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การผลิตโพลีโคลนอลแอนติซีรัมที่จ�ำเพาะต่อ Streptomyces-PR15  
และการใช้ตรวจติดตามเชื้อรอบผิวรากต้นกล้าพริก

Production of polyclonal antiserum specific to Streptomyces-PR15 
and detection of target bacteria in rhizoplane of chilli seedlings
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บทคัดย่อ: เชื้อแบคทีเรีย สเตรปโตมัยซีส-PR15 (Streptomyces -PR15) เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีฤทธิ์กว้าง ใช้ควบคุม
ทัง้เชือ้รา และแบคทเีรยีสาเหตโุรคทีส่�ำคญัของพชืเศรษฐกจิ เพือ่พฒันาเทคนคิ ELISA ส�ำหรบัใช้ตรวจตดิตามเชือ้ Strepto-
myces -PR15 ในชวีภณัฑ์ และในสภาพแวดล้อมรอบต้นพชื จงึได้ผลติแอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะกบัเชือ้ Streptomyces-PR15 
โดยการฉีดแอนติเจนที่เตรียมจากเซลล์เชื้อ Streptomyces -PR15 ที่ท�ำให้เซลล์แตกด้วย ultrasonicator น�ำไปผสมกับ 
Freund’s incomplete adjuvant ในอัตราส่วน1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ฉีดเข้าที่กล้ามเนื้อขาหลังของกระต่ายสีขาวพันธุ์
นิวซีแลนด์  ไวท์ จ�ำนวน 3 ครั้ง จากนั้นฉีดเฉพาะแอนติเจนเข้าเส้นเลือดกลางใบหู 2 ครั้ง เก็บเลือด จ�ำนวน 8 ครั้ง หลัง
จากเก็บเลือดครั้งที่ 8 แล้วจึงฉีดกระตุ้นซ�้ำด้วยแอนติเจน เข้าบริเวณเส้นเลือดกลางใบหู 1 ครั้ง หลังจากนั้น 10 วัน จึงเก็บ
เลือด 2 ครั้ง พบว่าแอนติซีรัมที่ผลิตได้ มีค่า titer สูงสุดเป็น 1:200,000 ในสัปดาห์ที่ 7 และ 10 มีความไวในการตรวจหา
โปรตีนจากเซลล์เชื้อ Streptomyces -PR15 ที่ระดับ 0.312 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อปฏิปักษ์ 
Streptomyces-PR13, Streptomyces-PR22,Streptomyces-PR33, Bacillus spp., แบคทีเรียจากผิวใบพืช เแบคที
เรียแยกจากดิน ปุ๋ยคอก และปุ๋ยหมัก เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช แต่มีความสัมพันธ์ทางเซรุ่มวิทยาปานกลางกับเชื้อ  
Streptomyces ปฏิปักษ์ 3 ไอโซเลต (PR87, PR84 และ PR78) เมื่อน�ำไปตรวจหาเชื้อ Streptomyces-PR15 บริเวณผิว
รากของต้นกล้าพริก พบว่าสามารถตรวจพบเชื้อ Streptomyces-PR15 ได้ที่ระดับ 104 cfu/ml  
ค�ำส�ำคัญ: ELISA polyclonal antiserum จุลินทรีย์ปฏิปักษ์

ABSTRACT: The antagonistic Streptomyces-PR15 is a broad spectrum against various plant pathogenic fungi and 
bacteria of economic crops. To develop the ELISA technique for detection the Streptomyces-PR15 in bioproducts and 
plant surrounding environment, the production of polyclonal antiserum against Streptomyces-PR15 was carried out. 
The antigen prepared from Streptomyces-PR15 whole cell proteins was mixed with Freund’s incomplete adjuvant (1:1, 
v/v)  was injected to in New Zealand White rabbit with immunization program as follows, intramuscular injection for 
3 times then only antigen was intravenous injected for 2 times. Bleeding was done at 10 days after final immuniza-
tion and then at weekly interval for 8 weeks. The antigen was re-intravenous injected at 14 days after 7th bleeding.  
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บทน�ำ

