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5. บทคัดย่อ   : การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ Immuno-Strip เพ่ือตรวจสอบเชื้อ
แบคทีเรีย Xanthomonas  campestris pv. campestris (Xcc) สาเหตุโรคเน่าด าของคะน้า มี
วัตถุประสงค์เพ่ือน าเทคนิค Immuno Strip มาปรับใช้ในการตรวจสอบแบคทีเรียสาเหตุโรคใบเน่าด า
ของคะน้า ให้การตรวจสอบโรคท าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ถูกต้อง แม่นย า และสะดวกรวดเร็วมากขึ้น 
ได้ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2559 - กันยายน 2562 การพัฒนาชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริปใช้หลักการทางเซรุ่มวิทยา (serology) และ lateral flow technique บนแผ่นไนโตรเซลลูโลส
เมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) โดยผลิตแอนติซีรัมที่จ าเพาะต่อเชื้อ XCC ด้วย 
Membrane protein complex (MPC) ในการฉีดเข้าใต้ผิวหนังกระต่าย จ านวน 2 ครั้ง และเก็บเลือด
กระต่ายในสัปดาห์ที่ 5 เป็นต้นไป จากการตรวจหาค่าไตเตอร์และทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัม
ที่ผลิตได้ พบว่าแอนติซีรัมครั้งที่ 7 และครั้งที่ 8 มีค่าไตเตอร์สูงที่สุดคือ 1:128,000 และมีความจ าเพาะ
เจาะจงกับเชื้อ) ในคะน้าเท่านั้น จึงเลือกใช้แอนติซีรัมครั้งที่ 7 และครั้งที่ 8 ส าหรับเตรียม IgG บริสุทธิ์ 
และติดฉลากด้วยสารละลายอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG) เพ่ือระบายลงบนแผ่น CRP 
(conjugated release pad) ท า control line ด้วย Goat anti rabbit (GAR) และ test line ด้วย 
IgG บนแผ่น nitrocellulose membrane ชนิด S&S-AE 99 ส าหรับประกอบเป็นชุดตรวจสอบ จาก
การทดสอบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบ Immuno-Strip ด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรีย XCC ความ
เข้มข้น 108 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร พบว่าสามารถตรวจสอบแบคทีเรียได้ โดยเส้น control line และ 



