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งานวิจัยมีวัตถุประสงคเพื่อระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรค พัฒนาวิธีการ

ตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อในสภาพไร และสํารวจการแพรระบาดของของโรคใบจุดเสนใบ
ไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย ทําการศึกษาโดยนําตัวอยางใบองุนที่แสดงอาการใบจุด
และเสนใบไหมมาแยกเชื้อบนอาหาร NA ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา คุณสมบัติ
ทางชีวเคมีของเชื้อ ผลของการศึกษาพบวาเชื้อที่ทําใหเกิดอาการใบจุดเสนใบไหม (ไอโซเลต VN3) 
เปนแบคทีเรียแกรมลบ โคโลนีลักษณะกลม ขอบเรียบ สีเหลืองออน ขนาด 0.4 – 0.8 mm บน
อาหาร NA สามารถสรางเอนไซมคะตะเลส ยอยแปง เจลาติน ไขมัน และใชสารซิเตรต แคลเซียม
แลคเตต      น้ําตาล galactose, glucose, arabinose, maltose, sucrose, cellobiose, mannose 

และ fructose ได แตไมรีดิวซไนเตรต ไมยอยยูเรีย สามารถเจริญไดในอาหารผสมเกลือ (NaCl) สูงถึง 
5% ไมหยุดการเจริญที่อุณหภูมิ 33 °C และยังคงเจริญไดที่อุณหภูมิสูงถึง 37 °C แตมีอัตราการเจริญ
ที่ชามาก ลักษณะและตําแหนงของแฟลกเจลลาเปนแบบ monotrichous flagella มีเสนเดียว
บริเวณปลายของเซลลแบคทีเรีย และเมื่อเล้ียงในอาหาร galactose yeast extract agar CaCO3 

(GYAC) พบวาเชื้อสามารถสรางเมือกและเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว การใช primer ที่ออกแบบ
สําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงสําหรับเชื้อ Xylophilus ampelinus ซ่ึงไดรับรายงานวา
เปนสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุนในอเมริกาและยุโรป คือชุด primer S3, S4 ซ่ึงมีลําดับ
นิวคลีโอไทด คือ 5’-GGT GTT AGG CCG AGT AGT GAG-3’  และ 5’-GGT CTT TCA 

CCT GAC GCG TTA-3’ และตรวจสอบการเพิ่มปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR พบวา
ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเมื่อใชดีเอ็นเอจากเชื้อที่ทําใหเกิดโรคในประเทศไทยเปนดีเอ็นเอ       
เปาหมาย และการใชแอนติซีร่ัมที่ผลิตไดจากเชื้อดังกลาว ในการทําปฏิกิริยากับตัวอยางเชื้อ Xy. 

ampelinus ของชุดตรวจสอบ Xylophilus ampelinus ELISA kit ของบริษัท LOEWE 

Biochemical GmbH, Germany ใหผลปฏิกิริยาเปนลบ ขณะที่แอนติซีร่ัมที่ผลิตไดจากเชื้อใน
ประเทศไทยใหปฏิกิริยาบวกกับตัวอยางโรคที่เก็บรวบรวมจากจังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง 
สุรินทรและพิจิตร ทุกตัวอยางที่ตรวจสอบ และ anti Xy. ampelinus ของบริษัทใหผลลบกับทุก
ตัวอยางในประเทศไทย แสดงวาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดเสนใบไหมขององุนในประเทศไทย
ไมใชเชื้อ Xy. ampelinus แตเปนเชื้อ Xanthomonas campestris pv. viticola สําหรับการศึกษา
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VEIN NECROSIS/GRAPEVINE/Xanthomonas campestris pv. viticola/IDENTIFY/ 

SEROLOGICAL DETECTION METHODS 

 

The objectives of this study were to identify the causal agent of bacterial 

necrosis on grapevine, to develop the detection method and survey of the disease on 

grapevine in Thailand. A bacterium was isolated from leaf spot and vein necrosis 

samples collected from Nakhon Ratchasima and Saraburi provinces on nutrient agar 

(NA). After culturing on NA for 72 hours at 26 0C, the bacterium (VN3 isolate) 

formed round, white, semitranslucent, slightly raised, glistening colonies with 0.4-0.8 

mm in diameter. It produced similar symptoms on detached grape leaf as observed in 

the field 5 days after inoculation. The bacterium was rod shape and gram - negative. It 

was able to utilize galactose, glucose, arabinose, maltose, sucrose, cellobiose, 

mannose and fructose as carbon sources and was catalase positive. The bacterium 

could lyse Tween 80, hydrolyze starch and gelatin and utilize citrate and calcium 

lactate. But it was urease-negative and could not denitrify nitrate. It could tolerate 

NaCl concentration up to 5%. It was able to grow well at 33 °C and still grew at 37 °C 

but at a very low growth rate. The bacterium grew very fast on galactose yeast extract 

agar CaCO3 (GYAC) and produced large amount of gum. With silver staining and 

transmission electron microscopy, the bacterium appeared to have a monotrichous 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 

1.1 ความสําคัญของปญหา 
องุน (Vitis vinifera Linn.) เปนไมยืนตนที่จัดอยูในกลุมไมเล้ือย (นันทกร บุญเกิด, 2543) มี

ถ่ินกําเนิดอยูในเขตอบอุน แตองุนบางสายพันธุสามารถเจริญเติบโตไดดีในประเทศไทยซึ่งเปน
ประเทศในเขตรอน (วัณณรงค เหลาประดิษฐ, 2542) องุนเปนพืชท่ีนิยมปลูกกันมากในแทบทุก
ประเทศรวมถึงประเทศไทย พบวาในป 2542 ทั่วโลกมีการปลูกองุนรวมทั้งสิ้นประมาณ 
46,302,944 ไร ใหผลผลิตรวม 59,403,680 ตัน (CAB International, 1999) สําหรับในประเทศ
ไทยในปจจุบัน    มีการปลูกองุนเปนพื้นที่ประมาณ 24,600 ไร กระจายอยูทั่วประเทศ ผลผลิต
ทั้งหมดประมาณ 40,050 ตัน (กรมสงเสริมการเกษตร, 2542) โดยพื้นที่ปลูกองุนในป 2532 ไดขยาย
จากภาคตะวันตกของประเทศไทยไปในหลายพื้นที่ของภาคตาง ๆ ซ่ึงมีสภาพอากาศแหง เชน ใน
แถบภาคกลาง ไดแก จังหวัดสมุทรสาคร สมุทรสงคราม นครปฐม ราชบุรี เพชรบุรี สุพรรณบุรี 
สิงหบุรี อางทอง อยุธยา สระบุรี และลพบุรี แถบภาคตะวันออก ไดแก จังหวัดชลบุรี ระยอง 
จันทบุรี และตราด แถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัดนครราชสีมา บุรีรัมย สุรินทร 
รอยเอ็ด ศรีสะเกษ อุบลราชธานี อุดรธานี ขอนแกน และเลย สวนแถบภาคเหนือ ไดแก จังหวัดนาน 
อุตรดิตถ เชียงใหม เชียงราย และลําปาง จากรายงานการศึกษาโดยกรมสงเสริมการเกษตร ในป 
2542 พบวาองุนที่นิยมปลูกเปนการคาในปจจุบัน แบงเปนองุนรับประทานผลสดมีเมล็ด ไดแก 
พันธุไวทมะละกา (White malaga) คารดินัล (Cardinal) เคียวโฮ (Kyoho) แบล็คควีน (Black 

queen) และองุนรับประทานผลสดไมมีเมล็ด ไดแก พันธุทอมสันซีดเลส (Thomson seedless), 
บิวตี้ซีดเลส (Beauty seedless) นอกจากการปลูกเพื่อรับประทานสด องุนยังสามารถนํามาใช
ประโยชน อ่ืน ๆ เชน แยม น้ําองุน ลูกเกด องุนบรรจุกระปองและที่สําคัญที่สุด คือนํามาทําเปนสุรา
ผลไมหรือไวน  

องุนเปนพืชที่ใหผลตอบแทนคอนขางสูง เมื่อเปรียบเทียบกับไมผลชนิดอื่น แตการปลูกองุน
มีอุปสรรคคอนขางมาก โดยเฉพาะปญหาดานโรคพืชและแมลงศัตรูพืช สําหรับแมลงศัตรูที่สําคัญ   
ไดแก เพล้ียไฟ เพล้ียจั๊กจั่น หนอนกระทูหอม กระทูผัก และหนอนเจาะสมอฝาย เปนตน (นันทกร  
บุญเกิด, 2543) การปลูกองุนในประเทศไทยยังพบวามีการระบาดของโรคตาง ๆ ที่กอใหเกิดความ                        
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เสียหายตอคุณภาพ และผลผลิตขององุน ซ่ึงไดแก โรคราน้ําคาง (downy mildew) โรคราสนิม 
(rust) โรคสแคบ (scab) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) และโรคกิ่งแหง (dead arm) 
นอกจากนี้ในตางประเทศยังพบโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรีย (bacterial necrosis) ระบาด
อยางกวางขวางในพื้นที่ปลูกองุนของประเทศฝรั่งเศส อิตาลี สเปน กรีซ ตุรกี และทวีปแอฟริกา 
(Botha, Serfontein, Greyling and Berger., 2001) และเนื่องจากประเทศไทยมีการนําเขากิ่งพันธุ
องุนที่ใหผลผลิตสูงและคุณภาพดีจากเขตระบาดมาปลูก (กรมสงเสริมการเกษตร, 2542) จึงมีความ
เปนไปไดสูงที่จะมีกิ่งพันธุองุนติดเชื้อแบคทีเรียดังกลาว ปจจุบันยังไมมีการศึกษาและสํารวจโรคนี้
อยางจริงจัง แมวาจะพบองุนที่แสดงอาการคลายกับโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียในหลายพื้นที่
ของการปลูกองุนในประเทศไทย ดังนั้นการระบุชนิดเชื้อสาเหตุ สํารวจ และตรวจสอบเชื้อสาเหตุของ
โรคดังกลาวขององุนในประเทศไทย จึงมีความจําเปนเพื่อใหทราบถึงแหลงเพาะเชื้อและการแพร
ระบาดเพื่อเก็บรวบรวมเปนขอมูลพื้นฐานที่จะใชในการจัดการและควบคุมปองกันการแพรระบาด
ของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย  
 

1.2    วัตถุประสงคการวิจัย 
1.2.1 เพื่อระบุชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนใน

ประเทศไทย 
1.2.2  เพื่อพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสน

ใบ ไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย     
1.2.3 เพื่อสํารวจการแพรระบาดของของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนใน    

ประเทศไทย 
 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 
1.3.1 เช้ือสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนนาจะเปนเชื้อแบคทีเรีย

ชนิดเดียวกับที่มีรายงานในตางประเทศ คือ เช้ือ Xylophilus ampelinus 
1.3.2 วิธีการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืชท่ีมีอยูยังไมเหมาะสมสําหรับการใชตรวจสอบ

โรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย 
1.3.3 เนื่องจากมีการนําเขากิ่งพันธุองุนจากเขตการระบาดจึงเปนไปไดที่จะมีองุนติดเชื้อ

แบคทีเรียดังกลาวในประเทศไทย 
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1.4         ขอบเขตการวิจัย 
 การวิจัยคร้ังนี้มุงเนนศึกษาถึงเชื้อสาเหตุ ลักษณะอาการ การแพรระบาดของโรคใบจุด 

เสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในพื้นที่ปลูกเฉพาะที่สําคัญในประเทศไทย โดยใชวิธีมาตรฐาน
ของการศึกษาแบคทีเรีย วิธีการตรวจสอบจะมุงเนนเฉพาะวิธีที่ใชเทคนิคทางดานเซรุมวิทยา โดยใช
วิธีอ่ืน ๆ เปนวิธีอางอิง 
 

1.5      ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1.5.1 สามารถระบุชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน

ในประเทศไทย 
1.5.2 สามารถพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุด

เสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย 
1.5.3 สามารถนําความรูที่ไดมาใชเปนขอมูลพื้นฐานที่จะใชในการจัดการและควบคุม

ปองกันการแพรระบาดของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนใน
ประเทศไทยเพื่อเปนแนวทางในการแกปญหาสําคัญที่พบในการผลิตองุนตอไป
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 ความสําคัญและปญหาของการผลิตองุน 

องุนมีถ่ินกําเนิดอยูบริเวณเอเชียไมเนอร แถบทะเลเมดิเตอรเรเนียน และแพรขยาย
ออกไปทั้งทางตะวันออกและตะวันตกไปสูทวีปยุโรป อเมริกา เอเชีย และแหลงอื่น ๆ ของโลก 
พันธุองุนทั้งหมดของโลกมีมากกวา 8,000 พันธุ ซ่ึงมีช่ือและลักษณะแตกตางกันออกไป และมี
ประมาณ 20 เปอรเซ็นตที่ปลูกกันเปนพันธุเพื่อการคา (กรมสงเสริมการเกษตร, 2542) 

องุนเปนพืชที่อยูในสกุล Vitis วงศ Vitacea ซ่ึงมีอยูประมาณ 11 สกุล รวม 600 ชนิด 
สกุล Vitis เปนสกุลเดียวที่เปนผลไมรับประทานได องุนเปนประเภทไมเล้ีอย มีมือจับเพื่อเกาะ เปน
ไมที่มีถ่ินกําเนิดในเขตอากาศอบอุน แตก็สามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตอากาศกึ่งรอนถึงอากาศ
รอน แบงเปนสกุลยอยอีก 2 สกุลยอย (subgenera) คือ Euvitis และ Muscadinia โดยยึดหลัก
ความแตกตางของลักษณะและจํานวนโครโมโซม คือ Euvitis มีจํานวนโครโมโซม 38  สวน 
Muscadinia มี 40 (นันทกร บุญเกิด, 2543) 

ในอดีตประเทศไทยมีการปลูกองุนในแถบภาคตะวันตก เชน จังหวัดราชบุรี นครปฐม 
และสมุทรสาคร ซ่ึงสามารถใหผลผลิตไดดี ในป 2542 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกองุนรวม 24,615 ไร  
ทั้ง ๆ ที่ในป 2527 เคยมีพื้นที่ปลูกสูงถึง 27,275 ไร แตเนื่องจากปญหาความเสียหายจากโรคและ
แมลง ทําใหเกษตรกรจํานวนมากไดเปลี่ยนไปปลูกพืชอ่ืนแทนองุน สงผลใหพื้นที่ปลูกองุนในพื้นที่
ดังกลาวลดลง อยางไรก็ตามในป 2532 พื้นที่ปลูกองุนไดขยายจากภาคตะวันตกของประเทศไทย  
ไปในหลายพื้นที่ของภาคตาง ๆ ซ่ึงมีสภาพอากาศแหง เชน ในแถบภาคกลาง ไดแก จังหวัด
สมุทรสาคร สมุทรสงคราม นครปฐม ราชบุรี เพชรบุรี สุพรรณบุรี สิงหบุรี อางทอง อยุธยา สระบุรี 
และลพบุรี  แถบภาคตะวันออก  ไดแก  จังหวัดชลบุรี  ระยอง  จันทบุรี  และตราด  แถบภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ไดแก จังหวัดนครราชสีมา บุรีรัมย สุรินทร รอยเอ็ด ศรีสะเกษ อุบลราชธานี 
อุดรธานี ขอนแกน และเลย สวนแถบภาคเหนือ ไดแก จังหวัดนาน อุตรดิตถ เชียงใหม เชียงราย 
และลําปาง (กรมสงเสริมการเกษตร, 2542) 

ระหวางป 2525 ถึง 2530 ประเทศไทยสงออกผลผลิตองุนประมาณ 1,500 – 2,000 ตัน 
คิดเปนรอยละ 6 ของผลผลิตทั้งหมด และมีมูลคาการสงออก 20 – 40 ลานบาทตอป อยางไรก็ตาม
มูลคาการสงออกลดลงเหลือ 1 – 6 ลานบาทตอปในชวงป 2531 ถึง 2535 เนื่องจากคุณภาพไม
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สม่ําเสมอ ผลมีขนาดเล็ก อายุการเก็บรักษาสั้นและตนทุนการผลิตสูง จึงไมสามารถแขงขันกับ
ประเทศอื่นที่ผลิตองุนรับประทานผลสดที่มีคุณภาพ ปจจุบันประเทศไทยตองนําเขาองุนสด        
จากตางประเทศ ซ่ึงในป 2541 มีปริมาณสูงถึง  1,004  ตัน คิดเปนมูลคา 90 ลานบาท เนื่องจากพันธุ
องุนที่ปลูกเพื่อรับประทานผลสดในประเทศไทยมีนอยพันธุ จึงมีการนําเขากิ่งพันธุองุนที่ใหผลผลิต
สูงและคุณภาพดีจากเขตที่มีสภาพภูมิอากาศใกลเคียงกับประเทศไทยเขามาปลูก (กรมสงเสริม
การเกษตร, 2542)  

เนื่องจากองุนรับประทานผลสดและอุตสาหกรรมการผลิตไวนองุนในประเทศไทย  
ยังไมเพียงพอตอความตองการภายในประเทศ ดังนั้นจึงมีการนําเขาไวนองุนจากตางประเทศเพิ่มขึ้น
ทุกป จาก 68.6 ลานบาท (0.92 ลานลิตร) ในป 2530 เปน 158.5 ลานบาท (1.51 ลานลิตร) ในป 2533 
สําหรับในป 2536 มีการนําเขาคิดเปนมูลคาสูงถึง 182 ลานบาท โดยนําเขาจากประเทศฝรั่งเศส   
รอยละ 50 และจากประเทศออสเตรเลียรอยละ 16  สวนที่เหลือเปนการนําเขาจากประเทศอเมริกา 
และอิตาลี มูลคาการนําเขาดังกลาวเมื่อถูกขายปลีกมายังตลาดผูบริโภคจะมีมูลคาทางการตลาดสูงถึง 
600 ลานบาท 

 องุนเปนพืชที่ใหผลตอบแทนคอนขางสูง เมื่อเปรียบเทียบกับไมผลชนิดอื่น แตการ
ปลูกองุนมีอุปสรรคคอนขางมาก โดยเฉพาะปญหาดานโรคและแมลง สําหรับแมลงศัตรูที่สําคัญ 
ไดแก เพล้ียไฟ หนอนกระทูหอม หนอนกระทูผัก และหนอนเจาะสมอฝาย เปนตน (นันทกร บุญเกิด, 
2543) การปลูกองุนในประเทศไทยยังพบวามีการระบาดของโรคตาง ๆ ที่กอใหเกิดความเสียหายตอ
คุณภาพและผลผลิตขององุน ซ่ึงไดแก โรคราน้ําคาง โรคราสนิม โรคสแคบ โรคแอนแทรคโนส และ
โรค     กิ่งแหง ซ่ึงคลายกันกับที่พบในตางประเทศ (นันทกร บุญเกิด, 2543) นอกจากโรคเหลานี้แลว           
ในตางประเทศยังพบแผลจุดนูนจากแบคทีเรีย (grapevine bacterial canker disease : GVBCD) 
ที่เกิดจากเชื้อ X. campestris pv. viticola ระบาดอยางกวางขวางในประเทศอินเดีย และบราซิล 
(Lima., 2001) และพบโรคไหม (bacterial blight, bacterial necrosis) ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
Xy. ampelinus ระบาดอยางกวางขวางในพื้นที่ปลูกองุนของประเทศฝรั่งเศส อิตาลี สเปน กรีซ ทวีป
ยุโรปตอนใต และทวีปแอฟริกา (Botha et al., 2001) ซ่ึงทั้ง 2 โรคยังมีการศึกษาคอนขางนอยเมื่อ
เทียบกับโรค Pierce’ s disease ซ่ึงเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Xylella fastidiosa (Albibi and chen., 
1998) เหตุที่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากสภาพอากาศแถบยุโรปและอเมริกามีอุณหภูมิคอนขางต่ํา โรค
ใบไหมจากแบคทีเรียจึงทําความเสียหายในบางฤดูปลูกเทานั้น โรคดังกลาวมีรายงานพบครั้งแรกใน
องุน ประเทศกรีซ โดยในป 1969 Panagopoulos (อางถึงใน Botha et al., 2001) ไดทําการศึกษา
เชื้อสาเหตุ และให ช่ือวา Xanthomonas ampelina ขณะที่ในป 1895 Ravaz (อางถึงใน Botha et 

al., 2001) ชาวฝร่ังเศสไดรายงานวาพบโรค maladie d’ Oleron ในองุนที่แสดงอาการคลายกัน แต
เกิดจากเชื้อ  Erwinia vitivora ซ่ึงปจจุบันไดรับการยืนยันแลววาเปนโรคที่เกิดจากเชื้อชนิด
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เดียวกันกับที่พบในกรีซ ตอมาในป 1987 Willems และคณะ (อางถึงใน Grall and Manceau., 
2003) ไดทําการศึกษาเชื้อสาเหตุและจัดกลุมเชื้อตามชนิดของพืชอาศัย เนื่องจากลักษณะการเขา
ทําลายของเชื้อดังกลาวเขาทําลายในทอน้ําขององุน จึงเปลี่ยนชื่อเปน Xy. ampelinus โรคนี้
สามารถพบไดทุกระยะการเจริญเติบโตขององุน ซ่ึงจะเริ่มสังเกตอาการของโรคไดชัดเจนหลังจาก
องุนแตกตา 2 – 3 สัปดาห โดยองุนที่เปนโรคจะแสดงอาการ เนื้อเยื่อของทอน้ํา (xylem vessels) 
ตายเปนสีน้ําตาลหรือสีดํา กิ่งและกานเกิดแผลจุดนูน ใบขององุนจะพบแผลจุดเหล่ียมสีดําหรือ
น้ําตาลขนาด 1 – 2 mm. กรณีที่เนื้อเยื่อปลายยอดตาย จะทําใหยอดองุนเหี่ยวแหง นอกจากนี้ยังพบวา
การเจริญเติบโตของกิ่งองุนจะออนแอ และแคระแกรน ตาขององุนอาจจะแตกลาชากวาปกติ หรือ
อาจจะเสื่อมและตายในที่สุด สงผลใหปริมาณและคุณภาพผลผลิตลดลงมากกวา 80% (Botha et al., 
2001) ความรุนแรงของการเกิดโรคจะแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงเพาะปลูก สภาพอุณหภูมิ ฤดูกาล
และพันธุองุน สําหรับในประเทศไทยยังไมมีรายงานเกี่ยวกับโรคดังกลาว 

