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ABSTRACT
Immunochromatographic	strip	(ICS)	is	a	simple,	convenient	and	rapid	test	kit	which	

is	very	useful	for	the	detection	of	plant	viruses.	Appropriate	storage	conditions	will	extend	

its	shelf	 life.	This	research	aims	to	produce	the	ICS	specific	to	Cucumber green mottle  

mosaic virus	(CGMMV),	evaluate	its	efficacy	for	the	target	virus	detection	and	determine	

the	appropriate	storage	conditions.	Comparison	of	the	storage	conditions	were	conducted	

on	 the	 packaging	materials,	 lighting	 conditions	 and	 storage	 temperatures	 i.e.,	 between	 

conical	tube	and	zip	lock	bag,	under	natural	light	or	dark	condition	and	at	room	temperature	

and	at	4°oC.	Results	showed	that	the	developed	ICS	was	highly	specific	to	CGMMV	and	the	

sensitivity	could	reach	up	to		0.098	 µ g/ml	of	the	purified	CGMMV,	1:10,000	of	diseased	

plant	sap	and	0.024	µ g/ml	of	the	CGMMV	in	soil	suspension.	The	reaction	could	be	visualized	 

within	5	minutes.	The	study	on	its	storage	conditions	found	that	the	ICS	should	be	stored	

with	desiccant	in	either	conical	tube	or	zip	lock	bag	at	4°oC	under	dark	which	gave	the	best	

reaction	lines	over	12	months	storage.
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บทคัดย่อ
อมิมโูนโครมาโตกราฟิคสตรปิ	(Immuno-

chromatographic	Strip;	ICS)	เป็นชดุตรวจสอบ

ที่ใช้ง่าย	สะดวก	และรวดเร็ว	มีประโยชน์มากใน

การตรวจสอบเช้ือไวรัสพืช	 ซ่ึงการเก็บรักษาที่

เหมาะสมจะช่วยรกัษาประสิทธภิาพการใช้งานให้

ยาวนานข้ึน	 งานวิจัยนี้ได้ผลิต	 ICS	 ท่ีมีความ

จำาเพาะต่อเชื้อ Cucumber green mottle  

mosaic virus	(CGMMV)	ประเมินประสิทธิภาพ

การตรวจเชือ้ไวรสัเป้าหมาย	และศกึษาสภาพการ

เก็บรักษาท่ีเหมาะสมโดยเปรียบเทียบบรรจุภัณฑ์	

สภาพแสง	และอณุหภมู	ิได้แก่	หลอดทดสอบหรือ

ถุงซิป	สภาพแสงธรรมชาตหิรอืทีม่ดื	และอณุหภมูิ

ห้องหรือที	่4°oซ.	ตามลำาดับ	ผลการทดสอบพบว่า	

ICS	 ที่ผลิตได้มีคุณภาพดี	 มีความจำาเพาะสูงกับ 

เชือ้	CGMMV	มคีวามไวในการตรวจไวรสับรสิทุธิ์

ที่ระดับ	 0.098	 ไมโครกรัม/มล.	 หรือตรวจนำ้าค้ัน

พืชเป็นโรคที่เจือจางได้ถึง	1:10,000	และสามารถ

ตรวจเ ช้ือ	 CGMMV	 ในสารละลายดินได  ้

ท่ีระดับความเข้มข้น	 0.024	 ไมโครกรัม/มล.	 

การอ่านผลใช้เวลาเพียง	 5	 นาที	 ผลการศึกษา

สภาพท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษา	 ICS	 พบว่า	 

ควรเก็บ	 ICS	 โดยมีสารดูดความชื้นในหลอด

ทดสอบหรือถุงซิป	ที่อุณหภูมิ	4°oซ.	ในสภาพที่มืด

ซ่ึงช่วยรกัษาประสทิธภิาพในการตรวจสอบได้เป็น

ระยะเวลาอย่างน้อย	12	เดือน	

ค�าส�าคญั:	 ชุดตรวจสอบแบบรวดเรว็	 ไวรสัใบด่าง 

เขียวแตง	การตรวจสอบ	สภาพการเก็บรักษา

ค�าน�า
Cucumber green mottle mosaic virus 

(CGMMV)	 จัดอยู่ในจีนัส	 Tobamovirus มีพืช

อาศัยส่วนใหญ่ในวงศ์	 Cucurbitaceae เช่น

แตงกวา	(Cucumis sativus)	แตงโม	(Cirtullus 

vulgaris)	 เมลอน	 (Cucumis melo)	 เป็นต้น	 

เมื่อแตงกวาได้รับเชื้อ	 CGMMV	 เข้าทำาลายจะ

แสดงอาการใบด่างทั่วทั้งต้น	 ใบอาจโป่งนูน	และ

บิดเบี้ยว	 ต้นแคระแกร็น	 ทำาให้ผลแตงกวามี

ลักษณะผิดปกติและอาจทำาให้ผลผลิตลดลงถึง

มากกว่า	 50%	 (Fletcher,	 1969)	 นอกจากนั้น	 

เชื้อไวรัสชนิดนี้ยังมีความคงทนสูง	สามารถอยู่ได้

ในซากพชืทีเ่ป็นโรค	ในดนิ	รวมทัง้ตดิไปกับอปุกรณ์

ที่ใช้ทางการเกษตร	 สามารถแพร่ระบาดได้ดีด้วย

วิธีกล	และติดไปกับเมล็ดพันธุ	์แต่ยังไม่มีรายงาน

ว่ามีเพลี้ยอ่อนเป็นพาหะ	 (Dombrovsky	 et al., 

2017;	Inoue	et al.,	1967;	Nagai	et al.,	1974)

