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การผลติชดุตรวจสอบ การผลติชดุตรวจสอบ การผลติชดุตรวจสอบ การผลติชดุตรวจสอบ Potato virus A Potato virus A Potato virus A Potato virus A สําเรจ็รปูโดยเทคนคิ สําเรจ็รปูโดยเทคนคิ สําเรจ็รปูโดยเทคนคิ สําเรจ็รปูโดยเทคนคิ     
Gold labeling IgG flow testGold labeling IgG flow testGold labeling IgG flow testGold labeling IgG flow test    

Production of Potato virus A Production of Potato virus A Production of Potato virus A Production of Potato virus A DetectionDetectionDetectionDetection    kit by techniquekit by techniquekit by techniquekit by technique    
Gold labeling IgG flow testGold labeling IgG flow testGold labeling IgG flow testGold labeling IgG flow test    
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รายงานความกFาวหนFารายงานความกFาวหนFารายงานความกFาวหนFารายงานความกFาวหนFา    
    

 การสกัดและวัดความเขFมขFน IgG ของ PVA ดFวยเครื่อง Spectrophotometer ท่ี OD280 
พบว@าค@าท่ีไดFนFอยกว@า 11.2 มีความเขFมขFนของโปรตีนนFอยกว@า 1 มิลลิกรัมต@อมิลลิลิตร และไดFทําการ
ติดสลาก IgG ของ PVA ดFวยอนุภาคทองไดFสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง จากนั้นปรับใหFไดFค@า OD 
540 เท@ากับ 0.5 เม่ือกวนสารละลายทองแขวนลอยท่ีมีอนุภาคขนาด 40 นาโนเมตร ผสมกับ IgG ของ 
PVA นั้น ซ่ึงเปYนการติดสลากอนุภาคทองกับ IgG นํามาพ@นลงบนแผ@นวัสดุใยแกFว แลFวอบแหFงท่ี 37 oC 
นาน 2 ชั่วโมง และไดFนําแผ@นใยแกFวเคลือบ IgG ของ PVA แลFวนั้น ไปทดสอบกับเมมเบรนชนิดต@างๆ 
พบว@าไม@เกิดปฏิกิริยา ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากความเขFมขFนของโปรตีนท่ีไม@ถึง 1 มิลลิกรัมต@อมิลลิลิตร 
รวมท้ังคุณภาพของแอนติซีรัม ท่ีนํามาสกัด IgG ดังนั้นจึงตFองทําการเตรียมแอนติซีรัมและ IgG ใหม@ ซ่ึง
ยังอยู@ในระหว@างการดําเนินการ 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง 03030303----04040404----54545454----03030303----04040404----00000000----01010101----54545454        
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
    