test line ปรากฏสีในเวลา 10-15 นาที จากการทดสอบประสิทธิภาพความไวของชุดตรวจสอบพบว่า
สามารถตรวจแบคทีเรีย XCC ได้ในปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร และสามารถตรวจพบ
เชื้อได้ในน้ าคั้นพืชที่เจือจาง 1: 2,000 ผลจากงานวิจัยนี้สามารถน าชุดตรวจสอบ Immuno-Strip ไปใช้
ในการตรวจแบคทีเรีย XCC ในแปลงปลูกคะน้า เพ่ือหาแนวทางการป้องกันก าจัดโรคได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและทันต่อสถานการณไ์ด ้
6. ค าน า : โรคขอบใบทองหรือเน่าด ามีสาเหตุจากเชื้อ Xanthomonas campestris pv. 
campestris เป็นโรคที่พบได้ทั่วไปและเป็นปัญหามากกับพืชตระกูลกะหล่ า ซึ่งประกอบด้วย บล็อก
โ ค ลี ่ ( broccoli)  ก ะห ล่ า ด า ว  ( Brussels sprouts)  ก ะห ล่ า ป ล ี ( cabbage)  ก ะห ล่ า ด อก 
(cauliflower)  collards คะน ้า  ( kale)  กะหล่ าปม ( kohlrabi)  ม ัสตาร ์ด  (mustard)  radish 
rutabaga และ turnip โรคเน่าด าท าให้ผลผลิตเสียหายค่อนข้างมาก โดยเฉพาะในช่วงที่สภาวะ
แวดล้อมเหมาะสม พืชจะเริ่มแสดงอาการโรคให้เห็นในส่วนใบ โดยใบจะเริ่มเหลืองจากขอบใบแล้ว
ลามลึกเข้ามาในเนื้อใบจนจรดแกนกลางของใบเป็นรูปตัววี (V) เส้นใบบริเวณนี้จะมีสีน้ าตาลด า 
ต่อมาจะเกิดอาการแห้งจากขอบใบ ใบเหี่ยวเฉาและหลุดจากต้น เมื่อตัดล าต้นตามขวางจะพบว่า
ส่วนที่เป็นท่อน้ า (xylem) เน่ามีสีด า ในระยะกล้าที่งอกใหม่ๆ จะเกิดอาการเน่าด าที่ขอบใบเลี้ยง 
ต่อมาใบเลี้ยงจะเหี่ยวและต้นกล้าตาย นอกจากอาการดังกล่าวแล้ว บางครั้งพบอาการแผลจุดบนใบ
กับพืชตระกูลกะหล่ าบางชนิด เช่น ผักคะน้า โดยจะเริ่มเกิดจุดแผลขนาดเล็กๆ ต่อมาจุดขนาดใหญ่
ขึ้นมีสีน้ าตาล ขนาดประมาณ ๑ มิลลิเมตร และถ้าความชื้นสูงจะปรากฏลักษณะฉ่ าน้ ารอบจุดแผลสี
น้ าตาล เมื่อจุดแผลเกิดใกล้ชิดกันท าให้เกิดลักษณะไหม้ แห้งตายเป็นหย่อมๆ เนื้อใบที่เป็นแผลขาด
ทะลุเป็นรู การแพร่ระบาดของโรคนี้ที่ส าคัญและไปได้ไกลที่สุด คือการติดไปกับเมล็ดพันธุ์และแพร่
ไปยังต้นกล้าอ่ืนในแปลงเพาะกล้า ส่วนการเกิดโรคในแปลงเกิดจากต้นกล้าที่ได้รับเชื้อในแปลงเพาะ 
หรือจากเชื้อที่ที่ตกค้างอยู่ในเศษซากพืชในดิน หรือในพืชอาศัยที่ตกค้างอยู่ในแปลง ( volunteer 
plants) แล้วแพร่กระจายโดยน้ าฝน หรือน้ าที่ใช้รดต้นพืช เชื้อเข้าสู่พืชทางระบบราก ทางปากใบ 
(stomata) ต่อมคายน้ า (hydathodes) หรือทางแผลแล้วกระจายไปสู่ส่วนต่างๆ ทาง xylem เชื้อ
แพร่กระจายจากต้นเป็นโรคไปยังต้นข้างเคียงโดยไปกับลม ฝน น้ า ชลประทาน เป็นต้น การระบาด
ของโรคจะเกิดได้ดีเมื่อสภาพแวดล้อมเหมาะสม และพืชเกิดบาดแผลโดยแมลงกัดกิน หรือแผลจาก
การเขตกรรม  
 จากการระบาดที่พบในปัจจุบันท าความเสียหายให้แก่เกษตรกรอย่างมากเนื่องมาจาก
เกษตรกรไม่สามารถจ าแนกชนิดของโรคได้ถูกต้องในระยะแรกท าให้เกิดการแพร่ระบาด ดังนั้นหาก
เกษตรกรสามารถวินิจฉัยและรู้ถึงสาเหตุที่ถูกต้องจะท าให้สามารถป้องกันก าจัดได้อย่างถูกต้องและ
รวดเร็ว  การตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชจ าเป็นต้องมีการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพและความแม่นย าเพิ่ม
มากขึ้น และที่ส าคัญต้องมีการพัฒนาให้รวดเร็วขึ้น เพ่ือสามารถน าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืช
อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากการวินิจฉัยและตรวจสอบศัตรูพืชเป็นหัวใจส าคัญในการอารักขาพืช 



