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การพฒันาชดุตรวจสอบแบบ การพฒันาชดุตรวจสอบแบบ การพฒันาชดุตรวจสอบแบบ การพฒันาชดุตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip Lateral flow test strip Lateral flow test strip Lateral flow test strip เพือ่ตรวจสอบแบคทเีรยี เพือ่ตรวจสอบแบคทเีรยี เพือ่ตรวจสอบแบคทเีรยี เพือ่ตรวจสอบแบคทเีรยี     

Burkholderia gladioliBurkholderia gladioliBurkholderia gladioliBurkholderia gladioli    pv. pv. pv. pv. gladioligladioligladioligladioli    

Development of Development of Development of Development of Lateral flow test stripLateral flow test stripLateral flow test stripLateral flow test strip        

for for for for Burkholderia gladioliBurkholderia gladioliBurkholderia gladioliBurkholderia gladioli    pv. pv. pv. pv. ggggladioliladioliladioliladioli    detectiondetectiondetectiondetection    
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กลุ>มวจิยัโรคพชืกลุ>มวจิยัโรคพชืกลุ>มวจิยัโรคพชืกลุ>มวจิยัโรคพชื        สาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชื    
-------------------------------------------------------------------------------------------- 

รายงานความกEาวหนEารายงานความกEาวหนEารายงานความกEาวหนEารายงานความกEาวหนEา    

 การผลิตแอนติเซรั่ม ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli เพ่ือใชEผลิตชุดตรวจสอบ 

Lateral flow test strip โดยการสกัดโปรตีนจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli pv. gladioli 

เพ่ือใชEเปJนแอนติเจน นําแอนติเจนบริสุทธิ์พรEอมท่ีจะฉีดกระต>าย ฉีดแอนติเจนเขEาไปในกระต>ายเพ่ือ

ผลิตแอนติซีรัม โดยฉีดกระต>ายจํานวน 4 ครั้ง เจาะเลือดกระต>ายทุกอาทิตยR จํานวน 4 ครั้ง นําเลือด

กระต>ายมาแยกเอาแอนติซีรั่มโดยแยกเฉพาะน้ําเหลืองท้ิงเม็ดเลือดแดง ไดEแอนติซีรั่มจํานวน 30 ml 

นําแอนติซีรั่มมาทดสอบค>า titer  ท่ีมีค>า titer 1: 15000  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ

แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli พบว>ามีความเฉพาะเจาะจงต>อแบคทีเรีย B. gladioli pv. 

gladioli 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

กลEวยไมEเปJนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทย  ไทยครองสัดส>วนการส>งออกกลEวยไมEอันดับ

หนึ่งของโลก สําหรับมูลค>าการคEากลEวยไมEของโลกปZ พ.ศ. 2550 สูงกว>า 155 ลEานดอลลารRสหรัฐ (คิด

เปJนมูลค>าประมาณ 5,337 ลEานบาท) โดยไทยเปJนประเทศผูEส>งออกกลEวยไมEอันดับหนึ่งของโลก 

โดยเฉพาะกลEวยไมEเมืองรEอน และในปZ พ.ศ. 2550 ไทยมีสัดส>วนส>งออกกลEวยไมEตัดดอกสูงถึงรEอยละ 

70 ของตลาดโลก รองลงมาไดEแก> สิงคโปรR นิวซีแลนดR  เกาหลีใตE  และออสเตรเลียเปJนตEน แต>การผลิต

กลEวยไมEประสบปaญหาการระบาดของศัตรูพืช นอกจากนี้ในปaจจุบันไดEมีการปรับปรุงพันธุRกลEวยไมEชนิด

ใหม>ๆข้ึนมาท่ีอ>อนแอต>อศัตรูพืช ทําใหEแต>การผลิตกลEวยไมEประสบปaญหามากข้ึน  โดยเฉพาะโรค

กลEวยไมEท่ีเกิดจากแบคทีเรีย แต>เดิมพบเปJนเพียงเล็กนEอย  แต>ในปaจจุบันพบปaญหาโรคท่ีเกิดจาก

แบคทีเรียระบาดอย>างมาก และดEวยสภาพภูมิอากาศปaจจุบัน ภาวะโลกรEอนไดEส>งผลกระทบโดย

ทางตรงและทางอEอมต>อ สภาพแวดลEอมและ มนุษยR และ สิ่งมีชีวิตชนิดต>างๆ โดยเฉพาะจุลินทรียR

สาเหตุโรคพืช ทํามีการปรับสภาพใหEมีกิจกรรมต>างๆเปลี่ยนแปลงไป  จุลินทรียRสาเหตุโรคพืชในเขต