Streptomyces เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่มี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์

สาเหตุโรคพืชได้ โดยเฉพาะเชื้อ Streptomyces-

PR15 ปฏิปักษ์ ที่มีความสามารถในการยับยั้งได้ทั้ง

เชื้อราและเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่ส�ำคัญของ

พืชวงศ์แตง และวงศ์พริก-มะเขือเทศ (เมธาวี และ

คณะ, 2550) จึงมีศักยภาพสูงในการพัฒนาเป็นชีว

ภัณฑ์ควบคุมโรคพืชในเชิงพาณิชย์ ในการน�ำเชื้อ 

Streptomyces-PR15 ไปใช้ควบคุมโรคพืชในแปลง

ปลูกพืชได้อย่างเหมาะสม และมีประสิทธิภาพ จ�ำเป็น

ต้องมีการศึกษาติดตามการด�ำรงอยู่ของเชื้อภายหลัง

จากการพ่นหรือใส่ให้กับต้นพืชไปแล้ว ดังนั้นเทคนิคที่

เหมาะสมส�ำหรบัการตรวจตดิตามเชือ้ปฏปัิกษ์ควรเป็น

เทคนิคที่มีความแม่นย�ำในการตรวจ มีความจ�ำเพาะ

กับเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เป้าหมาย และมีความไว

ในการตรวจสอบหาเชื้อเป้าหมายในสภาพแวดล้อม

ต่างๆ รอบต้นพืชปลูกที่น�ำเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มา

ใช้ควบคุมโรคพืช  นอกจากนี้ยังเป็นวิธีที่ใช้บ่งชี้ชนิด

ของ Streptomyces-PR15 หรือพิสูจน์อัตลักษณ์ของ 

Streptomyces -PR15 ในตวัอย่างชวีภณัฑ์เชงิพาณชิย์

ที่จะพัฒนาขึ้นมาภายหลัง เทคนิคการตรวจติดตามที่

เข้ากรอบเกณฑ์พิจารณาต่างๆ ดังกล่าว และปฏิบัติ

ได้ง่าย ไม่ซับซ้อน ต้นทุนต่อการทดสอบอยู่ในระดับ

ยอมรับได้ (ไม่แพงเกินไป) คือเทคนิค indirect ELISA 

อย่างไรกต็ามจ�ำเป็นต้องมแีอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะกบัเชือ้

จุลินทรีย์เป้าหมายจึงจะสามารถด�ำเนินการได้  ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการผลิตโพลีโคลนอล

แอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะกบัเชือ้ Streptomyces-PR15 และ

ทดสอบคณุภาพของแอนตซิรีมัทีผ่ลติได้ และทดลองใช้

ติดตามเชื้อ Streptomyces-PR15 ในตัวอย่างรากพืช

ด้วยเทคนิค indirect ELISA เพื่อน�ำไปสู่การติดตาม

สภาพการด�ำรงชีพของเชื้อ Streptomyces-PR15 

รอบรากและผิวใบพืชเพื่อก�ำหนดปริมาณการใช้เชื้อ 

Streptomyces-PR15 ที่เหมาะสมส�ำหรับการส่งเสริม

การเจริญเติบโตและควบคุมโรคที่ส�ำคัญของพริกและ

ติดตามเชื้อใน ชีวภัณฑ์ Streptomyces-PR15 ต่อไป

วิธีการศึกษา

การเตรียมแอนติเจนส�ำหรับฉีดกระต่าย

น�ำเชื้อ Streptomyces -PR15 ที่แยกได้จาก

ตัวอย่างดินซึ่งผ่านการศึกษาคุณสมบัติด้านการเป็น

ปฏปัิกษ์กบัเชือ้สาเหตโุรคพชืหลายชนดิมาแล้วมาเพาะ

เลีย้งบนอาหาร AGMA (Dhingra and Sinclair,1995) 

โดยวิธี streak plate บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 °ซ นาน 7 

