ตาราง
ท่ี 7) ปรับความเขม้ขน้ของ IgG ใหมี้ค่า O.D. เท่ากบั 1.4 เพื่อใหมี้ปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ก่อนน าไปติดฉลากกบัสารละลาย Colloidal gold เช่นเดียวกบัการผลิตชุด GLIFT ของ 
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Ralstonia solanacearum ซ่ึงปรับความเขม้ขน้ของ IgG ต่อเช้ือ Ralstonia solanacearum ใหมี้ค่า 
O.D. เท่ากบั 1.4 เพื่อใหมี้ปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ก่อนน าไปติดฉลากกบัสารละลาย 
Colloidal gold (สุรภี และคณะ,  2551) จากรายงานการพฒันาชุดตรวจแบบ Immunochromato-
graphic strip test ส าหรับตรวจสอบเช้ือ Acidovorax avenae subsp. citrulli ซ่ึงใชโ้มโนโคลนอล
แอนติบอดีในการพฒันาเป็นชุดตรวจ พบวา่ความเขม้ขน้ของ IgG บริสุทธ์ิ ท่ีเหมาะ สม ต่อการ
น าไปติดฉลากกบัสารละลาย colloidal gold คือ อตัรา 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (อรประไพ และคณะ,  
2551) 
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ตารางที ่8  การแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิจากโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae ดว้ยวิธี recProtein A affinity column chromatography  

 

Fraction/1 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

280 นาโนเมตร 
ความเขม้ขน้ของโปรตีน/2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

W1 0.003 0.0021 
W2 0.010 0.007 
W3 0.038 0.027 
W4 0.973 0.695 
W5 2.483 1.774 
E1 2.500 1.786 
E2 2.696 1.883 
E3 2.708 1.934 
E4 2.762 1.972 
E5 2.797 1.998 
E6 2.257 1.612 
E7 2.079 1.485 
E8 2.036 1.454 
E9 0.860 0.614 
E10 0.637 0.455 
E11 0.472 0.337 
E12 0.350 0.250 
E13 0.234 0.167 
E14 0.166 0.119 
E15 0.170 0.121 

 
/1W   fraction ท่ีเกบ็จากการลา้งคอลมัน์ดว้ย washing buffer 
E   fraction  
 /2ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีค านวณจากสูตร O.D. 280/1.4 
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  7.1.1  การทดสอบหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิในการท าปฏิกิริยาเช้ือ 
A. avenae subsp. cattleyae  
  

 จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินดว้ยวิธี indirect ELISA โดย
เจือจางอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ เร่ิมจาก 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ท า
ปฏิกิริยากบัเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร พบวา่อิมม-ู
โนโกลบูลินบริสุทธ์ิท่ีเจือจาง 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร สามารถท าปฏิกิริยากบัเช้ือ A. avenae subsp. 
cattleyae ความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตรได ้มีค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 
เท่ากบั 1.469 โดยไม่มีปฏิกิริยาขา้มกบัน ้าคั้นพืชปกติ 
 
  7.1.2  การทดสอบคุณภาพภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding 
assay (DIBA)  
   
 หลงัจากปรับความเขม้ขน้ของอิมมูโนโกลบูลินใหเ้ป็น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรแลว้ น าไปทดสอบคุณภาพดว้ยวิธี DIBA พบวา่อิมมูโนโกลบูลินท าปฏิกิริยากบัน ้าคั้น
ตวัอยา่งใบ-กลว้ยไมท่ี้มีอาการใบจุดสีน ้าตาลและแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ท่ีความ
เขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ซ่ึงใหผ้ลของปฏิกิริยาเป็นสีม่วง และพบวา่อิมมูโนโกลบูลิน
ไม่ท าปฏิกิริยากบัน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติ เม่ือเจือจางเป็น 1:500 (ภาพท่ี 8) ซ่ึงใหผ้ลตรงกบัรายงาน
การผลิตชุด GLIFT ของ Ralstonia solanacearum (สุรภี และคณะ, 2551) เม่ือทดสอบคุณภาพดว้ย
วิธี Dot- immunobinding assay (DIBA) แลว้พบวา่ IgG ท่ีเจือจาง 1:500 ใหป้ฏิกิริยาเป็นบวกสีชมพ ู
สามารถน าไปผลิตชุด GLIFT kit ได ้ส่วน control ไม่มีปฏิกิริยา  
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        ก     ข 
 
ภาพที ่8  การทดสอบคุณภาพภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  
   ก) แผนผงัการทดลอง ก าหนดให ้
   TBS Tris-saline buffer 
   H  ใบกลว้ยไมป้กติ 
   D  ใบกลว้ยไมเ้ป็นโรค 
   P  เช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae   
  ข)  ผลการท าปฏิกิริยาของอิมมูโนโกลบูลิน จุดสีม่วงแสดงผลการตรวจท่ีใหผ้ลเป็นบวก 
 
   7.1.3  การติดฉลากแอนติบอดีดว้ยอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG) 