จากการท่ีประเทศไทยไดFเปbดเขตการคFาเสรีกับหลายประเทศภายใตFหลักเกณฑdขององคdการ
การคFาโลก (World Trade Organization: WTO) ในการนําเขFาและส@งออกสินคFาเกษตร ประเทศไทย
จําเปYนตFองยึดหลักการตามความตกลงว@าดFวยการบังคับใชFมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช 
(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures: SPS 
Agreement) มาตรการ SPS Agreement นี้ยึดหลักการทางวิทยาศาสตรd และการประเมินความ
เสี่ยงเพ่ือปกปmองสินคFาเกษตรจากศัตรูพืชท่ีไม@เคยมีมาก@อน ซ่ึงประเทศไทยมีการนําเขFาพืชจํานวนมาก
จากท่ัวโลกในแต@ละปnและปoจจุบันประเทศไทยไดFมีขFอตกลงเปbดการคFาเสรีกับหลายประเทศ มีการวาง
ขFอกําหนดดFานคุณภาพของสินคFา ความปลอดภัยต@อมนุษยdและสิ่งแวดลFอมมาเปYนขFอกําหนดการ
นําเขFาสินคFา ดังนั้นแต@ละประเทศจําเปYนตFองมีขFอมูลดFานวิชาการท่ีชัดเจนเพ่ือเปYนขFอมูลสนับสนุนการ
เจรจาตกลงในเรื่องขFอกําหนดในแต@ละเรื่อง โดยเฉพาะอย@างยิ่งขFอมูลดFานศัตรูพืชและการวิเคราะหd
ความเสี่ยงของศัตรูพืช ท่ีจะถูกหยิบยกข้ึนมาเปYนเรื่องการกีดกันทางการนําเขFาไดFเปYนอย@างดี   ใน
ระยะเวลาท่ีผ@านมาประเทศไทยไดFมีการนําเขFาหัวพันธุdมันฝรั่งมากกว@าปnละ 8,000-12,000 ตัน จาก
หลายประเทศ ท้ังจากประเทศออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา สกtอตแลนดd เปYนตFน เนื่องจากประเทศไทย
ไม@สามารถผลิตหัวพันธุdมันฝรั่งใหFเพียงพอต@อความตFองการของผูFปลูก แต@จากการนําเขFาหัวพันธุdจาก
ต@างประเทศมีปoญหาการติดเชื้อไวรัสเขFามา โดยเฉพาะอย@างยิ่งโรคของไวรัสท่ีไม@เคยพบว@ามีรายงานใน
ประเทศไทยมาก@อน  จากท่ีมีการสั่งหัวพันธุdเขFามาเปYนจํานวนมากทําใหFงานการตรวจจึงมีปริมาณมาก  
ทําใหFการตรวจมีปoญหา ล@าชFา  ซ่ึงเกิดจากปริมาณตัวอย@างมีมาก  และความล@าชFาจากการท่ีมันฝรั่งพัก
ตัวนานจึงไม@มีหน@ออ@อนไปตรวจ ดังนั้นจึงควรพัฒนาวิธีการตรวจสอบท่ีสามารถตรวจไวรัสจากหัวพันธุd
โดยตรง รวมท้ังจากตFนท่ีปลูกอยู@ในแปลงของเกษตรกร และเพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจท่ีแม@นยํา สะดวก
และรวดเร็ว จึงมีส@วนสําคัญมาก เพ่ือเปYนการปmองกันการนําเขFาเชื้อไวรัสจากต@างประเทศเขFามา
ภายในประเทศไทย 
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
    
อุปกรณdอุปกรณdอุปกรณdอุปกรณd    

- spectrophotometer 

- ตูFแช@แข็ง -80 0C  
- สารเคมีและวัสดุท่ีใชFในการตรวจสอบดFาน GLIFT 

- เครื่องมือใชFในการ spray IgG, IgG-conjugate ควบคุมปริมาณไดF 
 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่1111        การสกดั การสกดั การสกดั การสกดั Immuno gammaImmuno gammaImmuno gammaImmuno gamma----globulin (IgG) globulin (IgG) globulin (IgG) globulin (IgG) และปรับความเขFและปรับความเขFและปรับความเขFและปรับความเขFมขFน มขFน มขFน มขFน IgG IgG IgG IgG ของ ของ ของ ของ PVAPVAPVAPVA            
 การสกัด IgG ของ PVA ดําเนินการโดยนําแอนติซีรัมมาเจือจางดFวยน้ํากลั่นในอัตรา แอนติ
ซีรัมต@อน้ํากลั่น เท@ากับ 1:9 ผสมใหFเขFากัน ค@อยๆ เติมแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอ่ิมตัวลงไปจํานวนเท@ากับ
ปริมาณสารละลายแอนติซีรัมท่ีเจือจาง กวนเบาๆขณะเติม บ@มปฏิกิริยาไวFท่ีอุณหภูมิ หFองนาน 30 นาที 
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนโปรตีนของ IgG ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต@อนาที เปYนเวลา 20 
นาที ดFวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (high speed centrifuge) ละลายตะกอนท่ีไดFดFวยครึ่งเท@าของ 
phosphate buffer saline (PBS) แลFว dialyse ในครึ่งเท@าของ PBS 1 ลิตร ดําเนินการ 3 ครั้ง แต@ละ
ครั้งเปYนเวลา 4 ชั่วโมง วัดความเขFมขFนของ IgG ดFวย Spectrophotometer  ท่ี OD 280  
 

ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่2  2  2  2  การทดสอบคณุภาพของ การทดสอบคณุภาพของ การทดสอบคณุภาพของ การทดสอบคณุภาพของ IgG IgG IgG IgG ของ ของ ของ ของ PVAPVAPVAPVA     