วัน แล้วใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 

เซนติเมตร เจาะบริเวณที่มีเชื้อเจริญอยู่แล้วย้ายมา

เพาะเลี้ยงในอาหาร AGMB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร/ 

flask 250 ml ที่อุณหภูมิ 28 °ซ นาน 5 วัน เขย่าที่ 150 

rpm เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการปั่นเหวี่ยงที่ 9, 100 g 

นาน 15 นาที ล้างเซลล์ให้สะอาดด้วย sterile PBS pH 

7.4 น�ำตะกอนเซลล์มาต้มที่อุณหภูมิ 100 °ซ นาน 10 

นาท ีแล้วท�ำให้เซลล์แตกด้วย ultrasonicator ที ่50 °ซ 

นาน 5 นาท ี(Sangdee et al., 2012) ได้เป็น sonicated 

cells น�ำตะกอนเซลล์มาผสมใน PBS pH 7.4 น�ำไปป่ัน

เหวี่ยงที่ 100 g นาน 5 นาที และกรองผ่านเครื่องกรอง

แบคทีเรีย ขนาด 0.2 ไมโครเมตร น�ำโปรตีนที่ได้มาวัด

ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer 

ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และท�ำการเจือจาง

ให้ได้ 0.5 mg/ml ด้วย PBS pH 7.4 (เพชรรัตน์ และ

Bleeding was done after 10 days and addition by weekly for 2 weeks. Titer of STPR15 As was increased to 1:200,000 
at week 7th and week 10th. The sensitivity of STPR15 As for detection whole cell proteins was 0.312 ug/ml. The 
STPR15 As was moderately serological related to 3 isolates of antagonistic Streptomyces spp. (PR87, PR84 and 
PR78) but not reacted with various isolates of Bacillus spp., bacteria from leaves surface, bacteria from soil, manure 
and compost and plant pathogenic bacteria. The STPR15 As could be used for reliable detection Streptomyces-PR15 
in rhizoplane of chilli seedling at 104cfu/ml. 
Keywords:  ELISA, polyclonal antiserum, antagonist
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ประภาษ, 2544) มาเตรยีมเป็นแอนตเิจนส�ำหรบัฉดีใน

กระต่ายทดลอง โดยดัดแปลงวิธีการเตรียมแอนติเจน

และโปรแกรมการฉีดกระตุ ้นการสร้างแอนติบอดี

ในกระต่ายจาก Kirbby and Rybicki (1986) และ 

Ridell and Whilliam (1983) โดยน�ำโปรตีนจากเซลล์ 

Streptomyces-PR15 ทีเ่ตรยีมไว้ 1 มลิลกิรมัโปรตนีต่อ

มลิลลิติร ไปผสม กบั Freund’s incomplete adjuvant 

ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร ผสมจนเข้ากันดีโดยใช้

เครื่อง homogenizer 

การผลิตโพลีโคนอลแอนติบอดี Streptomyces 

-PR15

	 น�ำกระต่ายเพศเมียพันธุ์ New Zealand White 

มาเจาะเก็บเลือดก่อน เพื่อใช้เป็น normal serum 

แล้วจึงฉีดแอนติเจนเชื้อ Streptomyces-PR15 ที่

เตรียมไว้ข้างต้นฉีดเข้ากล้ามเนื้อขาหลังของกระต่าย 

ทุก 7 วัน จ�ำนวน 3 ครั้ง จากนั้นฉีดเฉพาะโปรตีนจาก

เชื้อ Streptomyces-PR15 ที่เตรียมไว้ 1 มิลลิลิตรเข้า

บริเวณเส้นเลือดกลางใบหู 2 ครั้ง ห่างกัน 7 วัน เก็บ

เลือดมาตรวจสอบความเข้มข้นของ IgG ที่จ�ำเพาะกับ

เชื้อ Streptomyces-PR15 หลังจากการฉีดแอนติเจน

ครั้งสุดท้ายแล้ว 10 วัน ท�ำการเก็บเลือดกระต่ายทุก

สปัดาห์ น�ำเลอืดทีไ่ด้ตัง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองนาน 1 ชัว่โมง