 
สารละลาย Gold conjugated IgG ท่ีมีค่า O.D. เท่ากบั 0.5 ท่ีช่วงคล่ืนแสง 540 

นาโนเมตร แสดงการเกิดปฏิกิริยาชดัเจนบน test line และ control line มีสีม่วงคมชดั จึงเป็นความ
เขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad (CRP) ส าหรับการ
พฒันาชุดตรวจอิมมูโนสตริปส าหรับตรวจแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae จากรายงานการ
พฒันาชุดตรวจไวรัส TMV ในพืช (Byzova et al., 2008) พบวา่อตัราท่ีของ Gold conjugated IgG ท่ี
มีค่า O.D. เท่ากบั 2.0 ท่ีช่วงคล่ืนแสง 520 นาโนเมตร แสดงการเกิดปฏิกิริยาชดัเจนบน test line และ 
control line ในขณะท่ีสารละลาย Gold conjugated IgG ท่ีมีค่า O.D. เท่ากบั 0.5 ท่ีช่วงคล่ืนแสง 540 
นาโนเมตร มีความเหมาะสมในการะบายลงบน Conjugate release pad (CRP) ส าหรับการผลิตชุด 
GLIFT ของ Ralstonia solanacearum ซ่ึงจะแสดงการเกิดปฏิกิริยาชดัเจนบน test line และ control 
line มีสีม่วงคมชดั (สุรภี และคณะ, 2551) 

 
 
 
 

TBS H D P 

TBS H D P 
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  7.1.4  การหาความเขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate 
release pad  
   
 เม่ือน าสารละลาย Gold conjugated IgG ท่ีมีค่า O.D. เท่ากบั 0.5 ท่ีช่วงคล่ืน
แสง 540 นาโนเมตร มาเจือจางแบบ 2 เท่า อีก 2 ความเจือจางคือ 1:2 และ 1:4 แลว้น าไประบายลง
บนแผน่ CRP จากผลการทดลองพบวา่ Gold conjugated IgG ท่ีมีค่า O.D. เท่ากบั 0.5 ท่ีช่วงคล่ืนแสง 
540 นาโนเมตร จะเกิดปฏิกิริยาเป็นสีม่วงชดัเจนบน test line และ control line ในขณะท่ี Gold 
conjugated IgG ท่ีท าการเจือจาง 1:2 และ1:4 จะเกิดปฏิกิริยาสีชมพคู่อนขา้งชดัเจนบน test line แต่
จะเกิดปฏิกิริยาเป็นสีชมพอู่อนไม่ชดัเจนบน control line (ภาพท่ี 9) ซ่ึงจากผลการทดลองขา้งตน้ 
กิตติศกัด์ิ และคณะ (2549) ไดอ้ธิบายวา่ เม่ือท าการเจือจาง Gold conjugated IgG แลว้ท าให ้control 
line เกิดปฏิกิริยาไม่ชดัเจน เน่ืองจากปริมาณของ Gold conjugated IgG ไม่เพียงพอส าหรับ control 
line เพราะ Gold conjugated IgG ตอ้งไหลผา่น test line ก่อน control line จึงเหลือปริมาณนอ้ยไม่
เพียงพอท่ีไปท าให ้control line มีสีเขม้  
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่9  ผลการทดสอบความเขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate   

release pad  
 ก)  ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีมีค่า O.D. เท่ากบั 0.5 ท่ีช่วงคล่ืนแสง 540 นาโนเมตร 
 ข)  ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีความเจือจาง1:2  
 ค)  ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองท่ีความเจือจาง1:4  

ก ข ค 
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7.2  การเตรียมชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

เลือกแผน่ไนโตรเซลลูโลส (NCM) ชนิด S&S-AE 99 size 8 ไมโครโมลาร์ 
เหมาะสมส าหรับน ามาใชท้ า test line และ control line ในการพฒันาชุดตรวจอิมมูโนสตริป  
ส าหรับตรวจแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae เน่ืองจากใหผ้ลของปฏิกิริยาของทั้ง test line และ 
control line เป็นเสน้สีม่วงคมชดั ตามวิธีการของ สุรภี และคณะ (2551) ในการคดัเลือกเมมเบรนท่ี
เหมาะสมส าหรับการผลิต GLIFT kit เพื่อวินิจฉยัโรคไวรัสและแบคทีเรียของพืช การใช ้IgG ท่ี
จ าเพาะต่อแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เป็น test line 
และ ใช ้Goat anti-Rabbit (GAR) ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 1:3 ส าหรับ control line พบวา่การ
เกิดปฏิกิริยาบน test line และ control line ใหเ้สน้สีม่วงคมชดั (ภาพท่ี 9) 
 
8.  การศึกษาชนิดของ Sample buffer ที่เหมาะสมในการบดตัวอย่างเพือ่ใช้ทดสอบชุดตรวจอมิมู- 
โนสตริป 