เนือ่งจากไม่มวีธิกีารรกัษาโรคไวรสัพชืทีม่ปีระสิทธภิาพ	 

ดังนัน้การตรวจวินจิฉยัเชือ้ไวรสัเพือ่คดักรองพชืที่

ปราศจากโรคสำาหรบัการเพาะปลกูจงึเป็นวธิกีารที่

ช่วยในการควบคุมโรคที่มีประสิทธิภาพ	การตรวจ

วินิจฉัยที่นิยมใช้สำาหรับเชื้อไวรัสพืชโดยทั่วไป	

ได้แก่	enzyme-linked	immunosorbent	assay	

(ELISA)	 และ	 polymerase	 chain	 reaction	

(PCR)	แต่วิธีการดังกล่าวจำาเป็นต้องใช้เครื่องมือ

และอุปกรณ์ที่อยู่ในห้องปฏิบัติการเป็นส่วนใหญ่

และใช้เวลาหลายชัว่โมงในการตรวจวนิจิฉยั	ดังน้ัน	 

ชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วชนิดอิมมูโนโครมาโต

กราฟิคสตริป	 (immunochromatographic	 

strip,	 ICS)	 จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะช่วย

ให้การตรวจสอบทำาได้ง่าย	สะดวก	รวดเร็ว	และ

สามารถพกพาไปยังแปลงปลูกได้	 ไม่จำาเป็นต้อง

อาศยัผูเ้ชีย่วชาญและเคร่ืองมอืพเิศษในการใช้งาน	

งานวจิยันีมี้วัตถุประสงค์ในการผลติ	 ICS	ทีจ่ำาเพาะ 

ต่อเชื้อ	 CGMMV	 และทดสอบประสิทธิภาพ 

ในการตรวจหาไวรสัในตัวอย่าง	ได้แก่	ความจำาเพาะ	 

ความไว	และความแม่นยำา	รวมทัง้ศกึษาสภาพการ

เก็บรักษาที่เหมาะสมซึ่งจะช่วยยืดอายุการใช้งาน
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ของชุดตรวจสอบเพื่อประโยชน์ในการใชง้านและ

การผลิตเชิงพาณิชย์ต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1. การเตรียมอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์

เตรียมอิมมู โนโกลบูลินบริสุทธิ์ จาก 

โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ	 CGMMV	ที่ผลิต

โดยการฉีดกระต่ายพันธุ์	 New	 Zealand	White	

ด้วยเชื้อไวรัสบริสุทธิ์	 ซี่งผ่านการทดสอบความ

จำาเพาะกับเชื้อไวรัสพืช	14	ชนิด	พบว่า	มีความ

จำาเพาะกับ	 CGMMV	 เท่าน้ัน	 (สุพจน์,	 2551)	 

นำาแอนตซิรีมัมาตกตะกอนอมิมโูนโกลบลิูนจ	ี(IgG)	

ด้วยสารละลายเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว

(Deutcher,	1990)	จากนัน้	ผ่านลงใน	Rec	Protein	 

A-Sepharose	column	(ZYMED,	USA)	ตามวิธี

การของผู้ผลิต	 เก็บตัวอย่าง	 fraction	ละ	1	มล.	

จำานวน	5	fraction	ปรับค่า	pH	ให้เป็นกลางโดย

รองก้นหลอดด้วย	2	M	Tris,	pH	8.0	ปริมาตร	30	

ไมโครลิตร	นำาไป	dialyse	ใน	0.5xPBS,	pH	7.4	

ข้ามคนืที	่4oซ.	(Deutcher,	1990)	ตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ของ	 IgG	 โดยวิธี	 sodium	 dodecyl	 

sulfate-polyacrylamide	 gel	 electrophoresis	

(SDS-PAGE)	(Laemmli,	1970)	

2. การติดฉลากอนุภาคทองกับแอนติบอดี

ติดฉลากอนุภาคทองกับ	 IgG	 โดยใช้

อนุภาคทองขนาด	40	นาโนเมตร	(Biodot,	USA)	

ปริมาตร	10	มล.	ปรับค่า	pH	ให้ได	้7.3	ด้วย	0.2	

โมล	 KCO
3
	 เติม	 IgG	 ความเข้มข้น	 1	 มก./มล.	

ปริมาตร	 100	 ไมโครลิตร	 กวนด้วย	 magnetic	

stirrer	นาน	1	ชม.	 เติม	10%	Bovine	serum	

albumin	(BSA)	ปริมาตร	1	มล.	กวนต่อ	30	นาที	

ปั่นตกตะกอนที่	12,000	รอบ/นาท	ีนาน	10	นาที	

ดูดส่วนใสทิ้ง	 ละลายตะกอนด้วย	 gold	 diluted	

buffer,	 pH	 7.4	 ให้ได้ปริมาตร	 500	 ไมโครลิตร	

เติมนำ้าตาลซูโครส	20%	เก็บ	IgG	ที่ติดฉลากด้วย

อนุภาคทอง	 (IgG-gold	 conjugate)	 ที่	 4oซ.	 

(สำานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช,	2550)

3. การผลติชดุตรวจสอบอมิมโูนโครมาโตกราฟิค

สตริป (ICS) 

ผลิต	 ICS	 โดยดัดแปลงจากวิธีการของ 

กันตินันท์	 (2551)	 ชุดตรวจสอบประกอบด้วย	 

1)	 sample	 app l ica t ion	 pad	 (SAP)	 

2)	conjugate	releasing	pad	(CRP)	ซึ่งทั้งสอง

ส ่วนใช ้	 glass	 fiber	 (Whatman,	 USA),	 

3)	 nitrocellulose	 membrane	 (NCM)	 ใช้	 

Prima	40	(Whatman,	Germany)	เป็นส่วนแสดง

ผล	และ	4)	absorbent	pad	 (AP)	ใช้กระดาษ	

3MMChr	 (Whatman,	 Germany)	 วางชิ้นส่วน

ต่าง	 ๆ	 บน	 backing	 pad	 ใช้ระยะดังน้ี	 0-1.6	

(SAP),	 1.5-2.1	 (CRP),	 2.0-4.5	 (NCM)	 และ	

4.4-6.0	(AP)	ซม.	ตามลำาดับ	จากปลายของ	ICS	

ด้านล่างสำาหรับ	 CRP	 ฉีดพ่นด้วย	 IgG-gold	 

conjugate	ปริมาตร	10	ไมโครลิตร/ซม.	บริเวณ	

test	 line	 (T)	 ฉีดพ่นด้วย	 IgG	 ความเข้มข้น	 

1	มก./มล.	 (ฉีด	2	ครั้ง)	และ	control	 line	(C)	 

ฉีดพ่นด้วย	 Goat	 anti-rabbit	 IgG	 antibody	

(GAR)	(Sigma,	USA)	ความเข้มข้น	1	มก./มล.	

อัตรา	0.5	ไมโครลิตร/ซม.	ห่างจากปลายของ	ICS	

ด้านล่าง	1.0	และ	1.5	ซม.	ตามลำาดับ	การฉีดพ่น

ทำาโดยเครื่อง	Biojet	XYZ	2000	(Biodot,	USA)	

อบแผ่น	CRP	และ	NCM	ให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ	

37˚ซ.	นาน	2	ชม.	ประกอบชุดตรวจสอบโดยวาง

แต่ละชิ้นส่วนเหลื่อมกัน	1	มม.	ตัดส่วนประกอบ

ให้มีขนาด	0.4x6	ซม.	ด้วยเครื่อง	BioDot	Cutter	

V3.09	(Biodot,	USA)	(Figure	1)
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Figure 1	 Schematic	 diagram	 of	 the	 ICS	

format	composing	of	a	sample	application	

pad	(SAP);	a	conjugate	release	pad	(CRP)	

with	 immobilized	 IgG-gold	 conjugate;	 

a	 nitrocellulose	 membrane	 (NCM)	 with	 

immobilized	IgG	and	GAR	at	the	test	and	

control	lines,	respectively;	and	an	absorbent	

pad	(AP)

4. การทดสอบ extraction buffer ส�าหรับการ

บดตัวอย่างพืช

ทดสอบ	ICS	กับ	extraction	buffer	ที่

จะใช้ในการบดตัวอย่างพืช	จำานวน	5	ชนิด	ได้แก่

1)	 Adgen	 buffer	 [Polyvinylpyrroli-

done	(PVP)	20	g.	+	Ovalbumin	2	g.	+	Sodium	

sulfite	(anhydrous)	1.3	g.	+	Sodium	azide	0.2	

g.	+	Tween-20	0.5	ml.	+	NaCl	8	g.	+	Potas-

sium	dihydrogen	orthophosphate	0.2	g.	+	

disodium	hydrogen	orthophosphate	1.5	g.	

+	KCl	0.2	g.	ปรับให้ได	้pH	7.4	และปริมาตร	

1,000	มล.	(Adgen,	UK)

2)	 Agdia	 buffer	 [Sodium	 sul fite	 

(anhydrous)	1.3	g.	+	PVP	20	g.	+	Sodium	

azide	 0.2	 g.	 +	 Powderedegg	 (chicken)	 

albumin	 2	 g.	 +	 Tween-20	 20	 ml.	 ผสมใน

สารละลาย	PBST	ปริมาตร	1,000	ml.	ปรับให้ได้	

pH	7.4]	(Agdia,	USA)

3)	 DOA	buffer	(PVP	10	g.	+	Sodium	 

sulfite4	 g.	 +	 Triton	 X-100	 10	 ml.	 Na
2
BO

3
  

38.10	 g.	 +	 SDS	 3	 g.	 ปรับให้ได้	 pH	 8.6	 

และปริมาตร	 1,000	ml.)	 (สำานักวิจัยพัฒนาการ

อารักขาพืช,	2550)

4)	 Bioreba	buffer	[Tris-(hydroxymethyl)	 

aminomethane	2.4	g.	 +	NaCl	6	g.	 +	PVP	 

20	g.	+	Tween-20	0.5	ml.	+	KCl0.2	g.	+	NaN
3
 

0.2	g.	ปรบัให้ได้	pH	7.4	และปรมิาตร	1,000	ml.)	

(Bioreba,	Switzerland)

5)	 PBST	(NaCl	8	g.	+	Na
2
HPO

4
.12H

2
0	

2.9	 g.	 +	 KH
2
PO

4
	 0.2	 g.	 +	 KCl	 0.2	 g.	 +	

Tween-20	 0.5	 ml.	 ปรับให้ได้	 pH	 7.4	 และ

ปริมาตร	1,000	ml.	(Crowther,	2001)