เมื่อมีการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชอย่างถูกต้องแม่นย า ประกอบกับการตรวจที่รวดเร็ว ท าให้สามารถ
หาแนวทางการป้องกันก าจัดศัตรูพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้ควบคุมการระบาดของศัตรูพืชได้
ทันสถานการณ์ ปัจจุบันมีการใช้เทคนิคการตรวจสอบสาเหตุโรคหลายชนิด ซึ่งเทคนิคต่างๆ เหล่านั้น
อาจต้องใช้เวลาในการตรวจสอบนาน หรือมีค่าใช้จ่ายสูง ไม่สะดวกต่อการปฏิบัติงานในภาคสนามและ
การให้บริการตรวจสอบผลิตผลเกษตร งานวิจัยนี้จึงได้น า เทคนิค Immuno Strip มาปรับใช้ในการ
ตรวจสอบแบคทีเรียชนิดนี้ เพ่ือให้สามารถตรวจสอบแบคทีเรียได้อย่างมีประสิทธิภาพ สะดวกรวดเร็ว 
และถูกต้องแม่นย ามากข้ึน 
 เทคนิค Immuno Strip มีพ้ืนฐานมาจากเทคนิค latex agglutination test เริ่มคิดค้น
พัฒนาขึ้นครั้งแรกโดย Singer and Plotz (1956) เพ่ือให้เกิดความรวดเร็ว สะดวก ลดค่าใช้จ่ายในการ
ตรวจเชื้อไวรัส ต่อมา Yallow and Berson (1959) ได้พัฒนาเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟีหรือ 
lateral flow test ขึ้นจากพ้ืนฐานของ 3 เทคนิค คือ latex agglutination tests, sandwich assay 
และโครมาโทกราฟี เพ่ือใช้ตรวจหา anti-insulin antibodies จากแนวคิดที่ว่าแอนติบอดี 2 ชนิด มี
ความจ าเพาะต่ออิพิโทปที่แตกต่างกันบนแอนติเจน ดังนั้นหากน าแอนติบอดีชนิดที่หนึ่งมาติดกับ solid 
support แล้ว เมื่อเติมตัวอย่างที่มีแอนติเจนลงไป แอนติเจนดังกล่าวจะถูกจับโดยแอนติบอดีที่ติดกับ  
solid support แอนติเจนที่เกาะอยู่กับแอนติบอดีนี้จะถูกตรวจ โดยแอนติบอดีตัวที่สองซึ่งติดฉลากกับ
อนุภาค bead ที่มีขนาดต่างกัน เช่น  latex bead, erythrocytes, colloidal dyes หรือ metal 
solution ท าให้สามารถอ่านค่าปฏิกิริยาได้จากสี bead ที่เกิดขึ้น (Garland et al., 1986; Borque  
et al., 1995) สุรภี และคณะ (2551) ได้พัฒนาชุดตรวจสอบไวรัส 11 ชนิด และแบคทีเรีย 2 strain 
โดยวิธี Gold labeled IgG Flow Technique (GLIFT) ในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ ได้แก่ กล้วยไม้ 
มันฝรั่ง ถั่วเหลือง พืชผัก และยาสูบ เสาวรส มะละกอ ปทุมมา และพืชตระกูลแตง โดยการน าแอน
ติซ ีร ัมของเชื ้อแต่ละชนิดมาสกัด IgG และปรับความเข ้มข ้นเป ็น 1 มก./มล. และทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของ IgG ต่อเชื้อด้วยเทคนิค DIBA จากนั้นน ามาติกฉลากด้วยอนุภาคทอง 
ขนาด 40 นาโนเมตร ทดสอบอัตราที่ใช้กับชนิดของ membrane ขั้นตอนสุดท้ายประกอบเป็นชุด
ตรวจสอบส าเร็จรูป ซึ่งเมื่อน าไปทดสอบกับพืช ใช้เวลาในการตรวจ ประมาณ 5 นาที และชุด
ตรวจสอบนี้สามารถเก็บในสภาพแห้งที่อุณหภูมิห้องได้นาน 2 ปี 
7. วิธีด าเนินการ   : - อุปกรณ์    
 1. แบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris 
 2. อาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อ PSA 
 3. Goat anti-rabbit IgG 
 4. สารละลาย Colloidal gold 
 5. วัสดุที่ใช้ประชุดตรวจสอบ Immuno Strip เช่น nitrocellulose membrane AE99, 
sample pad, conjugate pad, absorption pad, backing pad 



