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การพัฒนาชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปส�ำหรับตรวจแบคทีเรีย

Xanthomonas campestris pv. campestris สาเหตุโรคเน่าด�ำคะน้า

Development of Immuno Strip for Detection of Xanthomonas campestris pv. 

campestris the Causative Agent of Black Rot of Chinese Kale
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ABSTRACT

	 The immuno strip test kit for Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), the 

causal agent of Chinese kale black rot disease, was developed to obtain convenient, rapid, 

highly efficient and accurate diagnostic tool for field application using serology and lateral 

flow technique. The polyclonal antibody specific to Xcc was produced by injecting purified 

membrane protein complex (MPC) into rabbit. The highest antibody titer of 1:128,000 was 

selected and then precipitated in saturated ammonium sulfate solution to produce pure 

immunoglobulin (IgG). IgG was subsequently labelled with Colloidal Gold (O.D. 0.5 at 540 

nanometer) and respectively drawn on conjugated release pad. Goat anti rabbit (GAR) was 

used for the control line and the prepared IgG-Xcc was used for the test line on S&S-AE 99 

nitrocellulose membrane. The test kit was then assembled and tested. Results showed that 

the immuno strip test kit developed was specific to Xcc the causative agent of black rot of 

Chinese kale.  The sensitivity of the test kit was 10
4
 cfu/ml, which was able to detect Xcc in 

1:2,000 dilution plant sap within 10-15 mins. 
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บทคัดย่อ

	 การพัฒนาชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป

ส�ำหรับตรวจวินิจฉัยแบคทีเรีย Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) สาเหตุโรค

เน่าด�ำของคะน้า มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาชุด

ตรวจวินจิฉยัโรคโดยใช้หลกัการทางเซรุ่มวิทยาร่วม

กับเทคนิค lateral flow assay เพื่อให้ได้ชุดตรวจ

สอบทีม่คีวามแม่นย�ำ รวดเรว็ เกษตรกรหรอืบคุคล

ทัว่ไปสามารถน�ำไปใช้งานในภาคสนามได้จริงอย่าง

มีประสิทธิภาพ โดยน�ำโปรตีนจากเซลล์แบคทีเรีย 

ได้แก่ Membrane protein complex เป็นแอนตเิจน 

ในการฉดีกระต่าย เพือ่ผลติโพลโีคลนอลแอนตบิอดี 

ทีม่คีวามจ�ำเพาะต่อแบคทเีรีย Xcc ผลการทดสอบ

ประสิทธิภาพของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต 

ได้ พบว่า มคีวามจ�ำเพาะต่อแบคทเีรีย Xcc สามารถ 

น�ำไปพัฒนาเป็นชุดตรวจอิมมูโนสตริปได้ จึงเลือก

ใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีค่าไตเตอร์สูงสุด 

คือ 1:128,000 ในการเตรียมอิมมูโนโกลโบลิน

ให้บริสุทธิ์ (IgG-Xcc) โดยวิธีการตกตะกอนด้วย 

สารละลายเกลอืแอมโมเนยีมซัลเฟตอิม่ตวั จากนัน้ 

น�ำไปติดฉลากด้วยอนุภาคทองที่ปรับความเข้มข้น 

ให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.5 ท่ีช่วงคลื่น

แสง 540 นาโนเมตร ส�ำหรับใช้ทาบน conjugate 

release pad (nitrocellulose membrane ชนิด 

S&S-AE 99) เพื่อประกอบเป็นชุดตรวจสอบ ใน

การท�ำ  control line ใช้ goat anti IgG และ

ใช้ IgG-Xcc ในการท�ำ test line ผลการทดสอบ

ประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

พบว่ามคีวามจ�ำเพาะต่อแบคทเีรีย Xcc สาเหตโุรค 

เน่าด�ำของคะน้า มีความไวในการตรวจแบคทีเรีย

ได้ปริมาณต�ำ่สุดที่ 1x10
4
 หน่วยโคโลนี/มล. และ

สามารถตรวจน�ำ้คั้นพืชที่เจือจาง 1: 2,000 ได้ ซึ่ง

แสดงผลการเกิดปฏกิิริยาภายในเวลา 10-15 นาท ี

ค�ำส�ำคัญ : อิมมูโนสตริป, โรคเน่าด�ำ, เซรุ่มวิทยา

บทน�ำ

	 โรคเน่าด�ำ  (black rot disease) หรือ

โรคขอบใบทองมีสาเหตุจากเ ช้ือแบคที เ รีย  

Xanthomonas campestris pv. campestris 

(Xcc) เป็นโรคที่พบระบาดทั่วไปและเป็นปัญหา

ส�ำคัญของพืชตระกูลกะหล�่ำ  เช่น บล็อกโคลี ่

กะหล�ำ่ดาว กะหล�ำ่ปล ีกะหล�ำ่ดอก คะน้า กะหล�ำ่ปม 

มัสตาร์ด เป็นต้น (Williams, 1980) พืชจะเร่ิม

แสดงอาการโรคทีส่่วนใบก่อน โดยใบจะเร่ิมเหลอืง

จากขอบใบลามถึงเส้นกลางใบเป็นรูปตัววี เส้น

ใบบริเวณนี้จะมีสีน�้ำตาลเข้ม ใบจะแห้งเห่ียวและ

ร่วงจากต้น เมือ่ตดัล�ำต้นตามขวางจะพบส่วนท่อน�ำ้ 

(xylem) เน่ามีสีด�ำ  ในระยะกล้าที่งอกใหม่จะเกิด

อาการเน่าด�ำที่ขอบใบเลี้ยง ต่อมาใบเลี้ยงจะเหี่ยว

และต้นกล้าตาย บางคร้ังจะพบลกัษณะอาการแผล

จุดบนใบกับพืชตระกูลกะหล�่ำบางชนิด เช่น คะน้า 

จะพบแผลจุดขนาดเล็กและขยายขนาดใหญ่ข้ึนมี

สีน�้ำตาล ถ้าความช้ืนสูงจะพบลักษณะฉ�่ำน�้ำรอบ

จุดแผลสีน�้ำตาล เมื่อจุดแผลเช่ือมติดกันท�ำให้

เกิดอาการไหม้ เนื้อใบที่เป็นแผลจะขาดทะลุเป็นรู 

สาเหตุส�ำคัญของการแพร่ระบาดของโรคนี้ ได้แก่

การทีเ่ช้ือสาเหตตุดิไปกับเมลด็พันธุ ์หรอืตดิอยูกั่บ

เศษซากพืชในแปลงหลงัเก็บผลผลติ หรอือยู่ในพืช

อาศัยชนิดอื่นที่ตกค้างอยู่ในแปลง โรคนี้สามารถ

แพร่กระจายโดยฝน หรือน�้ำที่ใช้รดต้นพืช เชื้อจะ

เข้าสูพื่ชทางระบบราก ทางปากใบ (stomata) ช่อง

เปิดบริเวณปลายใบ (hydathodes) ทางบาดแผล 

ที่แมลงกัดกินหรือแผลที่เกิดจากการเขตกรรม  

การระบาดของโรคจะรุนแรงเมื่อสภาพแวดล้อม

เหมาะสม (Williams, 1980) 