จงึน�ำไปไว้ในตูเ้ยน็ (4 °ซ) ข้ามคนื ดดูเกบ็ส่วนน�ำ้เลอืด

แล้วเตมิ NaN
3
 0.002% เกบ็ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ4 °ซ โดยเกบ็

ต่อเนือ่งทกุ 7 วนั จ�ำนวน 8 ครัง้ หลงัจากเกบ็เลอืดครัง้ที่ 

8 ไปแล้ว 14 วันจึงฉีดแอนติเจนเข้าเส้นเลือดที่ใบหูอีก

ครั้ง แล้วเริ่มเก็บเลือดที่ 10 วันหลังจากการฉีดกระตุ้น 

เก็บเลือดทุกสัปดาห์จ�ำนวน 2 ครั้งต่อกัน 

การตรวจคุณภาพของแอนติซีรั่มต่อเชื้อ Strepto-

myces-PR15

	 การหาค่า Titer ของแอนตซิรีัม่: น�ำแอนตซิรีมัที่

ผลติได้(STPR15As) มาหาค่า titer ด้วยวธิกีาร indirect 

ELISA (เพชรรัตน์และประภาษ, 2544)โดย เจือจาง

โปรตีนจากเซลล์ Streptomyces-PR15 ที่ใช้เตรียม

แอนติเจน ด้วย conjugated buffer ที่ระดับ 100, 10, 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร,100และ 10 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร และเจือจางแอนติซีรัม STPR15As ใน con-

jugated buffer ทีร่ะดบั 1:1,000, 1:10,000, 1:20,000, 

1:40,000, 1:80,000, 1:100,000 และ1:200,000 

(ปรมิาตรต่อปรมิาตร) และ เจอืจาง normal serum ใน

อตัราส่วน 1:1,000 (ปรมิาตร/ปรมิาตร) เป็นการทดลอง

เปรียบเทียบ  

	 ความไว (sensitivity) ของแอนติซีรัม: น�ำ

แอนติซีรัม STPR15As ที่ผลิตได้มาตรวจความไวใน

การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียเป้าหมายด้วยวิธี indirect 

ELISA โดยเจือจางแอนติเจนด้วย coating buffer ให้

ได้ความเข้มข้น 20, 10, 5, 2.5,1.25, 0.625, 0.3125, 

0.156, 0.0781, 0.039, และ 0.0195 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร แล้วหยอดลงใน ELISA plate ปริมาตร 200 

ไมโครลิตรต่อหลุม เรียงตามแนวสดมภ์ (แนวตั้ง) จาก

ความเข้มข้นมากไปหาความเข้มข้นน้อย และหลุม

สุดท้ายในแต่ละสดมภ์หยอด coating buffer เจือจาง

แอนติซีรัมที่น�ำมาทดสอบในระดับ 1:1,000, 1:2,000, 

1:4,000, 1:8,000, 1:10,000, 1:12,000 และ 1:14,000 

(ปริมาตร/ปริมาตร) และ normal serum ในอัตราส่วน 

1:1,000 (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นการทดลองเปรียบ

เทียบ ด�ำเนินการตามขั้นตอนการตรวจด้วยเทคนิค 

indirect ELISA (เพชรรัตน์และประภาษ, 2544)

	 ความจ�ำเพาะ (specificity) ของแอนตซิรีมั: น�ำ

แอนติซีรัม STPR15As ที่ผลิตได้มาตรวจสอบความ

จ�ำเพาะกับเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ ดังต่อไปนี้ กลุ่มที่ 

1 เชื้อ Streptomyces ปฏิปักษ์ มี 7 ไอโซเลต ได้แก่ 

Streptomyces-PR15, -PR87, -PR84, -PR78, -PR33, 

-PR22 และ-PR13 กลุ่มที่ 2 Bacillus sp. กลุ่มที่ 3 

แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ได้แก่ Acidovorax citrulli, 

