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การวิจัยครั้งนี้น้ีส าเร็จลุล่วงด้วยดี ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณบุคคลและกลุ่มบุคคลต่าง ๆ ที่ได้กรุณา

ให้ค าปรึกษา แนะน าและให้ความช่วยเหลือทางด้านวิชาการ และการด าเนินงานวิจัยเป็นอย่างดี อัน 
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บทคัดย่อ 

 

การตรวจสอบเช้ือสาเหตุโรคพืชมีความส าคัญและจ าเปน็ในการวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคพืช ดังนั้นจึงได้มี

การพัฒนาเทคนิคในการระบุเช้ือและการติดตามเช้ือข้ึนมาหลากหลายวิธีโดยเฉพาะการใช้แอนติบอดี้  อย่างไร

ก็ตามแอนติบอดี้ที่จ าเพาะกับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชยังให้ประสิทธิภาพต่ า ดังนั้นในการศึกษานี้จึงได้น า

เทคโนโลยีการผลิตโมโนโคนอลแอนติบอดี้บนผิวเฟจ มาใช้ในการตรวจสอบเช้ือสาเหตุของโรคเน่าเละจาก

แบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่ า โดยผลการทดลองพบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาของเช้ือ

แบคทีเรียที่แยกได้จากผักกาดเขียวปลี คือ เช้ือ Erwinia carotovora pv. carotovora จากการศึกษา

คุณสมบัติทางชีวเคมีพบว่าเช้ือไม่สามารถย่อยยูเรีย ไม่เกิดกระบวนการรีดิวซ์นอกจากนี้เช้ือแบคทีเรียไม่

สามารถย่อยแป้งและเจลาติน สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสได้ สามารถใช้ประโยชน์จากสารซิเตรตได้ 

รวมทั้งสามารถเจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีส่วนผสมของ NaCl ได้สูงถึง 5% ส าหรับการพิสูจน์

ความสามารถในการท าให้เกิดโรค พบว่าเช้ือแบคทีเรียสามารถท าให้เกิดโรคผักกาดเขียวปลีได้  โดยแสดง

อาการจุดฉ่ าน้ าสีน้ าตาล ขนาดเล็กกระจายบนก้านและใบภายใน 3 วันหลังจากปลูกเช้ือ เละเมื่อเช้ือเข้าท าลาย

เป็นระยะเวลา 5 วัน ขนาดแผลจะเริ่มขยายใหญ่ข้ึน มีสีน้ าตาลและส่งกลิ่นเหม็นการพัฒนาวิธีการที่เหมาะสม

ส าหรับตรวจเช้ือแบคทเีรยีสาเหตุของโรค พบว่าสามารถกระตุ้นกระต่ายให้สร้างแอนติซีรั่มที่มีความจ าเพาะสูง 

และระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของแอนติซีรั่มที่สามารถท าปฏิกิริยากับแอนติเจน (titer) ที่ได้อยู่ในระดับที่

สามารถน าไปใช้คือ 1 : 25 ถึง 1:200 จากการคัดเลือกหาเฟจแอนติบอดี้ scFv ที่สามารถจับกับ O-specific 

LPS ของแบคทีเรียสายพันธ์ุ E. carotovora pv. carotovora ได้ โดยการใช้สภาวะที่เหมาะสมในการท า 

biopanning ด้วยคลังของเฟจแอนติบอดีมนุษย์ ผลการทดลองพบว่าเมื่อน าเฟจแอนติบอดี scFv ที่ผลิตได้

จ านวน 192 โคลน ไปตรวจความสามารถในการจับกับ O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora 

pv. carotovora ด้วยวิธีการ ELISA พบว่า เฟจจ านวน 4 โคลน (1ErE3, 1ErE8, 1ErB10 and 1ErF10) 

สามารถจับกับ O-specific LPS ของแบคทีเรียสายพันธ์ุ E. carotovora pv. carotovora ได้ โดยค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ได้มีค่าเป็นสองเท่า เมื่อเปรียบเทียบกับค่าการดูกลืนแสงที่ได้จาก BSA ซึ่งเป็น negative 

control นอกจากนีพ้บว่าแอนติบอดีที่ได้จากเฟจโคลน 1ErB10 มีความจ าเพาะเจาะจงกับเช้ือแบคทีเรีย E. 

carotovora pv. carotovora สามารถเข้าท าปฏิกิริยาจับกับแอนติเจนได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นจึง

สามารถน าความรู้ที่ได้มาใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้ในการตรวจสอบเช้ือสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรีย

ของพืชผักตระกูลกะหล่ า เพื่อเป็นแนวทางในการแก้ปัญหาส าคัญที่พบในการผลิตพืชผักตระกูลกะหล่ าต่อไป 
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Abstract 

 

Rapid development of techniques for characterization of bacteria over the past 

decade has greatly improved pathogen detection and identification. In this study, phage 

display technologies have been successfully introduced for recombinant antibody 

production to detect the bacterial soft rot of crucifer plants. After culturing on NA for 24 

hours at 28 0C, the bacterium formed round, white, semitranslucent, glistening colonies. It 

produced similar symptoms on detached crucifer leaf as observed in the field at 3 days after 

inoculation. The bacterium was rod shape and gram - negative. The bacterium could utilize 

citrate and calcium lactate. But it was urease-negative, hydrolyze starch and gelatin and 

could not denitrify nitrate. It could tolerate NaCl concentration up to 5%. Moreover, the 

purpose of this study was to develop the monoclonal antibody for virulence strain of E. 

carotovora pv. carotovora Er10 by using the phage display technology, which allow to 

isolate antibodies directly from diverse repertoires of antibody genes. The result showed 

that human monoclonal antibodies against E. carotovora pv. carotovora Er10 were selected 

from non-immunized human scFv library (YAMO-I library) by using phage display technology. 

After screening by biopanning method, the phage clone 1ErE3, 1ErE8, 1ErB10 and 1ErF10 

showed high specificity with E. carotovora pv. carotovora Er10 strain by using phage ELISA 

technique. In addition to, polyclonal antibody produce from immunized rabbit with E. 

carotovora pv. carotovora Er10 showed low cross reactivity with other genus of bacteria 

such as Xanthomonas.  The result showed that both types of antigen from pure culture 

could be detected by using phage clone 1ErB10. Thus, this isolated recombinant antibody 

could be applied for detection pathogenic bacteria in the future 
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 บทท่ี 1  
บทน า 

 
1.1 ท่ีมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคเน่าเละจากแบคทีเรีย (bacterial soft rot) ระบาดอย่างกว้างขวางในพื้นที่ปลูกพืชผักตระกูล
กะหล่่าของประเทศจีนและเนื่องจากประเทศไทยมีการน่าเข้าเมล็ดพันธ์ุพืชผักตระกูลกะหล่่าที่ให้ผลผลิตสูง
และคุณภาพดีจากเขตระบาดมาปลูก (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2542) จึงมีความเป็นไปได้สูงที่จะมีเมล็ดพันธ์
พืชผักตระกูลกะหล่่าติดเช้ือแบคทีเรียดังกล่าวปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาและส่ารวจโรคนี้อย่างจริงจังในเชิงลึก
แม้ว่าจะพบพืชผักตระกูลกะหล่่าที่แสดงอาการคล้ายกับโรคเน่าเละจากแบคทีเรียในหลายพื้นที่ของการปลูก
พืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยดังนั้นการระบุชนิดเช้ือสาเหตุส่ารวจและตรวจสอบเช้ือสาเหตุ ของโรค
ดังกล่าวของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยจึงมีความจ่าเป็นเพื่อให้ทราบถึงแหล่งเพาะเช้ือและการแพร่
ระบาดเพื่อเก็บรวบรวมเป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้ในการจัดการและควบคุมป้องกันการแพร่ระบาดของโรคเน่า
เละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยซึ่งวิธีการทางด้ านเซรุ่มวิทยาเป็นวิธีการหนึ่งที่
สามารถใช้ตรวจสอบเช้ือสาเหตุโรคได้อย่างสะดวก รวดเร็ว และราคาถูก โดยทั่วไปวิธีการนี้อาศัยการผลิต
แอนติบอดีจากกระต่าย แต่แอนติบอดีที่ได้มีข้อจ่ากัดในเรื่องของการเกิด cross reaction กับเช้ือจุลินทรีย์
ชนิดใกล้เคียง ท่าให้การแปลผลไม่ ถูกต้อง ดังนั้นจึงมีแนวความคิดในการน่าเทคโนโลยีการแสดงออกของ
โปรตีนบนผิวเฟจ ซึ่งสามารถคัดเลือกได้อย่างรวดเร็วในห้องทดลองจากคลังเฟจที่มีอยู่แล้ว (คลังย่าโม ๑)  มา
ใช้ในการผลิตแอนติบอดีที่จ่าเพาะกับเช้ือสาเหตุโรคเน่าเละในประเทศไทย 
 
1.2   วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 เพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศ
ไทย 
1.2.2 เพื่อผลิตแอนติบอดีที่จ่าเพาะกับเช้ือสาเหตุโรคเน่าเละโดยใช้กระต่ายในการผลิตและเทคโนโลยี
การแสดงออกของโปรตีนบนผิวเฟจ 
1.2.3 เพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมสา่หรบัตรวจเช้ือแบคทีเรยีสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของ
พืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทย 
1.2.4 เพื่อผลิตนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาและผู้ช่วยนักวิจัยมืออาชีพ 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
การวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นศึกษาถึงเช้ือสาเหตุลักษณะอาการการแพร่ระบาดของโรคเน่าเละจากแบคทีเรีย

ของพืชผักตระกูลกะหล่่าในพื้นที่ปลูกเฉพาะที่ส่าคัญในประเทศไทยโดยใช้วิธีมาตรฐานของการศึกษาแบคทีเรีย
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วิธีการตรวจสอบจะมุ่งเน้นการใช้แอนติบอดีที่ผลิตจากบนผิวฟาจ (คลังย่าโม ๑)  โดยจะใช้เทคนิคทางด้าน
เซรุ่มวิทยาและวิธีอื่นๆเป็นวิธีอ้างอิง 

 
1.4 ทฤษฎี สมมติฐานและหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

             1.เช้ือสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทเีรยีของพืชผักตระกลูกะหล่า่น่าจะเป็นเช้ือแบคทีเรีย
ชนิดเดียวกับที่มีรายงานในต่างประเทศคือเช้ือ Erwinia carotovora pv. carotovora 