	 การตรวจสอบเช้ือสาเหตุในเมล็ดพันธุ ์

หรือต้นกล้าก่อนปลูก โดยทั่วไปจะใช้วิธีการแยก

เช้ือในห้องปฏิบัติการ และการตรวจวินิจฉัยด้วย

วิธี ELISA ซึ่งทั้ง 2 วิธี จะใช้เวลาค่อนข้างนาน 

เพ่ือเป็นการลดระยะเวลาในการตรวจ จึงจ�ำเป็น

ต้องพัฒนาวิธีการตรวจให้มีความแม่นย�ำและ

มีประสิทธิภาพ ซึ่งควรเป็นวิธีการตรวจที่ง ่าย 
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ทราบผลได้รวดเร็ว ผู้ตรวจไม่จ�ำเป็นต้องมีความ

เช่ียวชาญ งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริปส�ำหรับตรวจแบคทีเรีย Xcc สาเหตุ

โรคเน่าด�ำในคะน้าด้วยเทคนิค lateral flow  

immunoassay เพือ่ประโยชน์ในการน�ำไปใช้ตรวจ 

คัดกรองเมล็ดพันธุ ์หรือต้นกล้าในภาคสนาม  

ให้ปราศจากเชื้อสาเหตุโรคก่อนน�ำไปเพาะปลูก 

ซึ่งเป็นการป้องกันการแพร่ระบาดของโรคอย่างมี

ประสิทธิภาพ

อุปกรณ์และวิธีการ

1.	 การผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal 

antibody; PAb) ต่อแบคทีเรีย X. campestris 

pv. campestris 

	 น�ำแบคทเีรีย Xcc สายพันธุ ์266 ทีแ่ยกได้

จากต้นคะน้าทีแ่สดงอาการโรคเน่าด�ำ ในพืน้ทีป่ลกู 

อ.บางกรวย จ.นนทบุรี และได้เก็บรักษาไว้ที่ศูนย์

เก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ กรมวิชาการเกษตร มาใช้

ในการทดลองนี ้ส�ำหรับเตรียมแอนติเจนเพื่อผลิต 

PAb ได้เตรียมแอนติเจนในรูปของ membrane 

protein complex (MPC) ดัดแปลงจากวิธีของ 

Yakrus and Schaad (1979) จากนั้นส่งให้ภาค

วชิาโรคพืช คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลยั

เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน เพ่ือผลิต 

PAb ตามโปรแกรม โดยใช้กระต่ายพันธุ์ White 

New Zealand อายุ 3 เดือน มีน�้ำหนักประมาณ 

2-3 กก. เป็นสัตว์ทดลอง เจาะเลือดจากเส้นเลือด

ทีใ่บหกูระต่ายในสัปดาห์แรกเพ่ือใช้เป็นแอนตซีิร่ัม

ปกติ (normal serum; Ns) แล้วฉีดกระตุ้นคร้ัง

แรกด้วย MPC ปริมาณ 0.5 ไมโครกรัม ผสมกับ 

Complete Freund’s Adjuvant ในอัตรา 1:1  

ด้วยวิธีการฉีดเข้าทางใต้ผิวหนัง (subcutaneous  

injection; SC) 2-3 ต�ำแหน่ง ในสัปดาห์ที่สอง 

และท�ำการฉีดคร้ังที่สองกระตุ ้นเข้ากล้ามเนื้อ  

(Intramuscular injection) อกี 2 ครัง้ แบบสปัดาห์ 

เว้นสัปดาห์ โดยผสม MPC ปรมิาณ 0.5 ไมโครกรมั 

กบั Incomplete Freund’s Adjuvant ในอตัรา 1:1  

เก็บเลือดกระต่ายจากเส้นเลือดที่ใบหูตั้งแต่

สัปดาห์ที่ 5 เป็นต้นไป โดยเจาะเลือดสัปดาห ์

เว้นสัปดาห์ จ�ำนวน 8 ครัง้ จากนัน้น�ำเลอืดกระต่าย

ที่เจาะได้มาแยกเก็บเฉพาะส่วนของแอนติซีรัม 

และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 และ -20 °ซ. ตามวิธีการ

เก็บรักษาแอนติบอดีของ รัชนี (2558) 

2.	 การทดสอบประสิทธิภาพของ PAb ต่อเชื้อ

แบคทีเรีย X. campestris pv. campestris

	 2.1	การตรวจค่าไตเตอร์ของ PAb

	 ใช้วิธี indirect ELISA โดยน�ำเซลล์

แขวนลอยแบคทีเรีย Xcc ที่มีค่า O.D. (Optical 

Density) ที่ความยาวช่วงคลื่น 600 นาโนเมตร 

เท่ากับ 0.2 (1.6x10
8
 หน่วยโคโลน/ีมล.) มาเคลอืบ

ในหลุม ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร 

โดยมีตัวควบคุมลบ (negative control) เป็น

หลุมที่เคลือบด้วย 1x PBS pH 7.4 น�ำไปเก็บที่

อุณหภูมิ 37 °ซ. ทิ้งไว้ข้ามคืน ล้างด้วย PBST 

(NaCl 8.0 ก., NaHPO
4
.12H

2
O 2.9 ก., KH

2
PO

4
 

0.2 ก., KCl 0.2 ก. ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล.

+0.05% Tween 20) หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

จ�ำนวน 3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที เติม blocking 

solution (PBS+2% skim milk) หลุมละ 200 

ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ. นาน 1 ชม.  

จากนั้นเติม PAb ที่เจือจางแบบ 2 เท่า (two fold  

serial dilutions) ใน 1x PBS เริม่จากความเข้มข้น 

1: 1,000 จนถึง 1: 128,000 โดยมีตัวควบคุมลบ 

คือ normal serum เจือจาง 1: 1,000 ใน 1x 

PBS น�ำไปเก็บที่อุณหภูม ิ37 °ซ. นาน 1 ชม. เติม 

Goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline 

phosphate (GAR-AP) (Sigma-Aldrich, USA) ที่

เจอืจางใน PBST อตัราส่วน 1: 1,000 หลมุละ 200 

ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 °ซ. นาน 1 ชม. 

