
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 

1. ชุดโครงการวิจัย   : วิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 

2.  โครงการวิจัย    : อนุกรมวิธาน ชีววิทยาและเทคนิคการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชและ 
         ศัตรูธรรมชาติ 

กิจกรรม    : วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืชและ 
   ศัตรูธรรมชาติ 

กิจกรรมย่อย    : การพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจสอบศัตรูพืชโดยเซรุ่มวิทยา 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  : การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบ 
  แบคทีเรีย Burkholderia gladioli pv. gladioli 
 ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ)  : Development of Lateral flow test strip for Burkholderia gladioli 
         pv. gladioli detection 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 
 หัวหน้าการทดลอง   : ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล   กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 ผู้รว่มงาน    : บูรณี พั่ววงษ์แพทย์       กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         ทิพวรรณ กันหาญาติ     กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         รุ่งนภา ทองเคร็ง          กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5. บทคัดยอ่ 
 ชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip ถูกพัฒนาเพ่ือตรวจสอบแบคทีเรีย Burkholderia gladioli pv. 
gladioli ในกล้วยไม้ โดยอาศัยหลักการทางเซรุ่มวิทยา (serology) และ lateral flow test บนแผ่นไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) โดยการเตรียมและทดสอบคุณภาพ IgG ของแอนติ
ซีรั่มของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ด้วยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  การเตรียม Gold 
conjugated IgG โดยน าอนุภาคทอง (colloidal gold) มาเชื่อมต่อ (conjugate) กับ IgG ของแบคทีเรีย B. 
gladioli pv. gladioli  และเตรียม conjugated release pad (CRP) โดยใช้ปริมาณ 100-120 ไมโครลิตร/15 – 
18 เซนติเมตร (6.6 ไมโครลิตร/เซนติเมตร)  ผลการทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมในการท าชุด
ตรวจสอบพบว่า membrane S&S AE 99 และ membrane S&S AE 100 ให้ผลการทดสอบในการท าtest line 
ได้ดีมาก และดี ตามล าดับ  ท าชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip โดยท าเส้น control line ด้วย GAR (Goat 
anti rabbit เข้มข้นอัตรา 1:3) และ test line ด้วย IgG ของ แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ปริมาณ 40 
ไมโครลิตร/2.5 X 18 เซนติเมตร ( 2.2 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) บนรแผ่น membrane S&S AE 99  เมื่อประกอบ
เป็นชุดตรวจสอบแล้ว ท าการทดสอบกับสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ความเข้มข้น 108 
หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร พบว่า ชุดตวจสอบ Lateral flow test strip สามารถตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli 



pv. gladioli  ได้อย่างรวดเร็ว โดยเส้น control line และ test line ปรากฏสี ในเวลาประมาณ 5 นาที จากการ
ทดสอบประสิทธิภาพของความไวในการตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli พบว่า สามารถตรวจพบ
แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ได้ในปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร 

