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บทคัดย่อ 

 
การศึกษาตัวอย่างกล้วยไม้สกุล ฟาเลนอพซิส (Phalaenopsis) ออนซิเดียม (Oncidium) 

แวนด้า (Vanda) ช้างแดง ช้างพลาย (Rhynchostylis) และกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium ) มอค
คาล่า จากแปลงปลูกกล้วยไม้ของเกษตรกรในพ้ืนที่จังหวัดกาญจนบุรี จงัหวัดเพชรบุรี จังหวัดเชียงใหม่ 
จังหวัดสระบุรี จังหวัดนนทบุรี เพ่ือตรวจหาเช้ือไวรัส OFV, TRSV  และ Potyvirus ด้วยวิธี 
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) โดยใช้ 
monoclonal antibody ของเช้ือกลุ่ม Potyvirus (MAb-Poty) ในการตรวจหาเช้ือในกลุ่ม 
Potyvirus และตรวจหาอนุภาคของเช้ือไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนในห้องปฏิบัติการ ซึ่งจาก
ผลการศึกษายงัไม่พบเช้ือไวรัสในกลุม่ Potyvirus และเช้ือไวรัส OFV, TRSV  ระบาดในประเทศไทย  
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คํานาํ 
 

ประเทศไทยมีการส่งออกและนําเข้าต้นกล้วยไม้เพ่ิมปริมาณมากข้ึนเรื่อยๆ สําหรับประเทศที่
นําเข้าต้นกล้วยไม้จากไทยส่วนใหญ่นําไปประดับ  มีส่วนน้อยที่นําไปเป็นต้นพันธ์ุ แต่การนําเข้าของผู้
ปลูกเลี้ยงในประเทศไทยจะนําพันธ์ุที่แปลกใหม่มาเป็นต้นพันธ์ุขยายพันธ์ุด้วยการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ 
การนําต้นที่ติดเช้ือไวรัสเข้ามาโดยเฉพาะอย่างย่ิงเช้ือไวรัสที่ไม่เคยมีมาก่อนในประเทศไทยย่อมมี
ผลกระทบโดยตรงต่อการเพ่ิมและแพร่ กระจายโรคไวรัสที่ติดมากับต้นพันธ์ุ ส่วนที่นําต้นพันธ์ุเข้ามา
เพ่ือผสมพันธ์ุแม้เช้ือจะไม่ถ่ายทอดทางเมล็ดแต่ เป็นการนําต้นกล้วยไม้ที่มีเช้ือไวรัสมาปะปนอยู่ใน
แหล่งปลูก   หลายประเทศมีข้อกําหนดให้มีใบรับรองการปลอดเช้ือไวรัสชนิดอ่ืนที่นอกเหนือจาก 
CyMV และ ORSV เช่นต้องการให้รับรองต้นกล้วยไม้ปลอดจาก เช้ือ Orchid fleck  virus (OFV), 
Tomato ring spot virus (TRSV) และ Potyvirus  ซึ่งมีการระบาดอยู่ในหลายประเทศ  ได้แก่ 
Australia  Germany Japan New Zealand ไต้หวัน  เกาหลี   เป็นต้น  Franki (1985)  พบว่าเช้ือ
ไวรัสที่ทําให้ กล้วยไม้พันธ์ุ Dendrobium spp  มีอาการด่างคือเช้ือไวรัสในกลุ่ม Potyvirus  เป็น 
Dendrobium mosaic virus (DeMV) (Synonym of clover yellow vein virus ) มีการรายงาน 
coat protein gene  ขนาด 1,143bp  ส่วน OFV ทําให้กล้วยไม้มีอาการขีดประดําบนใบ (Chang 
et.al. 1991, Chang, et.al. 2007 )   