 ทดสอบคุณภาพของ IgG โดยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ใชF 
Nitro cellulose membrane รองรับปฏิกิริยา (NCM-ELISA) โดยเจือจาง IgG ของเชื้อแต@ละชนิดใน
อัตรา 1:500   ดําเนินการทดสอบโดยมีข้ันตอนดังนี้  คือ 

1. บดตัวอย@างพืชท่ีเปYนโรคจากเชื้อ PVA ใหFละเอียดในถุงพลาสติก ดFวย extraction buffer ใน 
 อัตรา 1:10  (ตัวอย@างพืชต@อบัฟเฟอรd)   เตรียมน้ําค้ันใบพืชปกติเช@นเดียวกัน 

2. นําแผ@น NCM วางแช@ลงใน Tris  buffer saline pH 7.5 เปYนเวลา 5 นาที  คีบแผ@น NCM  
 ข้ึนวางลงบนกระดาษกรองอีกชุดท่ีแหFง  รีดแผ@น NCM ใหFแนบติดกับกระดาษกรอง 

3. หยดบัฟเฟอรd 1 หยด (หรือ 25 ไมโครลิตร) ในช@องแรก  หยดน้ําค้ันพืชปกติ 2 ช@อง และน้ําค้ัน 
 พืชเปYนโรค 2 ช@อง หยดตัวอย@าง PVA    

4. นําแผ@น NCM ท่ีหยดตัวอย@างแลFวแช@ลงในกล@องท่ีมี blocking solution (TBS 20 มิลลิลิตร + 0.4 
กรัม non fat milk + 0.8 มิลลิลิตร triton X-100 ) แช@เปYนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหFอง  

5. คีบแผ@น NCM ตัวอย@าง PVA แช@ลงในส@วนผสม IgG ของ PVA ตามลําดับ IgG เจือจาง  
 1:500 ใน buffer TBS+2% non fat milk 5 มิลลิลิตร แช@เปYนเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิหFอง   
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6. ลFางแผ@น NCM  ดFวย TBS-Tween 20   3 ครั้งๆ ละ 3 นาที 
7. นําแผ@น NCM แช@ลงใน Goat anti-rabbit IgG-conjugate  alkaline phosphatase (SIGMA  

 A-7778) ใน TBS+2% non fat milk  5 มิลลิลิตร บ@มปฏิกิริยาเปYนเวลา 30 นาที   
8. เทออกแลFวลFางเช@นเดียวกับ ขFอ 7 
9. เทส@วนผสมของสารละลาย substrate ลงใน NCM เขย@าเบาๆ รอดูผลประมาณ 5-30 นาที           

เม่ือเกิดปฏิกิริยาสีชมพูแลFวเทสารละลาย substrate ท้ิง ลFางดFวยน้ํากลั่นเพ่ือหยุดปฏิกิริยา   

    
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่3  3  3  3  การเตรยีมสารละลายแขวนลอยอนภุาคทอง การเตรยีมสารละลายแขวนลอยอนภุาคทอง การเตรยีมสารละลายแขวนลอยอนภุาคทอง การเตรยีมสารละลายแขวนลอยอนภุาคทอง ((((Colloidal Gold)Colloidal Gold)Colloidal Gold)Colloidal Gold)    
 การเตรียมสารละลายแขวนลอยอนุภาคทองเตรียมจากสารประกอบ HAuCl4 เพ่ือใหFไดFอนุภาค
ทอง ท่ีบริสุทธิ์และมีขนาด 40 นาโนเมตร โดยนําสารละลาย 1 เปอรdเซ็นตdของ gold chloride ท่ีตFมเดือด
แลFวมาเติม sodium citrate ทําใหFเย็นลง นําไปวัดค@า OD ท่ี 530 ปรับใหFไดFเท@ากับ 0.5 (Hampton et al., 
1990) นําสารละลายทองแขวนลอยไปใชFในการติดสลาก (conjugate หรือ labeling ) IgG ของ PVA 
ต@อไป 
    