 
จากการทดสอบชนิดของ sample buffer ทั้ง 10 ชนิด พบวา่มีสารละลายบฟัเฟอร์ 3 ชนิด 

เม่ือน าไปบดกบัตวัอยา่งใบกลว้ยไมป้กติ แลว้ท าใหเ้กิด false positive บน test line คือ DOA-
Extraction buffer pH 7.5, DOA Extraction buffer 2 pH 8.6 และBIOREBA general extraction 
buffer pH 7.4 ส าหรับสารละลายบฟัเฟอร์ 1x TBS pH 7.4, 1x TBST pH 7.4, 1x PBS pH 7.4, 1x 
PBST pH 7.4, 10 mM phosphate buffer pH 7.4 และ 10 mM phosphate buffer + 0.05% Tween 20 
pH 7.4 เม่ือน าไปทดสอบดว้ยสารแขวนลอยแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae และบดใบ
กลว้ยไมท่ี้แสดงอาการใบจุดสีน ้าตาล พบวา่ไม่เกิดปฏิกิริยาบวกบน test line เกิดปฏิกิริยาเฉพาะบน 
control line เท่านั้น จึงไม่สามารถน าสารละลายบฟัเฟอร์ดงักล่าว มาใชก้บัชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริปได ้ในขณะท่ีสารละลายบฟัเฟอร์ DOA Extraction buffer pH 5.6 เม่ือน าไปทดสอบดว้ยสาร
แขวนลอยแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae และบดใบกลว้ยไมท่ี้แสดงอาการใบจุดสีน ้าตาล 
พบวา่แสดงการเกิดปฏิกิยาบวกบน test line และ control line ใหสี้ม่วงชดัเจน เม่ือน าไปบดกบัใบ
กลว้ยไมป้กติ เกิดปฏิกิริยาเฉพาะบน control line ไม่เกิดปฏิกิริยา false positive ดงันั้นสารละลาย
บฟัเฟอร์ DOA Extraction buffer pH 5.6 จึงเหมาะสมส าหรับการพฒันาชุดตรวจอิมมูโนสตริป เพื่อ
ตรวจสอบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้(ภาพท่ี 10) 

 



 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพที ่10  การศึกษาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตวัอยา่งใบกลว้ยไมป้กติใน Sample buffer 10 ชนิด คือ 1) น ้ าน่ิงฆ่าเช้ือ, 2) 1x TBS pH 7.4,  
    3) 1x TBST pH 7.4, 4) 1x PBS pH 7.4, 5) 1x PBST pH 7.4, 6) 10 mM phosphate buffer pH 7.4, 7) 10 mM phosphate buffer + 0.05% Tween 20 pH 7.4,  
   8) DOA Extraction buffer pH 5.6, 9) DOA Extraction buffer pH 7.5, 10) DOA Extraction buffer2 pH 8.6 และ  
    11) BIOREBA general extraction buffer pH 7.4  

 
 
 
 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 11 10 9 
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ภาพที ่11  การศึกษาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตวัอยา่งใบกลว้ยไมท่ี้มีอาการใบจุดสีน ้าตาล 1) น ้ าน่ิงฆ่าเช้ือ, 2) 1x TBS pH 7.4, 3) 1x TBST pH 7.4, 

4) 1x PBS pH 7.4, 5) 1x PBST pH 7.4, 6) 10 phosphate buffer pH 7.4, 7) 10 mM phosphate buffer + 0.05% Tween 20 pH 7.4, 8) DOA Extraction buffer 
pH 5.6, 9) DOA Extraction buffer pH 7.5, 10) DOA Extraction buffer2 pH 8.6 และ 11) BIOREBA general extraction buffer pH 7.4 

 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 11 10 9 

50 



51 

 

 

 

9.  การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอมิมูโนสตริป 
 

9.1  การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

ทดสอบความจ าเพาะกบัเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
 

 ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปท่ีพฒันาข้ึนใหผ้ลการทดสอบเป็นผลบวกกบัแบคทีเรีย 
A. avenae subsp. citrulli สาเหตุโรคผลเน่าของพืชตระกลูแตง แต่ใหผ้ลการทดสอบท่ีเป็นลบกบัเช้ือ
แบคทีเรีย Bukhoderia gladioli pv. gladioli, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia 
chrysanthemi, Pantoea sp., Xanthomonas campestris pv campestris, Ralstonia solanacearum และ
เช้ือแบคทีเรียท่ีตรวจพบบนผวิใบกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั จ านวน 7 ลกัษณะ ซ่ึง
ใหผ้ลการทดสอบเช่นเดียวกบัวิธีการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง ดว้ยเทคนิค indirect ELISA 
แสดงวา่ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปท่ีพฒันาข้ึน มีความจ าเพาะเจาะจงกบัเช้ือแบคทีเรีย A. avenae 
subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียชนิด
อ่ืน (ภาพท่ี 11) 

 
ทดสอบความจ าเพาะกบัตวัอยา่งกลว้ยไม ้

 
เม่ือน าตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะอาการต่างๆ มาทดสอบกบัชุดตรวจสอบอิมมูโน

สตริป พบวา่มีเฉพาะอาการใบจุดสีน ้าตาลท่ีเกิดจากเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae เท่านั้นท่ีชุด
ตรวจสอบอิมมูโนสตริปเกิดปฏิกิริยาเป็นผลบวก เม่ือเปรียบเทียบกบัปฏิกิริยาท่ีไดจ้ากการหยดน ้า
คั้นใบกลว้ยไมจ้ากลกัษณะอาการต่างๆ และน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติ และเปรียบเทียบกบัวิธีการ 
indirect ELISA โดยเคลือบหลุม ELISA ดว้ยน ้าคั้นใบกลว้ยไม ้น าไปท าปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae อ่านค่าปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร 
พบวา่หลุม ELISA ท่ีเคลือบดว้ยน ้าคั้นใบกลว้ยไมท่ี้อาการใบจุดสีน ้าตาลมีค่าเท่ากบั 3.092 ใกลเ้คียง
กบัหลุมท่ีเคลือบดว้ยเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae บริสุทธ์ิ คือ 3.113ส าหรับหลุม ELISA ท่ี
เคลือบดว้ยน ้าคั้นใบกลว้ยไมอ้าการต่างๆ ใหผ้ลเป็นลบเม่ือเปรียบเทียบกบัหลุม control  
   
  จากการทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปกบัเช้ือ
แบคทีเรียชนิดต่างๆ และการทดสอบกบัตวัอยา่งกลว้ยไม ้เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัเทคนิค  
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ELISA พบวา่ ใหผ้ลการทดสอบสอดคลอ้งกนั (ตารางท่ี 9) ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ไม่มีความแตกต่างใน
เร่ืองของความจ าเพาะเจาะจงระหวา่งชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปท่ีพฒันาข้ึน กบัเทคนิค ELISA 
เน่ืองจากโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดมี้ความจ าเพาะกบัเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae สาเหตุ
โรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไม ้
 

 
 
 
  
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพที ่12  การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

 ก) A. avenae subsp. cattleyae, ข) A. avenae subsp. citrulli, ค) Bukhoderia gladioli pv. 
gladioli, ง) Erwinia carotovora subsp. carotovora, จ) Erwinia chrysanthemi  
ฉ) Pantoea sp., ช) Xanthomonas campestris pv campestris, ซ) Ralstonia 
solanacearum, ฌ-ด) เช้ือแบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั 
จ านวน 7 ลกัษณะ, ต) น ้ าน่ึงฆ่าเช้ือ 

 

ก ข ค ง จ ฉ ช ซ 

ฌ ญ ฎ ฏ ฐ ฑ ด ต 
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ตารางที่ 9  ผลการทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ดว้ยชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปและเทคนิค 
ELISA 

 

ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการตรวจสอบ 
ตรวจดว้ยชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริป 
 

ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงเฉล่ีย
ท่ี 405 นาโนเมตร จากเทคนิค 

ELISA/1 
A.  avenae subsp. cattleyae + 3.197 (+) 
A.  avenae subsp. citrulli + 3.168 (+) 
Bukhoderia  gladioli pv. 
gladioli 

- 0.151 (-) 

Erwinia carotovora subsp. 
carotovora 

- 0.360 (-) 

Erwinia chrysanthemi   - 0.331 (-) 
Pantoea sp. - 0.383 (-) 
Xanthomonas campestris pv. 
campestris 

- 0.316 (-) 

Ralstonia solanacearum - 0.282 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้1 - 0.215 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้2 - 0.176 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้3 - 0.203 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้4 - 0.158 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้5 - 0153 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้6 - 0.156 (-) 
แบคทีเรียบนผวิใบกลว้ยไม ้7 - 0.157 (-) 
PBS pH 7.4 - 0.164 (-) 
DOA Extraction buffer pH 5.6 - 0.327 (-) 

 
/1 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีไดค้  านวณจาก 3 ซ ้ า ภายหลงัเติมซบัสเตรท 45 นาที เม่ือใช ้PAb 
  ท่ีเจือจางใน PBS pH 7.4 อตัราส่วน 1:1,000 
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9.2  การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
   
 การทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae บริสุทธ์ิ 
 

จากการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยการเจือจางสารละลาย
เช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ในสารละลายบฟัเฟอร์ คร้ังละ 10 เท่า ใหมี้ความเขม้ขน้
เท่ากบั 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 101 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมี extraction buffer 
และน ้าน่ึงฆ่าเช้ือเป็น negative control พบวา่ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจเช้ือปริมาณ
ต ่าสุดท่ี 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae 
บริสุทธ์ิท่ีผสมในน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติใหมี้ความเขม้ขน้ 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือ
จางแบบ 10 เท่าเหมือนขา้งตน้ พบวา่สามารถตรวจเช้ือปริมาณต ่าสุดท่ี 104 หน่วยโคโลนีต่อ
มิลลิลิตรเช่นเดียวกนั (ภาพท่ี 12) เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย 
A. avenae subsp. cattleyae ดว้ยเทคนิค indirect ELISA พบวา่การตรวจเช้ือดว้ยเทคนิค indirect 
ELISA สามารถตรวจเช้ือไดท่ี้ปริมาณต ่าสุดท่ี 103 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร แต่เทคนิค ELISA จะ
ใชร้ะยะเวลาในการตรวจสอบค่อนขา้งนาน ประมาณ 4-6 ชัว่โมง  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่13  การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป ในการตรวจหาเช้ือ     

A. avenae subsp. cattleyae โดยเจือจางคร้ังละ 10 เท่าในน ้าคั้นใบกลว้ยไม ้ใหมี้ความ
เขม้ขน้เท่ากบั 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 101 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร  

 
 

101 102 103 104 105 106 107 108 
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  การทดสอบความไวในการตรวจตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เป็นโรค 
 

 การทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป ท าการเจือจางน ้าคั้นพืชแบบ 10 
เท่า โดยมีน ้าคั้นใบกลว้ยไมป้กติและสารละลายบฟัเฟอร์ เป็น negative control พบวา่ชุดตรวจสอบ
อิมมูโนสตริปสามารถตรวจพบเช้ือไดใ้นน ้าคั้นพืชท่ีแสดงอาการของโรคท่ีเจือจาง 1: 2,000 (ภาพท่ี 
13) เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการ indirect ELISA พบวา่หลุม ELISA ท่ีเคลือบดว้ยน ้าคั้นพืชท่ีมีค่าการ
เจือจาง 1: 10,000 เป็นค่าการเจือจางสูงสุดท่ีเกิดปฏิกิริยาเป็นบวก มีค่า O.D. ท่ี 405 นาโนเมตร 
เท่ากบั 1.381 จากผลการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป พบวา่มีความไวในการ
ตรวจสอบตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เป็นโรคนอ้ยกวา่วธีิการ indirect ELISA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที ่14  การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป ในการตรวจตวัอยา่ง  