มีรายงานการตรวจพบเช้ือไวรัสกลุ่ม Potyvirus  ในกล้วยไม้อยู่หลายชนิดได้แก่ Bean 
yellow mosaic virus, Clover yellow vein virus, Dendrobium mosaic potyvirus, 
Filamentous Orchid virus, Spiranthes mosaic virus, Turnip mosaic virus (Zettler et al., 
1990)  แล้วยังพบว่าพืชในตระกูล Orchidaceae  หลายชนิดมีเช้ือไวรัสกลุ่ม Potyvirus เข้าทําลายได้  
ได้แก่ Vanilla  พบเช้ือ  Vanilla mosaic potyvirus,  Pecteillis mosaic potyvirus  และ  
Habenaria  พบเช้ือ Habenaria mosaic potyvirus รวมทั้ง Dendrobium พบเช้ือ Dendrobium 
mosaic  potyvirus เข้าทําลายเป็นต้น และเช้ือไวรัสเหล่าน้ีสามารถถ่ายทอดได้โดยแมลงเพลี้ยอ่อน  
ดังน้ันนอกเหนือจากเช้ือ CyMV และ ORSV แล้วยังมีเช้ือ OFV, TRSV, และไวรัสในกลุ่มของ 
Potyvirus  หลายชนิดดังกล่าวที่ถูกตรวจพบบนกล้วยไม้  สุรภี(2547)  รายงานพบเช้ือไวรัสชนิดท่อน
ยาวคดมีขนาดของอนุภาค ประมาณ  750  นาโนเมตรทําให้เกิดอาการป้ืนดําบนกล้วยไม้หลายพันธ์ุซึ่ง
สามารถตรวจจําแนกได้ด้วยสายตาและพบจํานวนน้อยเพียง 2-3 แห่งได้แนะนําให้กําจัดและหลีกเลี่ยง
นํามาทําพันธ์ุ   

              Mackenzie (1998) ตรวจพบ Potyvirus ในกล้วยไม้ 33 ชนิด ด้วยวิธี RT-PCR ด้วยชุด 
primers ที่เฉพาะเจาะจงกับกลุ่ม Potyvirus ในส่วนของ SP6 หรือ T7 ลําดับเบสของ genome ของ
ไวรัสที่แยกมาจากกล้วยไม้เป็นโรค 5 ตัวอย่างโดยส่วนใหญ่ มีความสัมพันธ์ุใกล้กับ bean common 
mosaic group  
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              Chang(1991) ได้สํารวจโรคไวรัสในกล้วยไม้ในประเทศเกาหลี จํานวน 640 ชนิด ใน 13 
genera พบไวรัสหลายชนิดได้แก่ Orchid fleck virus (OFV), Cymbidium mosaic virus (CyMV), 
Odontoglossum ringspot virs (ORSV), Dendrobium mosaic virus (DMV) และ Potyvirus    
พบทั้งที่เข้าทําลายกล้วยไม้เป็นเช้ือเด่ียวและเข้าทําลายทีละ 2-3 เช้ือ   

             Kendo(2003) รายงานว่า OFV สามารถถ่ายทอดได้ด้วยการปลูกเช้ือด้วยนํ้าคั้นและไร 
(Brevipalpus californicus  Bank ) แบบ persistent ถ่ายทอดได้ทั้งตัวเต็มวัยและตัวอ่อน  และ
พบว่า OFV ประกอบด้วย RNA 2 ชนิดคือ RNA1 (6431 bp) และ RNA2 (6001 bp) จัดอยู่ในกลุ่ม  
Plant Rhabdoviruses  ใน  Rhabdoviridae  family 

            Chang(2007) แยกเช้ือ OFV ออกมาได้จากกล้วยไม้พันธ์ุ Cymbidium, Dendrobium, 
Odontoglossum, Oncidium  , Angulorea  และ Pescatorea  เช้ือ OFV มีพืชอาศัยหลายชนิด 
ได้แก่ ยาสูบใบใหญ่  ยาสูบใบเล็ก Chenopodium  amaranticolor และถ่ายทอดด้วยวิธีการปลูก
เช้ือด้วยนํ้าคั้นพืช อนุภาคของ OFV เป็นแบบ bacilliform ที่มีขนาดประมาณ  40 X 150 nm  