รEอน ท่ีมีการปรับตัวใหEรุนแรงข้ึน สามารถเขEาทําลายพืชอาศัยเพ่ิมมากข้ึน โรคแบคทีเรียของกลEวยไมEท่ี

สําคัญมีอยู>  3 ชนิด ไดEแก> โรคเน>าสีน้ําตาล (brown rot) เกิดจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli ( 

Pseudomonas gladioli) (Chuenchitt  et al.,1983; สุเนตรา และสิริลักษณR, 2532; ปiยะรัตนR และ

จงวัฒนา, 2551) โรคใบจุด (leaf spot) เกิดจากแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. cattleyae 

(Pseudomonas cattleyae) ( นิยมรัฐ, 2547; ปiยะรัตนR และจงวัฒนา, 2551) และโรคเน>าและ (soft 

rot) เกิดจากแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. Carotovora (นิยมรัฐ, 2538; ปiยะรัตนR และจง

วัฒนา, 2551) แต>โรคท่ีพบระบาดมากในแปลงปลูกในปaจจุบันไดEแก> โรคเน>าสีน้ําตาล และโรคใบจุด  

ซ่ึง Chuenchitt  et al. (1983) ไดEรายงานการพบการระบาดของโรคเน>าสีน้ําตาลของกลEวยไมEตระกูล

หวายท่ีเกิดจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli ในเขตหนองแขม กรุงเทพฯ ซ่ึงเปJนแหล>งผลิต

กลEวยไมEขนาดใหญ>ของประเทศไทย โดยทําความเสียหายถึงรEอยละ 50 ของกลEวยไมEท่ีปลูก ดังนั้นการ

ท่ีสามารถตรวจสอบและจําแนกชนิดของแบคทีเรียไดEอย>างรวดเร็วทําใหEสามารถปoองกันกําจัดโรคท่ีเกิด

จากแบคทีเรียไดEอย>างทันต>อสถานการณR ทําใหEสามารถเก็บดอกจําหน>าย การทดลองนี้มีวัตถุประสงคR

เพ่ือพัฒนาการพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบแบคทีเรีย 

Burkholderia gladioli pv. gladioli ชุดตรวจสอบนี้สมารถนําไปใชEในการตรวจสอบในแปลงปลูก

และรูEผลการตรวจภายในเวลา 5-10 นาที ทําใหEเกษตรกรสามารถปoองกันกําจัดไดEอย>างถูกตEอง รวดเร็ว 
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณRอุปกรณRอุปกรณRอุปกรณR    

1. อุปกรณRมาตรฐานในหEองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดEแก> ตูEเข่ียเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณR
การแยกเชื้อแบคทีเรีย 

2. อุปกรณRวิทยาศาสตรR เช>น ตูEควบคุมอุณหภูมิ ตูEเย็นสําหรับเก็บตัวอย>าง หมEอนึ่งความดัน
ไอ  เครื่องเขย>าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค>าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
ตูEอบ (oven) 

3.  เครื่องแกEวและอุปกรณRอ่ืนๆท่ีใชEในหEองปฏิบัติการ เช>น เครื่องชั่ง, pH meter  เปJนตEน 
4. สารเคมีท่ีใชEในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  วัสดุการเกษตร ไดEแก> ดิน  กระถางตEนไมE ปุrย  
6.  โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1.1.1.1.    การเตรียมแอนติเจน การเตรียมแอนติเจน การเตรียมแอนติเจน การเตรียมแอนติเจน ((((Antigen)  Antigen)  Antigen)  Antigen)  นําเชื้อแบคทีเรีย  Burkholderia gladioli ท่ีจําแนก

ชนิดและทดสอบความรุนแรงโรคแลEวมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PSA (Potato semi-synthetic agar) ใหE
มีอายุ 48 ชั่วโมง นํามาลEางเซลลRแบคทีเรีย 3 ครั้งดEวยสารละลาย  phosphate buffer saline (PBS) 
(Allan and Kelman, 1977) แลEวนําไปตกตะกอนดEวยเครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)   ท่ีความเร็ว
รอบ 12,000 g เปJนเวลา 20 นาที  นําเซลลRแบคทีเรียท่ีลEางแลEวมาละลายในPBSจากนั้นนําไปทําการ 
fix เซลสRแบคทีเรีย ดEวย 2% glutaraldehyde (Allan and Kelman, 1977)  เปJนเวลา 3 ชั่วโมง  
แลEวนํามาทําใหE glutaraldehyde เจือจางหมดไปโดยการ dialysis ใน PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที โดยเปลี่ยน PBS ทุกๆ 4 ชั่วโมง  เก็บสารละลายเชื้อแบคทีเรียท่ีไดEไวEท่ี 4 
องศาเซลเซียส เพ่ือใชEในการฉีดกระต>ายต>อไป 