กลว้ยไมท่ี้แสดงอาการใบจุดสีน ้าตาล โดยการเจือจางน ้าคั้นพืช 
 ก) ค่าการเจือจาง 1:10 (ข) ค่าการเจือจาง 1:100 (ค) ค่าการเจือจาง 1:200  

ง) ค่าการเจือจาง 1:500 (จ) ค่าการเจือจาง 1:1,000 (ฉ) ค่าการเจือจาง 1:2,000  
 
  จากการทดสอบความไว (sensitivity) ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. 
cattleyae บริสุทธ์ิ และตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เป็นโรค ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป เม่ือเปรียบเทียบ
กบัเทคนิค ELISA (ตารางท่ี 10 และตารางท่ี 11) พบวา่การตรวจดว้ยชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป มี
ความไวในการตรวจพบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae บริสุทธ์ิ และเทคนิค ELISA สามารถตรวจ
พบเช้ือท่ีปริมาณต ่าสุด 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร เม่ือทดสอบความไวดว้ยตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้

ก ข ค ง จ ฉ 
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เป็นโรค พบวา่ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจพบเช้ือไดใ้นน ้าคั้นพืชท่ีเจือจาง 1: 2,000 
ในขณะท่ีการตรวจดว้ยเทคนิค ELISA สามารถตรวจพบเช้ือไดใ้นน ้าคั้นพืชท่ีเจือจาง 1:10,000 แต่
ดว้ยขอ้จ ากดัหลายประการของเทคนิค ELISA ซ่ึงใชร้ะยะเวลาในการตรวจสอบค่อนขา้งนาน (4-6 
ชัว่โมง) ตอ้งใชอุ้ปกรณ์ เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์และหอ้งปฏิบติัการท่ีค่อนขา้งพร้อมในการท างาน 
และผูป้ฏิบติังานตอ้งมีความช านาญเฉพาะดา้น ดงันั้นชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปท่ีพฒันาข้ึน จะมี
ความสะดวกในการใชง้าน มีความรวดเร็ว และผูใ้ชไ้ม่จ าเป็นตอ้งมีทกัษะเฉพาะดา้นในการใชง้าน 
จึงมีความเหมาะสมส าหรับใชใ้นการตรวจสอบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดสี
น ้าตาลของกลว้ยไมใ้นภาคสนามไดดี้กวา่เทคนิค ELISA  
 
ตารางที่ 10  ผลการทดสอบความไว (sensitivity) ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. 

cattleyae บริสุทธ์ิ ดว้ยชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปและเทคนิค ELISA 
 

เช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 

(หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร) 
ตรวจดว้ยชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริป 

ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงเฉล่ีย
ท่ี 405 นาโนเมตร จากเทคนิค 

ELISA/1 
108 + 3.269 (+) 
107 + 2.646 (+) 
106 + 1.800 (+) 
105 + 0.978 (+) 
104 + 0.531 (+) 
103 - 0.324 (-) 
102 - 0.213 (-) 
101 - 0.194 (-) 

PBS pH 7.4 - 0.164 (-) 
 
/1 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีไดค้  านวณจาก 3 ซ ้ า ภายหลงัเติมซบัสเตรท 45 นาที เม่ือใช ้PAb 
  ท่ีเจือจางใน PBS pH 7.4 อตัราส่วน 1:1,000 
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ตารางที่ 11  ผลการทดสอบความไว (sensitivity) ในการตรวจตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้เป็นโรค ดว้ยชุด
ตรวจสอบอิมมูโนสตริปและเทคนิค ELISA 

 

ค่าการเจือจางน ้าคั้นพืช 
ตรวจดว้ยชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริป 

ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงเฉล่ีย
ท่ี 405 นาโนเมตร จากเทคนิค 

ELISA/1 
1:10 + 3.257 (+) 
1:100 + 2.871 (+) 
1:200 + 2.483 (+) 
1:500 + 2.045 (+) 

1:1,000 + 1.627 (+) 
1:2,000 + 1.174 (+) 
1:4,000 - 0.989 (+) 
1:8,000 - 0.643 (+) 
1:10,000 
1:16,000 

- 
- 

0.426 (+) 
                  0.289 (-) 

PBS pH 7.4 - 0.177 (-) 
 
/1 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีไดค้  านวณจาก 3 ซ ้ า ภายหลงัเติมซบัสเตรท 45 นาที เม่ือใช ้PAb 
  ท่ีเจือจางใน PBS pH 7.4 อตัราส่วน 1:1,000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