Singh(2007) แยกเช้ือ Potyvirus ได้จากกล้วยไม้ป่าพันธ์ุ Cymbidium pendulum และ C. 
tigrinum ที่เมือง Sikkim ทางเหนือของอินเดีย ตรวจสอบด้วยวิธี ELISA, RT-PCR และ Northern 
blot  analysis  การใช้ primer ที่มีความเฉพาะของ Potyvirus group  พบว่าไวรัสน้ีมีความสัมพันธ์ุ
ใกล้กับ Calanthe mild mosaic virus 

 ประเทศไทยยังไม่มีรายงานเช้ือไวรัสชนิดทั้ง 3 ชนิดนี้บนกล้วยไม้ จึงควรทําการสํารวจและ
จําแนก เพ่ือจัดทําข้อมูลในการทํารายชื่อศัตรูพืชและวิเคราะห์ความเสี่ยงในการกําหนดศัตรูพืชกักกัน
ปัจจุบันผู้ปลูกกล้วยไม้ของไทยมีความสามารถในการผลิตต้นกล้วยไม้ปลอดโรคได้กว้างขวางมากขึ้น
และมีความเข้าใจในการต้องคัดเลือกใช้เฉพาะต้นพันธ์ุปลอดเช้ือมาทําพันธ์ุ  และประโยชน์จากการ
สํารวจเช้ือทั้ง 3 ชนิด ทําให้ได้ข้อมูลของการเป็นโรคจากเช้ือ CyMV และ ORSV และความเสียหาย
ของต้นกล้วยไม้ในแหล่งปลูกที่แท้จริง เพ่ือกําหนดแนวทางในการควบคุมอัตราการเป็นโรคเช้ือ CyMV 
และ ORSV เพ่ือเป็นประโยชน์ต่อการให้การรับรองสวนเพ่ือการส่งออก  และยังใช้เป็นข้อมูลในการวาง
ข้อกําหนดอัตราการติดเช้ือ CyMV และ ORSV  ของกล้วยไม้นําเข้าต่อไป 

 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ ์

- กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

- Ultra centrifuge 

- ตู้แช่แข็ง -80 0C  

- สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการปลูกเช้ือไวรัส 

- สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 
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- พืชทดสอบและพืชอาศัย 
 
วิธีการ 
 
1. เก็บตัวอย่างกล้วยไม้และเตรียมแอนติซีรัมเพื่อใช้ในการตรวจสอบตัวอย่างกล้วยไม้  

ทําการเก็บตัวอย่างกล้วยไม้ที่พบลักษณะอาการผิดปกติ มีอาการใบด่าง necrosis และอาการขีด
ไหม้ จากแปลงปลูกกล้วยไม้ จากบริษทันําเข้าและส่งออกรวมท้ังตัวอย่างนําเข้าในพ้ืนที่ต่างๆ ตาม
แหล่งปลูกมาศกึษาลักษณะอาการและตรวจหาเช้ือไวรัส ทําการจดบันทึกรายละเอียดข้อมูลแหล่งปลกู 
แหล่งที่พบ ชนิดและพันธ์ุของกล้วยไม้ 

 
2. ตรวจหาเช้ือไวรสัในกลุ่ม Potyvirus ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนและด้วยวิธ ี
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) 

2.1 ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม่ Potyvirus ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
นําตัวอย่างกล้วยไม้ในแต่ละแหล่งปลูกที่เก็บรวบรวมในข้อ 1 มาตรวจสอบหาเช้ือไวรัสในกลุ่ม 