    - วิธีการ  
1. การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์และทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลิน 
 1.1 การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

น าโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Xcc 1 มิลลิลิตร เจือจางด้วยน้ ากลั่น 9 มิลลิลิตร 
ในบีกเกอร์ กวนด้วย magnetic stirrer ช้าๆ เติม saturated ammonium sulfate 10 มิลลิลิตร ที
ละหยดขณะกวนด้วย magnetic stirrer บ่มไว้ 45 นาที ที่ อุณหภูมิห้อง น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือ
ตกตะกอนโปรตีนของ IgG ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาที ดูด
ส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนโปรตีนด้วย 0.5xPBS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้ว dialysis ใน 0.5x PBS นาน 
4 ชั่วโมง 3 ครั้ง จากนั้นน าไปวัดความเข้มข้นของ IgG ด้วย spectrophotometer ที่ OD 280 แล้ว
ค านวณความเข้มข้น IgG ที่แยกได้จากสูตร O.D.280/1.4=X มิลลิกรัม 

1.2  การทดสอบหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ในการท าปฏิกิริยาเชื้อ Xcc 
ตรวจหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินด้วยวิธี indirect ELISA เตรียมสารแขวนลอย

เชื้อ Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร โดยมี PBS เป็น negative control ส าหรับ
เคลือบในหลุม ELISA plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 
ล้างด้วย PBST (Phosphate buffer+0.05% Tween 20) หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง 
นานครั้งละ 3 นาที  เติม blocking solution (PBS+2% skim milk) หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ เริ่มจาก 0.1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร โดยมีอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์เข้มข้น 25 ไมโครกรัม/
มิลิลิตร ท าปฏิกิริยากับ PBS เป็น negative control น าไปเก็บที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชั่วโมง ล้างด้วย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง นานครั้งละ 3 นาที เติม Goat anti-
rabbit IgG conjugated with alkaline phosphates ที่เจือจางใน PBST  อัตราส่วน 1 : 1000 หลุม
ละ 200 ไมโครลิตร  บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง   ล้างด้วย  PBST หลุมละ 200 
ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที แล้วเจือจางสาร PNPP ใน substrate buffer อัตราส่วน 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 และ 
60 นาที เมื่อครบเวลาดังกล่าววัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง ( Optical  density ; OD ) ด้วยเครื่อง 
ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร  
 1.3 การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  
 ทดสอบคุณภาพของ IgG ในการท าปฏิกิริยากับเชื้อ Xcc โดยวิธี DIBA บดตัวอย่างใบ
คะน้าที่เป็นโรคใบเน่าด าด้วย extraction buffer ในอัตรา 1:10 (ตัวอย่างพืช : บัฟเฟอร์) เตรียมน้ าคั้น
ใบคะน้าปกติเช่นเดียวกัน และเตรียมเซลล์แขวนลอยของเชื้อ Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อ
มิลลิลิตร น าน้ าคั้นพืชและเซลล์แขวนลอยเชื้อมาหยดลงบนแผ่น NCM ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
หลังจากนั้นน าแผ่น NCM ที่หยดตัวอย่างแล้วแช่ลงในกล่องที่มี blocking solution (2% skim milk) 