แยกเช้ือแบคทีเรียจากตวัอยา่งใบกลว้ยไมท่ี้มีลกัษณะคลา้ยโรคใบจุดสีน ้าตาล จากแปลง
ปลูกกลว้ยไม ้อ.สามพราน และอ. ก าแพงแสน จ.นครปฐม อ.ด าเนินสะดวก จ.ราชบุรี อ.บา้นแพว้ จ.
สมุทรสาคร ไดท้ั้งหมดจ านวน 10 ไอโซเลท เม่ือศึกษาลกัษณะรูปร่าง สณัฐานวิทยา และคุณสมบติั
ทางชีวเคมี ตรวจเช้ือดว้ยเทคนิค PCR ทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอนเป็นสับเสตรท 95 ชนิด ดว้ย
เทคนิค BiologTM และทดสอบความสามารถในการเกิดโรคบนกลว้ย 2 สกุล คือ แวนดาและฟาแลน
นอปซิส  พืชตระกลูแตงและขา้ว เปรียบเทียบกบัเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae , A. 
avenae subsp. citrulli และ Burkholderia gladioli pv. gladioli ผลการทดสอบพบวา่เช้ือท่ีแยกได้
จากโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมท้ั้ง 10 ไอโซเลทมีคุณสมบติัสอดคลอ้งกบั A. avenae subsp. 
cattleyae 
  
 คุณสมบติัของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ท่ีผลิตได ้โดย
ใช ้membrane protein complex เป็นส่ิงกระตุน้ (antigen) ในการผลิตแอนติบอดีนั้น เม่ือทดสอบ
คุณสมบติัของโพลีโคลนอลแอนติบอดีดว้ยเทคนิค indirect ELISA พบวา่แอนติบอดีท่ีผลิตไดมี้ค่า
ไตเตอร์สูงท่ีสุด คือ 128,000 เม่ือทดสอบความจ าเพาะเจาะจงดว้ยเทคนิค indirect ELISA พบวา่โพลี
โคลนอลแอนติบอดี ท าปฏิกิริยาขา้มกบัเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคผลเน่าของพืชตระกลูแตง (Bacterial fuit blotch disease) เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียทั้งสอง
ชนิดอยูใ่น genus และ species เดียวกนัมีความใกลชิ้ดกนัมาก โดยเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. 
citrulli พบเฉพาะในพืชตระกลูแตงเท่านั้น ไม่พบในกลว้ยไม ้แบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae 
พบเฉพาะในกลว้ยไมเ้ท่านั้น ดงันั้นโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจึ้งมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
แบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae เม่ือทดสอบความไวของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ A. 
avenae subsp. cattleyae ดว้ยเทคนิค indirect ELISA พบวา่โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดมี้ความ
ไวในการตรวจสอบเช้ือท่ีมีปริมาณต ่าสุด 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร  
 
 การพฒันาชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปของเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae โดย
น า IgG ต่อเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ท่ีผลิตไดใ้นการทดลองน้ี ติดฉลากดว้ยอนุภาคทอง 
(สารละลาย colloidal gold) ไดส้ารละลาย Gold conjugated IgG ปรับความเขม้ขน้ใหมี้ค่าการ
ดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร เท่ากบั 0.5 ซ่ึงพบวา่จะเกิดปฏิกิริยาเป็นสีม่วงชดัเจนบน test line 
และ control line  การใช ้IgG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น test line และใช ้Goat anti-
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Rabbit (GAR) ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 1:3 ส าหรับ control line พบวา่การเกิดปฏิกิริยาบน test line และ 
control line ใหเ้สน้ปฏิกิริยาสีม่วงคมชดั 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป พบวา่ชนิดของสารละลาย
บฟัเฟอร์ DOA Extraction buffer pH 5.6 มีความเหมาะสมส าหรับใชใ้นการบดตวัอยา่งใบกลว้ยไม้
เพื่อตรวจสอบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ดว้ยชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเน่ืองจากแสดงการ
เกิดปฏิกิริยาใหสี้ม่วงชดัเจนบน test line และ control line เม่ือทดสอบความจ าเพาะกบัเช้ือแบคทีเรีย
ชนิดต่างๆ พบวา่ใหผ้ลการทดสอบเช่นเดียวกบัเทคนิค indirect ELISA เม่ือทดสอบความจ าเพะกบั
ตวัอยา่งกลว้ยไมท่ี้แสดงลกัษณะอาการโรคต่างๆ โดยท าการเกบ็ตวัอยา่งจากแปลงปลูกกลว้ยไม ้ 
พบวา่มีเฉพาะลกัษณะอาการใบจุดสีน ้าตาลท่ีมีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae 
เท่านั้น ท่ีเกิดปฏิกิริยาบวกบน test line ของชุดตรวจสอบอิมมูโนตริปท่ีพฒันาข้ึน  เม่ือเปรียบเทียบ
กบัเทคนิค indirect ELISA ใหผ้ลการทดสอบเหมือนกนั ดงันั้นชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปท่ี
พฒันาข้ึนมีความจ าเพาะกบัเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae สาเหตุโรคใบจุดสีน ้าตาลของ
กลว้ยไม ้ จากผลการทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยทดสอบกบั
สารแขวนลอยเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae พบวา่ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจเช้ือ
ไดป้ริมาณต ่าสุดท่ี 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร เช่นเดียวกบัการตรวจเช้ือดว้ยเทคนิค indirect 
ELISA เม่ือท าการทดสอบดว้ยน ้าคั้นใบกลว้ยไมท่ี้แสดงอาการโรคพบวา่ชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริปสามารถตรวจพบเช้ือไดใ้นน ้าคั้นพืชท่ีเจือจาง 1:2,000 เม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิค indirect 
ELISA พบวา่สามารถตรวจพบเช้ือในน ้าคั้นพืชท่ีมีค่าการเจือจาง 1: 10,000 จากผลการทดสอบ
ความไว และความจ าเพาะในการตรวจโรคใบจุดสีน ้าตาลของกลว้ยไมข้องชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริปท่ีพฒันาไดใ้นการทดลองน้ี สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจโรคใบจุดสีน ้าตาลของ
กลว้ยไมใ้น ณ จุดตรวจโรค (point of care) ในสภาพแปลงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพื่อใหเ้กิดการ
ตรวจวินิจฉยัโรคท่ีรวดเร็ว แม่นย  า น ามาสู่การแนะน าการควบคุมโรคในสภาพแปลงไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ
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1.  การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือแบคทีเรียส าหรับทดสอบแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางชีวเคมี 
 