Ralstonia solanacearum, Pseudomonas aerugi-

nosa, Xanthomonas campestris pv.vesicatoria, 

Pectobacterium carotovorum กลุม่ที ่4 เชือ้แบคทเีรยี

ที่แยกได้จากผิวใบพืชจ�ำนวน 28 ไอโซเลต และ กลุ่ม

ที่ 5 เชื้อแบคทีเรียแยกจากดิน ปุ๋ยคอก และปุ๋ยหมัก 

ไม่ได้จ�ำแนกระบุชนิด จ�ำนวน 26 ไอโซเลต และ Ser-

ratia marcescens ที่แยกได้จากดิน น�ำมาเตรียมสาร
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แขวนลอยเซลล์ใน coating buffer มค่ีาการดดูซบัแสง

เท่ากับ 0.1 เมื่อวัดด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใส่ในหลุมของ ELISA 

plate 200 ไมโครลติรต่อหลมุ ทดลองจ�ำนวนอย่างน้อย 

2 ซ�ำ้ เปรยีบเทยีบกบั normal antiserum และ healthy 

plant extract, coating buffer, positive control และ 

negative control น�ำมาหยอดลงในหลุม ELISA แล้ว

ตรวจด้วย STPR15 As เจือจาง 1:1,000 (ปริมาตรต่อ

ปริมาตร) ด้วยเทคนิค indirect ELISA (เพชรรัตน์ และ

ประภาษ, 2544)

ประสทิธภิาพการตรวจตดิตามเชือ้ Streptomyces-

PR15 รอบผิวรากพริก

	 แช่เมล็ดพริกหนุ่มเขียว และพริกขี้หนูพันธุ์ ซุป

เปอร์ฮอท (Super hot) ในสารแขวนลอยเชื้อ Strep-

tomyces-PR15 ที่มีค่า OD เท่ากับ 60 เปรียบเทียบ

กับเมล็ดที่แช่ในน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ แล้วน�ำมาเพาะบน

กระดาษเพาะ เมื่อต้นกล้างอก อายุ ได้ 14 วัน จึงน�ำ

ส่วนของราก 0.5 กรมั มาใส่ในหลอด microcentrifuge 

tube เติมสารละลาย coating buffer 0.5 มิลลิลิตร 

และ Tween -20 จ�ำนวน 1 หยด เขย่าบนเครือ่ง vortex 

mixer แล้วน�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 g นาน 

3 นาที (ดัดแปลงตามวิธีของ Benizri et al., 1997) 

ดูดส่วนน�้ำใสไปหยอดใน ELISA plate และตรวจหา

เชื้อ Streptomyces-PR15 ด้วยเทคนิค ELISA โดย

ใช้แอนติซีรัม STPR15 As อัตรา 1:1,000 (ปริมาตร

ต่อปริมาตร) ทดสอบกรรมวิธีละ 10 ซ�้ำ ใช้ coating 

buffer เป็นหลุมเปรียบเทียบ (blank) มีตัวอยา่งเชื้อ 

Streptomyces-PR15 positive control ที่มีเซลล์เชื้อ 

Streptomyces-PR15 เท่ากับ 104,105,106 และ 107 

cfu/ml ตามล�ำดบั ด�ำเนนิการตามขัน้ตอนของ indirect 

ELISA (เพชรรัตน์ และประภาษ, 2544) เปรียบเทียบ

กับวิธี serial dilution plating โดยดูดน�้ำล้างราก 100 

ไมโครลิตร มาspread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ AGMA ที่

เติมสาร 50 ppm benomyl กับ 50 ppm Amplicillin 

บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน ตรวจ

นับประชากรเชื้อ Streptomyces-PR15 ที่เจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ

ผลการศึกษา

คณุภาพของโพลโีคลนอลแอนตซิรีมัต่อเชือ้ Strep-

tomyces -PR15

	 โปรแกรมการฉดีแอนตเิจน เข้าในกระต่ายทดลอง

ได้ผลดีในการกระตุ ้นระบบภูมิคุ ้มกันของกระต่าย

ทดลอง โดยเลือดที่เก็บในสัปดาห์แรกเมื่อสิ้นสุด

โปรแกรม immunization มีค่า titer 1:10,000 สัปดาห์

ที่ 2 เพิ่มขึ้นเป็น 1:40,000 สัปดาห์ที่ 3- 5 เพิ่มขึ้นเป็น 

1:80,000 สัปดาห์ที่ 6 เพิ่มขึ้นเป็น 1:100,000 สัปดาห์

ที ่7 เพิม่ขึน้เป็น 1:200,000 และสปัดาห์ที ่8 ลดลงเป็น 

1: 80,000 เมือ่ใช้โปรตนีจากเซลล์เชือ้ Streptomyces-

PR15 ในอัตรา 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่า titer 

เพิม่ขึน้สงูอกีครัง้หลงัจากการฉดีแอนตเิจนกระตุน้ครัง้

ทีส่อง คอื สปัดาห์ที ่9 เป็น 1:100,000 และมค่ีาสงูทีส่ดุ

เป็น 1:200,000 ในสัปดาห์ที่ 10 (Figure 1)

คุณภาพของแอนติซีรัม STPR15As

	 STPR15As มีความไวในการตรวจหาเชื้อ Strep-

tomyces -PR15 เมื่อเจือจาง STPR15As ด้วย conju-

gated buffer ที่ระดับ 1:1,000 (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

สามารถตรวจหาเชื้อเป้าหมายได้ที่ปริมาณโปรตีนต�่ำ

สุดที่ 0.312 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนที่ระดับเจือ

จาง 1:14,000 (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) ตรวจได้ทีป่รมิาณ

โปรตีนเชื้อเป้าหมายได้ต�่ำสุดที่ 0.625 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (Figure 2) STPR15As มีความจ�ำเพาะกับ

เชื้อ Streptomyces-PR15 และมีความสัมพันธ์ทาง

เซรุ่มวิทยาปานกลางกับเชื้อ Streptomyces -PR87, 

-PR84 และ-PR78  แต่ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อ 

Streptomyces-PR13, -PR22, -PR33, Bacillus spp. 

แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่น�ำมาทดสอบ แบคทีเรียทั้ง

แกรมบวก และแกรมลบทีแ่ยกได้จากผวิใบพชื ปุย๋คอก 

ปุ๋ยหมัก และ Serratia marcescens (Table1)
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ประสทิธภิาพในการตรวจตดิตามเชือ้ Streptomy-

ces-PR15 รอบผิวรากพริก

	 STPR15As สามารถตรวจหาเชื้อแบคทีเรียเป้า

หมาย (Streptomyces-PR15) ทีอ่ยูร่อบผวิรากได้ดทีัง้

ในน�ำ้ล้างรากพรกิหนุม่เขยีว และพรกิขีห้น ูซปุเปอร์ฮอท 

ในเงือ่นไขทีเ่ตรยีมรากพชืต่อบพัเฟอร์ในอตัราส่วน 1:1 

(น�้ำหนักต่อปริมาตร) และใช้ STPR15 As อัตราส่วน 

1:1,000 (ปริมาตรต่อปริมาตร) มีประสิทธิภาพในการ

ตรวจหาเชื้อ Strep-PR15 ที่เซลล์แบคทีเรีย 104 cfu/

ml ดีกว่าการตรวจติดตามเชื้อบนอาหาร AGMA โดย

เทคนิค serial dilution plating บนอาหารทดสอบที่

พบเชื้อ Streptomyces -PR15 เจริญบนอาหารเพียง 

30 cfu/ml (Table 2) 
 

 

 
 
 

 
Table 1 ELISA value at 405 nm for sensitivity test of STPR15 As against various isolates of bacteria by indirect 

ELISA. 
Isolate of bacteria Gram reaction ELISA value Isolate of bacteria Gram reaction ELISA value 
Streptomyces -PR15 + 1.278 Bacillus #3 + -0.035 

Streptomyces –PR87 + 0.748 Bacillus subtilis + -0.004 
Streptomyces –PR84 + 0.831 Bacillus -BR1 + -0.016 
Streptomyces –PR78 + 0.637 Serratiamarcescens - -0.030 
Streptomyces –PR33 + 0.072 Ralstoniasolanacearum - -0.038 
Streptomyces –PR22 + 0.015 Acidovoraxcitrulli-001 - 0.007 
Streptomyces –PR13 + 0.004 Xanthomonascampestrispv.vesicatoria - -0.024 

     Bacillus #1 + -0.026 Pseudomonas aeruginosa - -0.026 
     Bacillus #2 + -0.021 Pectobacteriumcarotovorum - -0.021 

 
Table 2Detection of Streptomyces-PR15 in rhizoplane of 2 varieties of seedlings of 2 chilli varieties by indirect 

ELISA(at 120 min). 