เป็นเวลา 30 นาที หลังจากครบเวลาแล้ว ย้ายแผ่น NCM ไปแช่สารละลาย IgG ที่เจือจาง 1:500 ใน 
TBS เขย่านาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ล้างด้วย TBST 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จากนั้นน าแผ่น NCM มา
แช่ใน GAR เจือจาง 1:10,000 ใน TBS บ่มนาน 30 นาที ล้าง 3 ครั้ง ตรวจสอบปฏิกิริยาด้วย BCIP/NP 
หยุดปฏิกิริยาด้วยน้ ากลั่นเมื่อสังเกตเห็นปฏิกิริยาชัดเจน 
2. การติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG)   

ใช้สารละลายอนุภาคทอง (Colloidal gold) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 40 นาโนเมตร 
(Biodot, USA) OD 1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม IgG ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร กวนด้วย magnetic stirrer นาน 45 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต์ Bovine Serum 
Albumin กวนต่ออีก 45 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนที่ 12,000g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วน
ใสทิ้ง ละลายตะกอนด้วย gold diluted buffer pH 7.4 ให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมน้ าตาล
ซูโครส 20 เปอร์เซ็นต์ เก็บ IgG ที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองที่ 4 องศาเซลเซียส 
3. การหาความเข้มข้นของอนุภาคทองที่เหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad  
 การติดฉลากอนุภาคทองกับ IgG ใช้สารละลายอนุภาคทอง (Colloidal gold) ขนาด 40 นา
โนเมตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม IgG ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
กวนด้วย magnetic stirrer นาน 45 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต์ Bovine Serum Albumin กวนต่ออีก 
45 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนที่ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอน
ด้วย gold diluted buffer pH 7.4 ให้มีปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นเจือจางอนุภาคทองใน gold 
diluted buffer แบบ 2 เท่า อีก 2 ความเจือจางคือ 1:2 (0.3 เท่า) และ 1:4 (0.6 เท่า) เติมน้ าตาล
ซูโครส 20 เปอร์เซ็นต์ เก็บ IgG ที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองที่ 4 องศาเซลเซียส น าไประบายลงบนแผ่น 
CRP ประกอบเป็นชุดตรวจสอบ เปรียบเทียบความเข้มสีบนเส้น control line  

- เวลาและสถานที่ : เริ่มต้น ตุลาคม 2559  สิ้นสุด กันยายน 2562 
ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
8. ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง   :   
1. การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์และทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลิน 

1.1  การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 
 การเตรียม IgG บริสุทธิ์จากโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อ Xcc โดยใช้แอนติ
ซีรัมครั้งที่ 5 ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและท า dialysis แล้ว น าสารละลาย 
IgG ที่ ไ ด้ จ า กก า รท า  dialysis ม า วั ด ค่ า ก า รดู ด กลื นแส งที่  280 น า โ น เ มต ร  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 
spectrophotometer และค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนที่ได้ (ตารางท่ี 1) ปรับความเข้มข้นของ 
IgG ให้มีค่า O.D. เท่ากับ 1.4 เพ่ือให้มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ก่อนน าไป conjugate กับ 
Colloidal gold  
 1.2  การทดสอบหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ 



        จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของอิมมูโนโกลบูลินด้วยวิธี indirect ELISA โดยเจือจางอิมมู
โนโกลบูลินบริสุทธิ์ เริ่มจาก 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากับเชื้อ 
Xcc ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร พบว่าอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์ที่เจือจาง 100 นาโน
กรัม/มิลลิลิตร สามารถท าปฏิกิริยากับเชื้อ Xcc ความเข้มข้น 108 หนว่ยโคโลนีต่อมิลลิลิตรได้ มีค่าการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร เท่ากับ 1.405 โดยไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับน้ าคั้นพืชปกติ 

1.3  การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA)  
   อิมมูโนโกลบูลินท าปฏิกิริยากับน้ าคั้นตัวอย่างใบคะน้าที่มีอาการโรคเน่าด า และ
แบคทีเรีย XCC ความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร ซึ่งให้ผลของปฏิกิริยาเป็นสีม่วง และพบว่า
อิมมูโนโกลบูลินไม่ท าปฏิกิริยากับน้ าคั้นใบคะน้าปกติ เมื่อเจือจางเป็น 1:500 
2.  การติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทอง (Gold conjugated IgG)   