Potyvirus โดยตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนด้วยวิธี IEM (Immuno  electron 
microscope) นําตัวอย่างกล้วยไม้ที่ตรวจพบอนุภาค 550-900 นาโนเมตร มาตรวจสอบด้วยวิธี IEM 
โดยบดตัวอย่างใบพืชใน 0.05 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 บนแผ่นไสลด์ ได้นํ้าคั้นพืช นํากริด 
(grid) ขนาด 300  mesh ( 300 ช่องต่อตารางน้ิว)  ที่เคลือบด้วย colloidien และ carbon พร้อมใช้  
มาควํ่าลงบนนํ้าคั้น 6  กรดิ ทิ้งไว้ 1-3 นาที  ใช้ Forceps คีบกริดขึ้นจากนํ้าคั้น ซับส่วนที่เป็น
ของเหลวรอบกริดออก หยดน้ํากลั่นลงบนกริด 10 หยด  เพ่ือชะล้างเศษพืชช้ินใหญ่ออกไป แล้วนํากรดิ
ไปควํ่าลงบนหยด IgG ของ CyMV  และ MAb Poty1 แยกกัน ทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที แล้วย้อมสีด้วย
การหยดสารละลาย  2% Uranyl acetate ผ่านหน้ากริด 10 หยด แล้วหยดน้ํากลั่นล้างผ่านหน้ากริด 
10 หยด ซับรอบกริดใหแ้ห้งด้วยกระดาษกรอง ผึ่งให้แห้งแล้วนําไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน 
   2.2 ตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno 
sorbent  

   assay (NCM-ELISA) ในกลุ่ม Potyvirus 
   นําตัวอย่างใบพืชที่ต้องการตรวจสอบใส่ในถุงพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M Tris, 

0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราส่วน (ใบพืช : บัฟเฟอร์=1:5)  แล้วบดตัวอย่างให้
ละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผ่น Nitrocellulose membrane(NCM) ขนาด 0.45 μm ชนิด  
High bone N+   ด้วยการตีเป็นช่องตารางส่ีเหลี่ยม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทาํเคร่ืองหมายที่
ตารางของตัวแผ่น NCM หัวท้ายเพ่ือเรียงลําดับตัวอย่างจาก 1  ถึงตัวอย่างสุดท้าย นําแผ่น NCM 
พร้อมกับวางกระดาษกรองเบอร์ 1  ที่ตัดให้มีขนาดพอดีกับแผ่น NCM แช่ใน TBS (0.02M Tris, 0.5 
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M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาที หลงัจากน้ันคีบแผน่กระดาษกรองเบอร์ 1 ขึ้นมาพร้อมกับแผ่น 
NCM ที่แช่ไว้ด้วยกัน วางลงบนแผ่นกระดาษกรองแผ่นใหมท่ี่แห้งและมีขนาดใหญ่กว่า โดยใช้ pasteur 
pipette ที่สะอาดรีดแผ่น NCM ให้แนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยดตัวอย่างนํ้าคั้นพืช 1 หยด  
หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในช่องตารางบนแผ่น NCM ตามรูปแบบที่วางไว้ เมื่อหยดตัวอย่าง
เสร็จแล้วคีบแผ่น NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผึ่งไว้ประมาณ 10-20 นาที นําแผ่นตัวอย่างที่
แห้งแล้วแช่ลงในกล่องสี่เหลีย่มที่มี blocking buffer ( 2%  non fat milk ใน TBS pH 7.5 ) อยู่ 10 
มิลลลิิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แช่นาน 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง หรือ ประมาณ 27-
30๐C หลังจากน้ันเท blocking buffer ออก ใส่ส่วนผสมของ IgG ของ Potyvirus  ที่ละลายอยู่ใน 
blocking buffer ใหม่  ในอัตรา 1:500  แช่แผ่น NCM น้ันเป็นเวลา  1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง หรือ 
ประมาณ 27-30๐C แล้วจึงล้างแผ่น NCM ด้วย TBS-Tween 3    ครั้ง ๆ ละ 3 นาที เทส่วนผสม 
Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่เจือจางเป็น 1:3000 ใน
สารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลลิิตร บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง 1 ช่ัวโมง ล้างออกด้วย 
TBS-Tween  3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที  แล้วเทส่วนผสม substrate  (ละลาย  0.25%  AS- MX  จํานวน  
1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 และละลายสาร  Fast red TR-salt (FR-
TR) ใน 6 มิลลลิิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทส่วนผสมท้ัง 2 รวมกัน แลว้เทลงในกล่องแช่
แผ่น NCM เขย่าเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาที  เมื่อเกิดปฏิกิริยาเห็นสีชมพูชัดเจน
แล้วเท substrate ออก แล้วเทนํ้ากลั่นลงแทน เพ่ือเป็นการล้างและหยุดปฏิกิริยา 
 