2.2.2.2.    การผลิตแอนติซีรัม  การผลิตแอนติซีรัม  การผลิตแอนติซีรัม  การผลิตแอนติซีรัม  ทําการละลายเชื้อแบคทีเรียท่ีไดEจากการ fix เซลลRดEวย 
glutaraldehyde  แลEวปรับความเขEมขEนของแบคทีเรียใหEไดEประมาณ 109 หน>วยโคโลนี ต>อมิลลิลิตร 
ดEวย PBS จากนั้นนําไปผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ในอัตรา 1:1 ผสมใหEเขEากันเพ่ือ
นําไปฉีดเขEาใตEผิวหนังของกระต>ายทดลองพันธุR  New Zealand สีขาว โดยก>อนการฉีด 1 สัปดาหR 
เจาะเก็บเลือดกระต>ายไวEก>อนเพ่ือใชEเปJนตัวเปรียบเทียบ (Normal serum) จากนั้นนําสารละลาย
แบคทีเรียท่ีผสมกับ adjuvant แลEวฉีดเขEาใตEผิวหนังของกระต>าย โดยฉีดอาทิตยRละหนึ่งครั้ง  รวม
ระยะเวลาท้ังสิ้น 4 สัปดาหR หลังการฉีดครั้งสุดทEาย 1 อาทิตยR  เจาะเก็บเลือดกระต>าย 3 ครั้ง ห>างกัน
ครั้งละ 1 สัปดาหR แยกและเก็บแอนติซีรัม โดยนําเลือดกระต>ายท่ีไดEตั้งท้ิงไวEเพ่ือใหEเม็ดเลือดแดงแข็งตัว 
จากนั้นใชEเข็มลนไฟฆ>าเชื้อ แลEวกรีดท่ีผิวตรงรอยต>อระหว>างบีกเกอรRกับเลือดจนรอบ นําบีกเกอรRไปต้ัง
ท้ิงไวEในตูEเย็นท่ีอุณหภูมิ 4oC นาน 12 ชั่วโมง     แลEวนําเอาเฉพาะส>วนน้ําใสมาปa}นตกตะกอนดEวย



 

 

รายงานผลงานวิจัยประจาํป� 2554 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช                  กรมวิชาการเกษตร 

2051 

เครื่องหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 g นาน 10 นาที   ท่ีอุณหภูมิ 4oC เพ่ือเอาส>วนเม็ดเลือดแดง
ออกไป นําส>วนน้ําใสท่ีไดEซ่ึงเปJนแอนติซีรัมเก็บแช>แข็งไวE 

3. ทดสอบประสทิธภิาพของแอนติซรีมัทดสอบประสทิธภิาพของแอนติซรีมัทดสอบประสทิธภิาพของแอนติซรีมัทดสอบประสทิธภิาพของแอนติซรีมั โดยนําแอนติบอดีท่ีไดEแต>ละครั้ง มาทําใหEเจือจาง
จนถึง 1: 106  และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli ท่ีความเขEมขEน 108 หน>วยโคโลนี/
มิลลิลิตร โดยเทคนิค วิธี  Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hamplton et al, 1990) 

4.4.4.4.    ผลติชตุรวจสอบไวรสัวธิ ีผลติชตุรวจสอบไวรสัวธิ ีผลติชตุรวจสอบไวรสัวธิ ีผลติชตุรวจสอบไวรสัวธิ ีGLIFT kitGLIFT kitGLIFT kitGLIFT kit  
4.1 นําแอนติซีรั่มท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย B. gladioli มาแยกเฉพาะส>วนอิมมู

โนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืน ๆ ในเซรุ>มนั้น โดยใชEการตกตะกอนดEวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
(ammonium sulfate precipitation) (Hampton el al,1990)  นํา 1 มิลลิลิตรของแอนติซีรั่มผสม
กับ 1 มิลลิลิตรของน้ํากลั่นนึ่งฆ>าเชื้อ หยด 1.3 มิลลิลิตร ของ saturated ammonium sulfate pH 
7.2  ท่ีแช>เย็น ค>อย ๆ หยดบนเครื่องกวน (stirring) ทําใหEมีแอนติซีรั่ม มีความเขEมขEนของ 
ammonium sulfate 40% ผสมบนเครื่องกวนต>อไป 30 นาที เก็บไวEขEามคืนในตูEเย็น นํามาหมุน
เหวี่ยงท่ี 8,000 รอบ/นาที เปJนเวลา 10 นาที เก็บตะกอนค>อย ๆ ละลายตะกอนดEวย 1 มิลลิลิตร ของ 
Phosphate buffer Saline (PBS) (0.01 M phosphate buffer pH 7.2 และ 0.15 M NaCl) เติม 1 
มิลลิลิตร น้ํากลั่นนึ่งฆ>าเชื้อ และ 1.02 มิลลิลิตรของ saturated ammonium sulfate ทําใหEแอนติ
ซีรัมมีความเขEมขEนของ ammonium sulfate 33% ผสมบนเครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนท่ี 8,000 
รอบ/นาที เปJนเวลา 10 นาที ละลายตะกอนดEวย 1.5 มิลลิลิตร ของ PBS นําไปทําใหE ammonium 
sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ท่ี 40C  เปJนเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการเปลี่ยน PBS ทุก ๆ 4 
ชั่วโมง นํามากรองผ>าน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ IgG ไวEท่ี –20oC 