ล้างด้วย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ�ำนวน  

3 คร้ัง ตรวจสอบปฏกิิริยา โดยการเติม p-nitrophenyl 

phosphate ใน substrate buffer ความเข้มข้น 

1 มก./มล. หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ในที่มืด 
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ที่อุณหภูมิ 37 °ซ. นาน 30 และ 60 นาที  

เมื่อครบเวลาดังกล่าว วัดค่าการดูดกลืนคลื่น

แสงด้วยเครื่อง ELISA reader (Multiscan EX, 

Lab system, Finland) ที่ความยาวช่วงคลื่น  

405 นาโนเมตร

	 2.2	การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity) 

ของ PAb

	  เตรียมแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ได้แก ่ 

Pectobacterium carotovorum subsp .  

carotovorum (Pcc), Pantoea sp., Xcc และ

แบคทีเรียที่ตรวจพบบนผิวใบคะน้าที่มีลักษณะ 

โคโลนแีตกต่างกัน น�ำเช้ือแบคทเีรียบริสทุธ์ิมาเจอืจาง 

ด้วย 1x PBS ให้มปีริมาณเช้ือ 10
8
 หน่วยโคโลน/ีมล. 

แล้วน�ำไปทดสอบด้วยเทคนิค indirect ELISA 

โดยมีหลุมที่ เคลือบด ้วย 1xPBS เป ็นตัว 

ควบคุมลบ และท�ำปฏิกิริยากับ PAb ใน 1x PBS 

ที่ค่าการเจือจาง 1:1,000 

	 2.3	การทดสอบความไว (sensitivity) ของ 

PAb

	 เตรียมเซลล์แขวนลอยแบคทเีรีย Xcc ให้

มีปริมาณเชื้อเริ่มต้น 10
8
 หน่วยโคโลนี/มล. แล้ว

เจือจางเซลล์แบคทเีรียใน 1x PBS ครัง้ละ 10 เท่า 

ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10
8
, 10

7
, 10

6
, 10

5
, 10

4
, 

10
3
, 10

2
 และ 10

1
 หน่วยโคโลนี/มล. น�ำไปเคลือบ

ในหลุม ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร เพื่อ

ทดสอบกับ PAb ด้วยเทคนคิ indirect ELISA ตาม

วิธีในข้อ 2.1 โดยมีตัวควบคุมลบ เช่นเดียวกับ 

ข้อ 2.2

 

3.	 การทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ 

PAb ต่อแบคทีเรีย X. campestris pv. campestris 

กับ แอนติบอดีทางการค้า (LOEWE
®
, China)

	 3.1	การทดสอบความจ�ำเพาะของแอนติบอดี 

	 ทดสอบด้วยเทคนิค indirect ELISA ตาม

วิธีในข้อ 2.2 โดยมีตัวควบคุมลบ เช่นเดียวกับ 

ข้อ 2.2

	 3.2 การทดสอบความไวในการท�ำปฏกิิริยา

ของแอนติบอดี

	 ทดสอบด้วยเทคนคิ indirect ELISA ตาม

วิธีในข้อ 2.3 โดยมีตัวควบคุมลบ เช่นเดียวกับ 

ข้อ 2.3

4.	 การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์

	 เลือกใช้แอนติซีรัมที่มีค่าไตเตอร์สูงที่สุด

มาใช้ในการพัฒนาชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป  

โดยน�ำแอนติซีรัม 1 มล. มาเจือจางด้วยน�้ำกลั่น 

9 มล. ในบีกเกอร์กวนด้วยแท่งแม่เหล็กช้า ๆ  

เติมสารละลาย saturated ammonium sulfate 

10 มล. ทลีะหยดขณะทีก่วน แล้วบ่มไว้ เป็นเวลา 

45 นาท ีที่อุณหภูมิห้อง แล้วน�ำไปหมุนเหวี่ยงเพื่อ

ตกตะกอนโปรตีนของ IgG ที่ความเร็วรอบ 8,000 

รอบ/นาท ีอณุหภมู ิ4 °ซ. เป็นเวลา 20 นาท ีดดูส่วนใสทิง้ 

เก็บตะกอนไว้ ละลายตะกอนโปรตนีด้วย 0.5xPBS 

ปริมาตร 2 มล. แล้วน�ำไปไดแอไลซ์ (dialyse) 

ใน 0.5x PBS นาน 12 ชม. โดยเปลี่ยน 0.5xPBS 

ทกุ 4 ชม. จ�ำนวน 3 ครัง้ จากนัน้น�ำไปวัดค่าการดดู 

กลนืแสงของอมิมโูนโกลบลูนิ (immunoglobulin; IgG) 

ด้วย spectrophotometer ที่ความยาวช่วงคลื่น 

280 นาโนเมตร ค�ำนวณความเข้มข้น IgG  

จากสูตร O.D.280 nm/1.4 = มก. IgG/มล.  

(ค่า Absorbance coefficient ของ IgG ของ

กระต่ายเท่ากับ 1.4) 

	 4.1	การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลิน

โดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA) 

	 น�ำ  IgG ที่ปรับความเข้มข้นให้มีปริมาณ

โปรตีน 1 มก./มล. แล้วเจือจางด้วย TBS ให้

มีความเข้มข้น 1:500 ส�ำหรับใช้ในการทดสอบ 

เตรียมตัวอย่างพืชโดยบดตัวอย่างใบคะน้าที่เป็น

โรคใบเน่าด�ำด้วย Tris-saline buffer (TBS : 50 

mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) ในอตัรา 1:10 

(ตัวอย่างพืช : บัฟเฟอร์) เตรียมน�้ำคั้นใบคะน้า

ปกติเช่นเดียวกันเพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมลบ และ 

เตรียมเซลล์แขวนลอยแบคทเีรีย Xcc ความเข้มข้น  
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10
8
 หน่วยโคโลนี/มล. น�ำน�้ำคั้นพืชและเซลล์

แขวนลอยแบคทีเรีย มาหยดลงบนแผ่นไนโตร

เซลลโูลส (NCM) แยกกนัแต่ละตวัอย่าง ปรมิาตร 

25 ไมโครลติร/ตวัอย่าง แล้วน�ำแผ่น NCM ทีห่ยด

ตวัอย่างแล้วแช่ลงในกล่องทีม่ ีblocking solution 

(2% skim milk) เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้น 

ย้ายแผ่น NCM ไปแช่สารละลาย IgG ที่เตรียมไว้ 

เขย่านาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ล้างด้วย  

TBST 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที จากนั้นน�ำแผ่น NCM 

มาแช่ใน GAR-AP ที่เจือจาง 1:10,000 ใน TBS 

บ่มนาน 30 นาที ล้าง 3 ครั้ง ตรวจสอบปฏิกิริยา

ด้วยสารละลาย 5-Bromo-4-chloroindoyl phos-

phate (BCIP) หยุดปฏกิิริยาโดยแช่ในน�ำ้กลัน่เมือ่

สังเกตเห็นปฏิกิริยาชัดเจน

5.	 การพัฒนาชุดตรวจอิมมูโนสตริป

	 5.1 	การติดฉลากแอนติบอดีด้วยสารละลาย

อนุภาคทอง (gold conjugated IgG) 

	 เติม IgG ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ในสารละลายอนภุาคทอง  

(colloidal gold) ที่มีอนุภาคขนาด 40 นาโนเมตร  

ปริมาตร 10 มล. กวนด้วยแท่งแม่เหล็กนาน  

45 นาที เติม 10% bovine serum albumin  

กวนต่ออีก 45 นาที จากนั้นน�ำไปหมุนเหวี่ยงเพื่อ

ตกตะกอนที ่12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 

ดูดส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนด้วย gold diluted 

buffer pH 7.4 ให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

เติมน�้ำตาลซูโครส 20% เก็บ IgG ท่ีติดฉลาก 

ด้วยอนุภาคทองที่ 4 °ซ.