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่4444        การตดิสลาก การตดิสลาก การตดิสลาก การตดิสลาก IgG IgG IgG IgG ของ ของ ของ ของ PVAPVAPVAPVA    ดFวยอนภุดFวยอนภุดFวยอนภุดFวยอนภุาคทองาคทองาคทองาคทอง    
 นํา IgG ของ PVA จํานวน 2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายทองแขวนลอยท่ีเตรียมไวFจํานวน 200 
มิลลิลิตร กวนเบาๆดFวยเครื่องกวนแม@เหล็กไฟฟmา (magnetic stirrer) เปYนเวลา 1 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหFอง
แลFวเติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ท่ีเขFมขFน 10 เปอรdเซ็นตd จํานวน 200 
ไมโครลิตร กวนเบาๆ อีก 1 ชัว่โมง  แลFวจึงนําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  9,000 รอบต@อนาที นาน  40 
นาที เพ่ือตกตะกอน IgG ติดสลากดFวยอนุภาคทอง (gold particle labeled IgG) แลFวละลายตะกอน
ดFวยสารละลายบัฟเฟอรdใหFมีความเขFมขFนของสารละลายเปYน 0.5 ท่ี OD 540  นําไปพ@นลงบนแผ@นวัสดุ
ใยแกFว (fiber glass) แยกกันในปริมาณ 1.5 ไมโครลิตรต@อเซนติเมตร  แลFวนําไปอบแหFงในตูFอบ
ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) 37 oซ  เปYนเวลา  2  ชั่วโมง 
    
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่5  5  5  5  การทดสอบคดัเลือกชนดิของเมมเบรนที่เหมาะสมต@อการเกดิปฏิกริยิาของการทดสอบคดัเลือกชนดิของเมมเบรนที่เหมาะสมต@อการเกดิปฏิกริยิาของการทดสอบคดัเลือกชนดิของเมมเบรนที่เหมาะสมต@อการเกดิปฏิกริยิาของการทดสอบคดัเลือกชนดิของเมมเบรนที่เหมาะสมต@อการเกดิปฏิกริยิาของ    
PVAPVAPVAPVA    บนเสFน บนเสFน บนเสFน บนเสFน test lintest lintest lintest lineeee  
 ในการวิจัยการผลิตชุด GLIFT kit ของ PVA ไดFทดลองใชFเมมเบรน 7 ชนิดคือ     
                    1. เมมเบรน  S&S AE 100   
                    2. เมมเบรน  S&S AE 99  
     3. เมมเบรน  S&S AE 98 Fast   
                    4. เมมเบรน  Unisart CN 95 
                    5. เมมเบรน  Unisart CN 140 
    6. เมมเบรน  Millipore HF 13504                                    



 
 

รายงานผลงานวิจัยประจาํป� 2554 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช                  กรมวิชาการเกษตร 

1587 

    7. เมมเบรน  Prisma 60 
ใชFเครื่องพ@นสารละลายควบคุมปริมาณ   ทําการพ@น IgG ของ  Goat anti-rabbit (GAR) โดยใชF GAR ท่ี
เจือจาง 1:3 ปริมาณ 1 ไมโครลิตรต@อเซนติเมตร เปYนเสFน control line ใชF IgG ของ PVA พ@นเปYน  test 
line ในปริมาณ 1.0 ไมโครลิตรต@อเซนติเมตร และ 1.5 ไมโครลิตรต@อเซนติเมตร ตามลําดับ ลงบนแผ@น
เมมเบรน โดยเสFนท้ัง 3 มีระยะห@างกัน 0.5 เซนติเมตร เสFนท้ัง 3 เสFนถูกพ@นพรFอม กันและจัดใหFอยู@
ก่ึงกลางของแผ@น NCM ท่ีมีความกวFาง 2.5 เซนติเมตร นําแผ@นท่ีพ@น IgG แลFวไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 oC 
เปYนเวลา 2  ชั่วโมง ก@อนนํามาทดสอบ (เสFน control line เปYนเสFนท่ีมีไวFตรวจสอบว@าการไหลของ
สารละลายท้ังหมดในชุดตรวจสอบมีความสมบูรณd โดยปรากฏเปYนเสFนสีแดงเกิดจากปฏิกิริยาของ GAR 
กับ IgG ท่ีผลิตมาจากกระต@ายและติดสลากอนุภาคทอง)  
        
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่6666    การเปรยีบเทยีบสารละลายบัฟเฟอรdในการเตรยีมตวัอย@างน้ําคัน้พชื                การเปรยีบเทยีบสารละลายบัฟเฟอรdในการเตรยีมตวัอย@างน้ําคัน้พชื                การเปรยีบเทยีบสารละลายบัฟเฟอรdในการเตรยีมตวัอย@างน้ําคัน้พชื                การเปรยีบเทยีบสารละลายบัฟเฟอรdในการเตรยีมตวัอย@างน้ําคัน้พชื                    