6. ค าน า 
 กล้วยไม้เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย ไทยครองสัดส่วนการส่งออกกล้วยไม้อันดับหนึ่งของ
โลก ส าหรับมูลค่าการค้ากล้วยไม้ของโลกปี พ.ศ. 2550 สูงกว่า 155 ล้านดอลลาร์สหรัฐ (คิดเป็นมูลค่าประมาณ 
5,337 ล้านบาท) โดยไทยเป็นประเทศผู้ส่งออกกล้วยไม้อันดับหนึ่งของโลก โดยเฉพาะกล้วยไม้เมืองร้อน และใน
ปี พ.ศ. 2550 ไทยมีสัดส่วนส่งออกกล้วยไม้ตัดดอกสูงถึงร้อยละ 70 ของตลาดโลก รองลงมาได้แก่ สิงคโปร์ 
นิวซีแลนด์  เกาหลีใต้  และออสเตรเลียเป็นต้น แต่การผลิตกล้วยไม้ประสบปัญหาการระบาดของศัตรูพืช 
นอกจากนี้ในปัจจุบันได้มีการปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ชนิดใหม่ๆขึ้นมาที่อ่อนแอต่อศัตรูพืช ท าให้แต่การผลิต
กล้วยไม้ประสบปัญหามากขึ้น  โดยเฉพาะโรคกล้วยไม้ที่เกิดจากแบคทีเรีย แต่เดิมพบเป็นเพียงเล็กน้อย  แต่ใน
ปัจจุบันพบปัญหาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียระบาดอย่างมาก และด้วยสภาพภูมิอากาศปัจจุบัน ภาวะโลกร้อนได้
ส่งผลกระทบโดยทางตรงและทางอ้อมต่อ สภาพแวดล้อมและ มนุษย์ และ สิ่งมีชีวิตชนิ ดต่างๆ โดยเฉพาะ
จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช ท ามีการปรับสภาพให้มีกิจกรรมต่างๆเปลี่ยนแปลงไป  จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชในเขตร้อน 
ที่มีการปรับตัวให้รุนแรงขึ้น สามารถเข้าท าลายพืชอาศัยเพ่ิมมากขึ้น โรคแบคทีเรียของกล้วยไม้ที่ส าคัญมีอยู่  3 
ชนิด ได้แก่  โรคเน่าสีน้ าตาล (brown rot) เกิดจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli ( Pseudomonas 
gladioli) (Chuenchitt  et al.,1983; สุเนตรา และสิริลักษณ์, 2532; ปิยะรัตน์ และจงวัฒนา, 2551) โรคใบจุด 
(leaf spot) เกิดจากแบคที เรีย  Acidovorax avenae subsp. cattleyae (Pseudomonas cattleyae) ( 
นิยมรัฐ, 2547; ปิยะรัตน์ และจงวัฒนา, 2551) และโรคเน่าและ (soft rot) เกิดจากแบคทีเรีย Erwinia 
carotovora subsp. Carotovora (นิยมรัฐ, 2538; ปิยะรัตน์ และจงวัฒนา, 2551) แต่โรคที่พบระบาดมากใน
แปลงปลูกในปัจจุบันได้แก่ โรคเน่าสีน้ าตาล และโรคใบจุด  ซึ่ง Chuenchitt  et al. (1983) ได้รายงานการพบ
การระบาดของโรคเน่าสีน้ าตาลของกล้วยไม้ตระกูลหวายที่เกิดจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli ในเขต
หนองแขม กรุงเทพฯ ซึ่งเป็นแหล่งผลิตกล้วยไม้ขนาดใหญ่ของประเทศไทย โดยท าความเสียหายถึงร้อยละ 50 
ของกล้วยไม้ที่ปลูก ดังนั้นการที่สามารถตรวจสอบและจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็วท าให้สามารถ
ป้องกันก าจัดโรคที่เกิดจากแบคทีเรียได้อย่างทันต่อสถานการณ์ ท าให้สามารถเก็บดอกจ าหน่าย การทดลองนี้มี
วัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาการพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบแบคทีเรีย 
Burkholderia gladioli pv. gladioli ชุดตรวจสอบนี้สมารถน าไปใช้ในการตรวจสอบในแปลงปลูกและรู้ผลการ
ตรวจภายในเวลา 5-10 นาที ท าให้เกษตรกรสามารถป้องกันก าจัดได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว 

7. วิธีด าเนินการ  : 
 อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์การแยกเชื้อ
แบคทีเรีย 



2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดันไอ  เครื่อง
เขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven) 

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter  เป็นต้น 
4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  วัสดุการเกษตร ได้แก่ ดิน  กระถางต้นไม้ ปุ๋ย  
6.  โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

 วิธีการ 
การเตรียมแอนติเจน (Antigen)   
 น าเชื้อแบคทีเรีย  Burkholderia gladioli pv. gladioli ทีจ่ าแนกชนิดและทดสอบความรุนแรงโรค
แล้วมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PSA (Potato semi-synthetic agar) ให้มีอายุ 48 ชั่วโมง น ามาล้างเซลล์แบคทีเรีย 3 
ครั้งด้วยสารละลาย  phosphate buffer saline (PBS) (Allan and Kelman, 1977) แล้วน าไปตกตะกอนด้วย
เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)   ที่ความเร็วรอบ 12,000 g เป็นเวลา 20 นาที  น าเซลล์แบคทีเรียที่ล้างแล้วมา
ละลายในPBSจากนั้นน าไปท าการ fix เซลส์แบคทีเรีย ด้วย 2% glutaraldehyde (Allan and Kelman, 1977)  
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  แล้วน ามาท าให้ glutaraldehyde เจือจางหมดไปโดยการ dialysis ใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที โดยเปลี่ยน PBS ทุกๆ 4 ชั่วโมง  เก็บสารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ได้ไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส เพื่อใช้ในการฉีดกระต่ายต่อไป 
การผลิตแอนติซีรัม   