คัดเลือกบัฟเฟอร์ที่ทำาให้เกิดปฏิกิริยา

ชดัเจนบน	control	line	และไม่เกดิ	false	positive	

บน	test	line	เพื่อทดสอบกับนำ้าคั้นพืชต่อไป

5. การทดสอบความจ�าเพาะ (Specificity) ของ ICS

ทดสอบความจำาเพาะของ	ICS	ทีพ่ฒันาขึน้ 

กับเชื้อไวรัสชนิดต่าง	ๆ 	13	ชนิด	ได้แก่	CGMMV,	

Tobacco mosaic virus (TMV),	Odontoglossum  

ring spot virus	(ORSV), Cucumber mosaic 

virus (CMV),	Maize chlorotic mottle virus 

(MCMV), Brome mosaic virus (BMV),	Papaya  

ring spot virus (PRSV),	Potato virus Y (PVY),	

Passionfruit woodiness virus	 (PWV) ,  

Sugarcane mosaic virus (SCMV),	 Chili  
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veinal mottle virus (CVMV),	 Cymbidium  

mosaic virus (CymMV)	และ	Melon yellow 

spot virus (MYSV)	โดยนำาตวัอย่างใบพืชเป็นโรค

ท่ีผ่านการตรวจสอบด้วยวิธ	ีELISA	ว่ามเีชือ้อยูจ่รงิ

มาบดใน	DOA	extraction	buffer	อตัราส่วน	1:10	

(W/V)	จากนัน้	หยดนำา้คัน้พชืปรมิาตร	50	ไมโครลติร	 

ลงบนส่วน	SAP	ของชุดตรวจสอบ	 ICS	ทำาการ

ทดสอบ	3	ซำ้า	อ่านผลการทดลองเมื่อครบ	5	นาที	

หลังจากหยดตัวอย่าง

6. การทดสอบความไว (Sensitivity) ของ ICS 

ในการตรวจเชื้อ CGMMV 

ทดสอบความไวของ	ICS	ในการตรวจเช้ือ	

CGMMV	 โดย	 1)	 ทดสอบกับเชื้อไวรัสบริสุทธิ์

ความเข้มข้น	50	ไมโครกรัม/มล.	(สุพจน์,	2551)	

เจือจางแบบ	 2	 เท่า	 ท้ังหมด	 16	 ความเข้มข้น	 

2)	ทดสอบกับนำา้คัน้แตงกวาทีเ่ป็นโรค	โดยบดตาม

วิธีการในข้อ	 5.	 และเจือจางแบบ	 2	 เท่า	 โดยมี 

นำ้าค้ันแตงกวาปกติและบัฟเฟอร์เป็น	 negative	

control	3)	ทดสอบกบัสารแขวนลอยดนิทีผ่สมเชือ้	

CGMMV	บรสิทุธิ	์โดยนำาดนินึง่ฆ่าเช้ือ	(autoclaved)	 

มาเติม	DOA	extraction	buffer	(1:10)	คนให้เข้า

กันและรอให้ดินตกตะกอนประมาณ	 3-5	 นาที 

ดดูสารแขวนลอยดนิใส่หลอดทดสอบใหม่	และเตมิ

เชื้อ	 CGMMV	 บริสุทธิ์ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย

ของเชื้อไวรัสบริสุทธิ์เป็น	 50	 ไมโครกรัม/มล.	 

จากนั้น	เจือจางแบบ	2	เท่า	อีก	16	ความเข้มข้น

เพือ่ทดสอบกบั	ICS	โดยมสีารแขวนลอยปลอดเชือ้ 

และบัฟเฟอร์เป็น	 negative	 control	 สังเกต

ปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้บน	ICS	ภายในเวลา	5	นาท	ีแล้ว