	 5.2	การหาความเข้มข้นของอนุภาคทองที ่

เหมาะสมในการป้ายลงบน conjugate release 

pad (CRP)

	 น�ำ gold conjugated IgG ทีเ่ตรียมได้จาก

ข้อ 5.1 มาเจือจางใน gold diluted buffer แบบ 

2 เท่า อีกสองระดับการเจือจาง คือ 1:2 และ 1:4 

	 5.3	การเตรียมแผ่น CRP

	 น�ำแผ่น CRP (วัสดเุป็น cotton linters paper) 

มาตัดให้มีขนาดกว้างประมาณ 0.8-1.0 ซม.  

ยาวประมาณ 15-18 ซม. (ขึน้กับขนาดของ backing  

pad ที่เลือกใช้) ใช้พู ่กันเบอร์ 0 จุ ่ม gold  

conjugated IgG ที่เตรียมป้ายลงบนแผ่น CRP 

ตรงกึ่งกลางแผ่น โดยใช้ gold conjugated IgG  

ประมาณ 90 ไมโครลิตร/15 ซม. (อัตรา 5 

ไมโครลิตร/ซม.) น�ำไปอบแห้งที่ 37 °ซ. เป็นเวลา 

2 ชม.

	 5.4	การท�ำเส้น test line และ control line

	 ใช้แผ่น NCM (วสัดทุีใ่ช้เป็น S&S-AE 99 

pore size 8.0 ไมโครโมลาร์) ขนาดความกว้าง 

2.5 ซม. น�ำมาตดัให้มคีวามยาว 18 ซม. ตามขนาดของ  

backing pad ใช้ดนิสอท�ำเคร่ืองหมายด้านบนแผ่น 

และเครื่องหมายต�ำแหน่งเส้น control line ที่จะ

อยู่ห่างจากริมบนของแผ่น NCM 1 ซม. และเส้น  

test line อยูต่�ำ่ลงมาจากเส้น control line 0.5 ซม.  

ใช้ปากกาหมึกซึม (ขนาด 0.5-0.7 มล.) จุ่ม goat 

anti IgG (Sigma-Aldrich, USA) ความเข้มข้น  

1 มก./มล. ปริมาตร 40 ไมโครลิตร/แผ่น 

ใช้ไม้บรรทัดวางให้เป็นแนวเส้นตรง แตะปากกา 

แล้วลากเส ้นจากด้านซ้ายไปทางขวาเบา ๆ  

เป็นเส้น control line และใช้ปากกาหมึกซึมด้าม

ใหม่ จุ่มซับ IgG (ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มล.) 

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร/แผ่น ท�ำเส้น test line 

โดยปฏิบัติเช่นเดียวกับการท�ำเส้น control line 

น�ำไปอบแห้ง 2 ชม. ที่ 37 °ซ.

	 5.5	การประกอบเป็นชุดตรวจสอบอมิมโูนสตริป

 	 วางแผ่นเมมเบรนทีม่ ีtest line และ control  

line ลงในช่องที่ก�ำหนดบนแผ่นพลาสติกกาว 

รองพื้น (plastic backing polyester) ที่มีขนาด  

6x18 ซม. วางแผ่น CRP ให้เกยทบัแผ่น NCM  

ประมาณ 1-2 มม. วางแผ่นใยแก้วรับตัวอย่าง

น�้ำคั้นพืช (sample pad) เกยทับ CRP 1-2 มม.  
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และวางแผ่นกระดาษซับชนดิหนา (wicking paper)  

เกยทับด้านบนของแผ่นเมมเบรน 1-2 มม.  

(Figure 1) ตัดชุดที่ประกอบเสร็จแล้วออกเป็น

เส้นให้มีความกว้างเท่ากับ 0.4 ซม. เก็บในซอง 

อลูมินัมฟอยด์ที่มีสารดูดความช้ืนซีลปิดซอง 

ให้สนิทเพื่อป้องกันความชื้น 

Figure 1 Assembly diagram of the Immuno Strip

	 5.6	 วิธกีารใช้ชุดตรวจสอบและการอ่านผลของ

ปฏิกิริยา 

	 บดตัวอย่างคะน้าในสารละลายบัฟเฟอร ์

(DOA Extraction buffer pH 5.6) อัตราส่วน  

1 ก. /10 มล. ดูดน�ำ้คัน้จากตวัอย่างพืชทีบ่ดไว้ใส่ใน

หลอด 1.5 มล. ปรมิาตร 1 มล. แล้วจุ่มชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริปที่ เตรียมไว ้ลงไป โดยจุ ่มทิ้งไว ้

ประมาณ 10-15 นาที แล้วอ่านผลการเกิดปฏกิิริยา 

ซ่ึงชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปจะแสดงผลของ 

ปฏิกิริยาบวกเป็นสีม่วงเข้มทั้งบน test line และ 

control line และจะแสดงผลปฏิกิริยาลบเป็น 

สีม่วงเข้มเฉพาะบน control line เท่านั้น

6.	 การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริป

	 น�ำตัวอย ่างคะน้าที่แสดงอาการเน ่า

ด�ำจากแปลงปลูกของเกษตรกร และตัวอย่าง

คะน้าที่แสดงอาการเน่าด�ำ  ที่ได้จากการปลูก

เช้ือมาล้างท�ำความสะอาดตัวอย่างด้วยน�้ำไหล

ผ่าน แบ่งตัวอย่างพืชบริเวณที่แสดงอาการ

ออกเป็น 2 ส่วน ให้มีน�้ำหนักส่วนละ 1 ก. 

