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การปรับปรุงวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ในหัวพันธุ�ปทุมมาโดยใช�ชุด
ตรวจสอบ (GLIFT kit) โรคเห่ียวของปทุมมา 

Improvement method for detection of Ralstonia solanacearum in  Curcuma 
seed using Curcuma bacterial wilt GLIFT kit   

 
ณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล1/ ดารุณี ปุญญพิทักษ�1/ ทิพวรรณ กันหาญาติ1/ 

รุGงนภา ทองเคร็ง1/ วิภาดา  ทองทักษิณ2/  สุธามาศ  ณ นGาน3/ 
1/ กลุGมวิจัยโรคพืช   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2/ กลุGมวิชาการ  สถาบันวิจัยพืชสวน 
3/ ศูนย�วิจัยพืชสวนเชียงราย   สถาบันวิจัยพืชสวน 

 
รายงานความก�าวหน�า 

 ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย�างหัวพันธุ�ปทุมมาท่ีมีประสิทธิภาพโดยการนําหัวพันธุ�ปทุมมา มาตัด
ชิ้นส�วน นําเอาเฉพาะส�วนท�อน้ํา ท�ออาหารมาตรวจหาเชื้อ Ralstonia solanacearum ได,ดีท่ีสุด  
ทดสอบบัปเฟอร�ต�างๆในการทํา GLIFT kit ได,แก� coating buffer phosphate buffer citrate 
buffer Tris buffer  ได,สารละลายbuffer ท่ีเหมาะสมในการทําชุดตรวจสอบ ทดสอบความเข,มข,น
ของแอนติซีรั่มท่ีใช,ในการผลิตชุดตรวจสอบ ได,ความเข,มข,นของแอนติซีรั่มท่ีใช,ในการผลิตชุดตรวจสอบ 
1:500 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม พบว�า มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย RS ท่ี
ความเข,มข,นตํ่าสุด 1x103 cfu/ml ทดสอบ buffer ต�างๆกับกระดาษชนิดต�างๆในการทําชุด GLIFT 
kit  พบว�า buffer สามารถใช,ได,ดีกับกระดาษไนโตรเซลูโลส AE99 โดยมีความไวในการตรวจ 10x103 
cfu/ml  
 เก็บหัวพันธุ�ปทุมมาจากแปลงจังหวัดเชียงใหม� นํามาเตรียมตัวอย�างสําหรับตรวจ พบหัวพันธุ�
จํานวน 5% ตรวจพบเชื้อ R. solanacearum ทําการปรับปรุงขนาดกระดาษให,เหมาะสมโดยทดสอบ
การปรับขนาดของกระดาษกรองท่ีใช,ในการประกอบชุด GLIFT kit โดยปรับให,ยาวข้ึน 0.5 ซ.ม. ทําให,
การไหลของสารในแนวต้ังดีข้ีน สามารถตัดชุดตรวจสอบเป\นแผ�นแล,วจุ�มลงไปในสารละลายเชื้อ
แบคทีเรียได,เลยโดยไม�ต,องใส�ลงในตลับ 
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คํานํา 
 ปทุมมาเป\นไม,พ้ืนเมืองของประเทศไทยท่ีนิยมนําไปเป\นไม,ประดับและไม,ตัดดอก มีการ
ส�งออกหัวพันธุ�ปทุมมาไปขายยังต�างประเทศเป\นจํานวนมาก ป]ญหาสําคัญท่ีพบในการส�งออกหัวพันธุ�
ปทุมมามีโรคเหี่ยวท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum (syn. Pseudomonas 

solanacearum) ระบาดทําความเสียหายให,กับเกษตรกรและผู,ส�งออก เแบคทีเรียชนิดนี้จัดเป\น
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชท่ีมีความสําคัญมากชนิดหนึ่ง ทําให,เกิดโรคเหี่ยว (wilt) ก�อความเสียหายกับ
พืชปลูกหลายชนิด ท้ังท่ีเป\นพืชเศรษฐกิจจนถึงวัชพืชมากกว�า 200 ชนิด โดยเฉพาะในประเทศไทยมี
การปลูกพืชหลายชนิดท่ีพืชเศรษฐกิจของประเทศ และเป\นพืชอาศัยของแบคทีเรียชนิดนี้ ได,แก�  มัน
ฝรั่ง  ขิง   ปทุมมา  เป\นต,น R. solanacearum เป\นแบคทีเรียทางดินสามารถอยู�ในดินได,เป\นระยะ
เวลานาน นอกจากนี้แบคทีเรียชนิดนี้สามารถติดไปกับหัวพันธุ�หรือส�วนขยายพันธุ�ได, ทําให,การแพร�
ระบาดของโรคนี้จึงสามารถแพร�ได,อย�างรวดเร็วและท่ัวประเทศเม่ือมีการขนย,ายส�วนขยายพันธุ�ของ
พืชท่ีมีการปนเปefอนของแบคทีเรีย R. solanacearum ไปปลูกในท่ีต�าง ๆ ความรุนแรงของโรคข้ึนอยู�
กับชนิดของพืชท่ีเชื้อเข,าทําลายสภาพแวดล,อม และสายพันธุ� (strain) ของแบคทีเรีย  นอกจากนี้
แบคทีเรีย R. solanacearum ยังเป\นศัตรูพืชท่ีสําคัญทางกักกันพืช ถ,าพบแบคทีเรียนี้ติดไปกับหัว
พันธุ�ท่ีส�งออก หัวพันธุ�เหล�านั้นจะถูกเผาทําลายทันที ทําให,ไม�สามารถส�งออกได, 