Treatment 
ELISA value (405 nm) 

No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 No.7 No.8 No.9 No.10 
long cayane 0.004 0.004 0.005 0.005 0.003 0.005 0.005 0.000 -0.006 -0.001 
long cayane+ Strep-PR15 0.207 0.223 0.166 0.125 0.215 0.216 0.215 0.174 0.153 0.216 
super hot+Strep-PR15 0.299 0.115 0.223 0.155 0.244 0.121 0.163 0.262 0.191 0.156 
Strep-PR15 OD 0.0001 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 0.158 
Strep–PR15 OD 0.001 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 

 
สรุปและวิจารณ 

 
คุณภาพของแอนติซีรัมSTPR15Asที่ผลิตไดนี้มีคา titer สูงสุดถึง 1:200,000 ในสัปดาหที่ 7 ซ่ึงสูงกวา STPR78 Asและ

STPR84 Asที่มีคา titer1: 64,000 และ 32,000(Sangdee et al.,2012) มีความจําเพาะตอเช้ือStreptomyces -PR15โดยไมทํา
ปฏิกริยาขามกับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช Bacillus spp. และแบคทีเรียที่แยกไดจากผิวใบพืช จากดิน ปุยคอกและปุยหมักมี
ความไวในการตรวจหาเช้ือเปาหมายดีเพียงพอสําหรับนําไปใชตรวจหาเช้ือ Streptomyces-PR15 รอบผิวรากพืชและในชีวภัณฑได

Figure 2  Sensitivity test ofSTPR15 As to detect 
Streptomyces-PR15 whole cell proteins by indirect ELISA. 

Figure 1 Titer of STPR15 As collected at week 1st - 
week 10th 

Table 2

ELISA (at 120 min).
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สรุปและวิจารณ์

คุณภาพของแอนติซีรัม STPR15As ที่ผลิตได้นี้มี

ค่า titer สูงสุดถึง 1:200,000 ในสัปดาห์ที่ 7 ซึ่งสูงกว่า 

STPR78 As และSTPR84 As ที่มีค่า titer 1: 64,000 

และ 32,000 (Sangdee et al., 2012) มีความจ�ำเพาะ

ต่อเชื้อ Streptomyces -PR15 โดยไม่ท�ำปฏิกริยาข้าม

กับเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช Bacillus spp. และ

แบคทีเรียที่แยกได้จากผิวใบพืช จากดิน ปุ๋ยคอกและ

ปุย๋หมกั มคีวามไวในการตรวจหาเชือ้เป้าหมายดเีพยีง

พอส�ำหรับน�ำไปใช้ตรวจหาเชื้อ Streptomyces-PR15 

รอบผิวรากพืชและในชีวภัณฑ์ได้ ถึงแม้ว่าจะเกิด

ปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อ Streptomyces-PR84,-PR78 

และ-PR87 ได้ปานกลาง ซึ่งผลการตรวจด้วย ELISA 

สามารถแยกความแตกต่างของสัญญาณที่เกิดขึ้น

ได้ การที่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อที่ใกล้ชิดกันนี้ได้