 

2.2 ชีววิทยาของเชื้อ Xy. ampelinus สาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุน 
Kingdom       Prokaryotae 

      Division         Gracilicutes 

          Class                Proteobacteria 

               Genus                 Xylophilus 

                    Species                  ampelinus 

        เชื้อ Xy. ampelinus สาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุนที่พบใน
ตางประเทศ เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (gram – negative) รูปรางเปนทอน (rod shape) ขนาด
เล็ก กวาง 0.4 – 0.8 ไมโครเมตร  และยาว 0.6 – 3.3 ไมโครเมตร  มี flagellum 1 อัน 
(monotrichous) สามารถเจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 6 - 33 องศาเซลเซียล และเมื่อเล้ียงในอาหาร 
NA พบวาเชื้อสราง โคโลนี (colony) กลมนูน ขอบเรียบ  สีเหลือง - ขาว ผิวเปนมัน ตองการ
ออกซิเจนในการเจริญ   เติบโต ใหผลเปนบวกในการทดสอบ urease activity, denitrification 
และ glutamine utilization นอกจากนี้สามารถใชน้ําตาลกาแลคโทส (galactose) และอะราบิ
โนส (arabinose) เปนแหลงคารบอนได มีความสามารถในการทนเกลือ 1% (Holt, Krieg, 

Sneath, Staleg and Williams., 1994) เชื้อดังกลาวเขาทําลายองุนโดยไปอาศัยและเจริญอยูใน
เซลลทอน้ําขององุนตลอดทั้งตนและสามารถเคลื่อนยายและเพิ่มจํานวนไดในทอน้ําขององุน 
สามารถทําใหเกิดอาการไดทั้งบนใบ กานและกิ่งขององุน โดยในระยะแรกใบจะแสดงอาการจุด
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ส่ีเหล่ียมฉ่ําน้ําขนาดเล็ก (water soaked) ตอมาแผลจะขยายขนาดใหญขึ้น กลายเปนแผลจุดเหลี่ยม
สีน้ําตาล (brown necrotic spot) ขนาด 1 – 2 mm บางแผลอาจมีวงแหวนสีเหลือง (halo) 
ลอมรอบ ถาอาการรุนแรงสงผลใหใบเหลืองแหงตาย หรืออาจพบวาเนื้อเยื่อของทอน้ําจะตาย
กลายเปนสีน้ําตาลหรือสีดํา (dark brown to black necrotic tissue) บางกรณีพบอาการขอบใบ
แหง (marginal necrosis) รวมดวย อาการบนกิ่ง ใบ และกาน พบลักษณะเปนแผลจุดนูน (canker) 
ใจกลางแผลผิวจะขรุขระและมีสีน้ําตาลออน กรณีที่เนื้อเยื่อปลายยอดตาย (necrosis) จะทําใหยอด
องุนเหี่ยวแหง สงผลใหปริมาณและ    คุณภาพผลผลิตลดลง นอกจากนี้ยังพบวา การเจริญเติบโต
ของกิ่งองุนจะออนแอ (weak) และแคระแกรน (stunt) ตาขององุนอาจจะแตกลาชากวาปกติ 
(budbreak delayed) อาจจะเสื่อมและตายในที่สุด ความรุนแรงของการเกิดโรคจะแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับแหลงเพาะปลูก สภาพอุณหภูมิ ฤดูกาลและพันธุองุน 

การแพรระบาดของเชื้อสามารถถายทอดผานทางกิ่งพันธุ ทอนพันธุ การติดตา ตอกิ่ง 
จากตนที่เปนโรคและสามารถถายทอดโดยพัดพาไปกับลม ระบบการใหน้ําและน้ําฝน ฉะนั้นโรคนี้
จึงแพรระบาดในฤดูฝนและแหลงเพาะปลูกที่มีการใชระบบชลประทานชนิดสปริงเกอรโดย
สามารถเขาสูองุนไดปากใบ  ยอด กิ่ง กาน และมือจับ ในดานการปองกันกําจัดและ การควบคุมการ
แพรระบาดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนมีอยูหลายวิธีเชน 
การใชพันธุตานทาน การใชช้ินสวน เชนกิ่งพันธุขององุนที่ปราศจากโรคในการปลูก (pathogen 

free) และหลีกเลี่ยงระบบการใหน้ําแบบสปริงเกอร  
 

2.3 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุน 
การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช จําเปนตองมีความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ

ขบวนการติดเชื้อ การแพรระบาด การพัฒนาอาการของโรคของพืช ตลอดจนตําแหนงของการ     
ติดเชื้อ หรือแหลงอาศัยประจําของเชื้อในตนพืช  

ปจจุบันวิธีการตรวจสอบแบคทีเรียในตัวอยางพืชมีหลายวิธีที่ปฏิบัติ การที่จะเลือกวิธี
ใดมาใชในการตรวจสอบวินิจฉัยโรคพืชขึ้นอยูกับความพรอมของหองปฏิบัติการ ความจําเพาะ
เจาะจง ความแมนยํา และระดับความไวที่ตองการ ซ่ึงการตรวจหาเชื้อท่ีใหผลแมนยํา และมีความไว
สูง นับเปนสิ่งจําเปนสําหรับการศึกษา ซ่ึงวิธีในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียมีอยูหลายวิธีไดแก 

 
2.3.1 การตรวจวินิจฉัยเชื้อจากอาการของโรคที่ปรากฏ (symptoms) 

การตรวจลักษณะและสังเกตอาการของโรคที่ปรากฏขึ้นบนตนพืชเปนเกณฑ
ประการหนึ่งที่สําคัญในการวินิจฉัยสภาพการติดเชื้อ เนื่องจากพืชท่ีมีการติดเชื้อแบคทีเรียจะแสดง
ความผิดปกติที่มีลักษณะอาการคอนขางเดน โดยพืชที่เปนโรคจากแบคทีเรียจะแสดงอาการฉ่ําน้ํา
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หรืออาจพบวาเนื้อเยื่อตายกลายเปนสีน้ําตาลหรือสีดําเมื่อตัดเนื้อเยื่อแผลจะพบวามีกลุมของ
แบคทีเรียจํานวนมากที่รวมตัวกันอยูภายในเนื้อเยื่อพืช (ooze) ไหลออกมา ซ่ึงในเนื้อเยื่อพืชปกติจะ
ไมมี ooze ไหลออกมา ซ่ึงสามารถชวยในการวินิจฉัยหาเชื้อสาเหตุได (วัลลา ดิฐพงษพิชญ, 2526) 

 
2.3.2 การตรวจสอบโดยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ (selective medium) 

การตรวจสอบโดยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะเปนวิธีตรวจสอบที่ไดรับความนิยม 
เนื่องจากเปนวิธีที่งาย และสะดวก โดยจะมีการเติมสารเฉพาะบางอยาง เชน การเติมสารอาหารที่
เช้ือตองการ การปรับคาความเปนกรด - ดางใหเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อที่ตองการศึกษา การ
เติมสารปฏิชีวนะเพื่อไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ไมตองการ เนื่องจากโดยทั่วไปแลวใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ saprophyte สามารถเจริญไดดีและรวดเร็วกวาเชื้อสาเหตุโรคพืชท่ีตองการศึกษา 
ปจจุบันมีการคิดคนอาหารสําหรับแบคทีเรียในกลุม Xanthomonas สาเหตุโรคพืช (Chang, 

Donaldson, Crowley and Pinnow, 1989) เชน X. campestris pv. campestris (Randhawa 

and Schaad, 1984); X. campestris pv. juglandis (Fatmi and Schaad, 1988) ซ่ึงในป 1981 
Mulrean และ Schroth ไดพัฒนาอาหารสูตร brillant cresyl blue - starch เพื่อใชในการ
ตรวจหาเชื้อ X. campestris pv. juglandis และตอมาไดมีการพัฒนาใชอาหาร XPSM ซ่ึงมีการ
เติมแหลงคารบอน ไดแกน้ําตาล glucose เพื่อใชในการตรวจหาและแยกเชื้อแบคทีเรีย X. 

campestris pv. pruni พบวาการเลี้ยงเชื้อดังกลาวบนอาหาร XPSM เชื้อสามารถเจริญเติบโตได
ดีกวาบนอาหาร NA และสามารถตรวจพบแมวาเชื้อมีความเขมขนเพียง 102 cfu/ml (Civerolo, 

Sasser, Helkie and Burbage, 1982) นอกจากนี้ Schaad and Forster (1985) ใชอาหารสูตร 
XTS ในการตรวจเชื้อแบคทีเรีย X. campestris pv. translucens สาเหตุของโรคในขาวสาลี 
พบวาอาหาร XTS สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียชนิดอื่น ๆ ได 91% ซ่ึงโคโลนีของเชื้อที่
ขึ้นบนอาหาร XTS มีลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ สีเหลืองเปนมันวาว 
 

2.3.3 การตรวจสอบโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electon microscope) 
การตรวจเชื้อดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนเปนวิธีที่ใชสําหรับบงชี้สภาพการติด

เชื้อและรูปรางลักษณะ ตลอดจนโครงสรางของเซลลเชื้อ ในการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ
สองกราด (SEM) สามารถชวยในการตรวจเกี่ยวกับรูปทรงของเชื้อและสภาพการอยูอาศัย หรือการ
เกาะกินเซลลขององุน และการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) สามารถบอก
ไดถึงตําแหนงหรือบริเวณสวนของเนื้อเยื่อที่มีการตรวจพบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช และ
สามารถบอกการจัดเรียงตัวจํานวน และตําแหนงแฟลกเจลลาของแบคทีเรีย ซ่ึงเปนคุณสมบัติ
ประการหนึ่งที่ใชในการจําแนกแบคทีเรีย อยางไรก็ตามการตรวจเชื้อดวยกลองจุลทรรศน
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อิเล็กตรอน เปนการตรวจวินิจฉัยเพื่อยืนยันวาเชื้อดังกลาวเปนเชื้อสาเหตุของโรคหรือไม  ซ่ึงตอง
กระทําควบคูไปกับวิธีอ่ืน ๆ  ซ่ึงจะชวยใหสามารถพิสูจนลักษณะและคุณสมบัติของเชื้อสาเหตุของ
โรคดังกลาว 
 

2.3.4 การตรวจสอบโดยใชเทคนิคดานเซรุมวิทยา (serology) 
ปจจุบันมีการนําเทคนิคทางดานเซรุมวิทยามาใชกันอยางแพรหลายในการ

ตรวจสอบและวินิจฉัยโรคพืช  เนื่องจากเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชื้อสาเหตุได    
รวดเร็ว มีความไว และความแมนยําในระดับที่นาเชื่อถือ วิธีการทางเซรุมวิทยาที่มีการนํามา
ประยุกตใชใหมีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย ไดแก 

 
1.  เทคนิค latex agglutination test (LAT) 

เทคนิค latex agglutination test (Slack et al., 1979 cited in Seal and 

Elphinstone, 1994) เปนการศึกษาปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติซีร่ัมที่จําเพาะเจาะจงตอ
แอนติเจนชนิดนั้น ๆ (สุรนันท ตีระวัฒนพงษ และอรทัย กังวาลชิรธาดา, 2539) โดยแอนติเจนจะถูก
เชื่อมโยงดวยแอนติซีร่ัม จับกันจนมีขนาดใหญ เกิดการรวมกลุมและตกตะกอนสีขาวขุนขึ้น 
(agglutination) มองเห็นไดดวยตาเปลา ปฏิกิริยาดังกลาวเกิดขึ้นภายใตตัวกลางที่ไมละลายน้ํา ซ่ึง  
ตัวกลางที่จะนํามาใชในการทําปฏิกิริยาตองมีลักษณะสําคัญ โดยจะตองไมทําปฏิกิริยากับแอนติเจน 
เชน parafilm oil, collodion เปนตน มีการใชเทคนิค LAT ในการตรวจหาโรคพืชหลายชนิด เชน 
ตรวจหาเชื้อไวรัส แบคทีเรีย และไฟโตพลาสมา (Omura, Hibino, Ussgi, Inoue, Morinaka, 

Tsurumachi, Ong, Putta, Tsuchizaki and Saito, 1984) โดยสามารถตรวจสอบไดในอาหาร 
เนื้อเยื่อพืช และแมลง ซ่ึง Fletcher and Slack (1986) ไดตรวจหาเชื้อ Spiroplasma citri จาก
อาหาร พบวาสามารถตรวจพบเชื้อที่ระดับความเขมขน 107 cfu/ml  Denski, Bay and Khan 
(1986) รายงานวาจากการตรวจหาเชื้อดวยวิธี LAT สามารถตรวจหาเชื้อ bean yellow mosaic 

(BYMV), clover yellow vein (CYVY), alfafa latent (ALT) ที่ระดับ 0.5, 0.5 และ 0.2 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และนอกจากนี้  กนกพร ถ่ินมาบแค (2542) สามารถตรวจเชื้อแบคทีเรีย 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoiria ที่ระดับความเขมขนต่ําสุด 107 cfu/ml และความ
เขมขนของแอนติซีร่ัมที่เหมาะสม คือ 1 : 200  

 
2.        เทคนิค Ouchterlony diffusion 

เทคนิค Ouchterlony diffusion (Ouchterlony and Nilsson, 1973 cited 

in Seal and Elphinstone, 1994) เปนวิธีที่ใชในการทดสอบปฏิกิริยาการรวมกันระหวาง
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แอนติเจนและแอนติซีร่ัมที่มีความจําเพาะกับแอนติเจน โดยดูจากการใหแอนติเจนและแอนติซีร่ัม
ซึมผานตัวกลางที่เปนวุนเขาหากัน เมื่อมีปฏิกิริยาเกิดขึ้น จะเกิดการรวมตัวเห็นเปนตะกอนขาวขุน 
ซ่ึงตะกอนแสดงถึงปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติซีร่ัมแตละคู วิธีนี้ไดถูกพัฒนาขึ้น
ในประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อตรวจหา potato virus x potexvirus (PVX) และ potato virus S 

carlavirus (PVS) ซ่ึง แพรระบาดเปนจํานวนมาก  
 

3.  เทคนิค Immunofluorescence microscopy  
 การตรวจหาเชื้อสาเหตุของโรคดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง (fluorescence 

microscope) เปนวิธีที่งายและสามารถตรวจหาเชื้อสาเหตุของโรคในเนื้อเยื่อพืชไดอยางรวดเร็ว 
เหมาะสําหรับใชในการตรวจหาเชื้อที่มีในปริมาณที่นอยในเนื้อเยื่อพืช เชนมีเชื้อประมาณ 100 – 
200 เซลล  ถานําไปตรวจดูดวย Bright Field นั้นจะมองเห็นตัวอยางที่ตองการตรวจดูไมชัดเจน 
เนื่องจากมีเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ปะปนอยูดวย ดังนั้นการที่จะสรางความแตกตางระหวางเชื้อสาเหตุและ
เนื้อเยื่อตาง ๆ ของพืชสามารถทําไดโดยการยอมสีซ่ึงมีสารเรืองแสงเปนองคประกอบ วิธีการ 
Immunofluorescence (Malin, Roth and Belden, 1983) เร่ิมใชครั้งแรกในการจําแนกแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชในป ค. ศ. 1943 และใชกันอยางแพรหลายในป ค. ศ. 1965 วิธีนี้เปนการตรวจหาเชื้อ
สาเหตุของโรคพืชโดยใชปฏิกิริยาการจับยึดกันระหวางแอนติเจนและแอนติซีร่ัม ดวยการใชสารติด
ฉลากกับแอนติซีร่ัมเขารวมในปฎิกิริยา (Malin et al., 1983; สุรนันท ตีระวัฒนพงษ และ อรทัย     
กังวาลชิรธาดา, 2539) ซ่ึงสามารถติดฉลากสารเรืองแสงเหลานี้บนแอนติซีร่ัมไดโดยไมทําให
คุณสมบัติของแอนติซีร่ัมสูญเสียไป สารที่นิยมนํามาติดฉลาก ไดแก Fluorescein isothiocyanate 

(FITC) สีพวกนี้จะมีความสามารถเรืองแสงได จะเห็นวัตถุที่ถูกยอมสีเกิดการเรืองแสงขึ้นมา แสงที่
สองมีความเขมสูงใชประกอบกับที่กรองแสง ซ่ึงกรองแสงสีอ่ืน ๆ ไวหมด นอกจากอุลตราไวโอเล็ต
และแสงที่มีชวงแสงใกลเคียงกัน ตัวอยางที่จะสองนั้นนํามายอมสีกอนดวยสีเขียวอยางเชน FITC 

ตรงเลนสที่ตาใสที่กรองแสงสีเขียวไวดวย และที่กรองแสงสีเขียวตรงเลนสที่ตา จะทําใหเกิดฉากสี
ดําขึ้น วัตถุที่ยอมสีเขียวไวจะเรืองแสงในแสงอุลตราไวโอเล็ต และฉายแสงสีเขียวออกมา ผานมาที่
กรองแสงสีเขียวที่เลนสที่ตา ปรากฏออกมาเปนรูปเปนรางของเชื้อสาหตุของโรคพืช สารเรืองแสง
แตละชนิดจะมีคุณสมบัติในการดูดซับและปลอยแสงสีเขียวที่ 517 นาโนเมตร สามารถตรวจผลได
โดยสองดูจากกลองจุลทรรศนชนิดเรืองแสง และตอมามีรายงานวาไดนําวิธีการนี้มาใชในการ
ตรวจหาและศึกษาตําแหนงของเชื้อแบคทีเรียในชิ้นสวนพืชและในดิน โดย ชนิดา เล็กสมบูรณ 
(2535) ทําการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. manihotis ที่เปนเชื้อสาเหตุของ
โรคใบจุดของมันสําปะหลัง โดยใชวิธี indirect immunofluorescent staining (IF) พบวาสามารถ
ตรวจหาเชื้อบนใบมันสําปะหลังไดปริมาณ 103 เซลลตอพื้นที่ใบ 1 ตารางเซนติเมตร และตรวจหาเชื้อ
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ไดปริมาณ 103 ในดิน 1 กรัม และสามารถนําเทคนิคดังกลาวไปใชประโยชนเพื่อใชในการ
ประกอบการวินิจฉัยสาเหตุของโรคพืช  ตาง ๆ ในการตรวจดูความสัมพันธกันระหวางเชื้อกับพืช
อาศัย ซ่ึง Grall and Manceau (2003) ไดทําการตรวจเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus ในองุนที่
แสดงอาการของโรค bacterial necrosis ภายใตกลองจุลทรรศนเรืองแสง โดยยอมเนื้อเยื่อขององุน
ปกติและองุนที่แสดงอาการของโรค bacterial necrosis ดวย green fluorescence protein-label 