นอกจากนี้เนื่องจากแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยว R. solanacearum สามารถติดไปกับหัวพันธุ�
ได, เม่ือในไปปลูกในฤดูต�อไปจะเกิดการระบาดของโรครุนแรง ฉะนั้นการใช,หัวพันธุ�ปทุมมาปลอดโรค
เป\นวิธีการหนึ่งท่ีจะลดการระบาดของโรคหรือการเกิดโรคเหี่ยวในแปลงปลูก  ซ่ึงการคัดเลือกหาหัว
พันธุ�ปลอดโรคต,องใช,เครื่องมือและวิธีการในการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ณัฎฐิมา et al. (2543) ได,พัฒนา
ชุดตรวจสอบELISA kit สําหรับตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ�ปทุมมา ซ่ึงชุด
ตรวจสอบสําเร็จรูปดังกล�าวสามารถนําไปใช,ในภาคสนามได,แต�ยังมีความยุ�งยาก และต,องใช,อุปกรณ�
วิทยาศาสตร�ในการตรวจ ทําให,เกษตรกรนําใช,ไม�สะดวก  สุรภี et al. (2551) ได,พัฒนาชุดตรวจสอบ 
GLIFT kit ตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ซ่ึงสามารถตรวจเห็นผลภายใน 5 นาที แต�เม่ือในไป
ใช,ตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ� พบว�าแปlงท่ีอยู�ในหัวพันธุ�ทําปฎิกริยากับ
กระดาษรองรับในชุดตรวจสอบทําให,เกิดการผิดพลาดในการตรวจสอบได, ดังนั้นจึงควรปรับปรุงวิธีการ
ตรวจ ตลอดจนสารละลายท่ีใช,กับตัวอย�างให,มีประสิทธิภาพ และง�ายต�อการใช,งาน เพ่ือขยายการใช,
งานชุดตรวจสอบในขบวนการผลิตหัวพันธุ�ปทุมมาของเกษตรกร  

 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ� 

1. อุปกรณ�มาตรฐานในห,องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได,แก� ตู,เข่ียเชื้อชนิดปลอดเชื้อ  
2. อุปกรณ�วิทยาศาสตร� เช�น ตู,ควบคุมอุณหภูมิ ตู,เย็นสําหรับเก็บตัวอย�าง หม,อนึ่งความดันไอ  

เครื่องเขย�าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค�าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู,อบ 
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(oven) 
3. เครื่องแก,วและอุปกรณ�อ่ืนๆท่ีใช,ในห,องปฏิบัติการ เช�น เครื่องชั่ง, pH meter  เป\นต,น 
4. สารเคมีท่ีใช,ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5. วัสดุการเกษตร ได,แก� ดิน  กระถางต,นไม, ปุqย หัวพันธุ�ปทุมมา 

วิธีการ 
1. ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอยGางหัวพันธุ�ปทุมมา ทดสอบวิธีการเตรียมตัวอย�างจากหัวพันธุ�

ปทุมมา จํานวน 6 วิธีการ ได�แกG 
1) ส�วนเนื้อเยื่อท้ังหมดของหัวพันธุ� บดละเอียดใน PBS buffer  
2) ส�วนเนื้อเยื่อท้ังหมดของหัวพันธุ� แช�ใน PBS buffer 5 นาที 
3) เฉพาะส�วนท�อน้ําท�ออาหารของหัวพันธุ� บดละเอียดใน PBS buffer  
4) เฉพาะส�วนท�อน้ําท�ออาหารของหัวพันธุ� แช�ใน PBS buffer 5 นาที 
5) ส�วนรากสะสมอาหารของหัวพันธุ� บดละเอียดใน PBS buffer 
6) ส�วนรากสะสมอาหารของหัวพันธุ� แช�ใน PBS buffer 5 นาที 

2. ทดสอบสารละลาย(buffer) ท่ีใช�ในชุดตรวจสอบ ทําการทดสอบชนิดสารละลายท่ีใช,
เป\นตัวละลายน้ําบดตัวอย�างท่ีใช,ประกอบในชุดตรวจสอบ จํานวน 4 ชนิด  ได,แก�  