บันทึกผล

7. การทดสอบประสิทธิภาพของ ICS ในการ

ตรวจสอบเชื้อ CGMMV ในน�้าคั้นใบพืชและ

เมล็ดของพืชอาศัยในวงศ์แตง

นำาพืชวงศ์แตงที่มีรายงานว่าเป็นพืช

อาศัยของเชื้อ	CGMMV	จำานวน	13	ชนิด	ได้แก่	

แตงกวา	 แตงโม	 แตงร้าน	 แคนตาลูป	 นำ้าเต้า	

ฟักทอง	 แฟงใหญ่	 แตงไทย	 มะระ	 บวบ	 ตำาลึง	 

เมลอน	และซกุนิ	ีมาทดสอบประสทิธภิาพของ	ICS	

ที่พัฒนาขึ้น	 โดยทดสอบพืชตัวอย่างเบื้องต้นด้วย

วิธี	ELISA	ว่าไม่มีเชื้อ	CGMMV	แล้วนำาตัวอย่าง

มาบดใน	 DOA	 extraction	 buffer	 อัตราส่วน	 

1:10	ส่วนเมล็ดนำามาบดในอัตราส่วน	1	เมล็ดต่อ

บัฟเฟอร	์ 1	 มล.	 จากนั้นเติม	CGMMV	บริสุทธิ์ 

ลงในนำ้าค้ันพืช	 และนำ้าบดเมล็ดให้มีความเข้มข้น

สุดท้ายเป็น	25	ไมโครกรัม/มล.	(เป็นความเข้มข้น

ที่เคยทดสอบเบื้องต้นว่าสามารถทำาปฏิกิริยาได้

อย่างชัดเจนโดยวิธี	 ELISA)	 หยดนำ้าคั้นพืชที่

ต้องการทดสอบปริมาตร	 50	 ไมโครลิตร	 ลงบน	

ICS	ทำาการทดลอง	3	ซำ้า	 เปรียบเทียบกับนำ้าคั้น

พืชและนำ้าคั้นเมล็ดพืชที่ไม่เติมเชื้อ	CGMMV

8. การทดสอบประสิทธิภาพของ ICS ในการ

ตรวจตัวอย่างพืชโดยเปรียบเทียบกับวิธีการ  

ELISA

เกบ็ตัวอย่างพืชตระกลูแตง	3	ชนดิ	ได้แก่	

แตงกวา	 นำ้าเต้า	 และฟักทอง	 ที่แสดงอาการ 

ใบด่างเขียว	 จำานวน	 6	 ตัวอย่าง	 และที่ไม่แสดง

อาการใบด่าง	 จำานวน	 4	 ตัวอย่าง	 รวมทั้งหมด	 

10	ตวัอย่าง	จากพ้ืนที	่อ.	กำาแพงแสน	จ.	นครปฐม	

ทดสอบโดยใช้	 ICS	ตามวิธีข้อที่	 5	 เปรียบเทียบ 

กับวิธี	 triple	 antibody	 sandwich	 ELISA	

(TAS-ELISA)	(สุพจน์,	2551)	ตัวอย่างละ	3	ซำ้า

9. การทดสอบสภาพการเก็บรักษา ICS ระยะ

เวลา 12 เดือน

ทดสอบการเกบ็รกัษา	ICS	ในสภาพต่าง	ๆ 	

โดยมีปัจจัยที่ศึกษา	3	ปัจจัย	ได้แก่
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1)	 บรรจุภัณฑ	์ได้แก่	หลอดทดลองและ

ถุงซิปโดยนำา	 ICS	 มาเก็บในหลอดทดลองขนาด	

15	 มล.	 (CORNING,	 USA)	 หรือ	 ถุงซิปขนาด	 

3	x	4	นิ้ว	ใส่สารดูดความชื้น	(Silica	gel)	นำ้าหนัก	

3.5	ก./ถุง/หลอด

2)	 สภาพแสง	 ภายใต้แสงธรรมชาติโดย

เก็บในตู้กระจกในห้องปฏบิตักิาร	หรือ	ในทีม่ดืโดย

ห่อบรรจุภัณฑ์ด้วยอลูมิเนียมฟอยล	์

3)	 สภาพอณุหภมู	ิเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภูมิห้อง	 

(ประมาณ	27-32ºoซ.)	ในตู้กระจก	หรือ	ในตู้เย็นที่	

4ºoซ.

แบ่งการทดลองเป็น	8	รูปแบบดังต่อไปนี้	

1.	 สภาพหลอดทดลอง	 แสงธรรมชาต	ิ

อุณหภูมิห้อง	

2.	 สภาพหลอดทดลอง	 แสงธรรมชาติ

อุณหภูมิ	4ºoซ.

3.	 สภาพหลอดทดลอง	ในท่ีมดื	อณุหภมูห้ิอง

4.	 สภาพหลอดทดลอง	ในท่ีมดือุณหภมู	ิ4ºoซ.

5.	 สภาพถงุซปิ	แสงธรรมชาต	ิอุณหภูมห้ิอง

6.	 สภาพถงุซิป	แสงธรรมชาต	ิอณุหภมู	ิ4ºoซ.

7.	 สภาพถุงซิป	ในที่มืด	อุณหภูมิห้อง	

8.	 สภาพถุงซิป	ในที่มืดอุณหภูมิ	4ºoซ.

ทำาการเตรียมชุดตรวจสอบ	ICS	สำาหรับ

เก็บในรูปแบบต่าง	ๆ	โดยแต่ละรูปแบบจะเตรียม

ท้ังหมด	12	ชดุ	และสุม่ชดุตรวจสอบ	ICS	มาตรวจ

ประสิทธิภาพทุกเดือน	ๆ 	ละ	1	ชุด	เป็นระยะเวลา	

12	 เดือน	 โดยทดสอบเปรียบเทียบกับนำ้าคั้นพืช

ปกตนิำา้คัน้พชืเป็นโรคและนำา้คัน้พชืปกตทิีผ่สมเชือ้	

CGMMV	บริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น	50	ไมโครกรัม/

มล.	 เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบก่อนการเก็บ

รักษา	(control)

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การเตรียมอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธิ์

IgG	 บริสุทธิ์ที่เตรียมได้มีความเข้มข้น	 

1-2	มก./มล.	รวมทัง้สิน้	20.3	มก.	จากแอนติซรีมั	 

4	มล.	และมีความบรสิทุธิส์งูจากการวเิคราะห์ด้วย	

SDS-PAGE	 โดยเกิดแถบขนาด	 50	 และ	 

25	กิโลดาลตัน	ซึ่งเป็นขนาดของ	heavy	chain	

และ	light	chain	ตามลำาดับ

2. การทดสอบ extraction buffer ที่เหมาะกับ

ชุดตรวจสอบอิมมูโนโครมาโตกราฟิคสตริป

รูปแบบของ	 ICS	 ที่ผลิตข้ึนเมื่อนำาไป

ทดสอบกับบัฟเฟอร ์	 5	 ชนิด	 พบว ่า	 DOA	 

extraction	 buffer	 ให้ผลดี	 คือ	 เกิดปฏิกิริยาบน	

control	 line	 ชัดเจนโดยไม่มี	 false	 positive	 

เกิดขึ้นที่	test	line	แต่พบผล	false	positive	เกิด

ขึ้นเมื่อใช้	 extraction	 buffer	 อีก	 4	 ชนิด	 คือ	

PBST,	Adgen,	Agdia	และ	Bioreba	และเม่ือนำา	

ICS	 มาทดสอบกับนำ้าคั้นพืชปกติและนำ้าคั้นพืชท่ี

เป็นโรคที่บดใน	DOA	extraction	buffer	พบว่า	

ให้ปฏิกิริยาชัดเจนเช่นเดียวกัน	 จึงเลือกใช้	 DOA	

extraction	buffer	ในการทดลองต่อไป

3. การทดสอบความจ�าเพาะ (Specifif icity) ของ ICS

การทดสอบ	ICS	ทีพ่ฒันาขึน้กบันำา้คัน้พชื

เป็นโรค	13	ชนิด	พบว่า	ICS	สามารถตรวจเชื้อ	

CGMMV	ได้อย่างชัดเจนและไม่มีปฏกิริยิาข้ามกบั

เชือ้ทัง้หมดอกี	12	ชนดิ	ทีน่ำามาทดสอบ	(Figure	2)