น�ำช้ินส่วนพืชส่วนที่ 1 ไปบดในสารละลาย

บัฟเฟอร์ (DOA Extraction buffer pH 5.6) 

อัตราส่วน 1 ก. /10 มล. เพ่ือใช้ในการทดสอบ

กับชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป และตัวอย่าง

พืชอีกส่วนน�ำไปบดในน�้ำนึ่งฆ่าเช้ือ อัตราส่วน  

1 ก./10 มล. ส�ำหรับน�ำไปตรวจสอบปริมาณ

แบคทีเรีย Xcc บนอาหาร Wakimoto’s medium 

(PSA)

	 6.1	การทดสอบความไวของชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริป

	 6.1.1	 การทดสอบความไวในการตรวจ

แบคทีเรีย X. campestris pv. campestris 

บริสุทธิ์

	 เจือจางเซลล ์แขวนลอยแบคที เ รีย  

Xcc ในสารละลายบัฟเฟอร์ (DOA Extraction 

buffer pH 5.6) ครั้งละ 10 เท่า ให้มีความเข้มข้น

เท่ากับ 10
8
, 10

7
, 10

6
, 10

5
, 10

4
, 10

3
, 10

2
 และ 

10
1
 หน่วยโคโลนี/มล. โดยมีสารละลายบัฟเฟอร ์ 

และน�้ำนึ่งฆ่าเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ ใส่ในหลอด  

1.5 มล. ปริมาตร 1 มล. จากนั้นจุ่มชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริปที่เตรียมไว้ลงไปในสารละลายแล้ว 

เปรียบเทียบผลของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนกับการ

ทดสอบกับแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ที่ผสมในน�้ำคั้น

ใบคะน้าปกตใิห้มคีวามเข้มข้น 10
8
 หน่วยโคโลน/ีมล.  

และเจือจางแบบ 10 เท่าเหมือนข้างต้น โดยชุด

ตรวจสอบอิมมูโนสตริปจะแสดงผลปฏิกิริยาบวก 

เป็นสีม่วงเข้มบน test line และ control line  

ในขณะที่ผลปฏิกิริยาลบจะแสดงเป็นสีม่วงเข้ม 

เฉพาะบน control line เท่านั้น เปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการตรวจกับวิธีการ indirect  

ELISA โดยเคลือบหลุมทดสอบด้วยเช้ือบริสุทธิ์ 

และเชื้อบริสุทธิ์ที่ผสมในน�้ำคั้นใบคะน้าปกติ  

น�ำไปท�ำปฏิกิริยากับ PAb ต่อแบคทีเรีย Xcc  

อ่านค่าปฏิกิริยาที่ O.D. 405 nm
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	 6.1.2	 การทดสอบความไวในการตรวจ

ตัวอย่างคะน้าที่เป็นโรคเน่าด�ำ 

	 เตรียมตัวอย่างคะน้าที่เป็นโรคเน่าด�ำ

ส�ำหรับทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 

อมิมโูนสตริป ตามวิธกีารในข้อ 6 แล้วน�ำมาเจอืจาง

เป็น 1:10, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1,000 และ 

1:2,000 ทดสอบน�้ำคั้นพืชแต่ละระดับการเจือจาง

กับชุดตรวจสอบอมิมโูนสตริป โดยมนี�ำ้คัน้ใบคะน้า

ปกติเป็นตัวควบคุมลบ เปรียบเทียบผลกับวิธีการ 

indirect ELISA โดยเคลอืบหลมุทดสอบตามวิธกีาร 

ในข้อ 6.1.1

	 6.2	 การทดสอบความจ�ำเพาะของชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริป

	 6.2.1	 การทดสอบความจ�ำเพาะในการท�ำ

ปฏิกิริยากับแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ

	 เตรียมแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ได้แก่  

Pcc, Pantoea sp., Xcc และแบคทีเรียที่แยกได ้

จากผิวใบคะน้าที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน  

ท�ำให้เป็นเช้ือบริสุทธิ ์แล้วน�ำมาละลายในสารละลาย

บัฟเฟอร ์ ให้มีปริมาณเชื้อ 10
8
 หน่วยโคโลนี/มล. 

โดยมีสารละลายบัฟเฟอร์เป็นตัวควบคุมลบ 

	 6.2.2	 การทดสอบความจ�ำเพาะในการท�ำ

ปฏิกิริยากับตัวอย่างคะน้า

	 เตรียมตวัอย่างคะน้าทีไ่ด้จากการปลกูเช้ือ 

และตัวอย่างคะน้าที่เก็บจากแปลงตามวิธีการใน 

ข้อ 6 น�ำตวัอย่างคะน้ามาทดสอบกับชุดตรวจอมิมโูน 

สตริป โดยมีน�้ำคั้นใบคะน้าปกติเป็นตัวควบคุมลบ 

ผลการทดลองและวิจารณ์

1.	 การผลติ PAb ต่อแบคทีเรีย X. campestris 

pv. campestris และการทดสอบประสทิธภิาพ

	 สามารถเก็บแอนติซีรัมต่อแบคทีเรีย X. 

campestris pv. campestris ได้ทั้งหมด จ�ำนวน 

8 ครั้ง ๆ ละ 20-25 มล. และมีประสิทธิภาพดังนี้

	 1.1	ค่าไตเตอร์ของ PAb

 	 จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของ PAb 

โดยใช้เซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย Xcc 1.6x10
8
 

หน่วยโคโลนี/มล. ด้วยวิธี indirect ELISA พบว่า  

ค่าความเจือจางสูงสุดของ PAb ที่สามารถเกิด 

ปฏกิิริยาได้หรือค่าไตเตอร์อยูร่ะหว่าง 1,000-128,000 

(Table 1) โดยแอนติซีรัมคร้ังที่ 1 และ 2  

มีค่าเพียง 1:1,000 ครั้งที่ 3 และ 4 มีค่า 

เพิ่มขึ้นจาก 2 ครั้งแรก เป็น 1:16,000 ครั้งที่ 5  

และ 6 มีค่า 1:128,000 ในขณะที่คร้ังที่ 7  

และ 8 ค่าไตเตอร์ลดลงเหลือ 1:64,000 ดังนั้น 

จึงเลือกใช้แอนติซีรัมคร้ังที ่ 5 ส�ำหรับเตรียม IgG 

บริสุทธิ์ต่อไป

Table 1 Antiserum titer against Xanthomonas 

campestris pv. campestris when determined 

by indirect ELISA
1/

Antiserum Titer O.D. 405 nm.

1 1,000 0.974
2/

2 1,000 1.205

3 16,000 1.386

4 16,000 1.460

5 128,000 1.520

6 128,000 1.652

7 64,000 1.429

8 64,000 1.756

PBS buffer 

(negative control)

- 0.175

1/
Antigen was prepared from Xcc cell suspension (1x10

8
 cfu/ml)

2/
The cut-off value was taken as < 2x O.D. value of negative 

control (PBS buffer) = 0.175. Thus, an O.D. value above 

2xvalue of negative control = 0.350 was considered positive
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	 1.2	ความจ�ำเพาะของ PAb

	 PAb ที่ผลิตได้ พบว่า ท�ำปฏิกิริยากับ 

เช้ือต่อแบคทีเรีย Xcc สาเหตุโรคเน่าด�ำเพียง

ชนิดเดียว แต่ไม่ท�ำปฏิกิริยากับเช้ือแบคทีเรีย 

Pcc, Pantoea spp. และเชื้อแบคทีเรียที่แยกได ้

จากผิวใบคะน ้า ซ่ึงมีลักษณะโคโลนีสีค รีม 

ขอบไม่เรียบคล้ายกลุ่มแบคทีเรีย Bacillus spp. 