1) PBS buffer,  
2) Citrate buffer 
3) TBS buffer 
4) coating buffer 

3. การทดสอบชนิดของ membrane ท่ีเหมาะสมและการทดสอบปฏิกิริยาของชุด
ตรวจสอบกับแบคทีเรีย R. solanacearum    

ทําการทดสอบ membrane ท่ีเหมาะสมต�อการเกิดปฏิกิริยาของIgG ของแบคทีเรีย R. 

solanacearum บนเส,น test line โดยทดสอบกับ membrane 4 ชนิด ได,แก�  
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 

นําแผ�น membrane ขนาดกว,าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให,มีความยาว 18 เซนติเมตร ทํา
เครื่องหมายด,วยดินสอท่ีด,านบนของแผ�น เป\นตําแหน�ง control line ท่ีอยู�ห�างจากริมด,านบนของแผ�น 
membrane 1 เซนติเมตร และเส,น test line อยู�ถัดลงมาจาก control line 0.5 เซนติเมตร ใช,
ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ�ม GAR (Goat anti rabbit เข,มข,นอัตรา 1:3) 
ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ�น ลากเส,น control line โดยใช,ไม,บรรทัดวางเป\นแนวเส,นตรง แตะปากกา
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ลงและลากเส,นจากซ,ายไปทางขวาช,า ๆ จนสุดปลาย membrane ท้ังนี้ไม�ต,องออกแรงกด หากปากกา
แห,งให,จุ�ม GAR ใหม� แล,วลากเส,นต�อ ให,ขนาดเส,นท่ีเป{ยกบนแผ�น membrane มีขนาดเท�า ๆ กันท้ัง
เส,น ใช,ปากกาด,ามใหม� (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ�มซับ IgG ของแบคทีเรีย R. solanacearum 
(เข,มข,น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ�น ลากเส,น test line ปฏิบัติเช�นเดียวกันกับ 
control line นําไปอบแห,งท่ี 37 องศาเซลเซียส เป\นเวลานาน 2 ชั่วโมง 

4. การประกอบเป\นชุดตรวจสอบ GLIFT  
- วางmembrane ท่ีมี test line และ control line ลงในช�องท่ีกําหนดบนแผ�พลาสติกกาว

รองพ้ืน (plastic backing polymer) ท่ีมีขนาด 6x18 เซนติเมตร 
- วางแผ�น CRP ท่ีปlายด,วย IgG ของแบคทีเรีย R. solanacearum ติดฉลากด,วยอนุภาค

ทอง ให,เกยทับ membrane ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
- วางแผ�นรับตัวอย�าง (Sample application pad) เกยแผ�น CRP 1-2 มิลลิเมตร 
- วางแผ�นกระดาษซับชนิดหนา (wicking paper) เกยทับแผ�น NCM 1-2 มิลลิเมตร 
- ตัดชุดท่ีประกอบเสร็จแล,วออกเป\นเส,นให,มีความกว,าง 0.4 เซนติเมตร 
- บรรจุชุดตรวจสอบลงตลับพลาสติกนําไปทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรียR. 

solanacearum  
- เก็บ GLIFT kit ไว,ในถุงอลูมินั่มฟอล�ย และเก็บท่ีอุณหภูมิห,องท่ีแห,ง 
- ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบกับแบคทีเรีย R. solanacearum  นําชุดตรวจท่ีเตรียม

ไว,ข,างต,นมาทําการทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรีย R. solanacearum โดยนําสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
R. solanacearum ท่ีระดับความเข,มข,น 108  หน�วยโคโลนี/มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ�นรบัตัวอย�างของ
ชุดตรวจสอบจํานวน 3 หยดต�อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยาบน membrane ท้ัง 4 ชนิด
เปรียบเทียบกัน 

5. ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ ทําการทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับ
แบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ�ปทุมมา ทดสอบกับแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีอยู�ในหัวปทุมมา โดย
นําชุดตรวจท่ีเตรียมไว,ข,างต,นมาทําการทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆท่ีแยกได,จากหัวพันธุ�
ปทุมมา และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆท่ีสามารถเกิดโรคกับหัวพันธุ�ปทุมมาได, ได,แก� Erwinia carotovora , 

E. chrysanthemi เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย R. solanacearum  นําสารแขวนลอยแบคทีเรียต�างๆ 
ท่ีระดับความเข,มข,น 108  หน�วยโคโลนี/มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ�นรับตัวอย�างของชุดตรวจสอบจํานวน 
3 หยดต�อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยา ถ,าปฏิกริยาเป\นบวกจะปรากฏแถบสีท้ัง control line 
และ test line หากปฏิกริยาเป\นลบจะปรากฏสีเฉพาะ control line เท�านั้น 