4. การทดสอบความไว (Sensitivity) ของ ICS 

ในการตรวจเชื้อ CGMMV 

ICS	 ที่พัฒนาขึ้นมีความไวในการตรวจ

เชื้อ	 CGMMV	 บริสุทธิ์และนำ้าค้ันพืชเป็นโรคที่

ระดับ	0.098	 ไมโครกรัม/มล.	และนำ้าคั้นพืชเป็น

โรคเ	จอืจางได้ถงึ	1:10,000	โดยไม่ทำาปฏกิิรยิากบั

นำ้าคั้นพืชปกต	ิ และสามารถตรวจเชื้อ	 CGMMV	

ในสารแขวนลอยดินได้ความไวที่ระดับ	 0.024	

ไมโครกรัม/มล.
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5. การทดสอบประสิทธิภาพของ ICS ในการ

ตรวจสอบเชื้อ CGMMV ในน�้าคั้นใบพืชและ

เมล็ดของพืชอาศัยในวงศ์แตง

การทดสอบประสทิธิภาพของ	ICS	ในการ

ตรวจสอบเชื้อ	 CGMMV	 ในนำ้าคั้นใบพืชและนำ้า

บดเมล็ดพันธุ ์ของพืชตระกูลแตงทั้ง	 13	 ชนิด	 

พบว่า	สามารถใช้ตรวจได้โดยไม่มีปฏกิริิยารบกวน

จากสารชนิดอื่นที่ละลายอยู่ในตัวอย่างนำ้าค้ันพืช

และนำ้าบดเมล็ด	(non	specifif ic	reaction)	และ

ไม่ทำาปฏกิิรยิากบันำา้คัน้พชืปกตทิกุชนดิ	(Figure	3	

and	 4)	 ที่นำามาทดสอบ	 ICS	 ที่จำาเพาะต่อเชื้อ	

CGMMV	 ที่ผลิตจากงานวิจัยนี้เป็นชุดตรวจสอบ

แรกท่ีผลิตขึ้นได้ในประเทศไทย	 ซึ่งราคาถูกกว่า

จากต่างประเทศประมาณ	2-5	เท่า	(ขึน้กบัจำานวน	

ICS)	จากการตรวจเอกสาร	รายงานนีเ้ปน็ครัง้แรก

ท่ีแสดงถงึประสทิธภิาพการตรวจสอบ	CGMMV	ใน

สารแขวนลอยดนิและในนำา้บดเมลด็พันธุ์

6. การทดสอบประสิทธิภาพของ ICS ในการ

ตรวจตวัอย่างพชืโดยเปรยีบเทยีบกบัวธิกีาร ELISA

การตรวจสอบประสิทธิภาพของ	 ICS	 

โดยใช้ตัวอย่างพืช	3	ชนิด	ได้แก่	แตงกวา	นำ้าเต้า	

และฟักทอง	รวม	10	ตัวอย่าง	เปรียบเทียบกับวิธี	

TAS-ELISA	 จากค่าการดูดกลืนแสงที่	 405	 

นาโนเมตร	 พบว่า	 ให้ผลสอดคล้องกนัทกุตวัอย่าง 

ทีต่รวจด้วย	 ICS	 โดยตรวจพบตัวอย่างที่เป็นโรค

จำานวน	 6	 ตัวอย่าง	 และตัวอย่างที่ไม่เป็นโรค

จำานวน	4	ตัวอย่าง	(Figure	5)

7. การทดสอบสภาพการเกบ็รกัษา ICS ระยะเวลา  

12 เดือน

การทดสอบ	 ICS	 ที่เก็บในสภาพต่าง	 ๆ	

รวม	8	รูปแบบ	เป็นระยะเวลา	12	เดือน	พบว่า	

ICS	ทีเ่กบ็รกัษาไว้ครบ	1	เดือน	ยงัคงเกดิปฏกิริยิา

ชัดเจน	 ไม่แตกต่างจากชุดตรวจสอบก่อนการ 

เก็บรักษา	หลังการเก็บรักษาครบ	3	เดือน	พบว่า	

ICS	 ที่เก็บในถุงซิปที่สภาพแสงธรรมชาติและ

อุณหภูมิห้อง	 (รูปแบบที่	 5)	มีปฏิกิริยาลดลงมาก

ทีส่ดุ	รองลงมา	คือ	การเกบ็ในถงุซปิทีอ่ณุหภมูห้ิอง

ในสภาพมืด	(รปูแบบท่ี	7)	พบเส้นปฏกิริยิาสซีีดจาง	 

Figure 2 Specifif icity	 testing	 of	 the	 developed	 ICS	 showed	 highly	 specifif ic	 reaction	with	 

CGMMV	(C	=	control	line	and	T	=	test	line)



146 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 37 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม - สิงหาคม 2562

Figure 3	 Detection	of	CGMMV-contaminated	cucurbits	(D)	compared	to	the	healthy	

Sap	(H)	by	using	the	developed	ICS	

Figure 4	 Detection	 of	 CGMMV-contaminated	 extracted	 seed	 samples	 compared	 to	 the	

non-contaminated	extracted	seed	samples	(H)	by	using	the	developed	ICS
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ขณะท่ี	ICS	ท่ีเกบ็ในหลอดทดลองยงัคงให้เส้นปฏกิริยิา