ทดสอบหาสารละลายบัฟเฟอรdท่ีเหมาะสมในการเตรียมน้ําค้ันจากหัวพันธุdมันฝรั่งในการตรวจ 
เชื้อ PVA ในเนื้อมันฝรั่งทดลองนํา sample pad buffer-Na2BO3  มาเติมสาร Na2SO3 เปรียบเทียบ
กัน ในปริมาณ 0.4, 0.6 และ 0.8 % นํามาบดตัวอย@างเนื้อมันฝรั่งเปYนน้ําค้ันหยอดลงในตลับ GLIFT 
kit แลFวตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา 

 
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่7777    ทดสอบประสิทธภิาพความไว ทดสอบประสิทธภิาพความไว ทดสอบประสิทธภิาพความไว ทดสอบประสิทธภิาพความไว (sensitivity) (sensitivity) (sensitivity) (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อไวรสั ในการตรวจสอบเชื้อไวรสั ในการตรวจสอบเชื้อไวรสั ในการตรวจสอบเชื้อไวรสั PVAPVAPVAPVA        
 การทดสอบประสิทธิภาพความไว (sensitivity) ของ GLIFT kit ในการตรวจสอบเชื้อ PVA ใน
อัตราความเขFมขFนต@างๆ ดFวยการเจือจางน้ําค้ันพืชเปYนโรค ในอัตรา 1:10 1:100 1:200 1:500  
1:1,000 และ 1:2,000 แลFวหยดทดสอบเท@าๆ กัน อ@านผลหลังหยดตัวอย@างแลFวประมาณ  5 นาที  
 
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่8 8 8 8 ทดสอบจําทดสอบจําทดสอบจําทดสอบจํานวนหยดทีเ่หมาะสมนวนหยดทีเ่หมาะสมนวนหยดทีเ่หมาะสมนวนหยดทีเ่หมาะสม 

โดยทดลองเปรียบเทียบจํานวนหยดท่ีเหมาะสมท่ีทําใหFเกิดปฏิกิริยาท่ีชัดเจนโดยทดสอบท่ี 
จํานวน 3, 4  และ 5 หยด 
 
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่9 9 9 9 สรปุผลการดาํเนนิงานสรปุผลการดาํเนนิงานสรปุผลการดาํเนนิงานสรปุผลการดาํเนนิงาน 

 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    

ระยะเวลา  เริ่มเดือนตุลาคม 2554  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2556 
 สถานท่ี     - หFองปฏิบัติการกลุ@มงานไวรัสวิทยา  กลุ@มวิจัยโรคพืช   

      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
    
    



 
 

รายงานผลงานวิจัยประจาํป� 2554 สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช                  กรมวิชาการเกษตร 

1588 

ผลและวจิารณdผลการทดลองผลและวจิารณdผลการทดลองผลและวจิารณdผลการทดลองผลและวจิารณdผลการทดลอง    
           

ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่1111        การสกดั การสกดั การสกดั การสกดั Immuno gammaImmuno gammaImmuno gammaImmuno gamma----globulin (IgG) globulin (IgG) globulin (IgG) globulin (IgG) และปรับความเขFมขFน และปรับความเขFมขFน และปรับความเขFมขFน และปรับความเขFมขFน IgG IgG IgG IgG ของ ของ ของ ของ PVAPVAPVAPVA และและและและ    
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่2  2  2  2  การทดสอบคณุภาพของ การทดสอบคณุภาพของ การทดสอบคณุภาพของ การทดสอบคณุภาพของ IIIIgG gG gG gG ของ ของ ของ ของ PVAPVAPVAPVA 
 ผลในข้ันตอนท่ี 1 และ 2 การสกัดและทดสอบคุณภาพของ IgG ของ PVA ไดF IgG ของ PVA 
วัดความเขFมขFนของ IgG ดFวยเครื่อง Spectrophotometer ท่ี OD280 พบว@าค@าท่ีไดFนFอยกว@า 11.2 ซ่ึง
IgG ท่ีไดFจะตFองมีค@า 11.2 เพ่ือปรับ IgG ใหFไดFเท@ากับ 1.4 และจะมีค@าความเขFมขFนของโปรตีนเปYน 1 
มิลลิกรัมต@อมิลลิลิตร ก@อนท่ีจะนําไปทดสอบกับตัวอย@างพืชท่ีเปYนโรคและสามารถนําไปใชFในการผลิต
ชุดตรวจสอบไดF ดังนั้นจึงตFองมีการเตรียม IgG ใหม@เพ่ือใหFไดFความเขFมขFนของโปรตีนตามท่ีตFองการ
ก@อนนําไปใชF  
 