 2.เทคโนโลยีการผลิตแอนติบอดีบนผิวเฟจ น่าจะเป็นเป็นเทคนิคที่มีศักยภาพสูงมากในการ
พัฒนาแอนติบอดีสมัยใหม่ ที่ไม่ต้องพึ่งสัตว์ทดลองและแอนติบอดีที่ผลิตได้น่าจะมีความเฉพาะเจาะจงต่อเช้ือ
เป้าหมายในระดับสูง 

             3.วิธีการตรวจสอบเช้ือสาเหตุโรคพืชที่มีอยู่ยังไม่เหมาะสม ไม่รวดเร็วและไม่สะดวกส่าหรับ
การใช้ตรวจสอบโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทย 

             4.เนื่องจากมีการน่าช้ินส่วนพืชและส่วนขยายพันธ์ุจากเขตการระบาดจึงเป็นไปได้ที่จะมี
สายพันธ์ุพืชผักตระกูลกะหล่่าที่อ่อนแอต่อเช้ือแบคทีเรียดังกล่าวเพิ่มข้ึนในประเทศไทย 

 
1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1.สามารถระบุชนิดของเช้ือสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่า
ในประเทศไทย 

2.แอนติบอดีที่ไม่ต้องพึ่งสัตว์ทดลองและมีความเฉพาะเจาะจงต่อเช้ือเป้าหมาย 
3.วิธีการที่เหมาะสมสา่หรบัตรวจเช้ือแบคทเีรยีสาเหตุของโรคเน่าละจากแบคทีเรียของพืชผัก

ตระกูลกะหล่่าในประเทศไทย 
4.สามารถน่าความรู้ที่ได้มาใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้ในการจัดการและควบคุมป้องกันการ

แพร่ระบาดของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยเพื่อเป็นแนวทางในการแก้ปัญหาส่าคัญที่พบใน
การผลิตพืชผักตระกูลกะหล่่าต่อไป 

5. ได้ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาอย่างน้อย 1 เรื่อง 
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บทท่ี  2 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
2.1 ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

พืชผักตระกูลกะหล่่ามีถ่ินก่าเนิดอยู่ในเขตอบอุ่นแต่พืชผักตระกูลกะหล่่าหลายสายพันธ์ุสามารถ
เจริญเติบโตได้ดีในประเทศไทยซึ่งเป็นประเทศในเขตร้อนพืชผักตระกูลกะหล่่าเป็นพืชที่นิยมปลูกกันมากใน
แทบทุกประเทศรวมถึงประเทศไทยพบว่าในปี 2542 ทั่วโลกมีการปลูกพืชผักตระกูลกะหล่่ารวมทั้งสิ้นมากกว่า
หนึ่งล้านไร่ให้ผลผลิตรวมมากกว่าสองล้านตัน (CAB International, 1999) ส่าหรับในประเทศไทยในปัจจุบัน
มีการปลูกพืชผักตระกูลกะหล่่าเป็นพื้นทีป่ระมาณสีห่มืน่ไร่กระจายอยู่ทั่วประเทศผลผลิตทั้งหมดประมาณแปด
หมื่นตัน (วิลาวรรณ์ และคณะ, 2549) โดยพื้นที่ปลูกพืชผักตระกูลกะหล่่าในปี 2520 ได้ขยายไปในหลายพื้นที่
ของภาคต่างๆเช่นจังหวัดเชียงใหม่เชียงรายและพะเยาจากรายงานการศึกษาโดยกรมส่งเสริมการเกษตรในปี  
2542 พบว่าพืชผักตระกูลกะหล่่าทีน่ิยมปลกูเป็นการค้าในปัจจุบันแบ่งเป็นพืชผักตระกูลกะหล่่ารับประทานสด
และพืชผักตระกูลกะหล่่าบรรจุกระป๋อง 

พืชผักตระกูลกะหล่่าเป็นพืชที่ให้ผลตอบแทนค่อนข้างในระดับดีเมื่อเปรียบเทียบกับพืชผักชนิดอื่นแต่
การปลูกพืชผักตระกูลกะหล่่ามีอุปสรรคค่อนข้างมากโดยเฉพาะปัญหาด้านโรคพืชและแมลงศัตรูพืชส่าหรับ
แมลงศัตรูที่ส่าคัญได้แก่หนอนกระทู้หอมกระทู้ผักด้วงหมัดผัก และหนอนใยผักเป็นต้น (เกษม พิลึก, 2524; วิ
ลาวรรณ์ และคณะ, 2549) การปลูกพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยยังพบว่ามีการระบาดของโรคต่างๆที่
ก่อให้เกิดความเสียหายต่อคุณภาพและผลผลิตของพืชผักตระกูลกะหล่่าซึ่งได้แก่โรคใบจุด  (alternaria leaf 
spot)โรคและรากเน่า (damping off)  (เมืองทอง ทวนทวี และสุรีรัตน์ ปัญญาโตนะ, 2555)นอกจากนี้ใน
ต่างประเทศยังพบโรคเน่าเละจากแบคทีเรีย (bacterial soft rot) ระบาดอย่างกว้างขวางในพื้นที่ปลูกพืชผัก
ตระกูลกะหล่่าของประเทศจีนและเนื่องจากประเทศไทยมีการน่าเข้าเมล็ดพันธ์ุพืชผักตระกูลกะหล่่าที่ให้
ผลผลิตสูงและคุณภาพดีจากเขตระบาดมาปลูก (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2542; วิลาวรรณ์ เช้ือบุญ, 2551) จึง
มีความเป็นไปได้สูงที่จะมีเมลด็พันธ์พืชผักตระกูลกะหล่่าติดเช้ือแบคทีเรยีดังกล่าวปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาและ
ส่ารวจโรคนี้อย่างจริงจังในเชิงลึกแม้ว่าจะพบพืชผักตระกูลกะหล่่าที่แสดงอาการคล้ายกับโรคเน่าเละจาก
แบคทีเรียในหลายพื้นที่ของการปลูกพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยดังนั้นการระบุชนิดเช้ือสาเหตุส่ารวจ
และตรวจสอบเช้ือสาเหตุของโรคดังกลา่วของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยจงึมีความจา่เปน็เพื่อใหท้ราบ
ถึงแหล่งเพาะเช้ือและการแพร่ระบาดเพื่อเก็บรวบรวมเป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้ในการจัดการและควบคุม
ป้องกันการแพร่ระบาดของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทย 
 
2.2 แผนการด าเนินงานตลอดท้ังโครงการ 

2.2.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างพืชผักตระกูลกะหล่ าท่ีเป็นโรค 
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 น่าตัวอย่างพืชผักตระกูลกะหล่่าที่แสดงอาการของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียจากพื้นที่ปลูก อ่าเภอสัน
ทราย จ. เชียงใหม่ และอ่าเภอเวียงป่าเป้า จังหวัดเชียงราย มาท่าการแยกเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิด้วยวิธี streak 
plate method ตามวิธีการของ Schaad (1980) โดยล้างใบพืชผักตระกูลกะหล่่าที่เป็นโรคให้สะอาด เช็ดให้
แห้ง ใช้ใบมีดที่ผ่านการฆ่าเช้ือตัดบริเวณแผลเดี่ยว โดยให้คาบเกี่ยวระหว่างส่วนที่เป็นโรคกับเนื้อเยื่อปกติ
จ่านวน 5 แผลต่อตัวอย่าง น่าช้ินส่วนที่ตัด ล้างใน 10% chlorox จากนั้นล้างด้วยน้่ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ หยดน้่า
กลั่นน่ึงฆ่าเช้ือประมาณ 100 ไมโครลิตร ใช้ด้ามเข็มเข่ียที่ลนไฟฆ่าเช้ือและรอให้เย็นบดช้ินส่วนพืชให้ละเอียด 
จากนั้นใช้ loop แตะสารแขวนลอยที่ได้มา streak บนอาหาร NA น่าจานอาหารเลี้ยงเช้ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 26 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เลือกเอาโคโลนีเดี่ยว ที่มีลักษณะกลมนูน ขอบเรียบ สีขาวเป็นมัน ซึ่งเป็น
ลักษณะโคโลนีเช้ือแบคทีเรียส่วนใหญ่มา streak บนอาหาร NA slant บ่มที่ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 
ช่ัวโมง เพื่อใช้ในการศึกษาคุณสมบัติอื่น ๆ 

2.2.2 การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกจากพืชผักตระกูลกะหล่ าแสดงอาการของโรค
เน่าเละในประเทศไทย 

 2.2.2.1 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรค (pathogenicity test) 
ท่าการทดสอบความสามารถในการท่าให้เกิดโรค ตามวิธีการของ วิลาวรรณ์เช้ือบุญ, (2551)โดยน่า

เช้ือแบคทีเรีย isolate ต่างๆ ที่แยกได้ ที่เลี้ยงบนอาหาร NA เก็บไว้ในตู้อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
72 ช่ัวโมง มาละลายในน่้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือเพื่อท่าเป็นสารแขวนลอยเช้ือ (bacterial suspension) ให้ได้ความ
เข้มข้น 107 cfu/ml ตรวจนับจ่านวนแบคทีเรียเริ่มต้นด้วย heamacytometer น่าสารแขวนลอยเช้ือผสมกับ 
celite ให้ได้ความเข้มข้น 1 %(v/w) ใช้ส่าลีก้านจุ่ม น่ามาถูลงบนพืชผักตระกูลกะหล่่าที่เตรียมไว้มาใช้เป็นพืช
ทดสอบที่เตรียมไว้ โดยใช้น้่ากลั่นผสม celite เป็นตัวเปรียบเทียบหลังจากปลูกเช้ือเสร็จแล้ว คลุมถุงพลาสติก
เพื่อให้ความช้ืนแก่พืชผักตระกูลกะหล่่า เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง แล้วจึงน่าถุงพลาสติกออก ตรวจผลการเกิดโรค 
และวันแรกที่พืชผักตระกูลกะหล่่าแสดงอาการของโรค 

2.2.3 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเชื้อแบคทีเรีย 
  2.2.3.1 การศึกษาปฏิกิริยาท่ีตอบสนองต่อการย้อมแกรม (gram staining reaction) 
และรูปร่างของเซลล์ 