สารละลาย Gold conjugated IgG ที่มีค่า O.D. เท่ากับ 0.5 ที่ช่วงคลื่นแสง 540 นาโนเมตร 
แสดงการเกิดปฏิกิริยาชัดเจนบน test line และ control line มีสีม่วงคมชัด จึงเป็นความเข้มข้นของ
อนุภาคทองที่เหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad (CRP) ส าหรับการพัฒนาชุด
ตรวจอิมมูโนสตริปส าหรับตรวจแบคทีเรีย Xcc 
3.  การหาความเข้มข้นของอนุภาคทองที่เหมาะสมในการระบายลงบน Conjugate release pad 
 เมื่อน าสารละลาย Gold conjugated IgG ที่มีค่า O.D. เท่ากับ 0.5 ที่ช่วงคลื่นแสง 540 นาโน
เมตร มาเจือจางแบบ 2 เท่า อีก 2 ความเจือจางคือ 1:2 และ 1:4 แล้วน าไประบายลงบนแผ่น CRP 
จากผลการทดลองพบว่า Gold conjugated IgG ที่มีค่า O.D. เท่ากับ 0.5 ที่ช่วงคลื่นแสง 540 นาโน
เมตร จะเกิดปฏิกิริยาเป็นสีม่วงชัดเจนบน test line และ control line ในขณะที่ Gold conjugated 
IgG ที่ท าการเจือจาง 1:2 และ1:4 จะเกิดปฏิกิริยาสีชมพูค่อนข้างชัดเจนบน test line แต่จะ
เกิดปฏิกิริยาเป็นสีชมพูอ่อนไม่ชัดเจนบน control line  

4.  การเตรียมแผ่น conjugate release pad (CRP) 
 น าแผ่น CRP ตัดให้มีขนาด กว้างประมาณ 0.8-1.0 เซนติเมตร ยาวประมาณ 15-18 
เซนติเมตร ใช้พู่กันเบอร์ 0 จุ่ม gold conjugated IgG ป้ายลงบนแผ่น CRP ตรงกึ่งกลางแผ่น โดยใช้ 
Gold conjugated IgG ประมาณ 90 ไมโครลิตร/15 เซนติเมตร อัตรา 5 ไมโครลิตร/เซนติเมตร น าไป
อบแห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จะได้แผ่น CRP พร้อมน าไปประกอบเป็นชุดตรวจสอบ 
Immuno strip 
5.  การท าเส้น test line และ control line 
  ใช้แผ่นไนโตรเซลลูโลส (NCM) วัสดุที่ใช้เป็น S&S-AE 99 size 8 ไมโครโมลาร์ มีความกว้าง 
2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 18 เซนติเมตร ตามขนาดของ backing pad ใช้ดินสอท าเครื่องหมาย
ด้านบนแผ่น และเครื่องหมายต าแหน่งเส้น control line ที่จะอยู่ห่างจากริมบนของแผ่น NCM 1 
เซนติเมตร และเส้น test line อยู่ถัดลงมาจากเส้น control line 0.5 เซนติเมตร ใช้ปากกาหมึกซึม 