ท าการละลายเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากการ fix เซลล์ด้วย glutaraldehyde  แล้วปรับความเข้มข้นของ
แบคทีเรียให้ได้ประมาณ 109 หน่วยโคโลนี ต่อมิลลิลิตร ด้วย PBS จากนั้นน าไปผสมกับ Freund’s incomplete 
adjuvant ในอัตรา 1:1 ผสมให้เข้ากันเพ่ือน าไปฉีดเข้าใต้ผิวหนังของกระต่ายทดลองพันธุ์  New Zealand สีขาว 
โดยก่อนการฉีด 1 สัปดาห์ เจาะเก็บเลือดกระต่ายไว้ก่อนเพ่ือใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ (Normal serum) จากนั้นน า
สารละลายแบคทีเรียที่ผสมกับ adjuvant แล้วฉีดเข้าใต้ผิวหนังของกระต่าย โดยฉีดอาทิตย์ละหนึ่งครั้ง  รวม
ระยะเวลาทั้งสิ้น 4 สัปดาห์ หลังการฉีดครั้งสุดท้าย 1 อาทิตย์  เจาะเก็บเลือดกระต่าย 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 1 
สัปดาห์ แยกและเก็บแอนติซีรัม โดยน าเลือดกระต่ายที่ได้ตั้งทิ้งไว้เพ่ือให้เม็ดเลือดแดงแข็งตัว จากนั้นใช้เข็มลนไฟ
ฆ่าเชื้อ แล้วกรีดที่ผิวตรงรอยต่อระหว่างบีกเกอร์กับเลือดจนรอบ น าบีกเกอร์ไปตั้งทิ้งไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4oC 
นาน 12 ชั่วโมง แล้วน าเอาเฉพาะส่วนน้ าใสมาปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g นาน 
10 นาททีี่อุณหภูมิ 4oC เพ่ือเอาส่วนเม็ดเลือดแดงออกไป น าส่วนน้ าใสที่ได้ซึ่งเป็นแอนติซีรัมเก็บแช่แข็งไว้ 
ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัม  

โดยน าแอนติบอดีที่ได้แต่ละครั้ง มาท าให้เจือจางจนถึง 1: 106  และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย B. 
gladioli pv. gladioli ที่ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร โดยเทคนิค วิธี  Dot Immunobinding assay 
(DIBA) (Hamplton et al, 1990) 

ผลิตชุตรวจสอบไวรัสวิธี Lateral flow test strip 



การสกัด Immunoglobulin (IgG) ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  น าแอนติซีรั่มที่มี
ความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย B. gladioli มาแยกเฉพาะส่วนอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอื่น ๆ ในเซรุ่ม
นั้น  โดยใช้การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate precipitation) (Hampton el 
al,1990)  น า 1 มิลลิลิตรของแอนติซีรั่มผสมกับ 1 มิลลิลิตรของน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ หยด 1.3 มิลลิลิตร ของ 
saturated ammonium sulfate pH 7.2  ที่แช่เย็น ค่อย ๆ หยดบนเครื่องกวน (stirring) ท าให้มีแอนติซีรั่ม มี
ความเข้มข้นของ ammonium sulfate 40% ผสมบนเครื่องกวนต่อไป 30 นาที เก็บไว้ข้ามคืนในตู้เย็น น ามา
หมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนค่อย ๆ ละลายตะกอนด้วย 1 มิลลิลิตร ของ 
Phosphate buffer Saline (PBS) (0.01 M phosphate buffer pH 7.2 และ 0.15 M NaCl) เติม 1 มิลลิลิตร 
น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ และ 1.02 มิลลิลิตรของ saturated ammonium sulfate ท าให้แอนติซีรัมมีความเข้มข้นของ 
ammonium sulfate 33% ผสมบนเครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
ละลายตะกอนด้วย 1.5 มิลลิลิตร ของ PBS น าไปท าให้ ammonium sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 
40C  เป็นเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการเปลี่ยน PBS ทุก ๆ 4 ชั่วโมง น ามากรองผ่าน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ 
IgG ไว้ที่ –20oC 