3. ตรวจหาเชือ้ไวรัส OFV, TRSV ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

      นําตัวอย่างกล้วยไม้ในแต่ละแหล่งปลูกที่เก็บรวบรวมในข้อ 1 มาตรวจสอบหาเช้ือไวรัส OFV 
และ TRSV ด้วยตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน โดยวิธี Brandes’ dip โดยบดตัวอย่างใบ
พืชใน 0.05 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 บนแผ่นไสลด์  นํากริด (grid) ขนาด 300  mesh (มี
ช่องสี่เหลี่ยม 300 ช่องต่อตารางน้ิว) มาควํ่าลงบนนํ้าคั้นทิ้งไว้ 1 นาที ใช้คีมคีบกริดขึน้จากนํ้าคั้น ซบั
ส่วนที่เป็นของเหลวรอบกริด หยดน้ํากลั่นลงบนกริดเพ่ือชะล้างสารโมเลกุลใหญ่ เช่นเกลือต่างๆออกไป  
ทําการย้อมสีแบบ negative staining ซึ่งเป็นการย้อมสีพ้ืนที่รอบๆอนุภาคของเช้ือไวรัสด้วย 2% 
Phosphotungstic acid (PTA) นํามาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

 
เวลาและสถานท่ี 

ระยะเวลา  เริ่มเดือนตุลาคม 2551  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2553 
 สถานที่      หอ้งปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุม่วิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการ 
                             อารกัขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. เก็บตัวอย่างกล้วยไม้เพื่อใช้ในการตรวจสอบหาเช้ือไวรัส 
ได้เก็บตัวอย่างกล้วยไม้สกุล ฟาเลนอพซสิ (Phalaenopsis) ออนซิเดียม (Oncidium) 

แวนด้า (Vanda) ช้างแดง ช้างพลาย (Rhynchostylis) และกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium ) มอค
คาล่า จากแปลงปลูกกล้วยไม้ของเกษตรกรในพ้ืนที่จังหวัดกาญจนบุรี จงัหวัดเพชรบุรี จังหวัดเชียงใหม่ 
จังหวัดสระบุรี จังหวัดนนทบุรี จํานวนทั้งสิ้น 237 ตัวอย่าง และได้สั่งซื้อแอนติซีรมั monoclonal  
antibody ของเช้ือกลุ่ม Potyvirus (MAb-Poty)  ซึ่งมีคุณสมบัติในการตรวจเช้ือไวรัสในกลุ่ม 
Potyvirus ได้หลายชนิดจากบริษัท AGDIA  จํากัด และยังมีรายงานจากทางบริษัทว่าสามารถใช้
ตรวจสอบจําแนกเช้ือ Dendrobium mosaic virus (DeMV) ในประเทศสหรฐัอเมริกา  ตรวจสอบ 
Ceratobium mosaic virus (CeMV) ไวรัสกลุ่ม potyvirus ในประเทศออสเตรเลีย  และตรวจสอบ 
Phalaenopsis chlorotic spot virus (PhCSV) ในกล้วยไม้สกุล Phalaenopsis ในไต้หวันได้ 
รวมทั้งในปี 2552 น้ันได้ทําการเก็บตัวอย่างกล้วยไม้นําเข้าจากเนเธอร์แลนด์, ญี่ปุ่น,ไต้หวันของบริษัท
ไพรทูรย์สะพลแีละบริษัทเทพวงศ์ออคิดส์ เพ่ิมเติมรวมทั้งจากแปลงปลูกกล้วยไม้ของเกษตรกรที่มี
อาการผิดปกติ และในปี 2553 ได้เก็บตัวอย่างกล้วยไม้จากแปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนที่ของ จ.
เชียงใหม่และจ.ลําพูน รวมทัง้เก็บตัวอย่างกล้วยไม้ของทางบริษัทไพรทูรย์สะพลี ซึ่งเป็นกล้วยไม้นําเข้า
จากไต้หวัน (ระหว่างเดือนตุลาคม 2552 – มีนาคม 2553) นํามาตรวจหาเช้ือไวรัสในห้องปฏิบัติการ   