(gfp) พบความแตกตางระหวางทอลําเลียงน้ําขององุนปกติและองุนที่แสดงอาการของโรค 
bacterial necrosis โดยบริเวณที่พบเชื้อแบคทีเรียจะมีการเรืองแสงสีเขียวของ gfp ในขณะที่องุน
ปกติไมพบการเรืองแสงของสารดังกลาว ซ่ึงแสดงวาองุนที่แสดงอาการของโรค มีการติดเชื้อ
แบคทีเรียดังกลาว  
 

4.      เทคนิค Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA)  
ไดมีการปรับปรุงการทดสอบ ซ่ึงอาศัยหลักการของการทําปฏิกิริยาระหวาง

แอนติเจนและแอนติซีร่ัม ใหมีความไว และความจําเพาะสูงขึ้น โดยการนําแอนติเจนหรือแอนติซีร่ัม
ที่ติดฉลาก (label) ไวดวยสารตาง ๆ เชน สารเรืองแสง (fluorescent dye) สารกัมมันตภาพรังสี 
(radioisotope) มาใชในการทดสอบเหลานั้น ถึงแมการทดสอบดังกลาวจะมีความไวสูง แตยังมี         
ขอจํากัดบางประการในการใช เชน วิธี immunofluorescence ซ่ึงใชสารเรืองแสงเปนสารติดฉลาก 
มี  ขอเสีย คือตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพงในการทดสอบ เชน กลองจุลทรรศนเรืองแสง 
(fluorescence microscope)  จึงไดมีการคิดคนสารอื่น ๆ ซ่ึงสามารถนํามาใชเปนสารติดฉลากได 
และมีขอดีกวาสารเรืองแสง สารชนิดหนึ่งที่พบวาสามารถนํามาใชไดเปนอยางดี คือ เอนไซม 
(enzyme) เนื่องจากเอนไซมหนึ่งโมเลกุล สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของสารตั้งตน 
(substrate) ไดหลายโมเลกุล ดังนั้นการใชเอนไซมเปนสารติดฉลาก จึงชวยขยายความสามารถใน
การตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติซีร่ัมที่เกิดขึ้นในการทดสอบ นอกจากนี้เอนไซม
ที่นํามาใชในการทดสอบยังมีความคงทน สามารถเก็บไวไดนานในสภาวะตาง ๆ ปฏิกิริยาของ
เอนไซมกับสารตั้งตนทําใหเกิดผลิตผลที่มีสีซ่ึงสามารถมองเห็นไดงายและชัดเจนโดยไมจําเปนตอง
ใชเครื่องมือพิเศษ และเมื่อตองการบันทึกผลโดยละเอียด ก็สามารถทําไดโดยใชเครื่องมือสําหรับวัด
ความเขมขนของสี หรือวัดคาการ  ดูดกลืนแสงของสีที่เกิดขึ้นจากเครื่อง ELISA reader 

หลักการคือการนําเชื้อสาเหตุของโรค แอนติซีร่ัม หรือแอนติเจนมาติดฉลาก
ดวยเอนไซม โดยเอนไซมจะไมทําใหคุณสมบัติของสารเหลานี้เปล่ียนแปลงไป เชน เอนไซม 
alkaline phosphatase การตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น สามารถตรวจสอบไดโดยการใสสารตั้ง
ตน (substrate) ของเอนไซมนั้นลงไป เมื่อเอนไซมทําปฏิกิริยาเกิดการยอยสารตั้งตน จะทําใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงของสีสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา หรือวัดความเขมของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่อง 
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spectrophotometer หรือ ELISA reader (สุรนันท ตีระวัฒนพงษ และอรทัย กังวาลชิรธาดา, 
2539) ปริมาณของสารตั้งตน ที่ถูกยอยจะเทากับปริมาณของแอนติเจนหรือแอนติซีร่ัมที่อยูใน
ตัวอยางที่นํามาตรวจ วิธีนี้เปนวิธีที่สามารถตรวจหาเชื้อท่ีมีปริมาณนอย (highly sensitive) และยัง
สามารถใชในการตรวจหาแอนติเจนที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน เชน โปรตีนขนาด
เล็ก อนุภาค   ไวรัส สปอรเชื้อรา และเซลลของแบคทีเรีย (Clark, 1981) สําหรับวิธี ELISA  

นับเปนวิธีที่งายและสามารถตรวจไดเปนปริมาณมากในแตละครั้ง เหมาะสําหรับการตรวจในทาง
ปฏิบัติ อีกทั้งยังมีราคาไมสูงเกินไปเมื่อเทียบกับปริมาณชนิดตัวอยางที่ตรวจ รวมทั้งประสิทธิภาพ
ความไว และยังมีความจําเพาะเจาะจงในระดับที่เชื่อถือได และถาตองการความจําเพาะเจาะจงใน
ระดับสูงขึ้นก็อาจใชแอนติบอดีชนิดที่เปนโมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่
ไดรับการคัดเลือกจากการกระตุนโดยแอนติเจนที่มีคุณสมบัติเฉพาะและความบริสุทธิ์สูง ใชสําหรับ
การตรวจสอบ ในป 1982 Civerolo และคณะ ไดใชวิธี double antibody sandwish – ELISA 
ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas campestris pv. citri พบวาสามารถตรวจพบเชื้อท่ีมีความ
เขมขนเพียง 104 – 105 cfu/ml และพบวาการตรวจโดยวิธี ELISA มีความจําเพาะเจาะจงกวาการ
ตรวจสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (pathogenicity) และตอมาในป 1989 Norman และ 
Alvaraz ทําการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการตรวจหาเชื้อ X. campestris pv. dieffenbachiae โดยใช 
selective medium 3 ชนิด คือ cellobiose – starch medium, flelfhouse – sasser medium 
และ aesculin – trehalose medium กับวิธี ELISA พบวาวิธี ELISA จะใหผลรวดเร็วและ
แนนอนกวาการใช selective medium ทั้ง 3 ชนิด นอกจากนี้ในป 2535 ชนิดา เล็กสมบูรณ ได
ทําการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี IF (immunofluorescent staining), ELISA และ
วิธี dot – immunobinding assay พบวาวิธี IF สามารถตรวจสอบได sensitive กวา คือ สามารถ
ตรวจพบเชื้อที่ระดับความเขมขนเพียง 9.7 x 102 cfu/ml สวนวิธี ELISA และ dot – 

immunobinding assay สามารถตรวจพบเชื้อที่ระดับความเขมขนเทากัน คือ 9.7 x 106 cfu/ml  
 
5.      เทคนิค Dot blotting 

 การตรวจเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยวิธี ELISA เปนวิธีการที่ใหผลดี และรวดเร็ว
มากในการตรวจวินิจฉัยโรคพืช โดยเฉพาะโรคพืชที่เกิดจากไวรัส เนื่องจากมีความไวสูงในการ
ตรวจสอบ และยังสามารถเปรียบเทียบปริมาณของเชื้อไดจากความเขมของสี โดยวัดคาการดูดซับคลื่น
แสงที่ 405 นาโนเมตร อยางไรก็ตามการใช ELISA ในการตรวจวินิจฉัยโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย
นั้นบางกรณีไมนิยมใชกันนัก เนื่องมาจากการที่เชื้อแบคทีเรียยึดเกาะกับผิวของพลาสติก (microtiter 

plate) ไมดี ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาใช nitrocellulose membrance เปน solid phase แทนหลุม
พลาสติกในการทดสอบสารแอนติเจนตอโมโนโคลนอลแอนติบอดี และพบวาใหผลดี และเรียก
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วิธีการนี้วา dot – immunobinding assay (DIA) วิธีการดังกลาวอาจมีช่ือเรียกแตกตางกันออกไป 
เชน membrance immunobinding assay (MIBA) (Abad and Moyer, 1992) หรือ dot blot 

immunoassay (DBIA) (Hsu and Lawson, 1991) วิธีการนี้ไดมีการพัฒนาใชในการตรวจหาเชื้อ
ไวรัสของพืชและเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงพบวาการยึดเกาะของแบคทีเรียบนพื้นผิวกระดาษไนโตรเซลลูโลส
นั้นดีกวาบนหลุม microtiter plate มีรายงานวาวิธีการนี้ sensitive กวาวิธี ELISA 8 เทา เมื่อทดลอง
กับเชื้อไวรัส tomato spotted wilt tospovirus (Hsu and Lawson, 1991), cymbidium mosaic 

potexvirus ในกลวยไม (Hsu, Vongsasitorn, and Lawson, 1992)  
 

2.3.5 การตรวจสอบโดยใชเทคนิคดาน nucleic acid (nucleic acid technique) 
ปจจุบันมีการนําเทคนิคทางดานกรดนิวคลีอิก มาประยุกตใชในการตรวจสอบหา

เชื้อจุลินทรียชนิดตาง ๆ เทคนิคดังกลาวอาศัยการจับคูกันระหวางนิวคลีโอไทดของกรดนิวคลีอิกที่
เปนคูสมกัน มีการนําเทคนิคนี้มาใชในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อสาเหตุของโรคอยางแพรหลาย 
เนื่องจากเปนเทคนิคดังกลาวมีความไว แมนยําและความจําเพาะเจาะจงสูงกวาเทคนิคทางดานเซรุม
วิทยา (Seal and Elphinstone, 1994)  เทคนิคที่มีการนํามาประยุกตใช ดังนี้ 

 
1.       ปฏิกริยาลูกโซจําลองตัว (polymerase chain reaction : PCR)  

polymerase chain reaction : PCR เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอขึ้น
ในหลอดทดลองดวยการทําปฏิกิริยาอยางตอเนื่องโดยอาศัยเอนไซม DNA polymerase ในการ
ทําปฏิกิริยารวมกับการใช primer ที่จําเพาะ (พิสสวรรณ เจียมสมบัติ, 2540) ซ่ึง primer คือสาย          
นิวคลีโอไทดสายเดี่ยวทอนสั้น ๆ มีขนาดประมาณ 20 - 30 เบสที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับลําดับ
เบสในดีเอ็นเอตนแบบโดยครอมบริเวณยีนหรือสวนของดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มจํานวน 2 เสนที่มี
ทิศทางในการสังเคราะหดีเอ็นเอเขาหากันเปนจุดเริ่มตนในการสรางดีเอ็นเอเสนใหมขึ้นมา 
เอนไซม DNA polymerase นํานิวคลีโอไทด 4 ชนิด (A, T, C, G) มาตอกันเปนสายดีเอ็นเอ
โดยใช primer เปนจุดเริ่มในการสังเคราะห ดีเอ็นเอที่ไดมีลําดับเบสเรียงตามเบสที่เปนคูสมกัน
บนเสนดีเอ็นเอที่ใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ (template) 

เทคนิค PCR พัฒนาขึ้นมาเมื่อประมาณป ค.ศ. 1985 โดย Kary Mullis            
นักชีวเคมีของบริษัท Cetus Corporation เพื่อใชในการจําแนก specific DNA sequence ใน
สารละลายที่มีกลุมของ sequence DNA เปนจํานวนมากปะปนกันอยู แลวเพิ่มปริมาณสวน 
targeted sequence นี้ขึ้นมาเปนลานเทาโดยผานวิธีกึ่งอัตโนมัติซ่ึงใชเวลาเพียง 1 หรือ 2 ช่ัวโมง 
เทานั้น(นิพนธ ทวีชัย, 2540) ดังนั้นจุดเดนของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได
อยางจําเพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนในการทํางานและการใชเวลานอย ตอมาไดมีการพัฒนาปรับปรุง
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ในหลายๆดาน เพื่อใหวิธีการปฏิบัติงานงายขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งการคนพบเอนไซม 
polymerase ที่ทนตออุณภูมิสูงได และการทําใหกระบวนการตาง ๆ ดําเนินไปไดโดยอัตโนมัติ 
โดยผานการใช microprocessor - controlled thermal cyclers แมแตการจําแนกและเพิ่ม
ปริมาณ RNA sequence ก็สามารถทําไดโดยการใชปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม  reverse 

transcriptase (RT) เปลี่ยนใหเปนตนแบบ cDNA กอน ซ่ึงเรียกวา RT - PCR ในปจจุบัน 
PCR ถูกนํามาใชกันอยางแพรหลายในงานดานเทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
หองปฏิบัติการอณูชีววิทยาซึ่งใชกันเปนประจําสําหรับงานตรวจจําแนกดีเอ็นเอและการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเองานดานการโคลนนิ่ง (gene cloning) การทําแผนที่ยีน (gene mapping) การทําพันธุ
วิศวกรรม (genetic engineering) ในทางการเกษตร PCR ถูกนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ
สาเหตุของโรคพืช เปนตน 

หลักการและเทคนิค PCR มีองคประกอบพื้นฐานที่จําเปนสําหรับการทํา PCR  

ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single - stranded DNA template) คือ          
เสนดีเอ็นเอที่มีบริเวณสวนที่ตองการเพิ่มปริมาณอยู ซ่ึงดีเอ็นเอที่สรางขึ้นใหมจะจําลองตัวตามดีเอ็น
เอตนแบบ, primer คือ ดีเอ็นเอเสนเดี่ยวเสนสั้น ๆ จํานวนตั้งแต 10 - 20 เบสตอกัน  เปนลําดับนิ
วคลีโอไทดสายส้ันๆ (โอลิโกนิวคลีโอไทด) ที่เปนคูสมกับลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูดานปลาย 3’ 
ของ         ดีเอ็นเอตนแบบ ใชเปนตัวเริ่มตนในการสรางสายดีเอ็นเอที่ตองการ, dNTPs (deoxy - 

nuclrotide triphosphate) คือเบส A, T, C, G ที่เปนสวนประกอบสําคัญของสายของดีเอ็นเอ, 
เอนไซม DNA polymerase คือ เอนไซมที่ทําหนาที่ในการสรางสายดีเอ็นเอมีคุณสมบัติพิเศษคือ
สามารถทนความรอนสูง (93 - 95 องศาเซลเซียส) ได, เครื่อง PCR (thermalcycler) คือเครื่อง
เปล่ียนอุณหภูมิแบบอัตโนมัติ เพื่อทําใหเกิดปฏิกิริยาแบบตอเนื่องในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  โดย
ปฏิกิริยาการสังเคราะหช้ินสวนดีเอ็นเอจะเกิดตอเนื่องซํ้ากันเปนวงจรลูกโซ (เพชรรัตน ธรรมเบญจ
พล, 2545) 

ปฏิกิริยาของ PCR ในแตละรอบมีขั้นตอน คือ ปฏิกริยาการแยกคูของ           
สายดีเอ็นเอ (denaturation) เปนการทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพธรรมชาติจากที่เคยเปนเสนคูกลายเปน
เสนเดี่ยวเพื่อเปดโอกาสให primer สามารถเขาไปจับกับบริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณบนสายดีเอ็น
เอตนแบบได ขั้นตอนนี้ทําไดโดยการใชอุณหภูมิสูงประมาณ 94 - 95 องศาเซลเซียส เพื่อทําลาย
พันธะที่ใชในการจับคูกันของเสนดีเอ็นเอ, ปฎิกิริยาการเขาคูของดีเอ็นเอ (annealing) หลังจากที่   
ดีเอ็นเอแยกเปนเสนเดี่ยวแลวลดอุณหภูมิลงมาที่ประมาณ 50 - 55 องศาเซลเซียส primer ซ่ึงเปน     
ดีเอ็นเอเสนเดี่ยวทอนสั้น ๆ จะเขาไปเกาะบริเวณที่เปนคูผสมกันบนเสนดีเอ็นเอตนแบบ, ปฏิกิริยา
การสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (extension) หลังจาก primer เกาะกับดีเอ็นเอตนแบบเรียบรอย เมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิขึ้นมาถึง 72 องศาเซลเซียส เอนไซม DNA polymerase จะเริ่มทํางานดวยการเชื่อมตอ
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เบสทั้งส่ีชนิดโดยจะจัดลําดับการเรียงตัวของเบส ตามเบสที่เปนคูสมกันบนเสนดีเอ็นเอตนแบบจาก
ขั้นตอนนี้การสรางสายดีเอ็นเอเสนใหมจึงเกิดขึ้น หลังจากเสร็จส้ินสามขั้นตอนถือเปนหนึ่งรอบของ
ปฏิกิริยาเพื่อใหไดช้ินสวนดีเอ็นเอที่ตองการมากพอ เมื่อมีการทําซ้ําในขั้นตอน 1 - 3 ของ PCR ใหมี
จํานวนรอบมากขึ้น สงผลใหเกิดการเพิ่มจํานวนของสายดีเอ็นเอขึ้นเปนจํานวนมาก กลาวไดวา
เทคนิค PCR เปนเทคนิคที่นิยมใชในการวินิจฉัยโรคพืช โดยสามารถใชตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อ
แบคทีเรียที่มีปริมาณนอยในพืชได และยังเปนเทคนิคที่มีความแมนยํา เฉพาะเจาะจง และมีความไว
สูง (sensitive)  ซ่ึง วัลลา ดิฐพงษพิชญ, เพชรรัตน ศิริวงศ, ธีรดา หวังสมบูรณดี, จุฑาเทพ วัชรไชย
คุปต และประสาน  สืบสุข (2541) ไดทําการตรวจหา Ralstonia solanacearum ที่ปนเปอนในดิน 
และตนมะเขือเทศดวยเทคนิค  PCR โดยการใช primer เพิ่มปริมาณ DNA เปาหมายขนาด 705 bp 
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA เปาหมายไดจากดิน 6 ตัวอยางจากทั้งหมด 8 ตัวอยาง นอกจากนี้ Botha 
และคณะ (2001) ทําการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธี PCR และ nested – PCR ของเชื้อ
แบคทีเรีย Xy. ampelinus สาเหตุของโรค bacterial blight ในองุน โดยใช specific primer ที่มี
ลําดับนิวคลีโอไทด คือ 5’-GGT GTT AGG CCG AGT AGT GAG-3’  (S3) และ 5’-GGT 

CTT TCA CCT GAC GCG TTA-3’ (S4) พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดขนาด 277 bp 

อยางไรก็ตามความไวและความจําเพาะเจาะจงของการใชเทคนิค PCR ในการตรวจหาเชื้อสาเหตุของ
โรคยังมีขอจํากัด เนื่องจากประสิทธิภาพการตรวจถูกจํากัดดวยสารยับยั้งการเพิ่มปริมาณ DNA 

(PCR inhibitor) เชน สารประกอบฟโนลิก (phenolic compound) และกรดฮิวมิก (humic acid) 
เปนตน 

  
2. ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นดวยการใชดี เอ็นเอตัวตรวจจับ (nucleic acid  

hybridization) 
การตรวจดวยวิธี nucleic acid hybridization โดยใช DNA probe เปนการนํา     

ดีเอ็นเอชิ้นสวนที่จําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคพืช มาใชในการติดตามโดยอาศัยการจับคู
กันระหวางนิวคลีโอไทดของกรดนิวคลีอิกเปาหมาย (target) ซ่ึงอาจจะเปนดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอ 
และกรดคลีอีกสําหรับติดตามซึ่งเปนไดทั้งดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอเชนเดียวกัน วิธีการนี้สามารถใช
แยกความแตกตางและจัดกลุมการของเชื้อสาเหตุของโรคได การที่จะเกิดไฮบริไดเซซั่นไดจะตองมี
ความคลายคลึงกันระหวางกรดนิวคลีอิกเปาหมายและ probe โดยมีการติดฉลากดีเอ็นเอหรือ        
อารเอ็นเอดวยสารกัมมันตภาพรังสี เชน PP

32 หรือสารที่ไมใชสารกัมมันตภาพรังสี เชน biotin เพื่อ
ทําการตรวจสอบและบงชี้การเกิดไฮบริไดเซซั่นของดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอที่สนใจ ซ่ึง Sela, 

Rechman และ Weissbach (1984) รายงานวา วิธี nucleic acid hybridization สามารถตรวจ 
TMV – RNA ไดที่ระดับ 2.5 พิโครกรัม และมีความไวเปน 2 เทาของวิธี ELISA 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1   การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางองุนที่เปนโรค

นําตัวอยางองุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนจาก   
พื้นที่ปลูกจังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง สุรินทร และพิจิตร มาทําการแยกเชื้อแบคทีเรีย
บริสุทธิ์ดวยวิธี streak plate method ตามวิธีการของ Schaad (1980) โดยลางใบองุนที่เปนโรคให
สะอาด เช็ดใหแหง ใชใบมีดที่ผานการฆาเชื้อตัดบริเวณแผลเดี่ยว โดยใหคาบเกี่ยวระหวางสวนที่
เปนโรคกับเนื้อเยื่อปกติจํานวน 5 แผลตอตัวอยาง นําชิ้นสวนที่ตัด ลางใน 10% chlorox จากนั้น
ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ หยดน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อประมาณ 100 ไมโครลิตร ใชดามเข็มเขี่ยที่ลนไฟฆา
เชื้อและรอใหเย็นบดชิ้นสวนองุนใหละเอียด จากนั้นใช loop แตะสารแขวนลอยที่ไดมา streak บน
อาหาร NA นําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เลือกเอา
โคโลนีเดี่ยว ที่มีลักษณะกลมนูน ขอบเรียบ สีขาวเปนมัน ตรงกลางนูนสีเหลืองออน ซ่ึงเปนลักษณะ
โคโลนีเชื้อแบคทีเรียสวนใหญมา streak บนอาหาร NA slant บมที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียล  
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  เพื่อใชในการศึกษาคุณสมบัติอ่ืน ๆ 
 

3.2 การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกจากองุนแสดงอาการของโรคใบจุดเสน
ใบไหมในประเทศไทย  

3.2.1 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (pathogenicity test) 
ชํากิ่งองุนในขวดปากแคบ หลังจากองุนแตกใบใหม นําตนองุนที่เตรียมไวมาใชเปน

พืชทดสอบ โดยนําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3, BS1, BS2 และ BS3 ที่แยกได ที่เล้ียงบนอาหาร NA 
เก็บไวในตูอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง มาละลายในน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อเพื่อทําเปน    
สารแขวนลอยเชื้อ (bacterial suspension) ใหไดความเขมขน 107 cfu/ml ตรวจนับจํานวน
แบคทีเรียเร่ิมตนดวย heamacytometer นําสารแขวนลอยเชื้อผสมกับ celite ใหไดความเขมขน 1 % 
(v/w) ใชสําลีกานจุม นํามาถูลงบนใบองุนที่เตรียมไว โดยใชน้ํากล่ันผสม celite เปนตัวเปรียบเทียบ 
หลังจากปลูกเชื้อเสร็จแลว คลุมถุงพลาสติกเพื่อใหความชื้นแกองุน เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวจึงนํา
ถุงพลาสติกออก ตรวจผลการเกิดโรค และวันแรกที่องุนแสดงอาการของโรค  
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3.2.2 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเชื้อแบคทีเรีย 
3.2.2.1 การศึกษาปฏิกิริยาที่ตอบสนองตอการยอมแกรม (gram staining reaction) 

และรูปรางของเซลล 
นําเชื้อแบคทีเรียที่ผานการตรวจสอบคุณสมบัติในการทําใหเกิดโรค isolate VN3 

เพื่อใชเปนตัวแทนในการศึกษา โดยเล้ียงบนอาหาร NA  ที่อุณหภูม ิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง จากนัน้นํามาทดสอบการติดสีแกรมตามวิธีของ Schaad (1980) โดย  smear เชื้อบาง ๆ บน
แผนสไลดที่สะอาด แลวตรึงเซลลแบคทีเรียใหตดิแนนกบัแผนสไลด โดยการลนผานเปลวไฟ 2 - 3 
คร้ัง จากนั้นยอมเชื้อดวย crystal violet solution ใหทวมรอย smear ทิ้งไว 1 นาที  แลวลางออก
ดวยน้ําสะอาดโดยใหไหลผานเบา ๆ ประมาณ 5 วินาที แลวหยด iodine solution ใหทวมทิ้งไว 1 
นาที แลวลางออกดวยน้ําสะอาด หยด 95% ethanol ใหทวม ลางจนกระทั่งใสไมมสีี ลางออกดวย
น้ําสะอาด หยดดวย safranin O solution ทิ้งไว 10 นาที แลวลางออกดวยน้ําสะอาด ทิ้งไวจนแหง 
นําไปตรวจผล โดยสองดูภายใตกลองจุลทรรศน ถาเชื้อแบคทีเรียเปนแกรมลบ (gram negative) 
จะติดสีแดงของ safranin O และถาเปนแกรมบวก (gram positive) จะติดสีมวงของ crystal 

violet จากนั้นทําการถายภาพรูปรางเซลลแบคทีเรียเพื่อบันทึกผล และวัดขนาดโดยเทียบกับ
ไมโครมิเตอร วัดขนาดจาก 100 เซลล เพื่อหาคาเฉลี่ยของขนาด 

 
3.2.2.2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารชนดิตาง ๆ (colony characteristics) 

  นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเลี้ยงบนอาหาร
ชนิดตาง ๆ คือ galactose yeast extract agar CaCO3 (GYAC), NA และ NA glucose 5% บม
ที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียล  นาน 72 ช่ัวโมง ศึกษาลักษณะและสีของโคโลนีบนอาหารแตละชนดิ 

 
3.2.2.3 การตรวจตัวอยางที่แสดงอาการดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(scanning  electron microscope : SEM)   
วิธีการนี้ใชบงชี้การมีเชื้อแบคทีเรียอยูบริเวณเนื้อเยื่อขององุนที่แสดงอาการของโรค 

ซ่ึงอาจชวยใหสามารถวินิจฉัยยืนยันสภาพการติดเชื้อและยงัทําใหทราบถึงลักษณะรูปราง สัณฐานวิทยา
ของเชื้อ โดยนําตัวอยางเนือ้เยื่อองุนมาตรวจเพื่อยืนยันผลภายใตกลอง SEM ดังนี้ ตัดตัวอยาง
เนื้อเยื่อทีแ่สดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน ตัดบริเวณแผลเดี่ยวเปนชิ้น
เล็ก ๆ ใหคาบเกี่ยวระหวางเนื้อเยื่อองุนทีแ่สดงอาการของโรคและเนื้อเยื่อปกติ จํานวนตัวอยางละ 5 
ช้ิน แชในสารละลายกลูตารัลดีไฮด ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร รักษาสภาพตวัอยางโดย
แชในสารละลายออสเมียมเทรททรอกไซด ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ขจัดน้ําออกโดย
แชใน ethanol ที่เปอรเซ็นตความเขมขนจากนอยไปมาก ทําตัวอยางใหแหง ณ จุดวิกฤติดวยเครื่อง 
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critical point dryer ติดตวัอยางบนแทนรองรับตัวอยาง ฉาบผิวตัวอยางดวยทอง นําไปศึกษาดวย
กลอง SEM ของบริษัท JEOL รุน JSM 6400 electron microscope (อรัญญา ตนัตปิญจพร, 2534) 

 
3.2.2.4 การตรวจลักษณะแฟลกเจลลาดวยการยอมแบบ silver impregnation 

 นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร NA 

slant ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง นํามาตรวจลักษณะแฟลกเจลลาดวยการ
ยอมแบบ silver impregnation ลางเซลลของแบคทีเรียที่สะสมที่กนหลอด โดยใช micropipette 

ดูดน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ หยอดลงไปบริเวณกนหลอด แลวดูดออกโดยทําซํ้า 5 คร้ัง จากนั้นคอยๆ หยด   
น้ํากลั่นประมาณ 1 มิลลิลิตร ลงบนบริเวณผิวหนาอาหารที่เชื้อเจริญเติบโต แลวกล้ิงหลอดไปมา
ตามแนวนอนเบา ๆ นําสารแขวนลอยเชื้อที่ไดมาเจือจางลงในอัตราสวน 1/2, 1/4, 1/16 และ 1/32 
จากนั้นหยดเชื้อแบคทีเรียในความเขมขนตาง ๆ ลงบนแผนสไลดที่สะอาดที่ เอียง 30 องศา 
จนกระทั่งสารแขวนลอยเชื้อไหลชา ๆ ลงสูดานลางจนถึงเสนที่ทําไวโดยดินสอเขียนแกว ตั้งทิ้งให
แหงในอากาศ จากนั้นยอมเชื้อดวย tannic acid solution ใหทวมบริเวณที่กระจายเชื้อไว ทิ้งไว 4 
นาที  แลวลางออกดวยน้ํากล่ัน จากนั้นหยด 2% ammoniated silver nitrate solution pH 10.0 
ใหทวมบริเวณเดิม ทิ้งไว 20 นาที แลวลางออกดวยน้ํากลั่น เซลลแบคทีเรียและแฟลกเจลลาจะติดสี
น้ําตาลเขมถึงน้ําตาลดําบนพื้นสีเหลือง จากนั้นทําการถายภาพรูปรางเซลลแบคทีเรียเพื่อบันทึกผล 

 
3.2.2.5 การศึกษาลักษณะของแฟลกเจลลาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

(transmission  electron microscope : TEM)   
การใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน ในการศึกษาลักษณะแฟลกเจลลา

ของแบคทีเรีย เปนวิธีการที่นิยมกันมากในสถาบันหรือหองปฏิบัติการที่มีกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
เนื่องจากวิธีการศึกษานั้นทําไดงายกวาการยอมสีดูดวยกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา และใหผลดีและ 
รวดเร็วกวา โดยนําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเลี้ยงในอาหาร NA 

slant ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง รายละเอียดของวิธีการเตรียมตัวอยาง
เชนเดียวกับขอ 3.2.2.4 จากนั้นหยดเชื้อแบคทีเรียในความเขมขนตาง ๆ ลงบนกริดแตละอันที่ได
เคลือบดวยฟลม Formvar และฉาบดวยฟลมของละอองถานมากอนแลว ทิ้งไวประมาณ 2 นาที 
ซับน้ําออกดวยกระดาษกรอง นําไปยอมสีแบบเนกาตีฟ โดยลอยกริดบนหยดของ 1% uranyl 

acetate pH 4.3 เปนเวลา 2 นาที ซับสีสวนเกินใหแหงดวยกระดาษกรอง นําไปตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน ของบริษัท JEOL รุน JEM 2010 electron microscope 
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3.2.3 ปฏิกิริยาตอบสนองตออุณหภูมิ 
นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเลี้ยงบนอาหาร NA  

ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนํามา streak ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่
บรรจุอาหาร NA นําไปบมที่อุณหภูมิ 26, 33 และ 37 องศาเซลเซียล ตรวจการเจริญเติบโตของเชื้อ
ในวันที่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ 

 
3.2.4 ปฏิกิริยาชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย 

3.2.4.1 การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (starch hydrolysis) 
นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 

NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
starch agar (Schaad, 1980) นําไปบมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล ตรวจผลในวันที่ 2, 4 และ 7 
หลังจากปลูกเชื้อ โดยตรวจการยอยแปงของเชื้อดวยการหยดสารละลายไอโอดีน (Lugol’s iodine 

solution) ลงบนอาหารที่เล้ียงเชื้อใหทวมเชื้อ ตรวจสอบการเกิดบริเวณโปรงแสงรอบโคโลนี (clear 

zone) แสดงวาเชื้อสามารถยอยแปงได บันทึกผลเปนบวก และถาอาหารเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินเขม 
แสดงวาเชื้อไมสามารถยอยแปงได บันทึกผลเปนลบ 

 
3.2.4.2 การทดสอบความสามารถในการยอยเจลาติน (gelatin liquefaction) 

นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร NA  
ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72  ช่ัวโมง  มาทดสอบการยอยเจลาตินในหลอดทดลองที่บรรจุ
อาหาร gelatin medium (Schaad, 1980) โดยใชเข็มเขี่ยปลายแหลมแทงลงไปในอาหาร นําเชื้อไปบม
ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72  ช่ัวโมง  ตรวจผลโดยนําหลอดทดลองใสในตูเย็นที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียล เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ถาเชื้อสามารถยอยเจลาตินได อาหารในหลอดทดลองจะไมแข็งตัว 
บันทึกผลเปนบวก แตถาอาหารยังแข็งตัว แสดงวาเชื้อไมสามารถยอยเจลาตินได บันทึกผลเปนลบ 
 

3.2.4.3 การทดสอบความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตชนดิตาง ๆ เปนแหลงคารบอน 
(acid production from carbohydrates) 
นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 

NA ที่อุณหภูม ิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  มาทดสอบความสามารถในการใช
คารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ เปนแหลงคารบอนในหลอดทดลองที่บรรจุอาหาร Medium C slant 

(Schaad, 1980) ซ่ึงเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ดังนี้ น้ําตาลกาแลคโตส (galactose), กลูโคส 
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(glucose), แลคโทส (lactose), อะราบิโนส (arabinose), มอลโทส (maltose), ซูโครส 
(sucrose), เซลโลไบโอส (cellobiose), แมนโนส (mannose), ฟรุกโทส (fructose) และไรโบส 
(ribose) โดยใชความเขมขนของน้ําตาล 1 % นําไปบมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล ตรวจผลใน
วันที่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ โดยตรวจผลจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารจากสีมวงแดงเปน
สีเหลือง แสดงวาเชื้อสามารถใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอนได บันทึกผลเปนบวก 

 
3.2.4.4 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมยูรีเอส (urease activity)  

นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 
NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  มาเลี้ยงในอาหาร urea broth  (Schaad, 
1980) นําไปบมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล บน shaker ความเร็ว 180 รอบตอนาที ตรวจผลใน
วันที่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ โดยถาเชื้อสามารถสรางเอนไซมยูรีเอสได จะยอยยูเรียในอาหาร
ใหแตกตัวเปนแอมโมเนีย เพื่อนําไปใชเปน nitrogen source มีผลทําใหอาหารมีสภาพเปนดางมาก
ขึ้นและเปลี่ยนสีอาหารจากสีเหลืองออนเปนสีชมพูแดงตามสีแดงของ indicator คือ phenol red 
ซ่ึงที่สภาพความเปนกรดหรือดางหรือกลาง (pH 6.9 หรือต่ํากวา) จะมีสีเหลือง และถาเปนดางจัด 
(pH มากกวา 8.5) จะเปลี่ยนเปนสีแดง 

 
3.2.4.5 การทดสอบปฏิกิริยาการใชสารซิเตรต (citrate utilization) 

นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 
NA ที่อุณหภมูิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  มาทดสอบปฏิกิริยาการใชสารซิเตรตบนจาน
อาหารทดสอบ citrate utilization agar (Schaad, 1980) นําไปบมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล 
ตรวจผลในวันที่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ โดยตรวจผลจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร 
 

3.2.4.6 การทดสอบปฏิกิริยาการใชสารแคลเซียมแลคเตต (calcium lactate) 
นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 

NA ที่อุณหภมูิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง มาทดสอบปฏิกิริยาการใชสาร calcium 

lactate บนจานอาหารทดสอบ calcium lactate utilization (modified from Schaad, 1980) 
นําไปบมที่อุณหภูม ิ 26 องศาเซลเซียล ตรวจผลในวันที ่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ โดยตรวจผล
จากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร 
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3.2.4.7 การทดสอบปฏิกิริยาการใชประโยชนจากสารกลตูามีน (glutamine utilization) 
นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 

NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  มาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ดูดสาร
แขวนลอยเชื้อ 100 ไมโครลิตร หยดบนอาหาร L - glutamine broth (modified from Schaad, 
1980) บมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล บน shaker ความเร็ว 180 รอบตอนาที ตรวจผลในวันที่ 2, 4 
และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ 

 
3.2.4.8 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ (NaCl tolerance)  

นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 
NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  มาทดสอบความสามารถในการทนเกลือบน
อาหาร NA ที่มีสวนผสมของ NaCl 1%, 2%, 4% และ 5% นําไปบมที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียล  
ตรวจผลในวันที่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชื้อ โดยศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหาร
ที่มีปริมาณ NaCl ตาง ๆ กัน บันทึกผลการเจริญเติบโต 

 
3.2.4.9 การทดสอบความสามารถในการยอยไขมัน (lipolytic activity) 

นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 
NA ที่อุณหภมูิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  มาทดสอบความสามารถในการยอยไขมนั
บนอาหาร tween 80 agar (Schaad, 1980) นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล ตรวจผลในวันที่ 
2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชือ้ ถาเชื้อสามารถยอยไขมันไดจะสังเกตเหน็รอบ ๆ โคโลนีจะเปนจุดทึบ
ขนาดเล็กรวมกันทําใหมีลักษณะขุนและทบึแสง บันทึกผลเปนบวก ขณะที่บริเวณทีไ่มถูกยอยสีของ
อาหารจะใส บันทึกผลเปนลบ 
 
 

3.2.4.10 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase activity) 
  ใช loop แตะเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษา smear 

ลงบน สไลดที่สะอาด หยด 3% H2O2 ลงบนเชื้อ คนใหเขากัน ถามฟีองอากาศเกดิขึ้นแสดงวาเชื้อ
สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสได เนื่องจากเอนไซมคะตะเลสจะสามารถไปกระตุนใหเกดิการ
สลายตัวของไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวปลอยแกสออกซิเจนอิสระออกมา 
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3.2.4.11การทดสอบกระบวนการรีดิวซสารประกอบอนินทรียไนเตรตเปนแกสไนโตรเจน 
นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษามาเล้ียงบนอาหาร 

NA ที่อุณหภมูิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง นํามาละลายในน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ ดูดสาร
แขวนลอยเชื้อหยดบนอาหาร Nitrate Reduction Broth (Schaad, 1980) บมที ่26 องศาเซลเซียล 
บน shaker ความเร็ว 180 รอบตอนาที ตรวจผลในวันที่ 2, 4 และ 7 หลังจากปลูกเชือ้ บันทึกผลเปน
บวกเมื่อเกิดกาซไนโตรเจนขึน้ในหลอดดักกาซ 
 

3.3 การยืนยันชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนใน
ประเทศไทย  

3.3.1 วิธีเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (polymerase chain reaction) 

วิธีการนี้ใชเพื่อยืนยันวาแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดเสนใบไหมที่แยกไดจากองุนใน
ประเทศไทยเปนเชื้อ Xy. ampelinus และเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri หรือไม โดย
ใช primer ที่จําเพาะเจาะจงของ Xy. ampelinus และ X. axonopodis pv. citri เปนตัวตรวจสอบ 
โดยนําแบคทีเรียที่ไดรับการตรวจสอบเบื้องตนวาสามารถทําใหเกิดโรค ไอโซเลต VN3 ที่เล้ียงบน
อาหาร NA  ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 ช่ัวโมง มาละลายในน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อเพื่อทํา
เปนสารแขวนลอยเชื้อ ใสตัวอยางใน microfuge tube ดัดแปลงวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากวิธีของ 
CTAB method (1973) นําไปปนเหวี่ยงเทน้ําใสสวนบนทิ้ง จะได pellet ของเชื้อแบคทีเรีย เติม
สารละลาย extraction buffer นําหลอดทดลองไปปนเหวี่ยง จากนั้นนําหลอดวางไวที่อุณหภูมิหอง
ใหเย็น เติม 5M NaCl และ CTAB – NaCl เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol ให
เทากับปริมาตรสารละลายที่มีในหลอด เขยาใหสารผสมเปนเนื้อเดียวกัน นําไปปนแยกตะกอนใน 
microcentrifuge ดูดสารละลายชั้นบนเก็บในหลอดใหม แลวเติมสาร  isopropanol  ลงไป เขยา
เบา ๆ นําหลอดไปปน จากนั้นเทสารละลายทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล แลวนําหลอดไป
ปนเหวี่ยง เทเอธานอลทิ้ง ปลอยใหตะกอนแหงที่อุณหภูมิหอง ยายตะกอนดีเอ็นเอใสหลอด แลว
ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลาย TE บัฟเฟอร (Tris-Eyhylenediaminetetraacetic acid) 
จากนั้นนําดีเอ็นเอที่สกัดได มาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR ตามวิธีการของ Botha และคณะ (2001) 
โดยใชชุด primer S3, S4 ซ่ึงเปน specific primer ไดมาจากการสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  
โดยเปรียบเทียบจากลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ Xy. ampelinus ที่มีในธนาคารยีน ซ่ึงสังเคราะหมา
จากลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูระหวางยีน 16s rRNA และ 23s rRNA โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 
5’-GGT GTT AGG CCG AGT AGT GAG-3’  (S3) และ 5’-GGT CTT TCA CCT GAC 