จ�ำนวน 5 ลักษณะโคโลนี ดังนั้น PAb ที่ผลิตได้ 

จึงมีความจ�ำเพาะต่อแบคทีเรีย Xcc สาเหต ุ

โรคเน่าด�ำ (Table 2)

Table 2 Comparison the specificity of DOA-polyclonal antibody and commercial polyclonal 

antibody, LOEWE
® 
against different bacterial isolates when determined by indirect ELISA 

technique

Bacterial isolates

O.D. 405 nm

DOA-PAb LOEWE
®
-PAb

X. campestris pv. campestris  2.806 (+) 
1/

2.766 (+)

P. carotovorum subsp. carotovorum 0.023 (-) 0.043 (-)

Pantoea spp. 0.138 (-) 0.151 (-)

Bacteria contaminant of kale-1 0.093 (-) 0.070 (-)

Bacteria contaminant of kale-2 0.059 (-) 0.057 (-)

Bacteria contaminant of kale-3 0.074 (-) 0.066 (-)

Bacteria contaminant of kale-4 0.058 (-) 0.064 (-)

Bacteria contaminant of kale-5 0.098 (-) 0.093 (-)

PBS buffer (negative control) 0.194 (-) 0.180 (-)

1/
The cut-off value was taken as < 2x O.D. value of negative control (PBS buffer) = 0.194 and 0.180. Thus, an O.D. value 

above this 2xvalue of 0.388 and 0.360 was considered positive

	 1.3	ความไวของ PAb 

	 ผลการทดสอบความไวของ PAb ในการ

ท�ำปฏิกิริยากับเชื้อ Xcc บริสุทธิ์ พบว่า สามารถ

ตรวจสอบเชื้อได้ที่ความเข้มข้นต�่ำสุด 10
4
 หน่วย

โคโลนี/มล. ด้วยวิธ ีindirect ELISA มีค่าการดูด

กลนืแสงเท่ากับ 0.605 (Table 3) ซึง่ PAb ต่อเช้ือ

แบคทเีรียทีผ่ลติได้ส่วนใหญ่เมือ่น�ำไปใช้ตรวจสอบ

เชื้อด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยา พบว่า จะสามารถ

ตรวจเชือ้แบคทเีรียได้ทีป่ริมาณเซลล์แบคทเีรียต�ำ่

สุดที่ 10
4 
หน่วยโคโลนี/มล. (Goto, 1992) ดังนั้น 

PAb ต่อแบคทเีรีย Xcc ทีผ่ลติได้จากการทดลองนี้  

มีความไวอยู่ในระดับที่สามารถน�ำมาใช้ตรวจเช้ือ

แบคทีเรีย Xcc ได้ 

2.	 ประสิทธิภาพของ PAb ต่อแบคทีเรีย 

X. campestris pv. campestris ท่ีผลิตได้

กับ แอนติบอดีต่อแบคทีเรีย X. campestris pv. 

campestris ทางการค้า (LOEWE
®
, China)

	 2.1	ความจ�ำเพาะเจาะจง 

	 ผลการทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจง

ของ PAb ที่ผลิตได้และแอนติบอดีทางการค้ากับ 

แบคทีเรียชนิดต่าง ๆ โดยวิธี indirect ELISA  

พบว่า แอนตบิอดทีัง้สองชนดิไม่ท�ำปฏกิิริยากับเช้ือ

แบคทีเรียชนิดอื่นที่น�ำมาทดสอบ โดยให้ผลของ

ปฏิกิริยาใกล้เคียงกัน (Table 2)

	 2.2	การทดสอบความไว 

	 ผลการทดสอบความไวด้วยวิธี indirect 

ELISA พบว่า PAb ทีผ่ลติได้มคีวามไวในการตรวจ

เช้ือแบคทเีรีย Xcc บริสุทธิท์ี ่1x10
4
 หน่วยโคโลน/ี

มล. ซ่ึงเท่ากับแอนตบิอดทีางการค้าทีน่�ำมาเปรียบ

เทียบ (Table 3)
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Table 3 Comparison the sensitivity between 

DOA-polyclonal antibody and commercial  

polyclonal antibody, (LOEWE
®
) for detection 

of X. campestris pv. campestris at various  

concentration by indirect ELISA technique

X. campestris pv. 

campestris

(cfu/ml)

O.D. 405 nm

DOA-PAb  LOEWE
®
-PAb

10
8

 2.788 (+) 
1/ 2.758 (+)

10
7

2.025 (+)
2.015 (+)

10
6

1.891 (+)
1.759 (+)

10
5

1.361 (+)
1.263 (+)

10
4

0.605 (+)
0.768 (+)

10
3

0.298 (-)
0.303 (-)

10
2

0.218 (-)
0.276 (-)

10 0.208 (-)
0.203 (-)

PBS buffer  

(negative control)

0.173 (-) 0.164 (-)

1/
The cut-off value was taken as < 2x O.D. value of negative 

control (PBS buffer) = 0.173 and 0.164. Thus, an O.D. value above  

this 2x value of 0.346 and 0.320 was considered positive.

3.	 แอนติบอดีให้บริสุทธ์ิและทดสอบคุณภาพ 

ของอิมมูโนโกลบูลิน

	 3.1	แอนติบอดีให้บริสุทธิ์

	 อิมมูโนโกลบูลิน (IgG) บริสุทธิ์ ที่ได้มี 

ความเข้มข้น 1.15 มก./มล. ปริมาตร 3 มล.  

รวมปริมาณของ IgG ที่ ได ้คือ 3.45 มก./ 

แอนติซีรัม 1 มล. ปรับความเข้มข้นของ IgG  

ให้มีปริมาณโปรตีน 1 มก./มล. เพื่อน�ำไปติดฉลาก  

(conjugate) ด ้วยสารละลายอนุภาคทอง  

(colloidal gold) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการ

พัฒนาชุดตรวจสอบ Immuno-Strip เพือ่ตรวจสอบ 

แบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp.cattleyae 

ในกล้วยไม ้ (รุ่งนภา และคณะ, 2556) และการ

ผลิตชุด GLIFT ของ Ralstonia solanacearum 

(สุรภี และคณะ, 2551)

	 3.2	คุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินทดสอบ 

โดยวิธ ีDIBA

	 ผลการทดสอบคุณภาพของ IgG ด้วยวิธี 

DIBA พบว่า IgG ที่ปรับความเข้มข้น 1 มก./มล. 