การทดสอบคุณภาพ IgG  โดยน า IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ที่ได้มาวัดความเข้มข้น 
ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ช่วงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  เจือจางให้เชื้อมีค่า O.D. เท่ากับ 1.4 โดยใช้
ครึ่งเท่าของ PBS  เพ่ือให้มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพโดยการตรวจแบคทีเรีย pv. 
gladioli pv. gladioli ที่ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร ด้วยวิธี Indirect Dot Immunobinding 
assay (DIBA) (Hampton el al,1990 โดยใช้ IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ที่เจือจาง 1: 500 

การติดฉลาก IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ด้วยอนุภาคทอง เตรียมสารละลาย
แขวนลอยอนุภาคทอง โดยน า 1% gold chloride ที่ต้มเดือดแล้วมาเติม sodium citrate ท าให้เย็นลง แล้ววัด
ความเข้มข้นด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ช่วงคลื่นแสง 530 นาโนเมตร  ให้มีค่า O.D. เท่ากับ 0.5 ได้
อนุภาคทองแขวนลอยในสารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร  น า IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 
จ านวน 2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายทองแขวนลอย 200 มิลลิลิตร กวนบนเครื่องกวนนาน 60 นาที  แล้วเติม
สารละลาย bovine serum albumin (BSA)  ปั่นเก็บตะกอน แล้วปรับให้ได้ค่า 0.5 ที่ OD 540 

การทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมและการทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบกับ
แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  

ท าการทดสอบ membrane ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาของIgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. 
gladioli บนเส้น test line โดยทดสอบกับ membrane 4 ชนิด ได้แก่  

1) membrane  S&S AE 100 ขนาด 12 ไมโครเมตร 
2) membrane  S&S AE 99 ขนาด 8 ไมโครเมตร 
3) membrane  Millipore HC 100 ขนาด 10 ไมโครเมตร 



4) membrane  Immunopore FP 100 ขนาด 5 ไมโครเมตร 
น าแผ่น membrane ขนาดกว้าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 18 เซนติเมตร ท าเครื่องหมายด้วย

ดินสอที่ด้านบนของแผ่น เป็นต าแหน่ง control line ที่อยู่ห่างจากริมด้านบนของแผ่น membrane 1 เซนติเมตร 
และเส้น test line อยู่ถัดลงมาจาก control line 0.5 เซนติเมตร ใช้ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-0.7 
มิลลิเมตร) จุ่ม GAR (Goat anti rabbit เข้มข้นอัตรา 1:3) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ่น ลากเส้น control line 
โดยใช้ไม้บรรทัดวางเป็นแนวเส้นตรง แตะปากกาลงและลากเส้นจากซ้ายไปทางขวาช้า ๆ จนสุดปลาย 
membrane ทั้งนี้ไม่ต้องออกแรงกด หากปากกาแห้งให้จุ่ม GAR ใหม่ แล้วลากเส้นต่อ ให้ขนาดเส้นที่เปียกบนแผ่น 
membrane มีขนาดเท่า ๆ กันทั้งเส้น ใช้ปากกาด้ามใหม่ (ขนาดปาก 0.5 -0.7 มิลลิเมตร) จุ่มซับ IgG ของ
แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli (เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ่น ลากเส้น test 
line ปฏิบัติเช่นเดียวกันกับ control line น าไปอบแห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง 

การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip  
- วางmembrane ที่มี test line และ control line ลงในช่องที่ก าหนดบนแผ่พลาสติกกาวรองพ้ืน 

(plastic backing polymer) ที่มีขนาด 6x18 เซนติเมตร 
- วางแผ่น CRP ที่ป้ายด้วย IgG ของแบคทีเรีย pv. gladioli pv. gladioli ติดฉลากด้วยอนุภาคทอง 