น่าเช้ือแบคทีเรียที่ผ่านการตรวจสอบคุณสมบัติในการท่าใหเ้กิดโรคสายพันธ์ุรุนแรง เพื่อใช้เป็นตัวแทน
ในการศึกษา โดยเลี้ยงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นน่ามาทดสอบ
การติดสีแกรมตามวิธีของ Schaad (1980) โดย smear เช้ือบาง ๆ บน แผ่นสไลด์ที่สะอาด แล้วตรึงเซลล์
แบคทีเรียให้ติดแน่นกับแผ่นสไลด์ โดยการลนผ่านเปลวไฟ 2 – 3 ครั้ง จากนั้นย้อมเช้ือด้วย crystal violet 
solution ให้ท่วมรอย smear ทิ้งไว้ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้่าสะอาดโดยให้ไหลผ่านเบา ๆ ประมาณ 5 
วินาที แล้วหยด iodine solution ให้ท่วมทิ้งไว้ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้่าสะอาด หยด 95% ethanol ให้
ท่วม ล้างจนกระทั่งใสไม่มีสี ล้างออกด้วยน่้าสะอาด หยดด้วย safranin O solution ทิ้งไว้ 10 นาที แล้วล้าง
ออกด้วยน่้าสะอาด ทิ้งไว้จนแห้ง น่าไปตรวจผล โดยส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ถ้าเช้ือแบคทีเรียเป็นแกรม
ลบ (gram negative) จะติดสีแดงของ safranin O และถ้าเป็นแกรมบวก (gram positive) จะติดสีม่วงของ 
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crystalviolet จากนั้นท่าการถ่ายภาพรูปร่างเซลล์แบคทีเรียเพื่อบันทึกผล และวัดขนาดโดยเทียบกับ
ไมโครมิเตอร์ วัดขนาดจาก 100 เซลล์ เพื่อหาค่าเฉลี่ยของขนาดเซลล์แบคทีเรีย 
  2.2.3.2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารชนิดต่าง ๆ (colony characteristics) 

น่าเช้ือแบคทีเรีย isolate Er2, Er3 และ Er10ที่ใช้เป็นตัวแทนในการศึกษามาเลี้ยงบนอาหารชนิดต่าง 
ๆ ตามวิธีการของ ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ (2547) คือ galactose yeast extract agar CaCO3 (GYAC), NA 
และ NA glucose 1, 2, 3, 4 และ 5% บ่มที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง ศึกษาลักษณะและสี
ของโคโลนีบนอาหารแต่ละชนิด 
  2.2.3.4 ปฏิกิริยาตอบสนองต่ออุณหภูมิ 

น่าเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละสายพันธ์ุรุนแรงใช้เป็นตัวแทนในการศึกษา มาเลี้ยงบนอาหาร NA
ตามวิธีการของ ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ (2547) ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้น
น่ามา streak ในจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่บรรจุอาหาร NA และ NB น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25, 26, 27, 28, 29, 30, 
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 และ 42 องศาเซลเซียล ตรวจการเจริญเติบโตของเช้ือทุกวันเป็นเวลา 7 วัน 
หลังจากปลูกเช้ือ 

 2.2.3.5 ปฏิกิริยาชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย 
น่าเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละสายพันธ์ุรุนแรงใช้เปน็ตัวแทนในการศึกษามาทดสอบความสามารถ

ในการย่อยแป้ง (starch hydrolysis)ทดสอบความสามารถในการย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction)
ทดสอบความสามารถในการย่อยไขมัน (lipolytic activity) ทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์คะ
ตะเลส (catalase activity) ทดสอบกระบวนการรีดิวซ์สารประกอบอนินทรีย์ไนเตรตเป็นแก๊สไนโตรเจนตาม
วิธีการของ Schaad, (1980).  

2.2.4 การยืนยันชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่ าใน
ประเทศไทย 

2.2.4.1 เพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (polymerase chain reaction) 
 วิธีการนี้ใช้เพื่อยืนยันว่าแบคทีเรียแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละที่แยกได้จากพืชผักตระกูลกะหล่่าใน
อ่าเภอสันทราย จ. เชียงใหม่ และอ่าเภอเวียงป่าเป้า จังหวัดเชียงราย เป็นเช้ือ Erwinia carotovora pv. 
carotovora หรือไม่ โดยใช้ primer ที่จ่าเพาะเจาะจงของ E. carotovora pv. carotovora เป็นตัว
ตรวจสอบโดยน่าแบคทีเรียที่ได้รับการตรวจสอบเบื้องต้นว่าสามารถท่าให้เกิดโรค ไอโซเลตรุนแรงที่เลี้ยงบน
อาหาร NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง มาละลายในน้่ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือเพื่อท่าเป็นสาร
แขวนลอยเช้ือ ใส่ตัวอย่างใน microfuge tube ดัดแปลงวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากวิธีของ CTAB method 
(1973) จากนั้นน่าดีเอ็นเอที่สกัดได้ มาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR ตามวิธีการของ Botha และคณะ 
(2001)โดยใช้ชุด primer S3, S4 ซึ่งเป็น specific primer ได้มาจากการสังเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์โดย
เปรียบเทียบจากล่าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือ E.  carotovora pv. carotovora ซึ่งในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 
ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต VN3 จ่านวน 25 นาโนกรัม, dATP dGTP dCTP 
และ dTTP ชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร์, primer ชนิดละ 2.5 ไมโครโมลาร์, Taq DNA polymerase จ่านวน 
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0.15 ยูนิต ใน 1X PCR buffer ที่มีสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ จากนั้นน่าไปใส่เครื่อง Thermocycler 
(ยี่ห้อ Thermo Hybaid Px2, Cat. No. HBPXBFB) ก่าหนดอุณหภูมิเป็นรอบตามโปรแกรมที่เหมาะสมกับ 
primer แต่ละชนิด โดยอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในข้ันตอนของ PCRคือ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียล นาน 5 นาที ปรับอุณหภูมิ denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียล นาน 50 วินาที, annealing ที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียลนาน 2 นาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที เพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอจ่านวน 30 รอบ และปรับอุณหภูมิ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียล นาน 5 นาที (Botha et al., 
2001) ส่าหรับอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ใน จากนั้นตรวจผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้วิธีการอิเล็กโตรโฟรีซีส 
(electrophoresis) บน 1% agarose gel ในสารละลาย TBE โดยใช้ hor izontal slab gel 
electrophoresis (ยี่ห้อ GelMate 2000, Toyobo) ในการวิเคราะห์ใช้ตัวอย่าง (PCR product) ปริมาตร 7 
ไมโครลิตร ผสมกับ loading buffer (ที่มี EtBr ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
จากนั้นผสมให้เข้ากันจนส่วนผสมเปลี่ยนเป็นสีน้่าเงินก่อนน่าไป load ลง ในแต่ละช่องของแผ่นเจลช่องละ 1 
ตัวอย่าง และใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder) ขนาด 100 bp เป็นตัวเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอ 
ก่าหนดค่าความต่างศักย์ของกระแสไฟฟ้าคงที่ในอัตรา 5 volt/cm จากนั้นตรวจสอบแผ่นเจลโดยน่าไปส่องดู
ภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลต (UV transilluminators) (ยี่ห้อ Vilber lourmate Cat. No. V037411) ที่ความ
ยาวคลื่น 312 นาโนเมตร พร้อมท่าการถ่ายรูปเพื่อบันทึกภาพ 
   

2.2.4.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแบคทีเรียเชื้อสาเหตุของโรคเน่าเละจาก
แบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่ าในประเทศไทย โดยวิธีการตรวจล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA 
sequencing) 

ท่าการวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ โดยน่าเช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุรุนแรงใช้เป็นตัวแทนในการสกัดดี
เอ็นเอ โดยเลี้ยงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง มาละลายในน้่ากลั่นนึ่งฆ่า
เช้ือเพื่อท่าเป็นสารแขวนลอยเช้ือ ใส่ตัวอย่างใน microfuge tube น่ามาสกัดดีเอ็นเอจากวิธีของ CTAB 
method (1973) เช่นเดียวกับวิธีการในข้อ 3.3.1 จากนั้นน่าดีเอ็นเอที่สกัดได้ มาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ชุด primer Yในปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย จ่านวน 25 นา
โนกรัม, dATP dGTP dCTP และ dTTP ชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร์, primer ชนิดละ 2.5 ไมโครโมลาร์, Taq 
DNA polymerase จ่านวน 0.15 ยูนิต ใน 1X PCR buffer ที่มีสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ จากนั้นน่าไป
ใส่เครื่อง Thermocycler (ยี่ห้อ Thermo Hybaid Px2, Cat. No. HBPXBFB) ก่าหนดอุณหภูมิเป็นรอบตาม
โปรแกรมที่เหมาะสมกับ primer โดยอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในข้ันตอนของ PCR คือ initial denaturation ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 2 นาที, denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียล นาน 30 วินาที, 
annealing ที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียล นาน 30 วินาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียล นาน 1 
นาที 50 วินาที เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจ่านวน 35 รอบ และจากนั้นปรับอุณหภูมิ final extension ที่ 72 องศา
เซลเซียล นาน 7 นาที ตรวจผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้วิธีการอิเล็กโตรโฟรีซีส (electrophoresis) บน 1% 
agarose gel 
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2.2.5 การเตรียมแอนติเจนและแอนติซีรั่ม (antigen and antiserum preparation) 
2.2.5.1 การเตรียมแอนติเจน 

น่าเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละสายพันธ์ุรุนแรง ที่เลี้ยงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซล
เซียล เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เพื่อใช้เป็นตัวแทนในการเตรียมแอนติเจน โดยละลายในน้่ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ เพื่อท่า
เป็นสารแขวนลอยเช้ือ น่าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เท
น้่าใสส่วนบนทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 0.85 % NaCl โดยการปั่นเหว่ียง ท่าการล้างตะกอน 2 ครั้งด้วยวิธี
เดียวกัน ละลายตะกอนของเช้ือโดยการเติม 0.85 % NaCl จากนั้นน่าแอนติเจนไปตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์
เพื่อหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรีย และปรับความเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรียด้วย 0.85 % NaCl 
ให้มีความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 108 cell/ml น่าแอนติเจนที่ได้ไปนึ่งที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิประมาณ 121 องศาเซลเซียล ใช้เป็น autoclaved antigen 