GCG TTA-3’ (S4) ตามลําดับ (Botha et al., 2001)  และใชชุด primer 2, 3 ซ่ึงเปน specific 
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primer ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri มีลําดับนิวคลีโอไทด ดังนี้ 5’-CAC GGG TGC AAA 

AAA TCT TC-3’ (primer2) และ 5’-TGG TGT CGT CGC TTG TAT GG-3’ (primer3) 
ตามลําดับ (Hartung Daniel and Pruvost., 1993) ซ่ึงในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 
ประกอบดวยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 จํานวน 25 นาโนกรัม, dATP dGTP dCTP 
และ dTTP ชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร, primer ชนิดละ 2.5 ไมโครโมลาร, Taq DNA polymerase  
จํานวน 0.15 ยูนิต ใน 1X PCR buffer ที่มีสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด จากนั้นนําไปใสเครื่อง 
Thermocycler (ยี่หอ Thermo Hybaid Px2, Cat. No. HBPXBFB) กําหนดอุณหภูมิเปนรอบ
ตามโปรแกรมที่เหมาะสมกับ primer แตละชนิด โดยอุณหภูมิและเวลาที่ใชในขั้นตอนของ PCR 
ของเชื้อ Xy. ampelinus คือ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ปรับ
อุณหภูมิ denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียล นาน 50 วินาที, annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียล 
นาน 2 นาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 30 
รอบ และปรับอุณหภูมิ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที (Botha et al., 2001) 
สําหรับอุณหภูมิและเวลาที่ใชในขั้นตอนของ PCR ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri คือ initial 

denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที, denaturation ที่อุณหภูมิ 93 องศาเซล
เซียล นาน 30 วินาที, annealing ที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียล นาน 30 วินาที, extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 45 วินาที เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 40 รอบ และ final 

extension ที่ 72 องศาเซลเซียล นาน 10 นาที จากนั้นตรวจผลิตภัณฑ  PCR โดยใชวิธีการอิเล็กโตร
โฟรีซีส (electrophoresis) บน 1% agarose gel ในสารละลาย TBE โดยใช horizontal slab gel 
electrophoresis (ยี่หอ GelMate 2000, Toyobo) ในการวิเคราะหใชตัวอยาง (PCR product) 
ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมกับ loading buffer (ที่มี EtBr ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอลิตร) 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร จากนั้นผสมใหเขากันจนสวนผสมเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินกอนนําไป load ลง
ในแตละชองของแผนเจลชองละ 1 ตัวอยาง และใชดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder) ขนาด 100 bp 
เปนตัวเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอ กําหนดคาความตางศักยของกระแสไฟฟาคงที่ในอัตรา 5 
volt/cm จากนั้นตรวจสอบแผนเจลโดยนําไปสองดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (UV 

transilluminators) (ยี่หอ Vilber lourmate Cat. No. V037411)  ที่ความยาวคลื่น 312 นาโน
เมตร พรอมทําการถายรูปเพื่อบันทึกภาพ 
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3.3.2  วิธี direct antigen coating indirect enzyme - linked immunosorbent 
assay (DAC indirect ELISA) 

 สําหรับวิธีการ DAC indirect ELISA นํามาใชเพื่อยืนยันวาแบคทีเรียสาเหตุโรค  
ใบจุดเสนใบไหมที่แยกไดจากองุนในประเทศไทยเปนเชื้อ Xy. ampelinus หรือไม เชนเดียวกันกับ
วิธี PCR แตในกรณี DAC indirect ELISA จะใชหลักการการจับกันของ antigen – antibody 

complex ซ่ึงการตรวจสอบใช Xylophilus ampelinus Kit complete (Cat. No. 07138) ของ
บริษัท LOEWE Biochemical GmbH, Germany เปนชุดตรวจสอบ โดยนําตัวอยางเนื้อเยื่อองุน
ที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนที่เก็บรวบรวมไดจากจังหวัด
นครราชสีมา สระบุรี ระยอง สุรินทร และพิจิตร มาหั่นแผลเปนชิ้นฝอย ใสลงใน microfuge tube 
ซ่ึงบรรจุน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ ทิ้งไว 15 นาที นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย จากนั้น
ละลายตะกอนดวย carbonate coating buffer นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 1 นาที รวมทั้งนํา
ตัวอยางเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ผานการทดสอบคุณสมบัติการทําใหเกิดโรคและการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีมาละลายดวย carbonate coating buffer นําสารแขวนลอยแบคทีเรียที่เตรยีม
ไวไปตรวจ โดยดูดสารแขวนลอยของเชื้อใสในแตละหลุมของ microtitre plate และใช positive 

control, negative control ที่บรรจุอยูในชุด Xylophilus ampelinus Kit complete นํามาละลาย
ดวย carbonate coating buffer จากนั้นหยอดลงในแตละหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทําซ้ํา
ตัวอยางละ 3 หลุม นํา microtiter plate ใสในกลองพลาสติกชื้น ใสตูเย็นคางไว 1 คืน เทตัวอยาง
ที่ทดสอบทิ้ง หยอด blocking solution ใน carbonate coating buffer (1% skim milk) บมใน
กลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียล เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง microtiter plate ดวย PBS - T  3 ครั้ง 
ครั้งละ 2 นาที จากนั้นเตรียมแอนติซีร่ัมที่จําเพาะกับเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus ใน conjugate 

buffer ที่ระดับความเจือจาง 1 : 400 บมในกลองพลาสติกชื้นที่ 37 องศาเซลเซียล 1 ช่ัวโมง ลาง 
microtiter plate ดวย PBS - T 3 คร้ัง  จากนั้นหยอด anti - rabbit IgG phosphase conjugate 

(Sigma, Cat. No. A3687) เจือจาง 1 : 30,000 ใน conjugate buffer แลวหยอดใสในแตละหลุม 
บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียล 1 ช่ัวโมง ลาง microtiter plate ดวย PBS - T 3 ครั้ง เตรียม 
0.05 % p - nitrophenylphosphate (Gibco BRL, Cat. No. 15978-098) ใน substrate buffer 
หยอดใสในแตละหลุม ซ่ึงสารละลายที่ใชหยอดในหลุม microtitre plate ที่เปนสารแสดง
ปฏิกิริยา (reactants) ใชปริมาตรเทากันกับสารแขวนลอยตัวอยาง คือ 100 ไมโครลิตรตอหลุม บม
ในกลองชื้นจนกระทั่งหลุมของ positive control เปลี่ยนเปนสีเหลืองเห็นชัดดวยตาเปลา หยุด
ปฏิกิริยาดวย 3M KOH อานคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางดวยเครื่อง ELISA reader 
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(SpectraCountTM Microplate Photometer, ยี่หอ Packard รุน AS10001) ที่ความยาวคลื่น 
405 นาโนเมตร  
 

3.4   การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหม
ขององุนในประเทศไทย โดยวิธีการตรวจลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยนําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ใชเปน
ตัวแทนในการสกัดดีเอ็นเอ โดยเลี้ยงบนอาหาร NA  ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง มาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อเพื่อทําเปนสารแขวนลอยเชื้อ ใสตัวอยางใน microfuge tube 
นํามา สกัดดีเอ็นเอจากวิธีของ CTAB method (1973) เชนเดียวกับวิธีการในขอ 3.3.1 จากนั้นนําดี
เอ็นเอที่สกัดได มาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชชุด Primer 66, 68 ซ่ึงเปน universal primer 
โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 5’-GAG AGT TTG ATC CTG GCT CA-3’  (66) และ 5’-

AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3’ (68) ตามลําดับ ซ่ึงในปฏิกิริยาทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 จํานวน 25 นาโนกรัม, dATP 

dGTP dCTP และ dTTP ชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร, primer ชนิดละ 2.5 ไมโครโมลาร, Taq DNA 

polymerase  จํานวน 0.15 ยูนิต ใน 1X PCR buffer ที่มีสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด จากนั้น
นําไปใสเครื่อง Thermocycler (ยี่หอ Thermo Hybaid Px2, Cat. No. HBPXBFB) กําหนด
อุณหภูมิเปนรอบตามโปรแกรมที่เหมาะสมกับ primer โดยอุณหภูมิและเวลาที่ใชในขั้นตอนของ 
PCR คือ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที, denaturation ที่อุณหภมู ิ
94 องศาเซลเซียล นาน 30 วินาที, annealing ที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียล นาน 30 วินาที, 
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 1 นาที 50 วินาที เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 35 รอบ 
และจากนั้นปรับอุณหภูมิ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียล นาน 7 นาที ตรวจผลิตภัณฑ PCR 

โดยใชวิธีการอิเล็กโตรโฟรีซีส (electrophoresis) บน 1% agarose gel เชนเดียวกับวิธีการในขอ 
3.3.1 ทําการสกัดแถบดีเอ็นเอจาก agarose gel โดยใช QIA quick Gel Extraction Kit ของ
บริษัท QIAGEN, USA นํา PCR product ที่ไดมาทําการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเออีกครั้ง และ
นํา PCR product ในรอบที่ 2 มาตรวจโดยใชบริการของเครื่องตรวจลําดับนิวคลีโอไทด ของหนวย
บริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, THAILAND) แลวนําผลการตรวจที่ไดมาเปรียบเทียบ
ความเหมือน (identity) หรือความคลายคลึง (similarity) ของลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล 
(homology or similarity search) เพื่อวิเคราะหและทํานายลักษณะเพื่อหาชนิดของเชื้อสาเหตุ
ของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย โดยใชโปรแกรม BLASTS บน
เครือขายอินเตอรเน็ตของ GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast.cgi 



 

     26 
 

3.5 การเตรียมแอนติเจนและแอนติซีรั่ม (antigen and antiserum preparation) 

3.5.1การเตรียมแอนติเจน 
  นําเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่เล้ียงบนอาหาร NA ที่อุณหภูม ิ 26 องศาเซลเซียล 

เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพื่อใชเปนตัวแทนในการเตรียมแอนติเจน โดยละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ เพื่อ
ทําเปนสารแขวนลอยเชื้อ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 
นาที เทน้ําใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนที่ไดดวย 0.85 % NaCl  โดยการปนเหวี่ยง ทําการลางตะกอน 2 
คร้ังดวยวิธีเดียวกัน ละลายตะกอนของเชื้อโดยการเติม 0.85 % NaCl จากนั้นนําแอนติเจนไปตรวจ
ดวยกลองจุลทรรศนเพื่อหาปริมาณความเขมขนของเซลลแบคทีเรีย และปรับความเขมขนของเซลล
แบคทีเรียดวย 0.85 % NaCl ใหมีความเขมขนของเซลลเทากับ 108 cell/ml นําแอนติเจนที่ไดไปนึ่งที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  ที่อุณหภูมิประมาณ 121 องศาเซลเซียล  ใชเปน 
autoclaved antigen  
 

3.5.2     การผลิตแอนติซีร่ัม  
เก็บ normal serum โดยนํากระตายพันธุ New Zealand White เพศเมีย ซ่ึงไมเคย

ไดรับการฉีดสารที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจน แยกสวนทีเ่ปนน้ําเหลืองออกจากเม็ดเลือด โดยปลอย
ใหเม็ดเลือดจับตัวกัน นําน้ําเหลือง (serum) ที่แยกไดมาผสม sodium azide (NaN3) ใหไดความ
เขมขน 0.02% เพื่อปองกันการเจริญเติบโตของจุลินทรียเมื่อทําการเก็บ normal serum เปน
ระยะเวลานาน นําไปเก็บรักษาไวที่ 4 องศาเซลเซียล เพื่อใชเปน normal serum ในการทดลอง 

นําแอนติเจนที่เตรียมไวจากขอ 3.5.1 มาผลิตแอนติซีร่ัม โดยฉีดเขาไปในกระตาย 
ซ่ึงเปนกระตายตัวเดียวกันกบัที่ใชในการเก็บ normal serum การฉีดในครั้งที่ 1 และ 2  ผสม
แอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (Difco Laboratories, USA) ในอัตราสวน 1 ตอ 
1 (v/v) จากนั้นฉีดเขาในกลามเนื้อขาหลัง (intramuscular injection) สวนในการฉีดครั้งที่ 3 และ 4 
เปนการฉีดเขาเสนเลือด (intraveinous injection) บริเวณใบหู โดยไมผสมกับ Freund’s 

incomplete adjuvant การฉีดแอนติเจนแตละครั้งหางกัน 7 วัน หลังการฉีดครั้งสุดทายเปนเวลา 10 
วัน ทําการเจาะเก็บแอนติซีร่ัม ลักษณะเดียวกับการเก็บ normal serum 

 
3.5.3    การทดสอบหาความเขมขนต่าํสดุ (titer) และความไว (sensitivity) ของแอนติ

ซีร่ัม ท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปาหมาย  
นําแอนติซีร่ัมที่ผลิตไดมาประเมินหาคาความเขมขนต่ําสุดของแอนติซีร่ัมที่

สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปาหมายได (titer) ดวยวิธี direct antigen coating indirect 

ELISA (DAC indirect - ELISA)  พรอมทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ
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ของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนที่ปริมาณตาง ๆ กัน ตามวิธีการของโสภณ วงศแกว 
(2536) โดยใชเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 ที่เล้ียงบนอาหาร NA  อายุ 72 ช่ัวโมง รายละเอียดของ
วิธีการตรวจสอบเหมือนในขอ 3.3.2 ยกเวนมีการทําการเจือจางแอนติซีร่ัมที่ผลิตที่ไดที่ระดับความ
เจือจางตั้งแต 1 : 8 – 1 : 2048 และใช normal serum และ carbonate coating buffer เปน 
negative control 

 
3.5.3 การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 

ทดสอบดูความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีร่ัมที่ผลิตได เนื่องจากกรณีที่แอนติซีร่ัม 
ไมมีความเฉพาะเจาะจง จะเกิดปฏิกิริยา cross reaction กับแอนติเจนชนิดอ่ืน ๆ ทําใหผลการ
ทดลอง ที่ไดผิดพลาด จึงตองมีการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีร่ัมที่ผลิตได ดวยวิธี DAC 

indirect - ELISA โดยใชเชื้อแบคทีเรีย isolate VN3 และเชื้อแบคที่เรียไอโซเลตตาง ๆ ที่เก็บ
รวบรวมไดจากองุนที่แสดงอาการของโรคดังกลาว 10 ไอโซเลต รวมทั้งเชื้อ Pseudomonas sp., 

Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes และ Xanthomonas axonopodis pv. citri  มาเลี้ยง
บนอาหาร NA  อายุ 72 ช่ัวโมง  นําไปเตรียมสารแขวนลอยเชื้อ ดวยการละลายเชื้อ 1 ลูปใน 
carbonate coating buffer จากนั้นนําสารแขวนลอยแบคทีเรียท่ีเตรียมไวไปตรวจดวย DAC 

indirect ELISA วิธีการเดียวกับขอ 3.3.2 โดยในวิธีการทดสอบความเฉพาะเจาะจงจะใชแอนติซีร่ัม
ที่ผลิตที่ไดที่ระดับความเจือจาง 1 : 1,000 
 

3.6       การพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม 
 3.6.1   Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA) 
 ปรับความเขมขนของแอนติเจนใหมีระดับความเขมขน 101, 102, 103, 104, 105, และ 
106 cell/ml ใน carbonate coating buffer และแอนติซีร่ัมที่ผลิตไดที่ระดับความเขมขน 1 : 1,000,   
1 : 2,000, 1 : 3,000, 1 : 4,000 และ 1 : 5,000 ใน conjugate buffer ตรวจสอบการทําปฏิกิริยาโดย
วิธี DAC indirect - ELISA เพื่อหาความไวของวิธีการและความเขมขนของแอนติซีร่ัมและ        
แอนติจนที่เหมาะสม เพื่อใชในการตรวจหาแอนติเจนที่อยูบนชิ้นสวนองุนที่ไดรับการปลูกเชื้อตั้งแต
ที่ยังไมปรากฏอาการ คือ หลังจากปลูกเชื้อ 5, 10 และ 15 วัน และเมื่อปรากฏอาการแลว โดยใชวิธี
เตรียมเนื้อเยื่อ 2 วิธี คือ ตัดเปนชิ้นฝอย และบดละเอียดใน carbonate coating buffer นําตัวอยางที่
เตรียมทั้ง 2 วธีิ ไปปรับสภาพแอนติเจน โดยการตม, ไมตม, ลางดวย 0.1% KOH และนึ่งภายใต
ความดันไอ (autoclave) จากนั้นเปรียบเทียบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกับการใชเนื้อเยื่อองุนปกติ 
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 3.6.2     Immunofluorescence microscopy 

นําแอนติเจนและเนื้อเยื่อองุนชุดเดยีวกันกบัในการทดลองที่ 3.6.1 มาตรวจหา
แอนติเจน โดยวิธีดัดแปลงจากวิธีของ Malin และคณะ (1983) ตัดบริเวณแผลเดีย่วใหคาบเกี่ยว
ระหวางเนื้อเยือ่องุนที่แสดงอาการของโรคและเนื้อเยื่อปกติ จํานวน 5 ช้ิน วางบนสไลดที่มีน้ํากลั่น
นึ่งฆาเชื้อ ทิ้งไวประมาณ 30 นาที คีบตัวอยางออกจากสไลด ปลอยใหสไลดแหง นําสไลดไปผาน
เปลวไฟ 2 - 3 คร้ัง เพื่อตรึงแบคทีเรียดวยความรอน (heat fixed) ปลอยใหเย็น ลางดวย PBS ซับ      
ผิวหนาสไลดใหแหง จากนัน้หยดแอนติซีร่ัมที่เจือจางแลว (ใช 1 : 1,000) นําสไลดไปบมในกลอง
ช้ืน ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียล เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางแอนติซีร่ัมที่ไมไดเกาะดวย PBS - T  3 
คร้ัง  ซับสไลดใหแหง เตรยีม anti - rabbit IgG - FITC conjugate (Sigma, Cat. No. F0382) 

ที่เจือจาง 1 : 160 ใน PBS ลงบนสไลด บมในกลองชื้นที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียล 1 ช่ัวโมง ลาง
ดวย PBS - T  3 ครั้ง ซับใหแหง หยด PBS - glycerine 2% ปดสไลดดวย cover glass นําไปสอง
ดูใตกลองจุลทรรศนแสงเรือง (ยีห่อ Olympus Fluorescence Microscopes and Accessories 
รุน BX 50 – 32E01) 

 

3.7        การสํารวจการแพรระบาดของโรคในแปลงปลูก  
ออกสํารวจเก็บตัวอยางในเขตปลูกตาง ๆ เพื่อรวบรวมนํามาตรวจสอบวามีการ     

ติดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมหรือไม โดยใชวิธีการที่พัฒนาแลว รายงานผลการ
ทดลองเปนเปอรเซ็นตของตัวอยางที่ใหผลบวกตอการตรวจสอบโดยวิธี DAC indirect - ELISA 
จากตัวอยางทั้งหมดที่เก็บ 



 
 
 
   

 



บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปรายผล 

 
4.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางองุนที่เปนโรค 

จากการเก็บตัวอยางองุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียของ
องุนในจังหวดันครราชสีมา สระบุรี ระยอง สุรินทร และพิจิตร (รูปที่  4.1A - F) สามารถแยกเชื้อ
บริสุทธิ์จากใบและเสนใบ บนอาหาร NA ซ่ึงโคโลนีมีลักษณะกลมนูน ยกสูงจากผิวหนาอาหาร 
ขอบเรียบ สีขาวเปนมนั ตรงกลางนูนสีเหลืองออน (รูปที่ 4.2A, B) เก็บเชื้อไวทั้งหมดจํานวน 53   
ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 

4.2 การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกจากองุนแสดงอาการของโรคใบจุด 
เสนใบไหมในประเทศไทย  

4.2.1 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (pathogenicity test) 
จากการทดลองทําการปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจาก

แบคทีเรียขององุนในประเทศไทย 4 ไอโซเลตบนกิ่งชําองุนพันธุ Perlette Seedless คลุม
ถุงพลาสติกเพื่อเก็บความชื้น นําไปวางไวในโรงเรือนที่อุณหภูมิ 28 - 30 องศาเซลเซียล พบวา
สามารถทําใหเกิดโรคกับกิ่งชําองุนได โดยแสดงอาการแผลจุดส่ีเหล่ียมฉ่ําน้ําสีน้ําตาล – ดําขนาด
เล็กกระจายบนใบภายใน 5 วัน (รูปที่ 4.2C) ตอมาแผลจะขยายขนาดใหญขึ้น กลายเปนแผลจุด
เหล่ียมสีน้ําตาล จากนั้นลามถึงกันสงผลใหใบเหลืองแหงตาย หรือทําใหเนื้อเยื่อของทอน้ําจะตาย
กลายเปนสีน้ําตาลหรือสีดํา (รูปที่ 4.2D) บนกิ่งและกาน  
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       (A)                                                            (B) 
      

                     (C)                                                          (D)  
 

                                   (E)                                                          (F) 
รูปที่ 4.1 ลักษณะของใบองุนที่แสดงอาการโรคใบจุดเสนใบไหม (A) อาการใบจุดในองุนสาย

พันธุ maroo seedless (B) อาการใบจุดและอาการเสนใบไหมในองุนสายพันธุ 
Kyoho (C) อาการเสนใบไหมในองุนสายพันธุ Black queen (D) อาการเสนใบไหม
ในองุนสายพันธุ Ruby สีมวง  (E) อาการใบจุดในองุนสายพันธุ Perlette seedless 
และ (F) ภาพตัดแผลอาการใบจุดในองุนสายพันธุ Perlette seedless แสดงการไหลของ 
ooze ถายใตกลองจุลทรรศน compound microscope 
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(A)                                                                 (B) 
  

                            (C)                                                                      (D)  
 
รูปที่ 4.2     (A)โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียแยกไดจากใบองุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบ

ไหมขององุนในประเทศไทย บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA (B) ลักษณะของโคโลนีเชื้อ
แบคทีเรียที่แยกจากองุนแสดงอาการเสนใบไหม ภายใตกลองจุลทรรศน compound 

microscope (C) ลักษณะอาการที่เกิดบนใบกิ่งชําองุนพันธุ Perlette Seedless หลังจาก
ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 โดยแสดงอาการจุดสี่เหล่ียมฉ่ําน้ํา สีน้ําตาล – ดํา ขนาด
เล็กกระจายบนใบ (D) ลักษณะของแผลหลังจากปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 ภายใต
กลองจุลทรรศน stereo microscope  
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ตารางที่ 4.1  เชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย 
ที่แยกไดจากองุนที่แสดงอาการของโรค ที่เก็บไดจากพันธุและสถานที่ตาง ๆ กัน 

ลําดับที่ ไอโซเลต สถานที่เก็บตัวอยาง ชิ้นสวนที่ใชแยก 

1 Kyoho-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
2 Crimson-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
3 Maroo-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
4 Flame-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
5 Italia-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
6 Perlette-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
7 Emerald-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
8 Cardinal-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
9 Black queen-SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
10 Kyoho-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
11 Crimson-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
12 Maroo-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
13 Flame-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
14 Italia-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
15 Perlette-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
16 Emerald-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
17 Cardinal-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
18 Black queen-SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
19 Red globe-PAKTHONGCHAI จ.นครราชสีมา ใบองุน 
20 Perlette-PAKTHONGCHAI จ.นครราชสีมา ใบองุน 
21 Maroo-PAKTHONGCHAI จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
22 Red globe-PAKTHONGCHAI จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
23 Perlette-PAKTHONGCHAI จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
24 Muscat-PAKCHONG จ.นครราชสีมา ใบองุน 
25 Beauty-PAKCHONG จ.นครราชสีมา ใบองุน 
26 Perlette-PAKCHONG จ.นครราชสีมา ใบองุน 
27 Muscat-PAKCHONG จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
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ตารางที่ 4.1   (ตอ)   

ลําดับท่ี ไอโซเลต สถานที่เก็บตัวอยาง ชิ้นสวนที่ใชแยก 
28 Beauty-PAKCHONG จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
29 Perlette-PAKCHONG (VN3) จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
30 Perlette-Saraburi จ. สระบุรี ใบองุน 
31 Black queen-Saraburi จ. สระบุรี ใบองุน 
32 Maroo-Saraburi จ. สระบุรี ใบองุน 
33 Kyoho-Saraburi จ. สระบุรี ใบองุน 
34 Perlette-Saraburi จ. สระบุรี เสนใบองุน 
35 Black queen-Saraburi จ. สระบุรี เสนใบองุน 
36 Maroo-Saraburi จ. สระบุรี เสนใบองุน 
37 Kyoho-Saraburi จ. สระบุรี เสนใบองุน 
38 Black queen-Pichit1 จ. พิจิตร เสนใบองุน 
39 Black queen-Pichit2 จ. พิจิตร เสนใบองุน 
40 Black queen-Pichit3 จ. พิจิตร เสนใบองุน 
41 Black queen-Pichit4 จ. พิจิตร เสนใบองุน 
42 Black queen-Pichit5 จ. พิจิตร เสนใบองุน 
43 Black queen-Pichit 1 จ. พิจิตร ใบองุน 
44 Black queen-Pichit 2 จ. พิจิตร ใบองุน 
45 Black queen-Pichit 3 จ. พิจิตร ใบองุน 
46 Black queen-Pichit 4 จ. พิจิตร ใบองุน 
47 Black queen-Pichit 5 จ. พิจิตร ใบองุน 
48 Reisolate VN3 on Perlette 1SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
49 Reisolate VN3 on Perlette 2 SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
50 Reisolate VN3 on Perlette 3 SUT จ.นครราชสีมา ใบองุน 
51 Reisolate VN3 on Perlette 1 SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
52 Reisolate VN3 on Perlette 2 SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 
53 Reisolate VN3 on Perlette 3 SUT จ.นครราชสีมา เสนใบองุน 

หมายเหตุ : ใชไอโซเลต Perllete-PAKCHONG (VN3) เปนตัวแทนในการศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ  
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4.2.2 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเชื้อแบคทีเรีย 
4.2.2.1 การศึกษาปฏิกิริยาที่ตอบสนองตอการยอมแกรม (gram staining 

reaction) และรูปรางของเซลล 
พบวาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดเสนใบไหมที่ผานการตรวจสอบ          

คุณสมบัติในการทําใหเกิดโรคที่ใชเปนตัวแทนในการศึกษา (ไอโซเลต VN3) ยอมติดสีแดงของ 
safanin O แสดงวาเชื้อดังกลาวเปนแกรมลบ และเมื่อสองดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 
1000X เชื้อมีรูปรางเปนทอน ขนาด 0.6 x 1.8 ไมโครเมตร   (รูปที่ 4.3A) 

 
4.2.2.2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารชนดิตาง ๆ (colony characteristics) 

เมื่อเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต VN3 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง บนอาหาร NA พบวา
เชื้อสรางโคโลนีสีขาวตรงกลางนูนสีเหลืองออน กลม (circular) ยกนูนสูงจากผิวอาหารเล็กนอย 
(convex) ขอบและผิวหนาเรียบ  ผิวเปนมนั (รูปที่ 4.3B) 

เมื่อเล้ียงในอาหาร NA glucose 5% พบวาเชื้อสรางโคโลนีลักษณะเหมือนที่
สรางบนอาหาร NA แตจะมกีารสรางเมือก (mucoid) มากกวาบนอาหาร NA (รูปที่ 4.3C) 

เมื่อเล้ียงในอาหาร GYAC พบวาเชื้อสรางโคโลนีนีลักษณะเหมือนที่สราง
บนอาหาร NA glucose 5% แตสามารถเจริญเติบโตไดรวดเร็วกวาบนอาหาร NA และ NA 

glucose 5%  (รูปที่ 4.3D) 
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(A)                                                                 (B)  
        

                                 (C)                                                               (D)  
 
รูปที่ 4.3 (A) ลักษณะการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 ภายใตกลองจุลทรรศน

กําลังขยาย   1000X  
 (B)  ลักษณะโคโลนีเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต VN3 หลังจากเลี้ยงบนอาหาร NA เปนเวลา 

72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล  
 (C) ลักษณะโคโลนีเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต VN3 หลังจากเลี้ยงบนอาหาร NA glucose 

5%  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล  
 (D) ลักษณะโคโลนีเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต VN3 หลังจากเลี้ยงบนอาหาร GYAC เปน

เวลา 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล 
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4.2.2.3 การตรวจตัวอยางที่แสดงอาการดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด (scanning  electron microscope : SEM) 
จากการใช SEM ในการตรวจเนื้อเยื่อบริเวณที่เปนโรค พบวาเชื้อสาเหตขุองโรค

ที่แสดงอาการใบจุด (รูปที ่4.4B, C) และอาการเสนใบไหม (รูปที ่4.4A, D) มีสภาพการอยูอาศัยหรือ
การเกาะกินเซลลขององุนอยางหนาแนน และรูปรางของเซลลแบคทีเรียดังกลาว มีรูปรางเปนทอน  

 
 
 
 
 
 
 
(A)                                                                       (B) 
 
 
(A) (B) 

 
 
 
 

  (C)                                                                       (D) 
รูปที่ 4.4 ลักษณะพื้นผิวภายนอกขององุนที่แสดงอาการตาง ๆ ของโรคใบจุดเสนใบไหมจาก

แบคทีเรียขององุนในประเทศไทย ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
 (A) เนื้อเยื่อบริเวณเสนใบขององุนพันธุ Beauty seedless แสดงอาการเสนใบไหม ที่   

กําลังขยาย 4,000 เทา 
 (B) เนื้อเยื่อบริเวณผิวใบขององุนพันธุ Perlette seedless แสดงอาการใบจุดที่

กําลังขยาย 2,500 เทา 
 (C) เนื้อเยื่อบริเวณผิวใบขององุนพันธุ Maroo seedless แสดงอาการใบจุด ที่กําลังขยาย 

2,000 เทา 
(D) เนื้อเยื่อบริเวณเสนใบขององุนพันธุ Flame seedless แสดงอาการเสนใบไหม ที่

กําลังขยาย 2,700 เทา 
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4.2.2.4 การตรวจลักษณะแฟลกเจลลาดวยการยอมแบบ silver impregnation 

พบวาเมื่อยอมแบบ silver impregnation เซลลแบคทีเรียและแฟลกเจลลา 
จะติดสีน้ําตาลเขมถึงน้ําตาลดําบนพื้นสีเหลือง ลักษณะของแฟลกเจลลาเปนแบบ monotrichous 

แตบันทึกภาพไดคอนขางยาก 
 
4.2.2.5 การศึกษาลักษณะของแฟลกเจลลาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง

ผาน (transmission  electron microscope : TEM) 
การใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานในการศึกษา พบวาลักษณะและ

ตําแหนงของแฟลกเจลลาของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 เปนแบบ monotrichous flagella มี
เสนเดียวบริเวณปลายของเซลลแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.5 

 
รูปที่ 4.5 ลักษณะแฟลกเจลลาของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต VN3 ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองผาน ที่กําลังขยาย 1,500 เทา  
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4.2.3 ปฏิกิริยาตอบสนองตออุณหภูมิ 
พบวาหลังจากบมเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เช้ือสามารถ

เจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 26 และ 33 องศาเซลเซียล นอกจากนี้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล เชื้อยัง
สามารถเจริญเติบโตได แตมอัีตราการเจริญเติบโตที่ชามาก  
 

4.2.4     ปฏิกิริยาชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย 
4.2.3.1 การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (starch hydrolysis) 

เมื่อหยด Lugol’s iodine solution ลงบนอาหาร starch agar พบวาอาหาร
ที่ปลูกเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต VN3 และ เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri เกิดเปน clear 

zone ขึ้น แสดงวาเชื้อทั้งสองชนิดสามารถยอยแปงได  (รูปที่ 4.6) 
 

4.2.3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยเจลาติน (gelatin liquefaction) 

เมื่อเอียงหลอดที่บรรจุอาหาร gelatin medium พบวาหลอดที่ทําปลูกเชื้อ
แบคทีเรีย ไอโซเลต VN3 และ X. axonopodis pv.citri สามารถไหลเปนน้ํา แสดงวาเชื้อสามารถ
ยอยเจลาตินได  (รูปที่ 4.7) 
 

4.2.3.3 การทดสอบความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตชนดิตาง ๆ เปนแหลง
คารบอน (acid production from carbohydrates) 
พบวาอาหาร Medium C ที่เติมแหลงคารบอน galactose, glucose, 

lactose, arabinose, maltose, sucrose, cellobiose, mannose, fructose และ ribose เมื่อทํา
การปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 จะเปลี่ยนจากสมีวงแดงเปนสเีหลืองในอาหารที่เติมน้ําตาล 
galactose, glucose, arabinose, maltose, sucrose, cellobiose, mannose และ fructose 
แสดงวาเชื้อแบคทีเรียสามารถใชน้ําตาล 8 ชนิดนีเ้ปนแหลงคารบอนได (รูปที่ 4.8A) สําหรับน้ําตาล 
lactose และ ribose อาหารไมเกดิการเปลี่ยนแปลงของสี แสดงวาเชื้อแบคทีเรียไมสามารถใช     
น้ําตาล 2 ชนิดนี้เปนแหลงคารบอนได  (รูปที่ 4.8B) 
 

4.2.3.4 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมยูรีเอส (urease activity)  
พบวาอาหาร urea broth เมื่อทําปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 จะไม

เปลี่ยนจากสีสมเปนสีชมพู - แดง แสดงวาเชื้อไมสามารถสรางเอนไซมยูรีเอสได (รูปที่ 4.9) 
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4.2.3.5 การทดสอบปฏิกิริยาการใชสารซิเตรต (citrate utilization) 
พบวาอาหาร citrate utilization agar เมื่อทําปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 จะ

เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ําเงิน แสดงวาเชือ้สามารถใชประโยชนจากสารซิเตรตได (รูปที่ 4.10) 

 
4.2.3.6 การทดสอบปฏิกิริยาการใชสารแคลเซียมแลคเตต (calcium lactate) 

พบวาอาหาร calcium lactate utilization agar เมื่อทําปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 
จะเปลีย่นจากสีเขียวเปนสีน้าํเงนิ แสดงวาเชื้อสามารถใชประโยชนจากสารแคลเซยีมแลคเตตได  
 

4.2.3.7 การทดสอบปฏิกิริยาการใชสารกลูตามีน (glutamine utilization) 
พบวาหลอดทีท่ําการปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 และเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis 

pv.citri ไมสามารถใชประโยชนจากสารกลตูามีนได โดยไมเกิดการขุนของอาหาร (รูปที่ 4.11) 
 

4.2.3.8 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ (NaCl tolerance)  
พบวาจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 และเชื้อ

แบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri สามารถเจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีสวนผสมของ NaCl 

1%, 2%, 4% และ 5% ได (รูปที่ 4.12) 
 

4.2.3.9 การทดสอบความสามารถในการยอยไขมัน (lipolytic activity) 
พบวาจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําการปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 และเชื้อ

แบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri สามารถยอยไขมันได ซ่ึงจะสังเกตเห็นรอบ ๆ โคโลนีจะเปน
จุดทึบขนาดเลก็รวมกนัทําใหมีลักษณะขุนและทึบแสง 

 
4.2.3.10 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase activity) 

พบวาเมือ่หยด 3% H2O2 ลงบนเชื้อแบคทเีรียไอโซเลต VN3 และเชื้อแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv.citri จะเกิดฟองอากาศเกิดขึน้แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซมคะตะเลสได  

 
4.2.3.11 กระบวนการรีดิวซสารประกอบอนินทรียไนเตรตเปนแกสไนโตรเจน 
เมื่อเขยาหลอดที่บรรจุอาหาร Nitrate broth พบวาหลอดทีท่ําการปลูกเชือ้

แบคทีเรียไอโซเลต VN3 และเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri ไมเกิดฟองของแกสขึ้น แสดง
วาเชื้อไมเกิดกระบวนการรีดิวซสารประกอบอนินทรียไนเตรตเปนแกสไนโตรเจน (รูปที่ 4.13) 
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รูปที่ 4.6   การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (starch hydroysis)  

A. ไมไดปลูกเชื้อ 
B. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri 

C. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 
D. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต BS1 
E. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต BS2 
F. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต BS3 
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D C B A 

 
รูปที่ 4.7  ทดสอบความสามารถในการยอยเจลาติน (gelatin liquefaction) 

A. ไมไดปลูกเชื้อ 
B. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย unknown 
C. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 
D. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri (มะกรูด) 
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C B A C B A 

                                 (A)                                                                                    (B) 
 
รูปที่ 4.8  การทดสอบความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ เปนแหลงคารบอน (acid 

production from carbohydrate) 
(A) อาหาร Medium C slant ซ่ึงเติมแหลงคารบอนน้ําตาล galactose 
(B) อาหาร Medium C slant ซ่ึงเติมแหลงคารบอนน้ําตาล lactose 

A.ไมไดปลูกเชื้อ 
B.ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 
C.ปลูกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri (สมเขียวหวาน) 
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D C B A 

 
รูปที่ 4.9  การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมยูรีเอส (urease activity) 

A. ไมไดปลูกเชื้อ 
B. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 
C. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri (สมเขียวหวาน) 
D. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus 
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C B A 

รูปที่ 4.10  การทดสอบปฏิกิริยาการใชสารซิเตรต (citrate utilization) 
A. ไมไดปลูกเชื้อ 
B. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 
C. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri (สมเขียวหวาน) 
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D C B A 

 รูปที่ 4.11   การทดสอบปฏิกิริยาการใชประโยชนจากสารกลูตามีน (L - glutamine utilization) 
A. ไมไดปลูกเชื้อ 
B. ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3  
C. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.citri (สมเขียวหวาน) 
D. ปลูกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus 
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รูปที่ 4.12 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ (NaCl tolerance)  

A. ไมไดปลูกเชื้อ 
B, C, D และ E ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 เชื้อบนอาหาร NA ที่มีสวนผสม

ของ NaCl 1%, 2%, 4% และ 5% ตามลําดับ 
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D C B A 

รูปที่ 4.13 การทดสอบกระบวนการรีดิวซสารประกอบอนินทรียไนเตรตเปนแกสไนโตรเจน   
(Denitrification : N2) 

A.ไมไดปลูกเชื้อ 
B.ปลูกเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 
C.ปลูกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus 
D.ปลูกเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes 
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4.3 การยืนยันการยืนยันชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรีย
ขององุนในประเทศไทย 

4.3.1 วิธีเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (polymerase chain reaction) 

จากการทดสอบโดยใช primer ที่จําเพาะเจาะจงของ Xy. ampelinus และเชื้อ X. 

axonopodis pv. citri เปนตัวตรวจสอบ พบวาไมสามารถใช primer ดังกลาวในการเพิ่มปริมาณ ดี
เอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคนี้ในประเทศไทยได ดังแสดงในรูปที่ 4.14 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

222 bp 

รูปที่ 4.14 แสดงผลการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (polymerase Chain 

Reaction : PCR) โดยใชชุด primer 2, 3  ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่มีลําดับ
นิวคลีโอไทดคือ 5’-CAC GGG TGC AAA AAA TCT TC-3’  และ 5’-TGG TGT 

CGT CGC TTG TAT GG-3’ ตามลําดับ (Hartung et al., 1993) โดยการทํา agarose 

gel electrophoresis บน 1 % agarose gel แถบที่ 1 แสดง 100 bp ladder, แถบที่ 2, 3, 5 
และ 6 ขนาดแถบดีเอ็นเอ 222 bp ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri แยกจาก มะกรูด 
มะนาว สมโอ และสมเขียวหวาน ตามลําดับ, แถบที่ 7, 8 และ 9 ไมสามารถเพิ่มปริมาณ
ช้ินสวนดีเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุนในประเทศ
ไทย ไอโซเลต VN3, BS1 และ BS2 ตามลําดับ และแถบที่ 4 ผลิตภัณฑ PCR ที่ใน 
master mix ไมมีช้ินสวนดีเอ็นเอเปาหมาย (negative control) 
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4.3.2  วิธี direct antigen coating indirect enzyme - linked immunosorbent 
assay (DAC indirect - ELISA) 

สําหรับการยืนยันชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียของ
องุนในประเทศไทยดวยวิธีการ DAC indirect ELISA โดยใช Xylophilus ampelinus Kit 

complete (Cat. No. 07138) ของบริษัท LOEWE Biochemical GmbH, Germany เปนชุด
ตรวจสอบ พบวาตัวอยางเนื้อเยื่อองุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน
ที่เก็บรวบรวมไดจากจังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง สุรินทร และพิจิตร และตัวอยางเชื้อ
แบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ผานการทดสอบคุณสมบัติการทําใหเกิดโรคและการทดสอบคุณสมบัติทาง     
ชีวเคมี ไมสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติซีร่ัมที่จําเพาะกับเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus ได มีเพียง 
positive control เทานั้นที่ทําปฏิกิริยากับแอนติซีร่ัมดังกลาว 

 

4.4  การวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหม
ขององุนในประเทศไทย โดยวิธีการตรวจลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

จากการนํา PCR product ของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 มาตรวจ แลวนําผลการ
ตรวจที่ไดมาเปรียบเทียบความเหมือน (identity) หรือความคลายคลึง (similarity) ของลําดับ         
นิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล (homology or similarity search) เพื่อวิเคราะหทํานายลักษณะ และ
ระบุชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย โดยใช
โปรแกรมชีวสารสนเทศศาสตร (Bioinformatics) BLASTS บนเครือขายอินเตอรเน็ตของ 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast.cgi) พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ
เชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 มีความคลายคลึงกับเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri  คือ มี
เปอรเซ็นต identity เทากับ 95% ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  
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4.5 การเตรียมแอนติเจนและแอนติซีรั่ม (antigen and antiserum preparation) 

 4.5.1 การทดสอบหาความเขมขนต่ําสุดและความไวของแอนติซีร่ัมท่ีสามารถทําปฏิกิริยา
กับแอนติเจนเปาหมาย 
จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีร่ัมที่ผลิตได โดยนํามาประเมินหาคา

ระดับความเขมขนต่ําสุดของแอนติซีร่ัมที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปาหมาย (เชื้อแบคทีเรีย
ไอโซเลต VN3) และศึกษาความไว (sensitive) ของแอนติซีร่ัมที่ระดบัตาง ๆ  ดวยวิธี indirect – 

ELISA พบวาระดับความเขมขนของแอนติซีร่ัมทุกระดับที่ใชในการทดสอบสามารถทําปฏิกิริยา
กับแอนติเจน โดยผลการตรวจระดับความเขมขนที่ใชทดสอบตั้งแต 1 : 32 ถึง 1 : 2048 (v/v) 
สามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคที่มีจํานวนเซลลแบคทีเรียปริมาณต่ําสุดที่ 8 x 102 

cfu/ml ดังแสดงไวในตารางที่ 4.2 
 
ตารางที ่4.2  ผลการทดสอบระดับความเขมขนต่ําสุดและระดับความไวของแอนติซีร่ัมที่สามารถทํา

ปฏิกิริยากับแอนติเจนเปาหมายที่ระดับตาง ๆ  
 

จํานวนเซลลของแบคทีเรีย (cfu/ ml)* 
 

ระดับความ
เขมขนของแอนติ

ซีร่ัม (v/v) 8 x 108 8 x 107 8 x 106 8 x 105 8 x 104 8 x 103 8 x 102 8 x 101

1 : 32 + + + + + + + - 
1 : 64 + + + + + + + - 
1 : 128 + + + + + + + - 
1 : 256 + + + + + + + - 
1 : 512 + + + + + + + - 
1 : 1,024 + + + + + + + - 
1 : 2,048 + + + + + + + - 
Nomal serum 
(1 : 32) 

- - - - - - - - 

หมายเหตุ :  *    =  ผลจากการอานคา 3 คร้ัง/ ตัวอยาง 
 +    = คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

มีคาสูงกวา negative   control 2 เทา ในการทดสอบดวยวธีิ Indirect – ELISA 

- =  คาที่อานไดจากปฏิกิริยามีคาไมแตกตางจากคา Blank 
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4.5.2      การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 
 ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีร่ัมตอเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 

และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ พบวาแอนติซีร่ัมสามารถทําปฏิกิริยาไดกับเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรค 
ใบจุดเสนใบไหมขององุนในประเทศไทยไอโซเลตตาง ๆ ที่แยกได และทําปฏิกิริยา cross 

reaction กับเชื้อ X. axonopodis pv citri ที่แยกไดจากมะนาว มะกรูด สมโอ และสมเขียวหวาน 
ที่แสดงอาการ canker แตไมทําปฏิกิริยากับแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ดังที่แสดงไวในตารางที่ 4.3 และ 

normal serum ที่นํามาใชทดสอบเพื่อเปรียบเทียบนั้น ไมแสดงการเกิดปฏิกิริยากับเชื้อแบคทีเรีย
ไอโซเลต VN3 

 

ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีร่ัมที่ผลิตไดตอเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของ
โรคใบจุดเสนใบไหม และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ  ดวยวิธี indirect - ELISA 

ผลการทดสอบ  
ไอโซเลต 

ความเขมขนของ
แบคทีเรีย (cfu/ ml) Normal 

serum 
แอนติซีร่ัม 

Perlette-SUT 6.5 x 105 NT 0.516 + 0.010 (+) 
Flame-SUT 4.5 x 105 NT 0.389 + 0.005 (+) 
Maroo-PAKTHONGCHAI 4.5 x 105 NT 0.401 + 0.022 (+) 
Perllet-PAKCHONG (VN3) 5.5 x 105 0.070 + 0.001 (-) 0.499 + 0.003 (+) 
Maroo-SARABURI 5.0 x 105 NT 0.417 + 0.006 (+) 
Reisolate VN3 SUT1 6.0x 105 NT 0.429 + 0.029 (+) 
Reisolate VN3 SUT2 6.0 x 105 NT 0.436 + 0.001 (+) 
Black queen-PICHIT 5.0x 105 NT 0.425 + 0.004 (+) 
X. axonopodis pv citri 6.0 x 105 NT 0.250 + 0.010 (+) 
Enterobactor aerogenes 5.5 x 105 NT 0.086 + 0.001 (-) 
Bacillus cereus 4.5 x 105 NT 0.081 + 0.001 (-) 
Pseudomonas spp. 5.5 x 105 NT 0.074 + 0.001 (-) 

หมายเหตุ :  *     =  ผลจากการอานคา 2 คร้ัง/ ตัวอยาง 
 +       = คาการดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405  nm 

มีคาสูงกวา negative   control 2 เทา ในการทดสอบดวยวิธี Indirect – ELISA 
-  =   คาที่อานไดจากปฏิกิริยามีคาไมแตกตางจากคา Blank 

NT  =  ไมไดทดสอบ 



4.6      การพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม 
 4.6.1   Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA) 
 จากการนําเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 มาเจือจางครั้งละ 10 เทา และแอนติซีร่ัมที่
ความเขมขน 1 : 1,000, 1 : 2,000, 1 : 3,000, 1 : 4,000 และ 1 : 5,000 มาทําปฏิกิริยากนัดวยวิธี 
DAC – indirect ELISA พบวาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติซีร่ัม เทากับ 1 : 1,000 โดย
สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่มีความเขมขนต่ําสุด 103 cfu/ml 
  การพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติเจนที่อยูบนชิ้นสวนองุนที่ไดรับการปลูกเชื้อโดยการใชวิธี
เตรียมเนื้อเยื่อแบบตัดเปนชิ้นฝอยแลวปลอยให ooze ไหลออกมา และวิธีบดละเอียดพบวาวิธีการตัด
เนื้อเยื่อเปนชิ้นฝอยแลวนําไปปรับสภาพแอนติเจนดวยการตมและการนึ่งภายใตความดันไอ มีคาการ
ดูดกลืนแสงสูงกวาการไมตมและลางดวย 0.1% KOH นอกจากนี้สําหรับวิธีการบดละเอียด พบวาคา
การดูดกลืนแสงที่วัดไดมีคานอยกวา 2 เทาของ control และสําหรับการพัฒนาการตรวจหา
แอนติเจนตั้งแตที่ยังไมปรากฏอาการหลังจากปลูกเชื้อ 5, 10 และ 15 วัน และเมื่อปรากฏอาการแลว 
พบวาสามารถตรวจพบเชื้อตั้งแต 5 วันหลังจากปลูกเชื้อ   
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ตารางที่ 4.4  คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางที่เตรียมแบบตัดเปนชิ้นฝอยแลวมีการปรับสภาพของแอนติเจน ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร โดยวิธี indirect  - 

ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm + SE ตัวอยางเนื้อเยื่อองุน 

ตม ไมตม นึ่งภายใตความดันไอ ลางดวย 0.1% KOH 
หลังปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 5 วัน 0.555 + 0.009 0.190 + 0.002 0.737 + 0.024 0.279 + 0.005 
หลังปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 10 วัน 0.566 + 0.005 0.192 + 0.007 0.672 + 0.022 0.297 + 0.007 
หลังปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 15 วัน 0.563 + 0.011 0.182 + 0.009 0.704 + 0.001 0.289 + 0.018 
ปรากฏอาการแผลจุดฉ่ําน้ําชัดเจน 0.568 + 0.024 0.189 + 0.005 0.682 + 0.020 0.275 + 0.008 
Black queen-PICHIT 0.423+ 0.029 0.172 + 0.002 0.714 + 0.024 0.241 + 0.014 
Flame-SUT 0.534 + 0.014 0.168 + 0.002 0.734 + 0.018 0.262 + 0.012 
Kyoho-SUT 0.535 + 0.015 0.179 + 0.004 0.696 + 0.009 0.267 + 0.019 
Perlette-SUT 0.549 + 0.022 0.191 + 0.008 0.693 + 0.008 0.288 + 0.009 
เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas spp. 0.095 + 0.001 NT NT 0.074 + 0.002 
Negative control (ใบองุนปกติ) 0.075 + 0.001 NT NT NT 

หมายเหตุ : คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm ผลจากการอานคา 3 ครั้ง/ ตัวอยาง ดวยวิธี Indirect – ELISA  

                   NT  = ไมไดทดสอบ 
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 4.6.2     Immunofluorescence microscopy 
จากการนําเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 มาเจือจางครั้งละ 10 เทา และแอนติซีร่ัมที่

ความเขมขน 1 : 1,000, 1 : 2,000, 1 : 3,000, 1 : 4,000 และ 1 : 5,000 มาทําปฏิกิริยากนัดวยวิธี 
Immunofluorescence microscopy พบวาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติซีร่ัม เทากับ 1 : 
1,000 โดยสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่มีความเขมขนต่ําสุด 102 cfu/ml  
   สําหรับการพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติเจนที่อยูบนชิ้นสวนองุนที่ไดรับการปลูก
เช้ือโดยการใชวิธีเตรียมเนื้อเยื่อแบบตัดเปนชิ้นฝอยแลวปลอยให ooze ไหลออกมา และวิธี
บดละเอียดพบวาวิธีการตัดเนื้อเยื่อเปนชิ้นฝอยแลวนําไปปรับสภาพแอนติเจนดวยวิธีตาง ๆ สามารถ
มองเห็นปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC ภายใตกลอง fluorescence ไดไม
แตกตางกนั นอกจากนี้สําหรับวิธีการบดละเอียด เมื่อสองดูภายใตกลอง fluorescence จะมีเศษพืชทํา
ใหมองเห็นเซลลแบคทีเรียไดไมชัดเจน และสําหรับการพัฒนาการตรวจหาแอนติเจนตั้งแตที่ยังไม
ปรากฏอาการหลังจากปลูกเชื้อ 5, 10 และ 15 วัน และเมื่อปรากฏอาการแลว พบวาสามารถตรวจพบ
เช้ือตั้งแตทําการปลูกเชื้อ 5 วัน  

รูปที่ 4.15 แสดงปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต VN3 จากการ
ทดสอบดวยวิธี  Immunofluorescence microscopy 
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ตารางที่ 4.5 ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC ของตัวอยางที่เตรียมแบบตัดเปนชิ้น
ฝอยแลวมีการปรับสภาพของแอนติเจน โดยวิธี Immunofluorescence microscopy  

ปฏิกิริยาการเรอืงแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC  ตัวอยางเนื้อเยื่อองุน 

ตม ไมตม นึ่งภายใต
ความดันไอ 

ลางดวย 
0.1% KOH 

หลังปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 5 วัน + + + + 
หลังปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 10 วัน + + + + 
หลังปลูกเชื้อไอโซเลต VN3 15 วัน + + + + 
ปรากฏอาการแลว + + + + 
Marroo-SARABURI + + + + 
Black queen-PICHIT + + + + 
Maroo-SUT + + + + 
Kyoho-SUT + + + + 
Perlette-SUT + + + + 
Flame-SUT + + + + 

หมายเหตุ : + = ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC ภายใตกลอง fluorescence ใน
การทดสอบดวยวิธี  Immunofluorescence microscopy 
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4.7      การสํารวจการแพรระบาดของโรคในแปลงปลกู  
     ผลการสํารวจการแพรระบาดของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน จาก
พื้นที่ปลูกองุนแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จังหวัดนครราชสีมา สระบุรี พิจิตร  ระยอง และ
สุรินทร ทุกตัวอยางเมื่อตรวจด ูooze พบวามี ooze ไหลออกมาจากแผล และเมื่อนํามาตรวจหาดวย
วิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม คือ วิธี Indirect – ELISA และ Immunofluorescence พบวาจาก
ตัวอยางขององุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน จํานวน 68 ตัวอยาง 
ใหผลเปนบวกทั้งหมด ดังแสดงไวในตารางที่ 4.6  

 

ตารางที่ 4.6  ผลการสํารวจการแพรระบาดของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน จาก
พื้นที่ปลูกแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย โดยตรวจหาดวยวิธี Immunofluorescence 

microscopy และ Indirect – ELISA  
จํานวนตัวยางที่ใหผลบวก (%) สถานที่เก็บตัวอยาง จํานวน

ตัวอยาง Immunofluorescence Indirect - ELISA 

จ. นครราชสีมา 30 100 100 
จ. สระบุรี 25 100 100 
จ. ระยอง 3 100 100 
จ. พิจิตร 5 100 100 
จ. สุรินทร 5 100 100 

 
หมายเหตุ :  ผลบวก   =    ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC เมื่อสองดูใต

กล อง  fluorescence ในการทดสอบด วยวิ ธี 
Immunofluorescence microscopy และคาการดูดกลืนแสงที่วัด
ไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm มีคาสูงกวา 
negative control 2 เทา ในการทดสอบดวยวิธี Indirect – 
ELISA  
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
จากการศึกษา การระบุชนิดเชื้อสาเหตุ การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ และการสํารวจการแพร

ระบาดของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย เพื่อระบุชนดิของเชื้อสาเหตุ 
รวมทั้งพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรค และเพื่อสํารวจการแพร
ระบาดของของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทย สรุปผลการศึกษา
ทดลองไดดังนี้ 

1. จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมี 

วิธีเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (PCR) และการทํา DAC indirect - ELISA  เพื่อ
ระบุชนิดของเชื้อสาเหตุของโรค พบวาคุณสมบัติตาง ๆ ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากองุนแสดง
อาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียในประเทศไทยเปนเชื้อ X. campestris pv. viticola 
ไมใช Xy. ampelinus ที่ไดตั้งในสมมติฐานของการทดลอง เนื่องจากคุณสมบัติทางชีวเคมีที่สําคัญ
ของเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus สามารถใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอน เพียง 2 ชนิด คือ 
galactose และ arabinose รวมทั้งสามารถเจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีสวนประกอบของ 
NaCl ไดเพียง 1% และเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิสูงสุด 33 0C เทานั้น (Schaad, 1980) และ
นอกจากนี้ไมสามารถใช primer ที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus ในการเพิ่ม
ปริมาณ ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคนี้ในประเทศไทยได สําหรับการยืนยันชนิดของ
เชื้อสาเหตุดวยวิธีการ DAC indirect -  ELISA โดยใช Xylophilus ampelinus Kit complete 

(Cat. No. 07138) ของบริษัท LOEWE Biochemical GmbH, Germany เปนชุดตรวจสอบ 
พบวาตัวอยางเนื้อเยื่อองุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนที่เก็บ
รวบรวมไดจากจังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง สุรินทร และพิจิตร และตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย
บริสุทธ์ิที่ผานการทดสอบคุณสมบัติการทําใหเกิดโรคและการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ไม
สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติซีร่ัมที่จําเพาะกับเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus ได และมีเพียง 
positive control เทานั้นที่ทําปฏิกิริยากับแอนติซีร่ัมดังกลาว แสดงวาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรค
ใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทยไมใชเชื้อแบคทีเรีย Xy. ampelinus ดังที่มี
รายงานในตางประเทศอยางแนนอน  แตเช้ือดังกลาวนาจะเปน X. campestris pv. viticola 



 
 
 

58 

เนื่องจากบนอาหาร NA เชื้อสรางโคโลนีสีขาวตรงกลางนูนสีเหลืองออน ขอบและผิวหนากลมนูน
สูงจากผิวอาหารเล็กนอยเรียบเปนมัน เซลลมีรูปรางเปนทอน ขนาด 0.6 x 1.8 ไมโครเมตร ติดสี 
แกรมลบ และมีแฟลกเจลลาเปนแบบ monotrichous ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญของเชื้อแบคทีเรียในกลุม 
Xanthomonas campestris (Schaad, 1980) และเมื่อเล้ียงในอาหาร GYAC พบวาเชื้อสรางโคโลนี
สีขาวลักษณะเหมือนที่สรางบนอาหาร NA แตสามารถสรางเมือกและเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ซ่ึง
เปนคุณสมบัติประการหนึ่งของเชื้อ X. campestris pv. viticola ที่แตกตางจาก X. campestris 

pathovar อ่ืนๆ และจากการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีพบวาเชื้อไมสามารถยอยยูเรีย ไมเกิด
กระบวนการรีดิวซสารประกอบ อนินทรียไนเตรตเปนแกสไนโตรเจน (Nayudu., 1972 อางถึงใน 
Lima., 2001) สําหรับการใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถใชน้ําตาล galactose, 

glucose, arabinose, maltose, sucrose, cellobiose, mannose และ fructose ได แตไม
สามารถใชน้ําตาล lactose และ ribose เปนแหลงคารบอนได นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียสามารถยอย
แปงและเจลาติน สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสได สามารถใชประโยชนจากสารซิเตรตได รวมทั้ง
สามารถเจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีสวนผสมของ NaCl ไดสูงถึง 5% ได ผลการศึกษาการเจริญ
ที่อุณหภูมิตาง ๆ พบวาเชื้อสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 0C แตมีอัตราการเจริญที่ชามาก ซ่ึง
คุณสมบัติเหลานี้เปนลักษณะที่ใกลเคียงกับเชื้อแบคทีเรีย X. campestris และจากการเปรียบเทียบ
ลักษณะทั้งหมด เชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุนในประเทศไทยมีลักษณะตรงกับเชื้อ
แบคทีเรีย X. campestris pv. viticola ที่มีการศึกษาในประเทศอินเดียและบราซิล (Lima, 2001) 
ดังแสดงเปรียบเทียบในตางราง 5.1 สําหรับการพิสูจนความสามารถในการทําใหเกิดโรค พบวาเชื้อ
แบคทีเรียสามารถทําใหเกิดโรคกับกิ่งชําองุนได โดยแสดงอาการจุดส่ีเหล่ียมฉ่ําน้ําสีน้ําตาล – ดํา
ขนาดเล็กกระจายบนใบภายใน 5 วันหลังจากปลูกเชื้อ อยางไรก็ตามการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทด (DNA sequencing) ของเชื้อแบคทีเรีย เพื่อหาชนิดเชื้อสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจาก
แบคทีเรียขององุนในประเทศไทยและเพื่อทําใหการจําแนกและระบุชนิดเชื้อแมนยํายิ่งขึ้น พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อแบคทีเรียดังกลาว แมวาจะมีเปอรเซ็นตความคลายคลึง (identity) กับ
เชื้อ X. axonopodis pv. citri ถึง 95% แตเชื้อสาเหตุของโรคในประเทศไทยยังมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีที่แตกตางจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri เชน เชื้อ X. axonopodis pv. citri สามารถ
เจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีสวนผสมของ NaCl ไดเพียง 1% และสามารถใชน้ําตาลเปนแหลง
คารบอน เพียง 2 ชนิด คือ  glucose และ sucrose เทานั้น นอกจากนี้ การเปรียบเทียบลําดับนิวคลี
โอไทดครั้งนี้ ไมสามารถเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับเชื้อ X. campestris pv. viticola ได 
เนื่ อ งจ ากโปรแกรม  BLASTS บนเครื อข า ยอิน เตอร เน็ ตของ  GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast.cgi) ไมมีขอมูลของเชื้อ X. campestris pv. 
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viticola จึงทําใหเชื้อดังกลาวคลายคลึงกับ X. axonopodis pv. citri ฉะนั้นจึงเปนไปไดที่ DNA 

sequence ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดเสนใบไหมในประเทศไทยที่ไดเปน DNA 

sequence ครั้งแรกของเชื้อ X. campestris pv. viticola ซ่ึงจะไดนําเสนอ DNA sequence ของ
เชื้อดังกลาวในโปรแกรม BLASTS เพื่อเปนขอมูลของ GenBank ตอไป 