ให้เกยทับ membrane ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
- วางแผ่นรับตัวอย่าง (Sample application pad) เกยแผ่น CRP 1-2 มิลลิเมตร 
- วางแผ่นกระดาษซับชนิดหนา (wicking paper) เกยทับแผ่น NCM 1-2 มิลลิเมตร 
- ตัดชุดที่ประกอบเสร็จแล้วออกเป็นเส้นให้มีความกว้าง 0.4 เซนติเมตร 
- บรรจุชุดตรวจสอบลงตลับพลาสติก น าไปทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  
- เก็บ Lateral flow test strip ไว้ในถุงอลูมินั่มฟอล์ย และเก็บที่อุณหภูมิห้องที่แห้ง 
- ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบกับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli   น าชุดตรวจที่เตรียมไว้

ข้างต้นมาท าการทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  โดยน าสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. 
gladioli pv. gladioli  ที่ระดับความเข้มข้น 108  หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ่นรับตัวอย่างของชุด
ตรวจสอบจ านวน 3 หยดต่อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยาบน membrane ทั้ง 4 ชนิดเปรียบเทียบกัน  

ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ  
 ท าการทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ในกล้วยไม้ ทดสอบกับ
แบคทีเรียอื่นๆ ที่อยู่ในกล้วยไม้ โดยน าชุดตรวจที่เตรียมไว้ข้างต้นมาท าการทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ
ที่แยกได้จากกล้วยไม้ และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆที่สามารถเกิดโรคกับกล้วยไม้ได้ ได้แก่ Erwinia carotovora , E. 
chrysanthemi, Acidivorax avenae pv. cattaryae  เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli   
น าสารแขวนลอยแบคทีเรียต่างๆ ที่ระดับความเข้มข้น 108  หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ่นรับตัวอย่าง
ของชุดตรวจสอบจ านวน 3 หยดต่อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยา ถ้าปฏิกริยาเป็นบวกจะปรากฏแถบสีทั้ง 
control line และ test line หากปฏิกริยาเป็นลบจะปรากฏสีเฉพาะ control line เท่านั้น 



ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  
โดยน าชุดตรวจที่เตรียมไว้ข้างต้นมาท าการทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจ

แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli โดยน าสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli pv. gladioli  ที่
ระดับความเข้มข้น 10-108  หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ่นรับตัวอย่างของชุดตรวจสอบจ านวน 3 หยด
ต่อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยา ในกรณีตัวอย่างที่ตรวจสอบมีแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  จะ
ปรากฏแถบสีทั้ง control line และ test line หากไม่มีแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli จะปรากฏสีเฉพาะ 
control line เท่านั้น  

เวลาและสถานที่  
ต.ค.53 – ก.ย.56 ทีก่ลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

8.  ผลการทดลองและวิจารณ์  

การผลิตและทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรั่ม 
 การผลิตแอนติเซรั่ม ของแบคทีเรีย Burkholderia gladioli pv. gladioli  เพ่ือใช้ผลิตชุดตรวจสอบ 
Lateral flow test strip โดยการแยกสกัดโปรตีน  Membrane protein complex บริสุทธิ์ จากผนั งเซล
แบคทีเรียB. gladioli pv. gladioli  โดยวิธี Li CL2 extraction   เพ่ือใช้เป็นแอนติเจน น าแอนติเจนบริสุทธิ์พร้อม
ที่จะฉีดกระต่าย ฉีดแอนติเจนเข้าไปในกระต่ายเพ่ือผลิตแอนติซีรัม โดยฉีดกระต่ายจ านวน 4 ครั้ง เจาะเลือด
กระต่ายทุกอาทิตย์ จ านวน 4 ครั้ง น าเลือดกระต่ายมาแยกเอาแอนติซีรั่มโดยแยกเฉพาะน้ าเหลืองทิ้งเม็ดเลือดแดง 
ได้แอนติซีรั่มจ านวน 30 ml น าแอนติซีรั่มมาทดสอบประสิทธิภาพโดยน ามาท าให้เจือจางจนถึง 1: 106  และ
ทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ที่ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร โดยเทคนิค 
DIBA ไดค้่า titer คือ 1: 25,000  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม ได้ความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม
ที่มีต่อแบคที เรีย B. gladioli pv. gladioli ที่  104 cfu/ml สกัด IgG จากแอนติซีรั่ม เพ่ือใช้ในการผลิตชุด
ตรวจสอบ  