2.2.5.2 การผลิตแอนติซีรั่ม 
2.2.5.2.1 การผลิตแอนติซีรั่มในกระต่าย 

เก็บ normal serum โดยน่ากระต่ายพันธ์ุ New Zealand White เพศเมีย ซึ่งไม่เคยได้รับการฉีดสาร
ที่มีคุณสมบัติเป็นแอนติเจน แยกส่วนที่เป็นน้่าเหลืองออกจากเม็ดเลือด โดยปล่อยให้เม็ดเลือดจับตัวกัน น่า
น้่าเหลือง (serum) ที่แยกได้มาผสม sodium azide (NaN3) ให้ได้ความเข้มข้น 0.02% เพื่อป้องกันการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์เมื่อท่าการเก็บ normal serum เป็นระยะเวลานาน น่าไปเก็บรักษาไว้ที่ 4 องศาเซล
เซียล เพื่อใช้เป็น normal serum ในการทดลองน่าแอนติเจนที่เตรียมไว้จากข้อ 12.4.1 มาผลิตแอนติซีรั่ม 
โดยฉีดเข้าไปในกระต่ายซึ่งเป็นกระต่ายตัวเดียวกันกับที่ใช้ในการเก็บ normal serum การฉีดในครั้งที่ 1 และ 
2 ผสมแอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (Difco Laboratories, USA) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 
(v/v) จากนั้นฉีดเข้าในกล้ามเนื้อขาหลัง (intramuscular injection) ส่วนในการฉีดครั้งที่ 3 และ 4 เป็นการ
ฉีดเข้าเส้นเลือด (intraveinous injection) บริเวณใบหู โดยไม่ผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant 
การฉีดแอนติเจนแต่ละครั้งห่างกัน 7 วัน หลังการฉีดครั้งสุดท้ายเป็นเวลา 10 วัน ท่าการเจาะเก็บแอนติซีรั่ม 
ลักษณะเดียวกับการเก็บ normal serum 
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ตารางท่ี 2.1 วิธีการและปริมาณแอนติเจนที่ใช้ฉีดเพื่อกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีในกระต่าย 

วันท่ี วิธีการ ปริมาณแอนติเจนท่ีใช้ฉีด 

1 ฉีดเข้าหลอดเลือดด่า intravenously (IV) 0.5 มิลลิลิตร 

2 IV 0.5 มิลลิลิตร 

3 IV 1.0 มิลลิลิตร 

4 IV 1.5 มิลลิลิตร 

5 IV 2.0 มิลลิลิตร 

6-12 พักการกระตุ้น  

13 การตรวจคุณภาพของแอนติซีรั่มต่อเช้ือ Erwinia  

 

2.2.5.2.2 การตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรั่ม 

2.2.5.2.2.1 การทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุด (titer) และความไว (sensitivity) ของ
แอนติซีรั่ม ท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมาย 
น่าแอนติซีรั่มที่ผลิตได้มาประเมินหาค่าความเข้มข้นต่่าสุดของแอนติซีรั่มที่สามารถท่าปฏิกิริยากับ

แอนติเจนเป้าหมายได้ (titer) ด้วยวิธี direct antigen coating indirect ELISA (DAC indirect - ELISA) 
พร้อมทดสอบความไวในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรียสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูล
กะหล่่าที่ปริมาณต่าง ๆ กัน ตามวิธีการของโสภณ วงศ์แก้ว (2536) โดยใช้เช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. 
carotovora ที่เลี้ยงบนอาหาร NA อายุ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบด้วยวิธี DAC-indirect ELISA ยกเว้นมีการท่า
การเจือจางแอนติซีรั่มที่ผลิตที่ได้ที่ระดับความเจือจางตั้งแต่ 1 : 8 – 1 : 2048 และใช้ normal serum และ 
carbonate coating buffer เป็น negative control 

2.2.5.2.2.2 การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 
ทดสอบดูความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ (Breitling, et al. 1991)  เนื่องจากกรณีที่แอน

ติซีรั่มไม่มีความเฉพาะเจาะจง จะเกิดปฏิกิริยา cross reaction กับแอนติเจนชนิดอื่น ๆ ท่าให้ผลการทดลองที่
ได้ผิดพลาด จึงต้องมีการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ ด้วยวิธี DAC indirect - ELISA 
โดยใช้เช้ือแบคทีเรีย isolate VN3 และเช้ือแบคที่เรียไอโซเลตต่าง ๆ ที่เก็บรวบรวมได้จากองุ่นที่แสดงอาการ
ของโรคดังกล่าว 10 ไอโซเลต รวมทั้งเช้ือ E. chrysantimi, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes 
และ Xanthomonas axonopodis pv. citri มาเลี้ยงบนอาหาร NA อายุ 72 ช่ัวโมง น่าไปเตรียมสาร
แขวนลอยเช้ือ ด้วยการละลายเช้ือ 1 ลูปใน carbonate coating buffer จากนั้นน่าสารแขวนลอยแบคทีเรียที่
เตรียมไว้ไปตรวจด้วย DAC indirect ELISA โดยในวิธีการทดสอบความเฉพาะเจาะจงจะใช้แอนติซีรั่มที่ผลิตที่
ได้ที่ระดับความเจือจาง 1 : 1,000 
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2.2.5.3 การผลิตแอนติซีรั่มบนผิวฟาจ 
ผลิตแอนติซีรั่มบนผิวฟาจจากการทดลองของโครงการย่อยที่ 1 โดยน่า antigen ที่เตรียมได้จาก

ข้ันตอนที่ 1 จะน่าไปใช้ในการท่า biopanning เพื่อคัดเลือก monoclonal antibody จากคลังเฟจ คลังย่าโม 
๑ เพื่อให้ได้แอนติบอดีที่มีคุณสมบัติเหมาะสม จากนั้นพัฒนาแอนติบอดีจากผิวเฟจให้มีคุณสมบัติเหมาะสมใน
การตรวจสอบเพปไทด์ที่คัดเลอืกได้จากคลังเฟจที่จา่เพาะกับเช้ือสาเหตุโรคเน่าเละท่าการคัดหาแอนติบอดีจาก
คลังแอนติบอดีของมนุษย์ที่ได้สร้างข้ึนในห้องปฏิบัติการ Phage Display Biotechnology Research Unit 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ด้วยวิธีการ Biopanning ตามวิธีการของ Kirsch, et al. (2008) ที่ได้พัฒนาข้ึน
มาแล้วในห้องปฏิบัติการ โดยการตรึง O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora 
สายพันธ์ุรุนแรงที่ละลายอยู่ใน 100 mM NaHCO3, pH 8.5 ลงบนหลอด imunosorbent ปริมาณ 20 µgแล้ว
บ่มไว้ที่ 4 °C เป็นเวลาข้ามคืนจากนั้นล้างโปรตีนเป้าหมายส่วนที่ไม่ถูกตรึงออกจากหลอดด้วยสารละลาย PBS 
จ่านวน 3 ครั้งและ blocked ด้วย 2% (w/v) skimmed milk powder ที่ในสารละลาย PBS (2% MPBS) 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วยสารละลาย PBS 3 ครั้ง เมื่อล้างเสร็จแล้วท่าการเติม
คลังเฟจแอนติบอดี 1012 อนุภาค ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา ล้างเฟจส่วนที่
ไม่จับออกออกด้วยสารละลาย PBS ที่มี 0.1% Tween 20 (PBST) จ่านวน 5 ครั้ง และล้างด้วยสารละลาย 
PBS จ่านวน 5 ครั้ง เฟจส่วนที่จับกับโปรตีนเป้าหมายจะถูก elute ออกด้วยสารละลาย trypsin ความเข้มข้น 

1 mg/ml ปริมาตร 400 μl และ 100 mM glycine- HCl pH 2.0 ปริมาตร 200 µl (ในส่วนของที่ elute 
ด้วย Glycine-HCl จะต้องท่าการ neutralizedด้วยสารละลาย neutralization 200 µl(0.2 M sodium 
phosphate buffer)น่าส่วนของเฟจที่ elute ออกมาได้ infect ด้วย Escherichia coli DH5µF' ที่อยู่ในระยะ 
log phase บ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น spread ลงบนอาหาร 2XTY ที่มี ampicillin (100 
µg/mL) และกลูโคส (1% w/v) และบ่มไว้ที่ 37 °C เป็นเวลาข้ามคืน 

2.2.5.3.1การทดสอบความสามารถของ phage scFV antibody ต่อการจับกับ O-
specific LPS ของเชื้อแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora สายพันธุ์รุนแรง 
ท่าการเลือกโคโลนีแบบสุม่ เพื่อท่าการผลิตเฟจที่แสดงแอนติบอดีscFvตามวิธีการของ Lewis, L. and 

Lloyd, C. (2012) ที่ได้พัฒนาข้ึนมาแล้วในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้า จากนั้นน่า phage ที่ผลิตได้ มา
ตรวจสอบความสามารถในการจับกับการจับกับ O-specific LPS ของแบคทีเรียสายพันธ์ุ Erwinia sp. ด้วยวิธี 
ELISA โดยการตรึงO-specific LPS ของแบคทีเรียสายพันธ์ุ Erwinia sp. ที่ละลายอยู่ใน 100 mM NaHCO3, 

pH 8.5 ลงบนเพลท ELISA ปริมาณ 5 μg (ในการทดลองนี้ใช้ BSA เป็น negative control) แล้วบ่มไว้ที่ 4 
°C เป็นเวลาข้ามคืนจากนั้นล้างโปรตีนเป้าหมายส่วนที่ไม่ถูกตรึงออกจากเพลทด้วยสารละลาย PBS จ่านวน 3 
ครั้งและ blocked ด้วย 2% (w/v) skimmed milk powder ที่ในสารละลาย PBS (2% MPBS)  ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วยสารละลาย PBS 3 ครั้ง เมื่อล้างเสร็จแล้วท่าการเติม 4% (w/v) 

MPBS 50 μl และ เฟจแอนติบอดี 100 μl ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 2 ช่ัวโมงเมื่อครบเวลา ล้าง
เฟจส่วนที่ไม่จับออกออกด้วยสารละลาย PBS ที่มี 0.1% Tween 20 (PBST) จ่านวน 3 ครั้ง และล้างด้วย