ทีช่ดัเจน	เช่นเดยีวกับ	ICS	ก่อนการเก็บรกัษา

เมือ่เกบ็รกัษา	ICS	ไว้เป็นระยะเวลา	4	5	 

และ	6	เดอืน	พบว่า	ปฏกิิริยาบน	ICS	ท่ีเก็บในถงุซิป	 

อุณหภมิูห้อง	(รูปแบบที	่5)	ลดลงมากจนถึงไม่เหน็

ปฏิกิริยาเลยเมื่อเก็บรักษาไปจนครบ	 6	 เดือน	 

โดยสังเกตได ้ว ่าบริเวณ	 CRP	 มีสีเข ้มของ	 

conjugate	 ซึ่งไม่สามารถเคลื่อนตัวได้ตามปกติ

เมื่อทดสอบกับตัวอย่างในขณะที่	ICS	ที่เก็บรักษา

ในถุงซิป	 อุณหภูมิ	 4ºoซ.	 ทั้งในที่มืดและสว่าง	 

(รปูแบบที	่6	และ	8)	และ	ICS	ทีเ่กบ็ในหลอดทดลอง 

ทั้ง	 4	 สภาพการเก็บรักษานั้น	 (รูปแบบที่	 1-4)	 

ยังคงให้เส้นปฏิกิริยาที่มีสีเข้มใกล้เคียงกับเม่ือเริ่ม

การทดลอง	(Table	1)

Figure 5 Effif icacy	evaluation	of	the	developed	ICS	by	testing	with	ten	collected	cucurbit	

samples	compared	to	TAS-ELISA	(A	cut	off	value	 in	TAS-ELISA	 is	 twice	of	 the	average	

value	from	the	negative	control	which	was	0.308,	(data	not	shown)

Table 1	 Study	on	the	appropriate	condition	for	long-term	storage	of	the	ICS	for	12	months.	

The	 ICSs	were	 stored	with	 desiccant	 in	 8	 formats;	 conical	 tube	 or	 ziplock	 bag;	 under	 

natural	light	or	dark;	and	stored	at	room	temperature	(RT)	or	4°	oC

Condition
Long-term storage (months)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Conical tube

Natural	

light

RT + + + + + + + + + + + +

4°oC + + + + + + + + + + + +

Dark
RT + + + + + + + + + + + +

4°oC + + + + + + + + + + + +

Ziplock	bag

Natural

light

RT + + + - - - - - - - - -

4°oC + + + + + + + + + + + +

Dark
RT + + + + - - - - - - - -

4°oC + + + + + + + + + + + +

 + positive reaction ontest line  - no reaction on test line
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การทดสอบประสิทธภิาพเมือ่เกบ็รกัษาไว้

ครบ	12	เดือน	พบว่า	ICS	ที่เก็บในสภาพหลอด

ทดลองท้ัง	 2	 อุณหภูมิ	 ในสภาพแสงธรรมชาติ	 

และในท่ีมดื	(รปูแบบที	่1-4)	ยงัคงให้เส้นปฏกิริยิา

ทีเ่ข้มเช่นเดยีวกบัเมือ่เริม่การทดลอง	และการเกบ็

ในสภาพถุงซปิทีอ่ณุหภมู	ิ4ºoซ.	ท้ังในทีม่ดืและสว่าง	

(รูปแบบที่	 6	 และ	 8)	 ยังคงให้เส้นปฏิกิริยา 

ใกล้เคียงกับเมื่อเริ่มการทดลองเช่นเดียวกัน

ในภาพรวมการเก็บรักษา	 ICS	 โดย 

เปรียบเทียบสภาพการเก็บรักษา	 3	 สภาพ	 คือ	

บรรจุภัณฑ	์พบว่า	การเก็บในหลอดทดลองดีกว่า

ถุงซิป	เนื่องจาก	หลอดทดลองมีฝาที่ปิดสนิทรวม

ท้ังการพันด้วยพาราฟิล์มอีกชั้น	 ทำาให้ป้องกัน

ความชื้นเข้าได้ดีขึ้น	 ซ่ึงความชื้นมีผลกระทบต่อ

แรงแคบปิลลารี่	(capillary	flflf low)	ที่เกี่ยวข้องกับ

การเคลื่อนที่ของสารไปทำาปฏิกิริยาที่	CRP,	Test	

line	และ	control	line	ตามลำาดับ	ส่วนถุงซิปถึง

แม้ว่าจะปิดได้สนิทแต่อากาศและความชื้นยัง

ถ่ายเทได้ง่ายกว่าหลอดทดลองดังกล่าว	พิจารณา

ได้จากรูปแบบที	่1-4	ที่เก็บในหลอดทดลองยังคง

ให้เส้นปฏิกิริยาที่ชัดเจนแม้จะผ่านมานานถึง	 

12	เดือน	ส่วนรปูแบบที	่5	และ	7	ท่ีเกบ็ในถงุซปินัน้	 

ปฏิกิริยาเริ่มลดลงตั้งแต่เดือนแรกและจางหายไป

หลังจากเก็บรักษาไว	้3	เดือน	

การเปรียบเทียบสภาพแสงและอุณหภูม	ิ

พบว่า	การเกบ็ในสภาพแสงธรรมชาตแิละในทีมื่ด

ไม่มีความแตกต่างกันหากอยู่ภายใต้อุณหภูมิ	4ºoซ.