6. ทดสอบความไวในการตรวจสอบ  นําชุดตรวจท่ีเตรียมไว,ข,างต,นมาทําการทดสอบ
ประสิทธิภาพของความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ�ปทุมมา  
โดยนําสารแขวนลอยแบคทีเรีย R. solanacearum ในน้ําค้ันปทุมมาท่ีระดับความเข,มข,น 10-108  
หน�วยโคโลนี/มิลลิลิตร  แทนหัวพันธุ�ปทุมมา  หยดลงบนแผ�นรับตัวอย�างของชุดตรวจสอบจํานวน 3 
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หยดต�อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยา ในกรณีตัวอย� าง ท่ีตรวจสอบมีแบคทีเรีย  R. 

solanacearum  จะปรากฏแถบสีท้ัง control line และ test line หากไม�มีแบคทีเรีย R. 

solanacearum จะปรากฏสีเฉพาะ control line เท�านั้น 
7. ทดสอบการใช�ชุดตรวจสอบในแปลงปลูกปทุมมา เป\นการนําชุดตรวจสอบไปใช,จริงใน

แปลงปลูกปทุมมา 
 

เวลาและสถานท่ี 
ต.ค.54 - ก.ย.56 ท่ีกลุ�มงานบักเตรีวิทยา กลุ�มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

ศูนย�วิจัยพืชสวนเชียงราย กรมวิชาการเกษตร และ แปลงเกษตรกร จังหวัดเชียงราย 
 

ผลและวิจารณ�ผลการทดลอง 
 ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย�างหัวพันธุ�ปทุมมาท่ีมีประสิทธิภาพโดยการนําหัวพันธุ�ปทุมมา มาตัด
ชิ้นส�วน นําเอาเฉพาะส�วนท�อน้ํา ท�ออาหารมาตรวจหาเชื้อ Ralstonia solanacearum ได,ดีท่ีสุด  
ทดสอบบัปเฟอร�ต�างๆในการทํา GLIFT kit ได,แก� coating buffer phosphate buffer citrate 
buffer Tris buffer  ได,สารละลายbuffer ท่ีเหมาะสมในการทําชุดตรวจสอบ ทดสอบความเข,มข,น
ของแอนติซีรั่มท่ีใช,ในการผลิตชุดตรวจสอบ ได,ความเข,มข,นของแอนติซีรั่มท่ีใช,ในการผลิตชุดตรวจสอบ 
1:500 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม พบว�า มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย RS ท่ี
ความเข,มข,นตํ่าสุด 1x103 cfu/ml ทดสอบ buffer ต�างๆกับกระดาษชนิดต�างๆในการทําชุด GLIFT 
kit  พบว�า buffer สามารถใช,ได,ดีกับกระดาษไนโตรเซลูโลส AE99 โดยมีความไวในการตรวจ 10x103 
cfu/ml 
 เก็บหัวพันธุ�ปทุมมาจากแปลงจังหวัดเชียงใหม� นํามาเตรียมตัวอย�างสําหรับตรวจ พบหัวพันธุ�
จํานวน 5% ตรวจพบเชื้อ R. solanacearum ทําการปรับปรุงขนาดกระดาษให,เหมาะสมโดยทดสอบ
การปรับขนาดของกระดาษกรองท่ีใช,ในการประกอบชุด GLIFT kit โดยปรับให,ยาวข้ึน 0.5 ซ.ม. ทําให,
การไหลของสารในแนวต้ังดีข้ีน สามารถตัดชุดตรวจสอบเป\นแผ�นแล,วจุ�มลงไปในสารละลายเชื้อ
แบคทีเรียได,เลยโดยไม�ต,องใส�ลงในตลับ 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 วิธีการเตรียมตัวอย�างหัวพันธุ�ปทุมมาท่ีมีประสิทธิภาพและดีท่ีสุดคือการนําหัวพันธุ�ปทุมมา มา
ตัดชิ้นส�วน นําเอาเฉพาะส�วนท�อน้ํา ท�ออาหารมาตรวจหาแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  
 ทําการปรับปรุงขนาดกระดาษให,เหมาะสมโดยทดสอบการปรับขนาดของกระดาษกรองท่ีใช,
ในการประกอบชุด GLIFT kit โดยปรับให,ยาวข้ึน 0.5 ซ.ม. ทําให,การไหลของสารในแนวต้ังดีข้ีน 
สามารถตัดชุดตรวจสอบเป\นแผ�นแล,วจุ�มลงไปในสารละลายเชื้อแบคทีเรียได,เลยโดยไม�ต,องใส�ลงใน
ตลับ อยู�ในระหว�างการนําชุดตรวจสอบท่ีปรับปรุงแล,วไปทดสอบการตรวจหาแบคทีเรีย R. 

solanacearum 
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