ผลิตชุตรวจสอบไวรัสวิธี Lateral flow test strip 
การสกัด Immunoglobulin (IgG) จากแอนติซีรั่มต่อแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli และทดสอบ

คุณภาพ  

จากการสกัด IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ได้ IgG ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ OD 6.5 ที่
ช่วงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  น า IgG ที่ได้มาปรับความเข้มข้นให้มีค่า O.D. เท่ากับ 1.4 เพ่ือให้มีปริมาณโปรตีน 
1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร แล้วท าการทดสอบคุณภาพของ IgG ที่ความเข้มข้น 1:10, 1:100, 1:500, 1:1,000 และ 
1:5,000 ในการท าปฎิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ที่ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร 
โดยวิธี DIBA พบว่า IgG ที่ผลิตได้สามารถท าปฎิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli และมีค่าความ
เข้มข้นที่เหมาะสมในการตรวจสอบด้วยวิธี DIBA คือ 1:500 



การติดฉลาก IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ด้วยอนุภาคทอง,การเตรียมแผ่น Conjugated 
release pad (CRP), การทดสอบชนิดของ membrane ที่ เหมาะสมและการทดสอบปฏิกิริยาของชุด
ตรวจสอบกับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli   

น า IgG ที่เตรียมได้ไป conjugate กับสารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (colloidal gold) ได้เป็น IgG 
ที่ติดสลากด้วยอนุภาคทอง (gold conjugated IgG or gold particle labeled IgG ) ท าการเตรียมแผ่น CRP 
โดยใช้พู่กันจุ่มและป้ายลงบนแผ่น CRP ปริมาณ 100 – 120 ไมโครลิตร/แผ่น (15 – 18 เซนติเมตร) แล้วน าไป
อบแห้ง ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ห่อด้วยอลูมินั่มฟอล์ย เก็บไว้ในที่แห้ง จากนั้นทดสอบชนิดของ 
membrane ที่เหมาะสมส าหรับใช้ประกอบชุดตรวจสอบ ได้น าแผ่น membrane ทั้ง 4 ชนิด มาท าเส้น test 
line และ control line แล้วประกอบเป็นชุดตรวจสอบโดยน าแผ่น CRP ที่ป้ายด้วย IgG ที่ติดสลากด้วยอนุภาค
ทอง และแผ่น membrane ที่ ได้ลากเส้น test line และ control line ประกอบลงบนแผ่น backing โดย
ประกอบร่วมกับแผ่น SAP และแผ่น wick  ผลการทดสอบพบว่า membrane S&S AE 99 ให้ผลดีที่สุด รองลงมา 
คือ membrane S&S AE 100 โดยให้ปฏิกิริยาของเส้น test line ที่ดีมาก และดี ตามล าดับ (ตารางที ่1) 

ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ  
ท าการทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ในกล้วยไม้ และทดสอบกับ

แบคทีเรียอ่ืนๆ ที่อยู่ในกล้วยไม้ ผลการทดสอบพบว่า ชุดตรวจสอบ เป็นผลบวกเฉพาะกับแบคทีเรีย B. gladioli 
pv. gladioli แต่ชุดตรวจสอบที่ผลิตได้ให้ผลการทดสอบที่เป็นลบกับ Erwinia carotovora , E. chrysanthemi, 
Acidivorax avenae pv. cattaryae   และ  

ชดุตรวจสอบที่ผลิตได้ ให้ผลการทดสอบเป็นผลบวกกับแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli  สาเหตุ
โรคผลเน่าของพืชตระกูลแตง แต่ชุดตรวจสอบที่ผลิตได้ให้ผลการทดสอบที่เป็นลบกับเชื้อแบคทีเรีย Bukhoderia 
gladioli pv. gladioli, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia chrysanthemi, Pantoea sp., 
Xanthomonas campestris pv campestris, Ralstonia solanacearum และเชื้อแบคทีเรียที่ตรวจพบบนผิว
ใบกล้วยไม้ที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน จ านวน 7 ลักษณะ ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับวิธีการทดสอบความจ าเพาะ
เจาะจงด้วยวิธีการ indirect ELISA แสดงว่าชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเมื่อน ามาตรวจกับตัวอย่างกล้วยไม้จึงมี
ความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae 

ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  
จากการทดสอบประสิทธิภาพความไวของชุดตรวจสอบในการตรวจสอบแบคทีเรีย          B. gladioli 

pv. gladioli  ในกล้วยไม้  พบว่าชุดตรวจสอบสามารถตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ในน้ าคั้นใบ
กล้วยไม้ ได้ที่ระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 104-108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร โดยปรากฏแถบสีม่วงทั้ง control line 
และ test line ในตลับที่หยดด้วยสารแขวนลอยความเข้มข้นตั้งแต่ 104-108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตรภายใน 5 นาที 
ซึ่งเป็นปฏิกิริยาเป็นบวก  ในขณะที่ตลับที่หยดด้วยสารแขวนลอยความเข้มข้นตั้งแต่ 10 -103 หน่วยโคโลนี/
มิลลิลิตร เกิดปฏิกิริยาเป็นลบ โดยปรากฏแถบสีม่วงเฉพาะ control line เท่านั้น  ชุดตรวจสอบไม่สามารถ
ตรวจหาแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli  ในน้ าคั้นใบกล้วยไม้ได้ที่ระดับความเข้มข้นต่ ากว่า 104 หน่วยโคโลนี



ต่อมิลลิลิตร แสดงว่าชุดตรวจสอบมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ในน้ าคั้น
ใบกล้วยไม้ได้ที่ระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็นต้นไป 

9. สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
การพัฒนาชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 

ในกล้วยไม้ ในครั้งนี้ สามารถตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ในกล้วยไม้ จากตัวอย่างน้ าคั้นใน
กล้วยไม้ ที่ความเข้มข้น 104 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร เป็นต้นไป โดย test line และ control line ปรากฏแถบสี
ม่วงภายในระยะเวลาประมาณ 5 นาที  

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
การพัฒนาชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli 

ในกล้วยไม้ ในครั้งนี้ สามารถตรวจสอบแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ในกล้วยไม้ เห็นผลภายในระยะเวลา
ประมาณ 5 นาที ดังนั้นสามารถน ามาปรับใช้ เพ่ือให้นักวิชาการ และเจ้าหน้าที่ที่เกี่ยวข้อง สามารถน าไปใช้ใน
การตรวจวินิจฉัยโรคเน่าของกล้วยไม้ ที่เกิดจากแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli ได้ด้วยตนเอง รวมทั้ง
สามารถน าไปใช้ในตรวจสอบต้นพันธุ์ในกล้วยไม้ ก่อนปลูกเพ่ือลดการระบาดของโรค การน าไปใช้เป็นเครื่องมือ
ในผลิตหัวพันธุ์ปลอดโรคและสามารถใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจสอบรับรองในงานกักกันพืชด้วย 

11. ค าขอบคุณ  
    - 
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13. ภาคผนวก 
ภาพที่ 1  การทดสอบคุณภาพ IgG ของแบคทีเรีย Burkholderia gladioli pv. gladioli 

โดยวิธี Dot-Immunobinding assay (DIBA)  
 

 
 
 

 
 
 
 

ตารางท่ี1  การทดสอบประสิทธิภาพของชนิดของ membrane ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตชุดตรวจสอบ 

producing Lateral flow test strip 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgG 
S&S AE 100 

size 12 um 

S&S AE 99 

size 8 um 

Millipore HC 
100 

size 10 um 

Immunopore FP 
 size 5 um 

IgG RS 

(test line) 
Good Excellent Fair Fair 

IgG GAR 

(control line) 
Good Excellent Fair Fair 



 

 

ภาพที่ 2  แผนภาพแผนภาพองค์ประกอบของชุดตรวจสอบ Lateral flow test strip composition 

 
 
ภาพที่ 4  The result of Burkholderia gladioli pv. gladioli detection on Orchid by Lateral 

flow test strip 
 
 

A : Positive reaction;  purple color stripe in 

both test line and control line  

B : Negative reaction; purple color stripe in 

only control line 

A B 