เป็นเหตุการณ์ปรกติส�ำหรับโพลีโคลนอลแอนติซีรัม 

เนือ่งจากอาจมบีางส่วนของโปรตนีจากเซลล์ทีม่คีวาม

คล้ายคลึงกัน จึงท�ำให้โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต

ได้สามารถเข้าจับร่วมกันได้ ในการน�ำไปใช้ตรวจหา

เชื้อ Streptomyces-PR15 ที่เป็นแบคทีเรียบริสุทธิ์

แล้วสามารถเจอืจางแอนตซิรีมั STPR15As ได้ทีร่ะดบั 

1:14,000 (ปริมาตรต่อปริมาตร) แต่ในกรณีที่ตรวจ

หาเชื้อรอบผิวรากพืชควรใช้ในอัตราส่วน 1:1,000 

(น�้ำหนักต่อปริมาตร) และเตรียมน�้ำล้างรากพืชใน

อตัราส่วน 1:1 (น�ำ้หนกัต่อปรมิาตร) จากผลการวจิยัได้

แสดงให้เหน็ว่าการตรวจหาเชือ้ Streptomyces-PR15 

รอบผิวรากต้นกล้าพริกโดยเทคนิค indirect ELISA 

มีความไวในการตรวจหาเชื้อเป้าหมายดีกว่าการใช้

เทคนิคการแยกเชื้อบนอาหารทดสอบ 

ค�ำขอบคุณ

	 ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัย

ขอนแก่น ที่ได้สนับสนุนทุนวิจัยตามโครงการบัณฑิต

ศึกษา ร่วมกับมหาวิทยาลัยขอนแก่นที่สนับสนุนทุน

วิจัยในโครงการบ่มเพาะนักวิจัยเพื่อให้สร้างผลงาน

วิจัยในระดับนานาชาติ ประจ�ำปี 2553 (ครั้งที่ 2) และ

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร

เพือ่เศรษฐกจิทีย่ัง่ยนื คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยั

ขอนแก่นที่ได้อนุเคราะห์เครื่องมือที่จ�ำเป็นส�ำหรับงาน

วิจัย

เอกสารอ้างอิง

เพชรรัตน์ ธรรมเบญจพล. 2545. Streptomyces อีกมิติ หนึ่ง
ของการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี. แก่นเกษตร 30: 20-27.

เพชรรัตน์ ศิริวงศ์ และประภาษ กาวิชา. 2544. การตรวจเชื้อ  
Acidovorax avenae subsp.citrulli ด้วยเทคนิค ELISA. 
ใน: รายงานการสัมมนาวิชาการเกษตร 26-27 มกราคม 
2544. คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 
ขอนแก่น.

เมธาวี ธิมาศ, เพชรรัตน์ ธรรมเบญจพล และ อัศนี ปาจีนบูร
วรรณ์. 2550. ความคงตัวและประสิทธิภาพการยับยั้ง
เชื้อ Ralstonia solanacearum ในแนวกว้างโดยเชื้อ 
Streptomyces spp. ปฏิปักษ์. ใน: รายงานการประชุม
วิชาการอารักขาพืชแห่งชาติครั้งที่ 8 20-22 พฤศจิกายน 
2550. โรงแรมอัมรินทร์ลากูน, พิษณุโลก.

Ball, E.M., R.O. Hampton, S.H. De Boer and N.W. 
Schaad. 1990. Polyclonal antibodies. P. 33–54. In: 
R.O. Hampton, E.M. Ball, S.H. and De Boer (eds). 
Serological Methods for Detection and Identification 
of Viral and Bacterial Plant Pathogens, a Laboratory 
Manual, APS Press. st. Paul Mimmesota.

Benizri, E., A. Schoeny, C. Picard, A. Courtade and A. 
Guckert. 1997. External and internal root colonization 
of maize by two Pseudomonas strains: Enumeration 
by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). 
J. Current Microbiol. 34: 297–302.

Dhingra, O.D., and J.B. Sinclair. 1995. Basic Plant Pa-
thology Methods (Second Ed.). CRC Press Lewis 
Publishes, Florida.

Kirby, R. and E.P. Rybicki. 1986. Enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) as a means of taxonomic 
analysis of Streptomyces and related organisms. J. 
Gen. Microbiol. 132: 1891-1894.

Sangdee, K., P. Thummabenjapone and A. Sangdee. 
2012. Evaluation of Antigen Preparation Methods 
for Polyclonal Antibody Production against Strep-
tomyces spp. J. British Microbiol. Res. 2: 137-145.