สําหรับโรค grapevine bacterial canker disease (GBCD) มีรายงานพบครั้งแรกที่
ประเทศอินเดีย โดยในป 1972 Nayudu (อางถึงใน Lima., 2001) พบอาการใบจุดบนใบขององุน 
ไดทําการศึกษาเชื้อสาเหตุและตั้งชื่อวา Pseudomonas vitivola ตอมาในป 1999 Malavolta และ
คณะ ชาวบราซิลไดศึกษาโรคนี้ในองุนที่แสดงอาการคลายกัน ในรัฐ Petrolina ประเทศบราซิล 
รายงานวาพบโรค GBCD จึงไดศึกษาหาเชื้อสาเหตุในดานสัณฐาน, คุณสมบัติบนอาหารเลี้ยงเชื้อ, 
สรีรวิทยาและคุณสมบัติการทําใหเกิดโรค ไดสรุปวาเชื้อสาเหตุของโรคดังกลาวเปนเชื้อ X. 

campestris pv. viticola ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ X. campestris ปจจุบันไดรับการยอมรับแลววา
รายงานของ Nayudu (1972) และ Malavolta (1999) เกิดจากเชื้อชนิดเดียวกัน (Lima, 2001 ) 
สําหรับในประเทศไทยยังไมมีรายงานเกี่ยวกับโรคดังกลาว ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษา
คร้ังแรกในประเทศไทย 

 
2. การพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรค พบวา

สามารถกระตุนกระตายใหสรางแอนติซีร่ัมที่มีความจําเพาะสูง และระดับความเขมขนที่เหมาะสม
ของแอนติซีร่ัมที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจน (titer) ที่ไดก็อยูในระดับที่สามารถนําไปใชคือ    
1 : 1,000 และการทดสอบความเฉพาะเจาะจง แอนตซีิร่ัมสามารถทําปฏิกิริยาไดกบัเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุนในประเทศไทยไอโซเลตตาง ๆ ที่แยกได 
และทําปฏิกิริยา cross reaction กับเชื้อ X. axonopodis pv citri ที่แยกไดจากมะนาว มะกรูด สม
โอ และสมเขียวหวาน ที่แสดงอาการ canker แตไมทําปฏิกิริยากับแบคทีเรียชนิดอืน่ ๆ ที่ใชในการ
ทดสอบ นอกจากนีก้ารตรวจเชื้อแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยงเชื้อ วิธี DAC Indirect – ELISA 
สามารถตรวจเชื้อไดที่ระดับความเขมขนต่าํสุด 8 x102 cfu/ml และวิธี Immunofluorescence  

microscopy สามารถตรวจเชื้อไดที่ระดับความเขมขนต่าํสุด 102 cfu/ml สําหรับการพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบที่เหมาะสมเพื่อตรวจหาแอนติเจนที่อยูบนชิ้นสวนองุนที่ไดรับการปลูกเชื้อโดย DAC 

Indirect – ELISA และ Immunofluorescence microscopy ดวยวิธีเตรียมเนื้อเยื่อแบบตัดเปน
ช้ินฝอยแลวปลอยให ooze ไหลออกมา และวิธีบดละเอียด พบวาวิธีการตัดเนื้อเยื่อเปนชิ้นฝอยแลว
นําไปตมและการนึ่งภายใตความดันไอมีคาการดูดกลืนแสงสูงและสามารถมองเห็นปฏิกิริยาการเรือง
แสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC ภายใตกลอง fluorescence ไดชัดเจนกวาการไมตมและลางดวย 
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0.1% KOH สําหรับวิธีการบดละเอียด พบวาคาการดดูกลืนแสงทีว่ดัไดมีคานอยกวา 2 เทาของ 
control เมื่อวดัจากเครื่อง ELISA reader และเมื่อสองดูดวยกลอง fluorescence จะมีเศษตะกอน
ช้ินสวนองุนทาํใหมองเห็นเซลลแบคทีเรียไมชัดเจน ซ่ึงการปรับสภาพแอนติเจนดวยสภาวะตาง ๆ 
เหลานี้เนื่องจากปกติรอบเซลลแบคทีเรีย X. campestris มีสารเมือกหอหุมอยูเพื่อทําหนาที่ปองกนั
อันตรายเมื่ออยูในสภาพที่แหงแลงหรือสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมซึ่งสารเมือกนี้มีสวนประกอบ
เปนพวก heteropolysaccharide ไดแกกลูโคส (glucose), กาแลคโทส (galactose), ไซโลส 
(xylose) และกรด  ยูโรนิค (uronic acid) ซ่ึงสารเหลานี้จะมี viscid substances หรือ gums ที่ทํา
ใหแบคทีเรียในสภาพแขวนลอยมีความหนืด (viscosity) สงผลใหไมยึดเกาะกับ microtiter plate 
สําหรับการพัฒนาการตรวจหาแอนติเจนตั้งแตที่ยังไมปรากฏอาการหลังจากปลูกเชื้อ 5, 10 และ 15 

วัน และเมื่อปรากฏอาการแลว พบวาสามารถตรวจพบเชื้อตั้งแต 5 วนัหลังทําการปลูกเชื้อ ดังนั้นใน
การตรวจเชื้อจากชิ้นสวนองุนที่แสดงอาการของโรคใบจุดเสนใบไหมในขั้นตน ควรเลือกใชวธีิ 
Indirect – ELISA เนื่องจาก งาย สะดวก รวดเร็ว  ถูกตอง แมนยํา และตรวจเชื้อในปริมาณนอย
พรอมทั้งตรวจตัวอยางไดจํานวนมากกวาวธีิ Immunofluorescence microscopy ในแตละครั้ง 

 
3. การสํารวจการแพรระบาดของของโรคในประเทศไทยจากพื้นที่ปลูกองุนแหลง

ตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จังหวัดนครราชสีมา สระบุรี พิจิตร ระยอง และสุรินทร พบวาโรค
ดังกลาวมีการระบาดอยางกวางขวางในประเทศไทย เนื่องจากประเทศไทยมีการนําเขากิ่งพันธุองุนที่
ใหผลผลิตสูงและคุณภาพดีจากเขตระบาดมาปลูก ดังนั้นจึงเปนไปไดสูงที่จะมีกิ่งพันธุองุนติดเชื้อ
แบคทีเรียดังกลาว  และเมื่อนํามาตรวจหาดวยวิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม คือ วิธี Indirect – 

ELISA และ Immunofluorescence microscopy พบวาจากตัวอยางขององุนที่แสดงอาการของ
โรคใบจุดเสนใบไหมจากแบคทีเรียขององุน จํานวน 68 ตัวอยาง ใหผลเปนบวกทั้งหมด ซ่ึงการ
ตรวจพบเชื้อกอนสามารถใชเปนแนวทางลดความเสียหาย และเปนขอมูลในการปองกันการแพร
ระบาดในประเทศไทยตอไป 
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ตารางที่ 5.1 เปรียบเทียบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากองุนที่แสดงอาการโรคใบจุดเสนใบ
ไหมในประเทศไทย ไอโซเลต VN3 กับเชื้อ X. campestris pv. viticola (Nayudu, 

1972 อางถึงใน Lima., 2001), Xy. ampelinus and X. axonopodis pv. citri (Holt, 

Krieg, Sneath, Staleg and Williams., 1994) 

คุณสมบัติท่ีทดสอบ ผลการทดสอบ 
 ไอโซเลต VN3 X. campestris 

pv. viticola 
Xy. 

ampelinus 
X. axonopodis 

pv. citri 
Gram  reaction - - - - 
flagella monotrichous monotrichous monotrichous monotrichous 
Mucoid on NA + 5% Glu + + - - 
Starch hydroysis     + NI _ + 
Gelatin liquefaction + V - - 
Lipolytic activity + NI - + 
Catalase production + NI + + 
Urease activity     - NI + - 
Denitrification (N2) - - + - 
Citrate Utilization    + NI + + 
Maximun NaCl tolerance % 5.0 5.0 1.0 1.0 
Growth on glutamine - NI + - 
Growth on calcium lactate + NI - + 
Maximun growth temp, 0C 37 37 33 37 
Acid production from carbohydrate            
   Glucose + + _ + 
   Galactose + + + - 
   Arabinose + + + - 
   Maltose + NI NI NI 
   Mannose + + - - 
   Sucrose + NI - + 
   Ribose - NI NI NI 
   Lactose - - NI NI 
   Fructose + + - - 
   Cellobiose + + - - 
Note :     +  =  Positive;         -  =  Negative;         V = variable +, -;           NI = No information 
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สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ และอาหารทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรคใบจุดเสนใบไหมขององุนในประเทศไทย 
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1. Nutrient agar (NA) 

Peptone                     5   g  

Beef extract          3   g 

Agar         15   g 

Distilled water    1000   ml  

1.1    Preparation of medium 

1.1.1 Add components to distilled water and bring volume to 1.0 L. 

1.1.2 Mix thoroughly. 

1.1.3 Gently heat and bring to boiling. 

1.1.4 Distribute into tubes or flasks. 

1.1.5 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

1.1.6 Pour into sterile petri dishes. 

 

2. GYAC medium  

Yeast extract       10   g  

D - galactose       20   g 

CaCO3        20   g 

Agar        20   g 

Distilled water    1000   ml  

2.1    Preparation of medium 

2.1.1 Add components to distilled water and bring volume to 1.0 L. 

2.1.2 Mix thoroughly. 

2.1.3 Gently heat and bring to boiling. 

2.1.4 Distribute into tubes or flasks. 
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2.1.5 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

 

3. Tween 80 agar  

Peptone                   10   g  

NaCl           5   g 

CaCl2 . 2H2O          0.1   g 

Tween 80        10   g 

Agar           15   g 

Distilled water    1000   ml 

3.1    Preparation of medium 

3.1.1 Add components to distilled water and bring volume to 1.0 L. 

3.1.2 Mix thoroughly. 

3.1.3 Gently heat and bring to boiling. 

3.1.4 Distribute into tubes or flasks. 

3.1.5 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

3.1.6 Pour into sterile Petri dishes. 

 

4. Starch hydrolysis test medium   

Soluble starch       10   g 

Beef extract         3   g  

Agar        12   g 

Distilled water    1000   ml  

4.1    Preparation of medium 

4.1.1 Add components to distilled water and bring volume to 1.0 L. 
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4.1.2 Mix thoroughly. 

4.1.3 Gently heat and bring to boiling. 

4.1.4 Adjust pH 7.5 + 0.2  at 25 0C. 

4.1.5 Distribute into tubes or flasks. 

4.1.6 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

4.1.7 Pour into sterile Petri dishes or leave in tubes. 

 

5. Nitrate Reduction Broth, Clark   

Peptone       20   g  

KNO3          2   g 

Distilled water    1000   ml  

5.1    Preparation of medium 

5.1.1 Add components to distilled water and bring volume to 1.0 L. 

5.1.2 Mix thoroughly. 

5.1.3 Distribute into test tubes that contain an inverted Durham tube.  

5.1.4 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

 

6.   Gelatin hydrolysis test medium   

Gelatin      120   g 

Beef extract         3   g  

Peptone                    5   g 

Distilled water    1000   ml   

6.1    Preparation of medium 

 6.1.1   Add components to distilled water and bring volume to 1.0 L. 
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6.1.2 Mix thoroughly. 

6.1.3 Gently heat and bring to boiling. 

6.1.4 Distribute into tubes. 

6.1.5 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

6.1.6 Allow tubes to solidify in a slanted position. 

 

7.     Medium C   

NH4H2PO4    0.5   g 

Na2HPO4    0.5   g  

Yeast extract    1   g  

NaCl     5   g 

MgSO4 . 7H2O    0.2   g 

1.5% brom cresol purple  0.7   ml  

Agar     12   g 

Distilled water    1000   ml  

7.1    Preparation of carbon source 

7.1.1 Add 1 g carbon source (sugar) to distilled water and bring 

volume to 100 ml. 

7.1.2 Mix thoroughly. 

7.1.3 Filter sterilize. 

7.2     Preparation of medium 

7.2.1 Add components, except sugar (carbon source) solution, to 

distilled water and bring volume to 950 ml. 

7.2.2 Mix thoroughly. 
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7.1.4 Gently heat and bring to boiling. 

7.1.5 Adjust pH 6.8 + 0.2  at 25 0C. 

7.1.6 Distribute into sterile tubes 5 ml. 

7.1.7 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. Cool to 50  0C. 

7.1.8 Aseptically add 1% of sterile sugar (carbon source) 

7.1.9 Mix thoroughly. 

7.1.10 Allow tubes to solidify in a slanted position. 
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1. สารละลายบัฟเฟอรและสารละลายตาง ๆ ในกระบวนการ  Enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) 
1.1 Carbonate coating buffer 

 ละลาย Na2CO3 1.59 กรัม และ NaHCO3 2.93 กรัมในน้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ผสม 
NaN3 0.2 กรัมจะได 0.05 M sodium carbonate buffer pH 9.6 

 
1.2 Phosphate Buffer Saline Tween (PBS-T) pH 7.4 

 ผสม NaCl 8.0 กรัม, KH2PO4 0.2 กรัม, Na2HPO4 2.9 กรัม, KCl 0.2 กรัมและ NaN3 

0.2 กรัม ในน้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร จะได PBS จากนั้นเติม Tween 20 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร คนให
เขากันจะได  PBS-T 

 
1.3 Conjugate Buffer 

 ผสม polyvinyl pyrrolidone 40T (PVP) และ ovalbumin (egg albumin) ลงใน 
PBS-T ใหไดความเขมขนอยางละ 0.2% เตรียมเทาที่ตองการใชกับงานใน 1 เดือน 

 
1.4 Substrate Buffer pH 9.8 

 ละลาย Diethanolamine ในน้ํากลั่นใหไดความเขมขน 10 % (v/v) ปรับ pH ดวยกรด
เกลือ (HCl) ความเขมขนจนได pH 9.8 จากนั้นเติม NaN3 ใหไดความเขมขน 0.02% 
 

1.5 3M KOH 
ละลาย KOH ปริมาณ 168.327 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย

การใช magnetic stirrer จากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เทใสขวดแกว
 สะอาด 

 
** สารเคมีที่เตรียมเสร็จแลวจะตองเก็บรักษาไวในตูเย็นจนกวาจะใชและไมควรเก็บไวนานเกิน 1 เดือน 
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2. สารละลายบัฟเฟอรและสารละลายตาง ๆ ในกระบวนการ Polymerase Chain Reaction 

2.1    0.5 M EDTA 
 ช่ังสาร Disodium ethylenediamine tetraacetate ...  2H2O ปริมาณ 186.1 กรัม  เติมลงใน

น้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร   ผสมใหเขากันดวยการใช magnetic stirrer  ปรับ pH ใหได 8.0 
ดวยการเติมสารละลาย NaOH  จากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เทใสขวดแกว
สะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ 
 

2.2 5M NaCl 
 ละลาย NaCl ปริมาณ 292.215 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย

การใช magnetic stirrer จากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เทใสขวดแกวสะอาด 
และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล 
เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ 

 
2.3 CTAB - NaCl 
 ละลาย NaCl ปริมาณ 4.1 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยการใช 

magnetic stirrer นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียล จากนั้นเติม 10 กรัม CTAB อยางชา ๆ ทํา
การปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เทใสขวดแกวสะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจาก
เช้ือ 
 

2.4 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
ช่ังสาร Sodium dodecyl sulfate ปริมาณ 10 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร

ผสมใหเขากันดวยการใช magnetic stirrer จากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เทใส
ขวดแกวสะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ 
 

2.5 สารละลาย Chloroform และ Isoamyl alcohol (24:1) 
ผสมสารละลาย Chloroform 24 มิลลิลิตร และ Isoamyl alcohol 1 มิลลิลิตร จะไดอัตราสวนของ

สารละลาย Chloroform : Isoamyl alcohol ความเขมขน 24:1  สามารถเก็บไวไดนานที่อุณหภูมิหอง 
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2.6 1M Tris-HCl 
 ช่ังสาร Tris base ปริมาณ 121.1 กรัม  เติมลงในน้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร   ผสมให

เขากันดวยการใช magnetic stirrer  ปรับ pH ใหได 8.0 ดวยการเติมสารละลาย HCl  จากนั้นทําการ
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เทใสขวดแกวสะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจาก
เช้ือ 

 
2.7 TE buffer (Tris EDTA) 

ผสม 1M Tris pH 8.0 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  และ 0.5M EDTA ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันดวยการใช magnetic stirrer จากนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เทใสขวด
แกวสะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121        
องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ 

 
2.8 Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

ช่ังสาร Ethidium bromide ปริมาณ 1 กรัม ละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย
การใช magnetic stirrer จนกวา Ethidium bromide จะละลาย เทใสขวดแกวสะอาดที่นําไปนึ่ง
ดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 
นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ หอขวดแกวดวย foil เพื่อปองกันแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 

 
2.9 2% CTAB 

ผสม 1M Tris pH 8.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  และ 0.5M EDTA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน จากนั้นเติม NaCl 40.88 กรัม ผสมใหเขากันดวยการใช magnetic stirrer ทําการปรับ
ปริมาตรใหได 490 มิลลิลิตร เทใสขวดแกวสะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ  แลว
เติม CTAB 10 กรัม  แบงใชคร้ังละ 100 มิลลิลิตร กอนใชเติม mercaptoethanol 0.02% 

 
2.10 10X Tris Borate EDTA (TBE) 
 ช่ังสาร Tris ปริมาณ 108 กรัม  เติมลงในน้ํากล่ันปริมาตร 200 มิลลิลิตร เติม EDTA 9.3 

กรัม และ Boric acid 55 กรัม ผสมใหเขากันดวยการใช magnetic stirrer จากนั้นทําการปรับ
ปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เทใสขวดแกวสะอาด และนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ 
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2.11 100 bp marker 

ผสมสารละลาย stock 100 bp DNA Ladder (1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม Loading dye ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย TE บัฟเฟอร 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร  ใหเขากัน นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 

 
2.12  Loading dye 

ผสมสาร urea ปริมาณ 2.4 กรัม, sucrose 5 กรัม จากนั้นเติมสารละลาย Bromophenol 

blue 1 มิลลิลิตร และสารละลาย xylene cyanol  1 มิลลิลิตร สารละลายทั้งสองชนิดนํามาจาก 0.5% 
ของ stock (0.05 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร) ผสมสารและสารละลายตาง ๆ ใหเขากัน แลวเติมน้ํากล่ันนึ่ง
ฆาเชื้อใหปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล 

 
2.13 Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) 

เตรียม dNTP 2.0 mM จาก 100 mM dATP (deoxyadenosine triphosphate), dCTP 
(deoxycytidine triphosphate), dGTP (deoxyguanosine triphosphate), dTTP 
(deoxythymidineine triphosphate), ปริมาตร 100 ไมโครลิตรในน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ นําสารละลาย
ไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล 

 
2.14 70% ethanol 

ผสมสารละลาย 95% ethanol ปริมาตร 73.68 มิลลิลิตร ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 90 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนั้นทําการปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เทใสขวดแกวสะอาดที่ผานการ
นึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล เปนเวลา 
15 นาที เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ จากนั้นนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล 
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