4.2 การทดสอบคุณภาพ IgG  โดยนํา IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli ท่ีไดEมาวัดความ
เขEมขEน ดEวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีช>วงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร  เจือจางใหEเชื้อมีค>า O.D. 
เท>ากับ 1.4 โดยใชEครึ่งเท>าของ PBS  เพ่ือใหEมีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นําไปทดสอบ
คุณภาพโดยการตรวจแบคทีเรีย B. gladioli ท่ีความเขEมขEน 108 หน>วยโคโลนี/มิลลิลิตร ดEวยวธิี 
Indirect Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hampton el al,1990 โดยใชE IgG ของแบคทีเรีย B. 
gladioli ท่ีเจือจาง 1: 500 

4.3 การติดฉลาก IgG ของแบคทีเรีย B. gladioli ดEวยอนุภาคทอง เตรียมสารละลาย
แขวนลอยอนุภาคทอง โดยนํา 1% gold chloride ท่ีตEมเดือดแลEวมาเติม sodium citrate ทําใหEเย็น
ลง แลEววัดความเขEมขEนดEวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีช>วงคลื่นแสง 530 นาโนเมตร  ใหEมีค>า 
O.D. เท>ากับ 0.5 ไดEอนุภาคทองแขวนลอยในสารละลาย ขนาด 40 นาโนเมตร  นํา IgG ของแบคทีเรีย 
B. gladioli จํานวน 2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายทองแขวนลอย 200 มิลลิลิตร กวนบนเครื่องกวน
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นาน 60 นาที  แลEวเติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA)  ปa}นเก็บตะกอน แลEวปรับใหEไดE
ค>า 0.5 ท่ี OD 540 

4.4 การทดสอบชนิดของ membrane ท่ีเหมาะสมต>อการเกิดปฏิกิริยาของแอนติซีรัม ของ
แบคทีเรีย B. gladioli บนเสEน test line ทดสอบ 3-4 ชนิด ท่ีมีขนาดประมาณ 5-12 ไมโครเมตร 

4.5 การประกอบเปJนชุดตรวจสอบ และทดสอบปฏิกิริยากับแบคทีเรีย B. gladioli  ท่ี
ระดับความเขEมขEนต>างๆ ต้ังแต> 102-108 หน>วยโคโลนี/มิลลิลิตร และจากตัวอย>างกลEวยไมE 

4.6 ทดสอบประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย B. gladioli  

4.7 รวบรวม วิเคราะหRผล และเขียนรายงาน 
    
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    

ตตตต....คคคค....55553333    ––––    กกกก....ยยยย....55556666    ที่ทีท่ี่ที่กลุ>มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
 
 

รายงานความกEาวหนEารายงานความกEาวหนEารายงานความกEาวหนEารายงานความกEาวหนEา    

 การผลิตแอนติเซรั่ม ของแบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli เพ่ือใชEผลิตชุดตรวจสอบ 

Lateral flow test strip โดยการสกัดโปรตีนจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli pv. gladioli 

เพ่ือใชEเปJนแอนติเจน นําแอนติเจนบริสุทธิ์พรEอมท่ีจะฉีดกระต>าย ฉีดแอนติเจนเขEาไปในกระต>ายเพ่ือ

ผลิตแอนติซีรัม โดยฉีดกระต>ายจํานวน 4 ครั้ง เจาะเลือดกระต>ายทุกอาทิตยR จํานวน 4 ครั้ง นําเลือด

กระต>ายมาแยกเอาแอนติซีรั่มโดยแยกเฉพาะน้ําเหลืองท้ิงเม็ดเลือดแดง ไดEแอนติซีรั่มจํานวน 30 ml 

นําแอนติซีรั่มมาทดสอบค>า titer  ท่ีมีค>า titer 1: 15000  ทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ

แบคทีเรีย B. gladioli pv. gladioli พบว>ามีความเฉพาะเจาะจงต>อแบคทีเรีย B. gladioli pv. 

gladioli 
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