 
2. ตรวจหาเช้ือไวรสัในกลุ่ม Potyvirus ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนและด้วยวิธ ี
Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) 

2.1 ตรวจหาเชื้อไวรัสในกลุม่ Potyvirus ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
ทําการตรวจหาเช้ือไวรัสในกลุ่ม Potyvirus โดยตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน

ด้วยเทคนิค Brandes’ dip โดยได้นําตัวอย่างกล้วยไม้พันธ์ุต่างๆจํานวน 237 ตัวอย่างมาตรวจสอบ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าการตรวจดูด้วยกล้องน้ัน แบ่งเป็น 3 กลุ่ม ด้วยกันคือ  
กลุ่มที ่1 เป็นตัวอย่างที่พบอนุภาคไวรัสชนิดท่อนตรงสั้น (stiff rod) มีขนาดความยาวประมาณ 300 

นาโนเมตร เพียงชนิดเดียว เป็นอนุภาคของเช้ือ ORSV    
กลุ่มที ่2 เป็นตัวอย่างที่พบอนุภาคไวรัสชนิดท่อนยาวคด (flexuous rod) มีขนาดความยาว 

ประมาณ 550-650 และ 750-900 นาโนเมตร รวมอยู่กับอนุภาคของ ORSV ขนาด 300 นาโนเมตร 
กลุ่มที ่3 เป็นอนุภาคไวรัสชนิดท่อนยาวคด (flexuous rod) ที่มขีนาดอนุภาค 550- 650 และ  

750-900 นาโนเมตร ไม่มี ORSV ปน 
ส่วนการตรวจจําแนกเช้ือไวรัสด้วยวิธี Immuno  electron microscope (IEM) เมื่อตรวจดู

ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าอนุภาคท้ังหมดที่มีขนาด 550-650 และ 750-900 นาโนเมตร 
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ถูกเคลือบด้วย IgG ของ CyMV แต่ไม่เคลอืบด้วย IgG ของ MAb Poty1 จึงสรุปได้ว่าเช้ือที่พบเป็น 
CyMV ทั้งหมด และมีขนาดต้ังแต่ 550-900 นาโนเมตร  

2.2 ตรวจวินิจฉัยด้วยวิธ ี Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno 
sorbent assay (NCM-ELISA) 

 แผ่นตัวอย่างกล้วยไม้ที่ตรวจพบอนุภาคท่อนตรงยาว 300 นาโนเมตรซึ่งเป็นกลุ่มแรก
เกิดปฏิกิริยากับ IgG ของ ORSV  กลุ่มที่ 2 ตัวอย่างที่พบอนุภาค 300,  550-650  และ 750-900 นา
โนเมตร ให้ปฏิกิริยาเป็นบวกกับ IgG ของ ORSV และ CyMV แต่ให้ปฏิกิริยาเป็นลบกับ IgG ของ 
MAb-Poty1 ส่วนกลุ่มที ่3 ที่พบอนุภาคขนาด 550-650  และ 750-900 นาโนเมตร ให้ปฏิกิริยาเป็น
บวกกับ IgG ของ CyMV  ให้ปฏิกิริยาเป็นลบกับ  IgG ของ MAb-Poty1 ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าอนุภาค
ไวรัสที่พบในกลุ่ม 3 เป็น CyMV 
 
3. ตรวจหาเชือ้ไวรัส OFV, TRSV ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
    จากการตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนเพ่ือหาอนุภาคของเช้ือไวรัส OFV และ TRSV 
ด้วยวิธี Brandes’ dip ยังไมพ่บเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดในตัวอย่างกล้วยไม้ทั้งหมดที่นํามาตรวจ 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 
 