ท�ำปฏิกิริยากับน�้ำคั้นตัวอย่างใบคะน้าที่มีอาการ 

โรคเน่าด�ำ และแบคทีเรีย Xcc ความเข้มข้น 1x10
8
 

หน่วยโคโลนี/ มล. ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นสีม่วง 

และพบว่า IgG ไม่ท�ำปฏิกิริยากับน�้ำคั้นใบคะน้า

ปกติ ซึ่งค่าความเข้มข้นที่เหมาะสมของ IgG ใน

การตรวจสอบด้วยวธิ ีDIBA คอื 1: 500 (Figure 2)

Figure 2 The quality of immunoglobulin (IgG) 

testing by Dot immunobinding assay (DIBA) 

TBS = Tris buffer saline, H = healthy, D = disease,  

P = Xcc, IgG concentration 1 mg/ml was diluted  

1:500 in TBS for detecting Xcc in Chinese  

Kale

 

4.	 การพัฒนาชุดตรวจอิมมูโนสตริป

	 4.1	การติดฉลากแอนติบอดีด้วยสารละลาย

อนุภาคทอง 

	 จากการตดิฉลากแอนตบิอดด้ีวยอนภุาคทอง  

และวัดค่า O.D. 540 nm เท่ากบั 0.5 แสดงผลการ

เกดิปฏกิิริยาชัดเจนบน test line และ control line 

การเกิดปฏกิิริยามสีีม่วงคมชัด จงึเป็นความเข้มข้น

ของอนุภาคทองที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในการป้ายลง 
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บนแผ ่น CRP ส�ำหรับการพัฒนาชุดตรวจ 

อิมมูโนสตริปเพื่อตรวจแบคทีเรีย Xcc การพัฒนา

ชุดตรวจไวรัส TMV ในพืช Byzova et al. (2008) 

พบว่า อตัราของสารละลาย gold conjugated IgG 

ท่ีมค่ีา O.D. 540 nm เท่ากับ 2.0 แสดงปฏกิิริยา

ชัดเจนบน test line และ control line ในขณะที่

สารละลาย gold conjugated IgG ที่มีค่า O.D. 

เท่ากับ 0.5 วัดที ่O.D. 540 nm มีความเหมาะสม 

ในการป้ายลงบนแผ่น CRP และในการผลิตชุด 

GLFT kit เพ่ือตรวจแบคทเีรีย R. solanacearum 

ซ่ึงแสดงปฏกิิริยาชัดเจนบน test line และ control 

line มีสีม่วงคมชัด (สุรภี และคณะ, 2551)

	 4.2	ความเข้มข้นของอนุภาคทองที่เหมาะสม

ส�ำหรับป้ายลงบนแผ่น CRP 

	 ความเข้มข้นของ gold conjugated IgG 

ที่ไม่ได้เจือจาง และที่เจือจาง 1:2 และ 1:4 เพื่อใช้

ระบายลงบนแผ่น CRP พบว่า gold conjugated 

IgG ที่ไม่ได้เจือจางสามารถท�ำให้เกิดปฏิกิริยาเป็น 

สีม่วงชัดเจนบน test line และ control line ในขณะที่ 

gold conjugated IgG ที่เจือจาง 1:2 และ 1:4 

เกิดปฏิกิริยาสีชมพูค่อนข้างชัดเจนบน test line 

แต่เกิดปฏิกิริยาเป็นสีชมพูอ ่อนไม่ชัดเจนบน  

control line กิตติศักดิ์ และคณะ (2549)  

ได้อธิบายว่า การเจือจาง Gold conjugated IgG 

แล้วท�ำให้ control line เกิดปฏิกิริยาไม่ชัดเจนนั้น  

เน่ืองจากปริมาณของ gold conjugated IgG  

ไม่เพียงพอส�ำหรับ control line เนื่องจาก gold 

conjugated IgG ต้องไหลผ่าน test line ก่อน  

จึงเหลือปริมาณน้อยไม่เพียงพอที่จะไปท�ำให้  

control line มีสีเข้ม

	 4.3	การประกอบเป็นชุดตรวจสอบอมิมโูนสตริป

	 เลือกใช้แผ่นไนโตรเซลลูโลส (NCM) 

ชนิด S&S-AE 99 size 8 ไมโครโมลาร์ ในการ

ท�ำ test line และ control line ประกอบเป็นชุด

ตรวจสอบอิมมูโนสตริป สอดคล้องตามรายงาน 

ของณัฎฐิมา และคณะ (2555) ซึ่งได้ทดสอบชนิด

ของ membrane ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา

ของ IgG บน test line โดยทดสอบกบั membrane 

จ�ำนวน 4 ชนดิ พบว่า membrane ชนดิ S&S AE 99 

มีความเหมาะสมต่อการน�ำมาใช้ท�ำ  test line  

และ control line เพื่อประกอบเป็นชุดตรวจสอบ

โรคเหี่ยวของปทุมมามากที่สุด เนื่องจากแสดงผล

การเกิดปฏิกิริยาของ test line และ control line 

ชัดเจน 

	 4.4.	การอ่านผลของปฏิกิริยาในการใช้ชุด 

ตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

	 ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาข้ึน

จะแสดงผลของปฏิกิริยาบวกเป็นสีม่วงเข้มทั้งบน 

test line และ control line ภายใน 10-15 นาที 

หลงัจากจุม่ในหลอดน�ำ้คัน้ใบคะน้าทีเ่ป็นโรคเน่าด�ำ  

และจะแสดงผลปฏิ กิ ริยาลบเป ็นสีม ่วงเข ้ม 

เฉพาะบน control line หลังจากจุ่มในหลอดน�้ำ

คั้นใบคะน้าปกติ 

5.	 ประสิทธิภาพของชดุตรวจสอบอิมมโูนสตรปิ

	 5.1	ความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป

	 ผลการทดสอบความไวในการตรวจ

แบคทเีรีย Xcc พบว่า ชดุตรวจสอบอมิมโูนสตริปมี 

ความไวในการตรวจเช้ือบริสุทธิ์ได้ที่ระดับความ 

เข้มข้นต�่ำสุด 10
4
 หน่วยโคโลนี/มล. (Figure 3)  

เช่นเดยีวกับการตรวจเช้ือ Xcc ทีผ่สมในน�ำ้คัน้ใบคะน้า

ปกติ และสามารถตรวจเชื้อ Xcc จากตัวอย่างใบ

คะน้าที่เป็นโรคได้ถึงระดับการเจือจาง 1: 2,000 

จากการทดสอบความไว ในการตรวจแบคทเีรีย Xcc  

บริสุทธ์ิและตัวอย่างคะน้าที่ เป ็นโรคด้วยชุด 

ตรวจสอบอมิมโูนสตริป เมือ่เปรียบเทยีบกับเทคนคิ 

ELISA พบว ่า การตรวจด ้วยชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริปและเทคนิค ELISA มีความไว 

ในการตรวจพบแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ที่ปริมาณ 

ต�ำ่สุด 10
4
 หน่วยโคโลน/ีมล. เมือ่ทดสอบความไว 

ในการตรวจตัวอย่างคะน้าที่ เป ็นโรค พบว่า  

ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจพบเช้ือ

ได้ในน�้ำคั้นพืชที่เจือจาง 1: 2,000 ซึ่งความไวของ

ชุดตรวจอิมมูโนสตริปข้ึนอยู่กับประสิทธิภาพของ
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แอนตบิอด ีAlvarez (2004) พบว่า ชดุอมิมโูนสตริป 

ทีผ่ลติได้มคีวามไวในการตรวจแบคทเีรีย เช่นเดียวกับ 

ชุดตรวจ GLIFT kit ส�ำหรับตรวจกล้วยไม้ (สรุภ ีและ 

คณะ, 2551) ชุดอิมมูโนสตริปตรวจโรคเหี่ยวของ

ปทุมมา และโรคเน่าสีน�ำ้ตาลของกล้วยไม้ (ณฎัฐมิา 

และคณะ, 2555) เมื่อเปรียบเทียบการใช้ชุดตรวจ 

อิมมูโนสตริปกับเทคนิค ELISA ด้วยข้อจ�ำกัด 

หลายประการของเทคนคิ ELISA เช่น การใช้ระยะ

เวลาในการตรวจสอบค่อนข้างนาน (4-6 ชม.) ต้อง

ใช้อุปกรณ์ เครื่องมือวิทยาศาสตร์และห้องปฏิบัติ

การทีค่่อนข้างพร้อมในการท�ำงาน และผูป้ฏบิตังิาน 

ต้องมีความช�ำนาญเฉพาะด้าน ชุดตรวจสอบ 

อมิมโูนสตริปทีพั่ฒนาข้ึน (Figure 4) จงึมคีวามสะดวก 

ในการใช้งานมากกว่า มีความรวดเร็ว และผู้ใช้ไม่

จ�ำเป็นต้องมีทักษะเฉพาะด้านในการใช้งาน จึงมี

ความเหมาะสมในการน�ำไปใช้ตรวจสอบแบคทเีรีย 

Xcc สาเหตุโรคเน่าด�ำของคะน้าในภาคสนามได้ดี

กว่าเทคนิค ELISA

Figure 3 The sensitivity of the Immuno strip 

test with a serial dilution of Xcc cell. The 

10
8
 cfu/ml represents the highest tested  

concentration, and the 10
4
 cfu/ml represents 

the least concentration giving a positive result 

Figure 4 Immuno Strip for detection of Xanthomonas 

campestris pv. campestris the causative agent 

of Black Rot of Chinese Kale

	 5.2	ความจ�ำเพาะของชุดตรวจสอบอมิมโูนสตริป

	 5.2.1	 ความจ�ำเพาะกับเช้ือแบคทีเรีย 

ชนิดต่าง ๆ

	 ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาข้ึนให ้

ผลการทดสอบเป็นลบกับแบคทีเรีย Pcc, Pantoea sp.  

และแบคทีเรียที่ตรวจพบบนผิวใบคะน้า ซ่ึงให ้

ผลการทดสอบเช่นเดียวกับวิธีการทดสอบความ

จ�ำเพาะด้วยเทคนิค indirect ELISA แสดงว่า 

ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาข้ึน มีความ 

จ�ำเพาะต่อแบคทีเรีย Xcc สาเหตุโรคเน่าด�ำใน

คะน้าและไม่เกิดปฏกิิริยาข้ามกับแบคทเีรียชนดิอืน่

	 5.2.2	 ความจ�ำเพาะกับตัวอย่างคะน้า

	 เมื่อน�ำตัวอย่างคะน้าที่มีลักษณะอาการ

ต่าง ๆ มาทดสอบกับชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

พบว่า ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปเกิดปฏิกิริยา 

เป็นบวก เฉพาะใบคะน้าแสดงอาการโรคเน่าด�ำ 

ที่เกิดจากแบคทีเรีย Xcc เท่านั้น เช่นเดียวกับ 
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ผลการเปรียบเทียบกับวิธีการ indirect ELISA 

พบว่า หลุมทดสอบ ELISA ที่เคลือบด้วยน�้ำคั้น 

ใบคะน้าทีม่อีาการโรคเน่าด�ำมค่ีา 3.092 ใกล้เคยีง

กับหลุมที่เคลือบด้วยแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ คือ 

3.113 ส�ำหรับหลมุทดสอบ ELISA ทีเ่คลอืบด้วยน�ำ้

คั้นใบคะน้าอาการต่าง ๆ  และหลุม control ให้ผล

เป็นลบ ดงันัน้ ชุดตรวจสอบอมิมโูนสตริปทีพั่ฒนา

ขึ้นนี้มีความจ�ำเพาะกับแบคทีเรีย Xcc สาเหตุโรค

เน่าด�ำเท่านั้น 

สรุปผลการทดลอง

	 ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปส�ำหรับตรวจ

แบคทีเรีย Xcc สาเหตุโรคเน่าด�ำ  ที่พัฒนาข้ึน

จากงานวิจัยนี้มีความจ�ำเพาะในการตรวจจับเช้ือ

แบคทีเรีย Xcc เท่านั้น มีความไวในการตรวจจับที่

ระดับเข้มข้นต�่ำสุด 10
4
 หน่วยโคโลนี/มล. ใช้เวลา

ในการตรวจเพียง 10-15 นาท ีหลงับดตวัอย่างพืช 

สามารถแนะน�ำให้นักวิชาการ เจ้าหน้าที่ รวมถึง 

เกษตรกรและผู ้ เ ก่ียวข ้อง น�ำชุดตรวจสอบ 

อิมมูโนสตริปส�ำหรับตรวจแบคทีเรีย Xcc สาเหตุ

โรคเน่าด�ำ  ไปใช้เพ่ือใช้ตรวจวินิจฉัยโรคในคะน้า

และพืชตระกูลกะหล�่ำได้ โดยที่ผู ้ใช้ไม่จ�ำเป็น 

ต้องมีประสบการณ์ สามารถใช้และอ่านผล

ได ้ทันที ให ้ผลการตรวจที่รวดเร็ว แม ่นย�ำ  

มีประสิทธิภาพ เป็นแนวทางการป้องกันก�ำจัดโรค

ให้ทันต่อสถานการณ์การแพร่ระบาดได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ 

ค�ำขอบคุณ

	 ขอขอบคุณนักวิชาการ และบุคลากร 

กลุ่มวิจัยโรคพืช ส�ำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

กรมวิชาการเกษตรทกุท่าน ทีใ่ห้ความช่วยเหลอืใน

การท�ำงานวิจัยครั้งนี้
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