(ขนาด 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ่ม Anti-rabbit IgG ที่อัตราความเข้มข้น 1:3 จ านวน 40 ไมโครลิตร/แผ่น 
ใช้ไม้บรรทัดวางให้เป็นแนวเส้นตรง แตะปากกาแล้วลากเส้นจากด้านซ้ายไปทางขวาเพียงเบาๆ เป็น
เส้น control line และใช้ปากกาหมึกซึมด้ามใหม่ จุ่มซับ IgG (เข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จ านวน 
40 ไมโครลิตร/แผ่น ปฏิบัติเช่นเดียวกับท าเส้น control line เป็นเส้น test line น าไปอบแห้ง 2 
ชั่วโมงท่ี 37 องศาเซลเซียส 
6. การประกอบเป็นชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 วางแผ่นเมมเบรนที่มี test line และ control line ลงในช่องที่ก าหนดบนแผ่นพลาสติกกาว
รองพ้ืน (plastic backing polyester) ที่มีขนาด 6x18 เซนติเมตร วางแผ่น CRP ให้เกยทับแผ่นเมม
เบรน ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร วางแผ่นใยแก้วรับตัวอย่างน้ าคั้นพืช (sample pad) เกยทับ CRP 1-2 
มิลลิเมตร และวางแผ่นกระดาษซับชนิดหนา (wicking paper) เกยทับด้านบนของแผ่นเมมเบรน 1-2 
มิลลิเมตร ตัดชุดที่ประกอบเสร็จแล้วออกเป็นเส้นที่มีความกว้างเท่ากับ 0.4 เซนติเมตร การเก็บชุด
ตรวจไว้ในระยะยาวต้องเก็บในถุงอลูมินัมฟอยด์ ที่ปิดสนิทเพ่ือป้องกันความชื้น 
7. การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 7.1 ทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
  - ทดสอบความไวในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ 
   จากการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยการเจือจางสารละลาย
เชื้อแบคทีเรีย Xcc ในสารละลายบัฟเฟอร์ ครั้งละ 10 เท่า ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 108, 107, 106, 
105, 104, 103, 102 และ 101 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร พบว่าชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจ
เชื้อปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย Xcc บริสุทธิ์ที่ผสมใน
น้ าคั้นใบคะน้าปกติให้มีความเข้มข้น 108 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางแบบ 10 เท่าเหมือน
ข้างต้น พบว่าสามารถตรวจเชื้อปริมาณต่ าสุดที่ 104 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตรเช่นเดียวกัน  
  - ทดสอบความไวในการตรวจตัวอย่างใบคะน้าที่เป็นโรค 
   ท าการเจือจางน้ าคั้นใบคะน้าทีแ่สดงอาการของโรคเน่าด าแบบ 10 เท่า โดยมีน้ าคั้น
ใบคะน้าปกตเิป็น negative control พบว่าชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปสามารถตรวจพบเชื้อได้ในน้ า
คั้นพืชที่แสดงอาการของโรคที่เจือจาง 1: 2,000  
 7.2 การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
  - ทดสอบความจ าเพาะกับเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
   ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาขึ้นให้ผลการทดสอบเป็นลบกับเชื้อแบคทีเรีย  
E. carotovora subsp. carotovora, Pantoea sp., และเชื้อแบคทีเรียที่ตรวจพบบนผิวใบคะน้าที่มี
ลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน 
  - ทดสอบความจ าเพาะกับตัวอย่างคะน้า 
   เมื่อน าตัวอย่างคะน้าที่มีลักษณะอาการต่างๆ มาทดสอบกับชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริป พบว่ามีเฉพาะอาการโรคเน่าด าที่ เกิดจากเชื้อ Xcc เท่านั้นที่ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป



เกิดปฏิกิริยาเป็นบวก เมื่อเปรียบเทียบกับปฏิกิริยาที่ได้จากค้ันใบคะน้าที่มีลักษณะอาการต่างๆ และใบ
คะน้าปกติ  
9. สรุปผลการทดลองและค าแนะน า : ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่พัฒนาได้ในการทดลองนี้ สามารถ
น ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจโรคเน่าด าของคะน้าได้ ณ จุดตรวจโรค (point of care) ในสภาพแปลง
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เพื่อให้เกิดการตรวจวินิจฉัยโรคที่รวดเร็ว แม่นย า น ามาสู่การแนะน าการ
ควบคุมโรคในสภาพแปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  : ได้ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ใน
การตรวจโรคเน่าด าของคะน้าในสภาพแปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
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