  จากการศึกษาบนกล้วยไม้ โดยวิธี NCM-ELISA, IEM สรุปได้ว่าสามารถที่จะนํามาใช้ตรวจสอบ
เพ่ือหาเช้ือ Potyvirus บนกล้วยไม้ได้  โดยวิธี NCM-ELISA สุรภีและคณะ (2534) ได้รายงานไว้ถึงการ
ผลิตแอนติซีรมัของเช้ือ ORSV และพัฒนาวิธีการตรวจสอบเช้ือ ORSV ด้วยวิธี  ELISA  ในกล้วยไม้
และได้พัฒนาปรับวิธี ELISA ให้เป็นเคร่ืองมือภาคสนามสําหรับตรวจไวรัสของกล้วยไม้ได้ รวมทั้ง 
Banttarri และคณะ (1985) ได้ทําการศึกษาใช้วิธี Dot-ELISA มาใช้ในการตรวจเช้ือไวรัสของมันฝรั่ง 
PVX PVY และ PVS โดยใช้แผ่น NCM เป็นวัสดุรองรับปฏิกิริยา และได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบ
เช้ือไวรัสหลายๆ ชนิดด้วยวิธีรวดเร็ว (multi RIPA) เพียง 2 ขั้นตอน บนแผ่นรองรับ แบบ Lateral 
flow test (Tsuda et al.,1993) และ Hochleitner and Kraus (2002) ได้พัฒนาวิธี Lateral flow 
test ใช้ Colloidal Gold เป็นวัสดุแสดงปฏิกิริยาในการทํา dipstick ตรวจสอบไวรัสโดยใช้หลักการ
ทางเซรุ่มวิทยา ซึ่งการศึกษาวิธีการตรวจสอบเช้ือ Potyvirus น้ีสามารถใช้วิธีการและแอนติซีรมั
ดังกล่าวในการตรวจสอบได้ โดยการตรวจสอบ Potyvirus ของกล้วยไม้น้ัน  มีการใช้ MAb ของ  
Potyvirus ของบริษัท AGDIA ในการตรวจจําแนกเช้ือ Potyvirus ออกจาก CyMV ได้ และจากการ
ตรวจสอบเช้ือด้วยวิธี IEM ซึง่เช้ือไวรัสที่พบมีขนาด 750-900 นาโนเมตร ปะปนอยู่กับเช้ือ CyMV น้ัน 
พบว่าเป็นอนุภาคของเช้ือ CyMV ที่มีขนาดต้ังแต่ 550-900 นาโนเมตร ซึ่ง I Wayan และคณะ (1996) 
ได้รายงานว่าอนุภาคของไวรัส CyMV มีขนาดระหว่าง 75-950 นาโนเมตร จากการวัดอนุภาคไวรัส 
CyMV ทั้งหมด 300 อนุภาค นอกจากน้ัน MAb ยังสามารถตรวจเช้ือ PhCSV ในกลว้ยไม้นําเข้าของ
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ใต้หวันได้อีก ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าสามารถตรวจสอบหาเช้ือ Potyvirus ได้ด้วยวิธี IEM และ NCM-ELISA 
ด้วย MAb ของ Potyvirus และในส่วนของการตรวจหาเช้ือไวรัส OFV และ TRSV โดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์อิเลก็ตรอน ตรวจด้วยวิธี Brandes’ dip น้ัน ไม่พบเช้ือไวรัส OFV และ TRSV ในตัวอย่าง
กล้วยไม้ทั้งหมดที่นํามาตรวจ ดังน้ันจากการศึกษาทดลองตัวอย่างกล้วยไม้ที่ได้เก็บมาในพ้ืนที่ปลูกตาม
แหล่งต่างๆ และมาทําการตรวจสอบทั้งหมดน้ันจึงสรุปได้ว่ายังไม่พบเช้ือ OFV, TRSV และ Potyvirus 
ของกล้วยไม้ระบาดในประเทศไทย  
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