สารละลาย PBS จ่านวน 3 ครั้งเติม anti-M13 ที่ conjugate ด้วย HRP (เจือจาง 1:5000) 100 μlตั้งทิ้งไว้ที่
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อุณหภูมิห้อง 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาล้างเพลทด้วยสารละลาย PBS ที่มี 0.1% Tween 20 (PBST) จ่านวน 3 
ครั้ง และล้างด้วยสารละลาย PBS จ่านวน 3 ครั้งจากนั้นเติมสารละลายสับสเตรท ABTS ที่มี 0.05% H2O2 

ปริมาตร 200 μl แล้วตั้งทิ้งไว้ที่มืดเป็นเวลา 30 นาทีและ 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาน่าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 405 nm 

2.2.5.3.2การประเมินความสามารถในการจับอย่างจ าเพาะของโคลนเฟจด้วยเทคนิค ELISA 
ประเมินความสามารถในการจับอย่างจ่าเพาะของเฟจที่คัดเลือกมาได้ โดยน่าเฟจที่คัดเลือกมาได้ มา

ทดสอบความสามารถในการจบัด้วยเทคนิค ELISA ดังที่กล่าวแล้วข้างบน ด้วยแบคทีเรียชนิดต่างๆ เช่น E. coli 

DH5αF' Bacillus sp. Bradyrhizobium sp. DOA9 และแบคทีเรียที่ก่อโรคในพืช ได้แก่ Xanthomonas 
axonopodis pv. manihotis และErwinia carotovora pv. carotovora สายพันธ์ุต่างๆ 

2.2.5.3.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน 

น่าเฟจที่คัดเลือกมาได้ มาท่าการ infect และเพาะเลี้ยงใน E. coli DH5αF' จากนั้นท่าการสกัด 
พลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิดส่าเร็จรูป (Mini Prep: Qiagen, Germany) แล้วส่ง DNA ไปหาล่าดับเบสที่
บริษัท Macrogen (Seoul, Korea) โดยใช้ไพร์เมอร์-96gIII primer (5' CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG 
3') และYamo_5 (5' CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3') น่าล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปลี่ยนเป็นล่าดับ
กรดอะมิโน โดยใช้โปรแกรม ExPASy และน่ากรดอะมิโนมาวิเคราะห์ต่อด้วย IgBLAST (Ye, Ma, Madden, & 
Ostell, 2013) และV BASE2 (Retter, Althaus, Munch, & Muller, 2005) นอกจากนี้แล้วทางคณะผู้วิจัย
ได้น่าเอาล่าดับกรดอะมิโนมาสร้างโครงสร้างสามมิติด้วยโปรแกรม PyMOL (www.pymol.org) อีกด้วย 
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บทท่ี  3 
ผลการวิจัย 

 
3.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างพืชผักตระกูลกะหล่ าท่ีเป็นโรค 

จากการเก็บตัวอย่างพืชผักตระกูลกะหล่่าแสดงอาการของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียในประเทศไทย (รูปที่
3.1) สามารถแยกเช้ือบริสุทธ์ิจากช้ินส่วนพืชที่แสดงอาการเน่าเละบนอาหาร NA ซึ่งโคโลนีมีลักษณะกลมนูน
ยกสูงจากผิวหน้าอาหารขอบเรียบสีขาวเป็นมัน (รูปที่3.2) เก็บเช้ือไว้ทั้งหมดจ่านวน 10 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซ
เลตEr1, Er2, Er3, Er4, Er5, Er6, Er7, Er8, Er9 และ Er10 

 

 
รูปท่ี3.1ลักษณะของพืชผักตระกูลกะหล่่าแสดงอาการของโรคเน่าเละจากแบคทีเรีย 
 

 
รูปท่ี3.2 โคโลนีของเช้ือแบคทีเรียแยกได้จากพืชผักตระกูลกะหล่่าแสดงอาการของโรคเน่าเละ
จากแบคทีเรียในประเทศไทยบนอาหารเลี้ยงเช้ือ NA (A)ไอโซเลต Er2(B)ไอโซเลต Er3 (C)ไอ
โซเลต Er10 
 

3.2 การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกจากพืชผักตระกูลกะหล่ าแสดงอาการของโรคเน่าเละใน
ประเทศไทย 

3.2.1การทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรค (pathogenicity test) 
จากการทดลองท่าการปลูกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุของโรคเน่าเละ 10 ไอโซเลตบนผักกาดเขียวปลีพันธ์ุ 

max018 คลุมถุงพลาสติกเพื่อเก็บความช้ืนน่าไปวางไว้ในโรงเรือนที่อุณหภูมิ 28 - 30 องศาเซลเซียสพบว่าเช้ือ
แบคทีเรียไอโซเลต Er2, Er3, และ Er10 สามารถก่อให้เกิดโรคกับผักกาดเขียวปลไีด้รุนแรงโดยแสดงเริม่อาการ
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เน่าเละและมีกลิ่นเหม็นภายใน 1 วัน (รูปที่3.3) ต่อมาแผลจะขยายขนาดใหญ่ข้ึนลามถึงกันส่งผลให้ผักกาด
เขียวปลีแสดงลักษณะอาการเละ 

 

 
รูปท่ี3.3 ลักษณะอาการที่เกิดบนผกักาดเขียวปลีหลงัจากปลูกเช้ือแบคทีเรียไอโซเลตEr10โดย
แสดงอาการเน่าเละและมีกลิ่นเหม็น 
 

3.2.2 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ของเชื้อแบคทีเรีย 
 3.2.2.1 การศึกษาปฏิกิริยาท่ีตอบสนองต่อการย้อมแกรม (gram staining reaction) 
และรูปร่างเซลล์ 
      พบว่าเช้ือแบคทีเรียสาเหตุเน่าเละที่ผ่านการตรวจสอบคุณสมบัติในการท่าให้เกิดโรคที่ใช้
เป็นตัวแทนในการศึกษา (ไอโซเลตEr2, Er3, และ Er10) ย้อมติดสีแดงของ safanin O แสดง
ว่าเช้ือดังกล่าวเป็นแกรมลบและเมื่อส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก่าลังขยาย1000X เช้ือมี
รูปร่างเป็นท่อน (รูปที่3.4) 
 
 
 
 
 
 

รูปที่3.4 ลักษณะการติดสีแกรมของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลตEr2, Er3 และ Er10(จากซ้าย ไป ขวา 
ตามล่าดับ) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก่าลังขยาย 1000X 
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3.2.2.2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารชนิดต่างๆ (colony characteristics) 
เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต Er2, Er3, และ Er10เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง บนอาหาร NA พบว่า 

เช้ือสร้างโคโลนีสีขาวตรงกลางนูน กลม (circular) ยกนูนสูงจากผิวอาหารเล็กน้อย (convex) ขอบ
และผิวหนา เรียบ (รูปที่3.5A) เมื่อเลี้ยงในอาหาร NA glucose 5%พบว่า เช้ือสร้างโคโลนีเหมือนกัน
กับที่เลี้ยงบนอาหาร NA แต่จะมีสารเมือก (mucoid) มากกว่าบนอาหาร NA (รูปที่3.5B) เมื่อเลี้ยงใน
อาหาร GYAC พบว่า เช้ือสร้างโคโลนีเหมือนกันกับที่เลี้ยงบนอาหาร NA glucose 5% แต่สามารถ
เจริญเติบโตได้รวดเร็วกว่าบนอาหาร NA และ NA glucose 5% (รูปที่ 3.5C) 
 

 
รูปท่ี 3.5 ภาพแสดงผลเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต Er2 ลงบนอาหารชนิดต่างๆ A) แบคทีเรียไอโซเลต 
Er2ที่เลี้ยงบนอาหารNAจะมีลักษณะโคโลนีสีขาวตรงกลางนูน, B)แบคทีเรียไอโซเลต Er2ที่เลี้ยงบน
อาหารGYAC จะมีลักษณะโคโลนีสีขาวตรงกลางนูน, C) แบคทีเรียไอโซเลต Er2ที่เลี้ยงบนอาหาร NA 
glucose 5% สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วและมีสารเมือก (mucoid) ออกมา 
 
3.2.3 ปฏิกิริยาตอบสนองต่ออุณหภูมิ 

พบว่าหลังจากบ่มเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต Er2, Er3, และ Er10เป็นเวลา 72 ช่ัวโมงเช้ือ
สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 26 และ 33 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เช้ือสามารถเจริญเติบโตได้แต่มีอัตราการเจริญเติบโตที่ช้ามาก 

 
3.2.4 ปฏิกิริยาชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย 

3.2.4.1 การทดสอบความสามารถในการย่อยแป้ง (Starch hydrolysis) 
โดยตรวจการย่อยแป้งของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคด้วยการหยดสารละลายไอโอดีน 

(Lugol’s iodinesolution) ลงบนอาหารที่เลี้ยงเช้ือให้ท่วมเช้ือตรวจสอบการเกิดบริเวณโปร่ง
แสงรอบโคโลนี (clearzone) แสดงว่าเช้ือสามารถย่อยแป้งได้ พบว่า เช้ือสาเหตุโรคเน่าเละ
ผักกาดเขียวปลีที่แยกได้ทุกไอโซเลต คือ Er2, Er3 และ Er10ไม่สามารถย่อยแป้งได้ เนื่องจาก
ไม่มีการสร้าง clearzone เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (รูปที่3.6) 
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รูปท่ี 3.6ภาพแสดงผลการทดสอบความสามารถในการย่อยแป้งของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่า
เละผักกาดเขียวปลีที่อายุ 5 วัน รูป A- B) เช้ือแบคทีเรียไอโซเลตEr2, C-D) เช้ือแบคทีเรียไอโซ
เลตEr3, E-F) เช้ือแบคทีเรียไอโซเลตEr10, G)  เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลต 
CASUT007, H) เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลตNB111 
 
3.2.4.2 การทดสอบกระบวนการรีดิวซ์สารประกอบอนินทรีย์ไนเตรตเป็นแก๊สไนโตรเจน 

เมื่อเขย่าขวดที่บรรจุอาหาร Nitrate broth พบว่าขวดที่ท่าการปลูกเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต 
Er2, Er5, Er7 และ NB111 ไม่เกิดฟองของแก๊สข้ึน แสดงว่าไม่เกิดกระบวนการรีดิวซ์
สารประกอบอนินทรีย์ไนเตรตเป็นแก๊สไนโตรเจน ในขณะที่เช้ือแบคทีเรียไอโซเลต Er6, Er9, 
Er10 และ CASUT007 เกิดฟองของแก๊ส ข้ึน แสดงว่ามีการเกิดกระบวนการรีดิวซ์
สารประกอบอนินทรีย์ไนเตรต (ตารางที่3.1) 