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่3  3  3  3  การเตรยีมสารละลายแขวนลอยอการเตรยีมสารละลายแขวนลอยอการเตรยีมสารละลายแขวนลอยอการเตรยีมสารละลายแขวนลอยอนภุาคทอง นภุาคทอง นภุาคทอง นภุาคทอง ((((Colloidal Gold) Colloidal Gold) Colloidal Gold) Colloidal Gold) และและและและ    
ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่ขั้นตอนที ่4444        การตดิสลาก การตดิสลาก การตดิสลาก การตดิสลาก IgG IgG IgG IgG ของ ของ ของ ของ PVAPVAPVAPVA    ดFวยอนภุาคทองดFวยอนภุาคทองดFวยอนภุาคทองดFวยอนภุาคทอง    
 ผลในข้ันตอนท่ี 3 และ 4 การเตรียมสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง (colloidal gold) และ
การติดสลาก IgG ของ PVA ดFวยอนุภาคทองไดFสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง จากนั้นปรับใหFไดFค@า 
OD 540 เท@ากับ 0.5 เม่ือกวนสารละลายทองแขวนลอยท่ีมีอนุภาคขนาด 40 นาโนเมตร ผสมกับ IgG ของ 
PVA ในข้ันตอนท่ี 1 นั้น (ท่ีมีความเขFมขFนของโปรตีนนFอยกว@า 1 มิลลิกรัมต@อมิลลิลิตร) ซ่ึงเปYนการติด
สลากอนุภาคทองกับ IgG นํามาพ@นลงบนแผ@นวัสดุใยแกFว แลFวอบแหFงท่ี 37 oC นาน 2 ชั่วโมง จึงไดFแผ@น
ใยแกFวเคลือบ IgG ของ PVA ติดสลากอนุภาคทองท่ีแหFงพรFอมนําไปประกอบเปYนชุดตรวจสอบ และไดFนํา
แผ@นใยแกFวเคลือบ IgG ของ PVA แลFวนั้น ไปทดสอบกับเมมเบรนชนิดต@างๆ พบว@าไม@เกิดปฏิกิริยา ซ่ึง
อาจมีสาเหตุมาจากความเขFมขFนของโปรตีนท่ีไม@ถึง 1 มิลลิกรัมต@อมิลลิลิตร รวมท้ังคุณภาพของแอนติ
ซีรัม ท่ีนํามาสกัด IgG ดังนั้นจึงตFองมีการเตรียมแอนติซีรัมและ IgG ใหม@ 
    

สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
 
ในการทดลองปรับใชF GLIFT เพ่ือตรวจสอบเชื้อ PVA ในมันฝรั่งสามารถทําไดFเช@นเดียว กับ

การพัฒนาการผลิต GLIFT Kit เพ่ือตรวจสอบเชื้อ PVY ในมันฝรั่ง ซ่ึงจะมีความแตกต@างกันบFางใน
ปริมาณของสารท่ีใชFเพ่ือความชัดเจนของปฏิกิริยาเท@านั้น และจากผลการทดลองใชF Gold labeling 
IgG ของ PVA พบว@าไม@เกิดปฏิกิริยาของสีท่ีเสFน Test line ซ่ึงปoญหาท่ีเกิดข้ึนจะตFองทําการ
ปรับเปลี่ยนปริมาณในการ line และความเขFมขFนท่ีใชF ใหFเหมาะสม รวมท้ังจะตFองทําการตรวจเช็คแอน
ติซีรัมของเชื้อ PVA ก@อนนํามาสกัด IgG อีกครั้ง ซ่ึงท้ังหมดยังอยู@ในระหว@างการดําเนินการ 
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