 1.1  Wakimoto’s medium 
   

Peptone      5.0 กรัม 
Ca(NO3)2.4H2O      0.5         กรัม 
Na2HPO4.12H2O     2.0         กรัม  
Sucrose                                                        20.0       กรัม  
Potato                                                          300      กรัม 
Agar                                                            15.0       กรัม  

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้าจนครบ 1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 15 นาที  
 

1.2  King’s medium B agar 
 
 Proteose peptone No.3 (Difco)   20.0 กรัม 
 K2HPO4 (anhydrous)      1.5 กรัม 
 MgSO4.7H2O       1.5 กรัม 
 Glycerol     15.0 กรัม 
 Agar      15.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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1.3  Tween 80 agar (Lipolytic activity test) 
 
 Peptone      10.0 กรัม 
 NaCl        5.0 กรัม 
 CaCl2.2H2O       0.1 กรัม 
 Agar       15.0 กรัม 
 
ละลายสารในน ้ากลัน่ 950 มิลลิลิตร ปรับ pH ของอาหารใหไ้ด ้pH 7.4 เติมน ้าจนครบ 

1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที สาร Tween-80 แยก
น่ึงฆ่าเช้ือในหลอดๆ ละ 10 มิลลิลิตร แลว้น ามาผสมกบัอาหารขา้งตน้ในอตัรา 10 มิลลิลิตร ของ 
Tween-80 ต่ออาหาร 1.0 ลิตร แลว้เทลงบนจานเล้ียงเช้ือ 

 
1.4  Nutrient sucrose agar (Levan formation test) 

  
 Beef extract      3.0 กรัม 
 Peptone       5.0 กรัม 
 Sucrose      50.0 กรัม 
 Agar      15.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 

1.5  Nutrient glucose agar  
 
 Beef extract      3.0 กรัม 
 Peptone       5.0 กรัม 
 Glucose       2.5 กรัม 
 Agar      15.0 กรัม 
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ละลายในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
1.6  Thornley’s medium (Arginine dihydrolase test) 

 
 Peptone       5.0 กรัม 
 NaCl       5.0 กรัม 
 Na3HPO4      0.3 กรัม 
 Agar       3.0 กรัม 
 Phenol red       0.01 กรัม 
 L-Arginine HCl     10.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH อาหารใหเ้ป็น 7.2 อาหารจะมีสีชมพมู่วง แบ่ง

น ามาใส่หลอดทดสอบชนิดมีฝาเกลียว หลอดละประมาณ 5 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
1.7  Nitrate semi-solid medium (Nitrate reduction test) 

 
 Peptone      10.0 กรัม 
 NaCl        5.0 กรัม 
 KNO3        2.0 กรัม 
 Agar        3.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH อาหารใหเ้ป็น 7.2 อาหารจะมีสีชมพมู่วง แบ่ง

น ามาใส่หลอดทดสอบชนิดมีฝาเกลียว หลอดละประมาณ 5 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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1.8  Christensen’s Urea agar (Urease test) 
 
 Peptone       1.0 กรัม 
 Glucose       1.0 กรัม 
 NaCl       5.0 กรัม 
 KH2PO4       2.0 กรัม 
 Phenol red      0.006 กรัม 
 Agar      20.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่และปรับ pH ใหไ้ด ้6.8-6.9 ตม้จนวุน้หลอมแลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที น ามาอุ่นใน water bath ท่ี 50 องศาเซลเซียส แลว้เติม
สารละลาย urea 20% ในน ้าท่ีฆ่าเช้ือโดยการกรอง (filter sterilized) ใหมี้ความเขม้ขน้ขิง urea เท่ากบั 
2% ผสมใหเ้ขา้กนั (เติม 100 มล. ต่ออาหาร 900 มล.) แบ่งใส่ในหลอดท่ีน่ึงฆ่าเช้ือหลอดละประมาณ 
5 มิลลิลิตร โดยใชเ้ทคนิคการท าใหป้ลอดเช้ือ 

 
1.9  Starch agar (Starch hydrolysis test) 

  
 Soluble starch (potato starch)    2.0 กรัม 
 Yeast extract      5.0 กรัม 
 Peptone       5.0 กรัม 
 Beef extract      5.0 กรัม 
 Agar      15.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่ ปรับ pH ของอาหารใหเ้ป็น 6.8 ปรับปริมาตรจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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1.11  Nutrient agar 
  
 Beef extract      3.0 กรัม 
 Peptone       5.0 กรัม 
 Agar      15.0 กรัม 
 
ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรจนครบ 1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2.  การเตรียมอาหารและสารละลายส าหรับการเตรียมแอนติเจนจาก Membrane protein complex 
(MPC) 