อย่างไรกต็ามแนะนำาให้เกบ็รกัษาไว้ในทีม่ดื	เนือ่งจาก	 

ICS	 มีองค์ประกอบที่สำาคัญ	 ได้แก่	 NCM	 ซึ่ง 

คำาแนะนำาของบรษิทัควรเก็บในทีม่ดืและมสีารดูด

ความชื้น	(Whatman,	USA)	ส่วนแอนติบอดีและ

อนภุาคทองทีเ่ป็นสิง่แสดงผลน้ันกม็คีำาแนะนำาจาก

บรษิทัผูผ้ลติให้เกบ็ไว้ในทีม่ดื	ภายใต้อณุหภมิู	4ºoซ.

เช่นกัน	(Biodot,	USA;	Liu	et al.,	2017)

ผลจากงานวิจัยนี้	พบว่า	การเก็บรักษาที่	

4ºoซ.	ยังคงรักษาประสิทธิภาพของ	ICS	ได้ดีที่สุด

จนครบ	 12	 เดือน	 (Table	 1)	 ซึ่งสอดคล้องกับ

รายงานของ	Liu	et al.	(2017)	ทีส่ามารถเกบ็	ICS	

ที่จำาเพาะกับเชื้อ	Spiroplasma eriocheiris ซึ่ง 

เข้าทำาลายคลัสเตเชียนได้นาน	6	เดือน	ที่อุณหภูมิ

ห้องและนาน	 12	 เดือน	 ที่	 4ºoซ.	 โดยไม่มีผลต่อ

ความไวในการตรวจสอบ	ขณะที่	Zhihao	et al.,  

(2018)	 รายงานว่า	 เก็บรักษา	 ICS	 ที่จำาเพาะ 

ต่อเชือ้	H7N9	Influenza virus ไว้ได้เพยีง	10	เดือน	

เท่านัน้	ภายใต้อณุหภมู	ิ4ºoซ.	โดยมสีารดดูความชืน้	

แต่ทั้งสองรายงานไม่ได ้ระบุบรรจุภัณฑ์ที่ใช	้

นอกจากนั้น	Xiang	and	Li	(2011)	ซึ่งเก็บรักษา	

ICS	ที่จำาเพาะกับเชื้อ	Human cytomegalovirus 

ไว้ที่	4ºoซ.	ในถุงพลาสติก	พบว่า	ICS	ที่เก็บในถุง

พลาสตกิปิดสนทินัน้จะมอีายกุารใช้งานอย่างน้อย	

12	เดือน	แต่มกีารสญูเสยีความไวในการตรวจสอบ 

สำาหรับงานวิจัยนี้แม้ว ่าผลการวิจัยจะยืนยัน

ประสิทธิภาพของการตรวจสอบที่	 12	 เดือน	 

แต่การแสดงผลที่	 test	 line	 และ	 control	 line	 

ยังมีคุณภาพดีไม่ต่างจากการเก็บในเดือนแรก	 

ดังนั้น	 หากทำาการศึกษาต่อไป	 ผู้วิจัยเชื่อมั่นว่า

สภาพการเก็บรักษาในหลอดทดลอง	โดยมีสารดูด

ความชื้น	ที่อุณหภูมิ	4ºoซ.	ในที่มืด	จะยังคงรักษา

ประสิทธิภาพของ	ICS	ชนิดนี้ได้นานขึ้นอีก

สรุปผลการทดลอง
การพัฒนา	ICS	เพื่อใช้ในการตรวจสอบ

เชือ้ไวรสั	CGMMV	 โดยใช้	 IgG-gold	 conjugate	 

ฉดีพ่นทีบ่รเิวณ	CRP	ส่วนที	่test	line	และ	control	 

line	 ฉีดพ่นด้วย	 IgG	 และ	 GAR	 ตามลำาดับ	

บัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการใช้บดตัวอย่าง	 คือ	 

DOA	 extraction	 buffer	 อัตราส่วน	 1:10	 

(ใบพืช	 :	 buffer)	 ใช้เวลาในการสังเกตปฏิกิริยา
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ภายใน	5	นาท	ีICS	ท่ีพฒันาขึน้มคีวามจำาเพาะสงู

กบัเชือ้	CGMMV	โดยไม่มปีฏกิริยิาข้ามกบัพชืปกติ

และไวรัสชนิดอื่น	12	ชนิด	ที่นำามาทดสอบ	และ

สามารถใช้	 ICS	 ในการตรวจเชื้อไวรัสในนำ้าค้ัน 

ของใบและเมล็ดพันธุ์พืชตระกูลแตงชนิดอื่นได	้ 

มีความไวในการตรวจสอบเชื้อไวรัสบริสุทธิ	์ 

0.098	 ไมโครกรัม/มล.	 สามารถใช้ตรวจนำ้าคั้น 

ท่ีเจือจางได้ถึงระดับ	 1:10,000	 และความไวใน 

การตรวจเชื้อ	 CGMMV	 ในสารแขวนลอยดิน 

ที่ระดับ	0.024	ไมโครกรัม/มล.	และประสิทธิภาพ

ของ	 ICS	 ให้ผลสอดคล้องกับวิธี	 TAS-ELISA	 

การเกบ็รกัษา	ICS	แนะนำาให้เกบ็รกัษาไว้ในหลอด

ทดลองท่ีมีวัสดุดูดความชื้น	 ที่ อุณหภูมิ	 4 °oซ.	 

ในที่มืด	สามารถเก็บได้นาน	12	เดือน	โดย	ICS	

ยังคงมีประสิทธิภาพในการตรวจเชื่อไวรัสได้ดี

เท่ากับชุดตรวจสอบ	ICS	ก่อนการเก็บรักษา
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