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

ตารางท่ี 3.1 แสดงผลการทดสอบกระบวนการรีดิวซ์สารประกอบอนินทรีย์ไนเตรตเป็นแก๊ส
ไนโตรเจนของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ 

 

เช้ือทดสอบ 
วันที่ตรวจผล 

2 4 7 
Er2 - - - 
Er 3 - - - 
Er 10 + + + 
CaSUT 007 + + + 
NB 111 - - - 
**หมายเหตุ (+) = เกิดแก๊สไนโตรเจนในขวด 

  (-)  =  ไม่เกิดแก๊สไนโตรเจนในขวด 
 

3.2.4.3 การทดสอบความสามารถในการย่อยไขมัน (lipolytic activity) 
พบว่าจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ท่าการปลูกเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต Er2, Er3 และ Er10ไม่สามารถ

ย่อยไขมันได้เนื่องจากบริเวณรอบโคโลนีไม่มีการสร้างจุดทึบขนาดเล็กทึบแสง แต่ เช้ือแบคทีเรีย 
Bacillus sp. ไอโซเลต CASUT007 และ  NB111 สามารถย่อยไขมันได้ ซึ่งจะสังเกตเห็นรอบ ๆ 
โคโลนีจะเป็นจุดทึบขนาดเล็กรวมกันท่าให้มีลักษณะขนและทึบแสง (ตารางที่3.2) 

 
ตารางท่ี 3.2 แสดงผลการทดสอบความสามารถในการย่อยไขมัน (lipolytic activity) ของ

เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ 

เช้ือทดสอบ 
วันที่ตรวจผล 

2 4 7 
Er 2 - - - 
Er 3 - - - 
Er 10 - - - 
CaSUT 007 - + + 
NB 111  + + + 
** หมายเหตุ (+) = รอบๆ โคโลนีจะเป็นจุดทึบขนาดเล็กรวมกัน มีลักษณะขุ่นและ
ทึบแสงเช้ือสามารถย่อยไขมันได้ (-)=สีอาหารจะใสเช้ือไม่สามารถย่อยไขมันได้ 
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3.2.4.4 การทดสอบความสามารถในการย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction) 
เมื่อเอียงหลอดที่บรรจุอาหาร gelatin medium พบว่าหลอดที่ท่าปลูกเช้ือแบคทีเรีย ไอโซเลต 

Er2, Er3, Er10และ NB111ไม่สามารถไหลเป็นน้่า แสดงว่าเช้ือไม่สามารถย่อยเจลาตินได้ ส่วนเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลต CASUT007 สามารถไหลเป็นน่้า แสดงว่าเช้ือสามารถย่อยเจลาตินได้ 

 
3.3 การยืนยันชนิดของเชื้อสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่ าในประเทศไทย 

3.3.1 เพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (polymerase chain reaction) 
น่าเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละสายพันธ์ุรุนแรงที่แยกได้จากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่าใน

ประเทศไทย และผ่านการทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคมาตรวจสอบสายพันธ์ุของเช้ือสาเหตุโรค
ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ชุดไพร์เมอร์primer Y ซึ่งออกแบบมาจาก conserved sequences ของยีน pelB 
และ pel153 ของเช้ือแบคทีเรีย E.carotovora pv. carotovora พบว่าสามารถเพิ่มช้ินส่วนของยีน pel ของ
เช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ได้ขนาด 434 bpโดยมีล่าดับนิวคลีโอไทด์ similarity กับ
ล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน pel ของ E. carotovora pv. carotovora เท่ากับ 97% 

 
3.4 การเตรียมแอนติเจนและแอนติซีรั่ม (antigen and antiserum preparation) 

3.4.1 การผลิตแอนติซีรั่มในกระต่าย 
3.4.1.1การทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุด (titer) และความไว (sensitivity) ของแอนติซีรั่มท่ี
สามารถท าปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมาย 
การทดสอบหาความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติซีรั่มที่สามารถท่าปฏิกิริยากับแอนติเจน

เป้าหมาย ด้วยวิธี agglutination test โดยผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบตั้งแต่ 1: 25 ถึง 1: 12800 
ซึ่งผลการทดสอบ พบว่า แอนติเจนของเช้ือแต่ละไอโซเลต ประกอบด้วยเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. 
carotovora ไอโซเลตEr2 Er3 Er10สามารถท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มได้ดีในช่วงความเข้มข้นของเช้ือตั้งแต่ 1: 
25 ถึง 1:200 ดังแสดงในตารางที่ 3.3 
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ตารางท่ี 3.3 ผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติเจนสามารถท่า
ปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมาย 
ชนิดแอนติเจน ความเข้มข้นของแอนติซรีั่ม 

1/25 1/5
0 

1/100 1/20
0 

1/40
0 

1/80
0 

1/160
0 

1/320
0 

1/640
0 

1/1280
0 

Er10 + + + + - - - - - - 
Er2 +++

+ 
++ ++ +++ + + - - - + 

Er10+Er2+Er
3 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + 

Er10+Rhi +++ +++ +++ +++ +++ ++ + +++ ++ +++ 
Er10+Rhi+Xa
n 

+++ +++ ++++
+ 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

หมายเหตุ :   ++++  แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดีที่สุด 
  +++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดี 
  ++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มปานกลาง 
  + แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มน้อย 

 - แอนติเจนไม่ท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่ม 
 
3.4.1.2 การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 
ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่มชนิดต่างๆ ต่อเช้ือแบคทีเรีย  E. carotovora pv. 

carotovora ไอโซเลต Er10Er2Er3 และแบคทีเรียชนิดอื่นๆพบว่าแอนติซีรั่มสามารถท่าปฏิกิริยาได้ดังที่แสดง
ไว้ในตารางที่ 3.4-3.8 และ normal serum ที่น่ามาใช้ทดสอบเพื่อเปรียบเทียบนั้นไม่แสดงการเกิดปฏิกิริยา
กับเช้ือแบคทีเรีย 
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ตารางท่ี 3.4  ผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติซีรั่มที่สามารถ
ท่าปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมายเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ไอโซเลต Er2 
 
ชนิดแอนติ
ซีรั่ม 

ความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม 
1/2
5 

1/5
0 

1/10
0 

1/20
0 

1/40
0 

1/80
0 

1/160
0 

1/320
0 

1/640
0 

1/1280
0 

Er10 -  - - - - - - - ++ +++ 
Er2 ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ - -  - 
Er10+Er2+Er
3 

-  - - - - - - - -  - 

Er10+Rhi -  - - - - - - - -  - 
Er10+Rhi+Xa
n 

-  - - - - - - - -  - 

หมายเหตุ :   ++++  แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดีที่สุด 
  +++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดี 
  ++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มปานกลาง 
  + แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มน้อย 

 - แอนติเจนไม่ท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่ม 
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ตารางท่ี 3.5  ผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติซีรั่มที่สามารถ
ท่าปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมายเช้ือแบคทีเรียE. carotovora pv. carotovoraไอโซเลต Er10 
 

ชนิดแอนติ
ซีรั่ม 

ความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม 
1/2
5 

1/5
0 

1/10
0 

1/20
0 

1/40
0 

1/80
0 

1/160
0 

1/320
0 

1/640
0 

1/1280
0 

Er10 - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Er2 - + ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

Er10+Er2+Er
3 

+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ 

Er10+Rhi + ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Er10+Rhi+X
an 

+ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ 

หมายเหตุ :   ++++  แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดีที่สุด 
  +++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดี 
  ++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มปานกลาง 
  + แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มน้อย 

 - แอนติเจนไม่ท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่ม 
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ตารางท่ี 3.6  ผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติซีรั่มที่สามารถ
ท่าปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมายเช้ือแบคทีเรียE. carotovora pv. carotovora ไอโซเลตEr2+Er3+Er10 
 

ชนิดแอนติ
ซีรั่ม 

ความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม 
1/2
5 

1/5
0 

1/10
0 

1/20
0 

1/40
0 

1/80
0 

1/160
0 

1/320
0 

1/640
0 

1/1280
0 

Er10 - - - + ++ ++ ++ ++ +++ +++ 

Er2 + + + + ++ ++ ++ +++ ++ +++ 

Er10+Er2+Er
3 

+ + + ++ ++ ++ +++ +++ ++++ ++++ 

Er10+Rhi + + + + ++ ++ ++ ++ ++ +++ 

Er10+Rhi+Xa
n 

++ + + + + + + ++ ++ ++ 

หมายเหตุ :   ++++  แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดีที่สุด 
  +++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดี 
  ++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มปานกลาง 
  + แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มน้อย 

 - แอนติเจนไม่ท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่ม 
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ตารางท่ี 3.7 ผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติซีรั่มที่สามารถท่า
ปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมายเช้ือแบคทีเรียE. carotovora pv. carotovoraไอโซเลต Er10 และเช้ือ
แบคทีเรีย Rhizobium sp. 
 

ชนิดแอนติซีรั่ม ความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม 
1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800 

Er10 - - - + + + ++ ++ ++ +++ 

Er2 - - - + + + + + + + 

Er10+Er2+Er3 +++ + + + + + ++ ++ ++ +++ 

Er10+Rhi ++ ++ + ++ ++ ++ + ++ ++ +++ 

Er10+Rhi+Xan + + + + + + ++ ++ +++ +++ 
หมายเหตุ :   ++++  แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดีที่สุด 
  +++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดี 
  ++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มปานกลาง 
  + แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มน้อย 

 - แอนติเจนไม่ท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่ม 
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ตารางท่ี 3.8 ผลการตรวจความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบความเข้มข้นต่่าสุด และความไวของแอนติซีรั่มที่
สามารถท่าปฏิกิริยากับแอนติเจนเป้าหมายเช้ือแบคทีเรียE. carotovora pv. carotovoraไอโซเลต 
Er10 เช้ือแบคทีเรีย Rhizobium sp.และเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas sp. 