 
 2.1  523 medium 
 
  Casein hydrolysate     8.0 กรัม 
  MgSO4.7H2O     0.0358 กรัม 
  K2HPO4       2.0 กรัม 
  Sucrose (glucose)    10.0 กรัม 
  Yeast extract       4.0 กรัม  
 
 ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรจนครบ 1,000 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 2.2  0.85% NaCl 
   
  NaCl        0.85 กรัม 
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 ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
  
3.  การเตรียมสารละลายส าหรับตรวจสอบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ด้วยวธีิ indirect 
ELISA 
  

3.1  Carbonate coating buffer, pH 9.6 
 

NaHCO3     2.93 กรัม 
Na2CO3      1.59 กรัม 
ละลายในน ้ากลัน่    800 มิลิลิตร 
 

ปรับ pH ใหไ้ด ้9.6 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

3.2  Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 
 

NaCl      8.0 กรัม 
Na 2HPO4.12H2O    2.9 กรัม 
KH2PO4      0.2 กรัม 
KCl      0.2 กรัม 
 

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

3.3  Washing buffer (PBST) 
 

       PBS      1,000 มิลลิลิตร  
        Tween-20     0.5 มิลลิลิตร  
 

3.4  Substrate buffer, pH 9.8 
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Diethanolamine     97 มิลลิลิตร 
Sodium azide     0.2 กรัม 
MgCl2.6H2O     0.1 กรัม 

      น ้ ากลัน่      800 มิลลิลิตร 
 

ปรับ pH ใหไ้ด ้9.8 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้าจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เกบ็ในภาชนะทึบ
แสง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
4.  การทดสอบประสิทธิภาพของอมิมูโนโกลบูลนิโดยวธีิ Dot immunobinding assay (DIBA)  
 
 4.1  TBS (Tris-saline buffer) 
   
    50mM  Tris 
    150mM   NaCl 
    0.01%   NaN3 
 
 ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 หรือ 9.6 
 
 4.2  Washing buffer (TBST) 
 
  TBS (pH 7.4)     100.0 มิลลิลิตร 
  Tween-20       0.05 มิลลิลิตร 
 
 4.3  Blocking buffer 
 
  TBST      100.0 มิลลิลิตร 
  Skim milk         1.0 กรัม 
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 4.4  Nitro Blue Tetrazolium (NBT) solution 
  

       ละลาย NBT 10 มิลลิลิตร ใน แอลกอฮอล ์95% 1 มิลลิลิตร จนหมดแลว้จึงเติม TBS 
(pH 9.6) จนครบ 10 มิลลิลิตร 

 
4.5  5-Bromo-4-chloroindoyl phosphate (BCIP) solution 

 
 ละลาย BCIP 50 มิลลิกรัม ใน N,N-dimethyl formamide 10 มิลลิลิตร 
 

4.6  2M MgCl2 solution 
 
  MgCl2         4.07 กรัม 
 dH2O        10.0 มิลลิลิตร 
 

4.7  Reaction mixture 
 
 BCIP solution     0.1 มิลลิลิตร 
 NBT solution     1.0 มิลลิลิตร 
 TBS (pH 9.6)     9.0 มิลลิลิตร 
 2M MgCl2 solution             20.0 ไมโครลิตร 

 
 *เตรียมใหม่ก่อนใช ้
 
5.  การเตรียมสารละลายส าหรับตรวจสอบเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae ด้วยชุดตรวจสอบอมิมู
โนสตริป 
 
 5.1  TBS (Tris-saline buffer) 
   
    50mM  Tris 
    150mM   NaCl
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    0.01%   NaN3 
 

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 
 
 5.2  TBST 
 
  TBS (pH 7.4)     100.0 มิลลิลิตร 
  Tween-20       0.05 มิลลิลิตร 
 

5.3  Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 
 

NaCl      8.0 กรัม 
Na 2HPO4.12H2O    2.9 กรัม 
KH2PO4      0.2 กรัม 
KCl      0.2 กรัม 
 

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

5.4  Washing buffer (PBST) 
 

       PBS      1,000 มิลลิลิตร  
        Tween-20     0.5 มิลลิลิตร  
 

5.5  Phosphate buffer  
 
 1M  K2HPO4     80.2 มิลลิลิตร 
 1M KH2PO4     19.8 มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4
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 5.6  General extraction buffer (BIOREBA) 
 
  Tris base     0.24 กรัม 
  NaCl        0.8 กรัม 
  PVP         2.0 กรัม 
  Tween 20       0.05 กรัม 
  KCl        0.02 กรัม 
  NaN3        0.02 กรัม 
  

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 
 

5.7  DOA extraction buffer, pH 8.5 
 
 PVP      10.0 กรัม 
 SDS        3.0 กรัม 
 Triton X-100       5.0 มิลลิลิตร 
 Na2SO4          4.0 กรัม 
 Na2B4O7      38.1 กรัม  

    
ปรับ pH ใหไ้ด ้8.5-9.0 

 
5.8  DOA extraction buffer, pH 7.5 

 
 0.02M Tris base    
 0.2M NaCl 
 0.4% Na2SO3 
 
ปรับ pH ใหไ้ด ้7.5
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5.10  Extraction buffer (DOA Extraction buffer, pH 5.6) 
 
 0.1M Critric acid 
 0.1M Sodium citrate 
 
ปรับ pH 5.6 
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