ชนิดแอนติ
ซีรั่ม 

ความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม 
1/2
5 

1/5
0 

1/10
0 

1/20
0 

1/40
0 

1/80
0 

1/160
0 

1/320
0 

1/640
0 

1/1280
0 

Er10 +++ +++ ++ ++ ++ + +++ +++ +++ ++ 

Er2 - - - - - + + + ++ ++ 

Er10+Er2+Er
3 

++ ++ + + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

Er10+Rhi + + + + + ++ ++ +++ +++ +++ 

Er10+Rhi+Xa
n 

++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ 

หมายเหตุ :   ++++  แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดีที่สุด 
  +++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มดี 
  ++ แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มปานกลาง 
  + แอนติเจนท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่มน้อย 

 - แอนติเจนไม่ท่าปฏิกิริยากับแอนติซีรั่ม 
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3.4.2 การผลิตแอนติซีรั่มบนผิวฟาจ 
จากการคัดเลือกหาเฟจแอนติบอดี scFv ที่สามารถจับกับ O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรียE. 

carotovora pv. carotovora ได้ โดยการใช้สภาวะที่เหมาะสมในการท่า biopanning ด้วยคลังของเฟจแอน
ติบอดีมนุษย์ ผลปรากฏว่า ได้ผลส่าเร็จอย่างดี ซึ่งได้เฟจโคลนทั้งหมดจากการท่า biopanning รอบแรกเท่ากบั 
22,800 pfuโดยในข้ันตอนต่อไป จะได้น่าเฟจแอนติบอดีเหล่านี้ไปตรวจความสามารถในการจับกับ  O-
specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ด้วยวิธีการ ELISA ต่อไป 

 
3.4.2.1 การทดสอบความสามารถของ phage scFV antibody ต่อการจับกับ O-specific LPS 

ของแบคทีเรียสายพันธุ์ Erwinia sp. 
จากการน่าเอาเฟจแอนติบอดี scFv ที่ผลิตได้จ่านวน 192 โคลน ไปตรวจความสามารถในการจับกับ

O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ด้วยวิธีการ ELISA พบว่าเฟจจ่านวน 4 
โคลน (1ErE3, 1ErE8, 1ErB10 and 1ErF10) สามารถจับกับO-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. 
carotovora pv. carotovora ได้ โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มีค่าเป็นสองเท่า เมื่อเปรียบเทียบกับค่าการดู
กลืนแสงที่ได้จาก BSA ซึ่งเป็น negative control และเมื่อยืนยันการจับอีกครั้ง กลับพบว่า มีเพียงโคลน
1ErB10 ที่ความสามารถในการจับอย่างจ่าเพาะกับ O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. 

carotovora แต่ไม่จับกับ E. coli DH5αF' Bacillus sp. Bradyrhizobium sp. DOA9 และ BSA ดังแสดง
ในภาพที่3.7 

 
ภาพท่ี 3.7 ภาพแสดงผลการวิเคราะห์เฟจด้วยวิธีการ ELISA เพื่อแสดงเฟจโคลนที่แสดงแอนติบอดี

ส่วน scFv ที่สามารถจับกับ O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรียE. carotovora pv. carotovoraได้อย่าง
จ่าเพาะเจาะจง โดยใช้วิธีการตรวจจับด้วยตัวตรวจจับ anti-M13 
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3.4.2.2 การประเมินความสามารถในการจับอย่างจ าเพาะของโคลนเฟจด้วยเทคนิค ELISA 
ตรวจความสามารถในการจับอย่างจ่าเพาะของเฟจ 1ErB10 ที่คัดเลือกมาได้ โดยน่าเฟจมาทดสอบ

ความสามารถในการจับด้วยเทคนิค ELISA ผลปรากฏว่าเฟจ 1ErB10 มี cross-reactivity กับเช้ือแบคทีเรียE. 
carotovora pv. carotovora สายพันธ์ุ Er10เพียงสายพันธ์ุเดียว แต่ไม่มี cross-reactivity กับ BSA และ
แบคทีเรียก่อโรคพืชชนิดอื่น เช่น Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis และ เช้ือแบคทีเรียE. 
carotovora pv. carotovora สายพันธ์ุอื่นๆ ดังแสดงในภาพที่ 3.8 

 
ภาพท่ี3.8 การเปรียบเทียบการจบัอย่างจ่าเพาะของเฟจ 1ErB10 ด้วยวิธีการ ELISA เพื่อแสดงเฟจโคลนที่
แสดงแอนติบอดีส่วนscFv ที่สามารถจบักบั O-specific LPS ของเช้ือแบคทเีรียE. carotovora pv. 
carotovoraได้อย่างจ่าเพาะเจาะจง 
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3.4.2.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน 
จากการวิเคราะห์และเปลี่ยนล่าดับนิวคลีโอไทด์ของเฟจ 1ErB10 ที่สามารถจับกับ O-specific LPS 

ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ได้ไปเป็นล่าดับกรดอะมิโนดังแสดงในภาพที่ 3.8 (A) 
จากนั้นน่ากรดอะมิโนที่ได้ไปวิเคราะหเ์ปรียบเทยีบกับ Germline พบว่า human frameworkของเฟจ1ErB10

คือ VH (IGHV3-30*04) และ VL (IGLV1-51*01)นั่นคือจัดอยู่ใน subgroup ของ VH3 และ Vλ1 ตามล่าดับ
และมีสร้างโครงสร้างสามมิติดังแสดงในภาพที่ 3.8 (B) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.8 ล่าดับกรดอะมิโน (A) และโครงสร้างสามมิติ (B) ของเฟจ1ErB10 ที่สามารถจับกับO-specific LPS 
ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ได ้
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บทที ่ 4 
สรุปผลการวิจัย 

 
จากการศึกษาการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีแอนติบอดีบนผิวเฟจเพื่อการตรวจสอบและการส่ารวจโรค

เน่าเละจากแบคทีเรยีของพชืผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทย เพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุรวมทั้งพัฒนาวิธีการ
ที่เหมาะสมส่าหรับตรวจเช้ือแบคทีเรียสาเหตุของโรคและเพื่อสา่รวจการแพรร่ะบาดของของโรคเน่าเละผักกาด
เขียวปลีสรุปผลการศึกษาทดลองได้ดังนี้ 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาสรีรวิทยา พบว่าคุณสมบัติต่างๆของเช้ือแบคทีเรียที่ แยกได้
จากผักกาดเขียวปลี คือเช้ือ E.carotovora pv. carotovora เนื่องจากคุณสมบัติทางชีวเคมีที่ส่าคัญของเช้ือ
แบคทีเรียรวมทั้งสามารถเจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีส่วนประกอบของ NaCl ได้เพียง 1% และเจริญเติบโต
ได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 33 0C เท่านั้น (Schaad, 1980; De Boer and McNaughton, 1986 ) จากการศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีพบว่าเช้ือไม่สามารถย่อยยูเรียไม่เกิดกระบวนการรีดิวซ์สารประกอบอนินทรีย์ไนเตรตเป็น
แก๊สไนโตรเจน (Nayudu., 1972 อ้างถึงใน Lima., 2001) นอกจากนี้เช้ือแบคทีเรียสามารถ ไม่สามารถย่อย
แป้งและเจลาตินสามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสได้สามารถใช้ประโยชน์จากสารซิเตรตได้รวมทั้งสามารถ
เจริญเติบโตบนอาหาร NA ที่มีส่วนผสมของ NaCl ได้สูงถึง 5% ได้ผลการศึกษาการเจริญ ที่อุณหภูมิต่างๆ
พบว่าเช้ือสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 37 0C แต่มีอัตราการเจริญที่ช้ามากซึ่งคุณสมบัติเหล่านี้เป็นลักษณะที่
ใกล้เคียงกับเช้ือแบคทีเรยี E. carotovora pv. carotovora (Schaad, 1980; De Boer,and Sasser, 1986; 
De Boer et al. 1987) ส่าหรับการพิสูจน์ความสามารถในการท่าให้เกิดโรคพบว่าเช้ือแบคทีเรียสามารถท่าให้
เกิดโรคผักกาดเขียวปลีได้โดยแสดงอาการจุดฉ่่าน้่าสีน้่าตาลขนาดเล็กกระจายบนก้านและใบภายใน  3 วัน
หลังจากปลูกเช้ือ เละเมื่อเช้ือเข้าท่าลายเป็นระยะเวลา 5 วัน ขนาดแผลจะเริ่มขยายใหญ่ข้ึน มีสีน้่าตาลและส่ง
กลิ่นเหม็น 

การพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมส่าหรับตรวจเช้ือแบคทีเรียสาเหตุของโรคพบว่าสามารถกระตุ้นกระต่าย
ให้สร้างแอนติซีรั่มที่มีความจ่าเพาะสูงและระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของแอนติซีรั่มที่สามารถท่าปฏิกิริยา
กับแอนติเจน (titer) ที่ได้ก็อยู่ในระดับที่สามารถน่าไปใช้คือ1 : 25 ถึง 1:200จากการคัดเลือกหาเฟจแอนติ
บอดี ้scFv ที่สามารถจับกับ O-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E.carotovora pv. carotovora ได้ (Allan 
and Kelman 1977; Batista and Neuberger 1998)  โดยการใช้สภาวะที่เหมาะสมในการท่า biopanning 
ด้วยคลังของเฟจแอนติบอดีมนุษย์ ผลปรากฏว่า ได้ผลส่าเร็จอย่างดี ซึ่งได้เฟจโคลนทั้งหมดจากการท่า 
biopanning รอบแรกเท่ากับ 22,800 pfu เมื่อน่าเอาเฟจแอนติบอดี scFv ที่ผลิตได้จ่านวน 192 โคลน ไป
ตรวจความสามารถในการจับกับO-specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ด้วย
วิธีการ ELISA พบว่าเฟจจ่านวน 4 โคลน (1ErE3, 1ErE8, 1ErB10 and 1ErF10) สามารถจับกับ O-specific 
LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ได้ โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มีค่าเป็นสองเท่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับค่าการดูกลืนแสงที่ได้จาก BSA ซึ่งเป็น negative control (McCafferty, et al. 1990) และ
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เมื่อยืนยันการจับอีกครัง้ กลับพบว่า มีเพียงโคลน 1ErB1 ที่ความสามารถในการจับอย่างจ่าเพาะกบัO-specific 

LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora แต่ไม่จับกับ E. coli DH5αF' Bacillus sp. 
Bradyrhizobium sp. DOA9 และ BSA การตรวจความสามารถในการจับอย่างจ่าเพาะของเฟจ 1ErB10 ที่
คัดเลือกมาได้ โดยน่าเฟจมาทดสอบความสามารถในการจับด้วยเทคนิค ELISA ผลปรากฏว่าเฟจ 1ErB10 มี 
cross-reactivity กับเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora สายพันธ์ุ Er10 เพียงสายพันธ์ุเดียว แต่
ไม่มี cross-reactivity กับ BSA และแบคทีเรียก่อโรคพืชชนิดอื่น เช่น Xanthomonas axonopodispv. 
manihotis และเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora สายพันธ์ุอื่นๆ (Johnson,et al. 1999; 
Jostock, et al. 2004 ) จากการวิเคราะห์และเปลีย่นล่าดับนิวคลีโอไทด์ของเฟจ 1ErB10 ที่สามารถจับกับ O-
specific LPS ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ได้ไปเป็นล่าดับกรดอะมิโน (Söderlind, 
et al. 1992; Schofield, et al. 2007) จากนั้นน่ากรดอะมิโนที่ได้ไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับ Germline 
พบว่า human framework ของเฟจ 1ErB10 คือ VH (IGHV3-30*04) และ VL (IGLV1-51*01) นั่นคือจัดอยู่

ใน subgroup ของ VH3 และ Vλ1 (Andersson, 2010) ซึ่งจากการทดลองนี้สามารถระบุชนิดของเช้ือสาเหตุ
ของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทย และผลิตแอนติบอดีที่จ่าเพาะกับเช้ือ
สาเหตุโรคเน่าเละโดยใช้กระต่ายในการผลิตและเทคโนโลยีการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเฟจ รวมทั้งพบว่า
วิธีการ ELISA โดยใช้แอนติซีรั่มที่ผลิตจากเฟจ 1ErB10 ของเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora 
สายพันธ์ุ สามารถน่ามาพัฒนาใช้ตรวจเช้ือแบคทีเรียสาเหตุของโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูล
กะหล่่า ซึ่งการตรวจสอบเช้ือดังกล่าวสามารถน่าความรู้ที่ได้มาใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้ในการจัดการและ
ควบคุมป้องกันการแพร่ระบาดของพชืผักตระกูลกะหล่่าในประเทศไทยเพื่อเป็นแนวทางในการแก้ปัญหาส่าคัญ
ที่พบในการผลิตพืชผักตระกูลกะหล่่าต่อไป 
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ภาคผนวก 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ และอาหารทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเน่าเละ 
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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. 
2.1.5 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 

 
3. Starch hydrolysis test medium 

Soluble starch   10  g 
Beef extract   3  g 
Agar    12  g 
Distilled water  1000  ml 
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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 Adjust pH 7.5 + 0.2 at 25 0C. 
3.1.5 Distribute into tubes or flasks. 
3.1.6 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 
3.1.7 Pour into sterile Petri dishes or leave in tubes. 

 
4. Gelatin hydrolysis test medium 
Gelatin   120  g 
Beef extract  3  g 
Peptone   5  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. 
4.1.2 Mix thoroughly. 
4.1.3 Gently heat and bring to boiling. 
4.1.4 Distribute into tubes. 
4.1.5 Autoclave for 15 min at 15 psi pressure 121 0C. 
4.1.6 Allow tubes to solidify in a slanted position. 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 
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1. สารละลายบัฟเฟอร์และสารละลายตา่ง ๆ ในกระบวนการ Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) 

1.1 Carbonate coating buffer 
ละลาย Na2CO3 1.59 กรัม และ NaHCO3 2.93 กรัมในน้้ากลั่น 1,000 มิลลลิิตร ผสมNaN3 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 กรมั, Na2HPO4 2.9 กรัม, KCl 0.2 กรมัและ NaN30.2 กรัม ใน

น้้ากลั่น 1,000 มิลลลิิตร จะได ้PBS จากนั้นเติม Tween 20 ปรมิาตร 0.5 มิลลลิิตร คนให้เข้ากันจะได ้PBS-T 
1.3 Conjugate Buffer 
ผสม polyvinyl pyrrolidone 40T (PVP) และ ovalbumin (egg albumin) ลงใน PBS-T ให้ได้

ความเข้มข้นอย่างละ 0.2% เตรียมเท่าที่ต้องการใช้กบังานใน 1 เดือน 
1.4 Substrate Buffer pH 9.8 
ละลาย Diethanolamine ในน้้ากลั่นให้ได้ความเข้มข้น 10 % (v/v) ปรบั pH ด้วยกรดเกลือ (HCl) 

ความเข้มข้นจนได้ pH 9.8 จากนั้นเตมิ NaN3 ให้ได้ความเข้มข้น 0.02% 
1.5 3 M KOH 
ละลาย KOH ปริมาณ 168.327 กรมั ในน้้ากลั่นปริมาตร 800 มิลลลิิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 

การใช้ magnetic stirrer จากนั้นท้าการปรบัปริมาตรให้ได ้1,000 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้ว สะอาด 
** สารเคมทีี่เตรียมเสร็จแล้วจะต้องเกบ็รกัษาไว้ในตู้เย็นจนกว่าจะใช้และไม่ควรเก็บไว้นานเกิน 1 เดือน 
 
2. สารละลายบัฟเฟอร์และสารละลายตา่ง ๆ ในกระบวนการ Polymerase Chain Reaction 

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

กลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้ magnetic stirrer ปรับ pH ให้ได้ 8.0ด้วยการเติม
สารละลาย NaOH จากนั้นท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาด และน้าไปนึ่งด้วย
หม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้า
ให้ปราศจากเช้ือ 

2.2 5M NaCl 
ละลาย NaCl ปริมาณ 292.215 กรัม ในน้้ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้ 

magnetic stirrer จากนั้นท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาดและน้าไปนึ่งด้วย
หม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้า
ให้ปราศจากเช้ือ 

2.3 CTAB - NaCl 
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ละลาย NaCl ปริมาณ 4.1 กรัม ในน้้ากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้ magnetic 
stirrer น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม 10 กรัม CTAB อย่างช้า ๆ ท้าการปรับปริมาตรให้
ได ้100 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาด และน้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจากเช้ือ 

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

เข้ากันด้วยการใช้ magnetic stirrer จากนั้นท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาด 
และน้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจากเช้ือ 

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

สารละลาย Chloroform : Isoamyl alcohol ความเข้มข้น 24:1 สามารถเก็บไว้ได้นานที่อุณหภูมิห้อง 
2.6 1M Tris-HCl 
ช่ังสาร Tris base ปริมาณ 121.1 กรัม เติมลงในน้้ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย

การใช้ magnetic stirrer ปรับ pH ให้ได ้8.0 ด้วยการเติมสารละลาย HCl จากนั้นท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 
1,000 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาด และน้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจากเช้ือ 

2.7 TE buffer (Tris EDTA) 
ผสม 1M Tris pH 8.0 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ 0.5M EDTA ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

ด้วยการใช้ magnetic stirrer จากนั้นท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาด และ
น้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที เพื่อท้าให้ปราศจากเช้ือ 

2.8 Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ช่ังสาร Ethidium bromide ปริมาณ 1 กรัม ละลายในน้้า 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้ 

magnetic stirrer จนกว่า Ethidium bromide จะละลาย เทใส่ขวดแก้วสะอาดที่น้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความ
ดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจาก
เช้ือ ห่อขวดแก้วด้วย foil เพื่อป้องกันแสง เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 2.9 2% CTAB ผสม 1M Tris 
pH 8.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และ 0.5M EDTA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติม NaCl 
40.88 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้ magnetic stirrer ท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 490 มิลลิลิตร เทใส่ขวด
แก้วสะอาด และน้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจากเช้ือ แล้วเติม CTAB 10 กรัม แบ่งใช้ครั้งละ 100 มิลลิลิตร 
ก่อนใช้เติม mercaptoethanol 0.02% 

2.10 10X Tris Borate EDTA (TBE) 
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ช่ังสาร Tris ปริมาณ 108 กรัม เติมลงในน้้ากลั่นปริมาตร 200 มิลลิลิตร เติม EDTA 9.3 กรัม และ 
Boric acid 55 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วยการใช้ magnetic stirrer จากนั้นท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 
มิลลิลิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาด และน้าไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจากเช้ือ 

2.11 100 bp marker 
ผสมสารละลาย stock 100 bp DNA Ladder (1 ไมโครกรมัต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

จากนั้นเตมิ Loading dye ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย TE บัฟเฟอร์ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ให้
เข้ากัน น้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

2.12 Loading dye 
ผสมสาร urea ปริมาณ 2.4 กรัม, sucrose 5 กรัม จากนั้นเติมสารละลาย Bromophenol blue 1 

มิลลิลิตร และสารละลาย xylene cyanol 1 มิลลิลิตร สารละลายทั้งสองชนิดน้ามาจาก 0.5% ของ stock 
(0.05 กรัมต่อ 10 มิลลิลิตร) ผสมสารและสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากัน แล้วเติมน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือให้ปริมาตร
ครบ 10 มิลลิลิตร น้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

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 ไมโครลิตรในน้้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ น้าสารละลาย ไปเกบ็ไว้ที่อุณหภูม ิ-20 องศา
เซลเซียส 

2.14 70% ethanol 
ผสมสารละลาย 95% ethanol ปริมาตร 73.68 มิลลลิิตร ละลายในน้้ากลั่นปริมาตร 90 มิลลลิิตร 

ผสมให้เข้ากันน้ันท้าการปรบัปริมาตรให้ได ้100 มิลลลิิตร เทใส่ขวดแก้วสะอาดทีผ่่านการนึ่งด้วยหมอ้นึ่งความ
ดันไอ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท้าให้ปราศจาก
เช้ือ จากนั้นน้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
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7.2 งานวิจัยที่ก าลังท า 
1)  โครงการ ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่มีประโยชน์จากผิวใบมันส าปะหลังในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย 

Xanthomonas camprestris pv. manihotis สาเหตุโรคใบไหม้  
แหล่งทนุ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
ความส าเร็จประมาณ 100% 

2)  โครงการ การส่งเสริมการเจริญเติบโตของมันส าปะหลังด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์และฮอร์โมนพืช  
แหล่งทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
ความส าเร็จประมาณ 100% 

3)  โครงการ กลไกการตอบสนองของเชื้อรา Sclerotium rofsii ภายในสภาวะอุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลง แหล่งทุน 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
ความส าเร็จประมาณ 100% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


