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สำโรช นรพัฒนกุล ะ การพัฒนาวิธีอีไลชาทางอ้อมแบบแข่งขันส่าหรับตรวจสํอบแบคทีเรีย
ตรีงไนโตรเจนสํกุล K le b s ie lla  และ Azosp irillum  (Development of
Competitive -  Ind irect ELISA fo r Detection of N itrogen -fix ing  
K le b s ie lla  spp. and Azosp irillum  spp .) อ.ทีปร ีกษา ะ รดั.ดร. จริยา บุญญวัฒน 
ผดั.ดร. ปรีดา รัยสิรี, 145 หน้า. IBSN 974-577-925-3

ได้ผลิตแอนติสืราต่อแบคทีเรียตรีงไนโตรเจนสํกุล K le b s ie l la  สำยพันธุอารี15, อารี17 
และ สํกุล Azosp irillum  สำย'พันธุอารี25ในกระต่ายเนอใรัในภารตรวจหา การตรวจสํอบและการ 
หาจำนวนแบคทีเรียตรีงไนโตรเจนท่ีอยู่ร่วมกับรากข้าว ไต้ค่าไตเตอรีโดยปฏิกิริยาแอคกลูติเนรัพูงสํด
เท่ากับ 1:1,600, 1:2,400 และ 1:3,200 ตามลำดับ ได้ทดลองใรัแอนติสิราเหล่านเนอการตรวจ 
หาและตรวจสํอบแอนติเจนคู่สํมท่ีระดับเจือจาง 1 : 1 0 0  ด้วยวิธีเอพัเอทางอ้อม นบว่าป้จจัยเก่ียวกับสํภาน 
แวดล้อม มีผลทำให้ความไวของการตรวจสํอบด้วยวิธีเอพัเอทางอ้อมลดลง ได้แก่ชนิดของอาหารเลยง
เสือและสํภานความเค็มของอาหาร นอกจากนยังได้พัฒนาการตรวจสํอบด้วยวิธีอไลชาทางอ้อมแบบ
แข่งขันขนมาเม่ือนับจำนวนแบคทีเรียตรีงไนโตรเจนคู่สํมท่ีอยู่ร่วมกับรากข้าว ให้ความไวในการตรวจสํอบ 
แอนติเจนเท่ากับ 1.95 X  10e เชลล์ต่อมีลลิลิตร ความถูกต้องวัดโดยเปอรีเชนตรีคอบเวอรีรีเท่ากับ
90-120% และเปอรีเชนตความแปรผัน (%CV) ในภารทดลองเคียวกันเท่ากับ 3-10% และระหว่างการ 
ทดลองเท่ากับ 3-15% ความจำเนาะซองวิธีเอพัเอทางอ้อมและอไลชาทางอ้อมแบบแข่งขัน ควรจะ
ตรวจสํอบได้ถงระดับสํทีสืล์เนราะแอนติสิรัมซองอารี!ร และอารี17 สิงเคยสิกษาด้วยคุณสํมบัติทาง
คีโมแฑคโชโนมีว่าคล้ายกัน ได้แสํดงปฏิกิริยาข้ามชนิดสิงกันและกันเท่ากับ 96-98% ขณะท่ีแสํดงปฏิกิริยา 
ข้ามชนิดกับ K le b s ie lla  oxytoca NG13 เท่ากับ 26-28% ส่วนแอนติสิรัมของอารี25 ทำปฏิกิริยา 
ข้ามชนิดกับเธีอ Azosp irillum  lipoferum (FS และ 34H)ได้100% แต่ไม่ทำปฏิกิริยาข้ามชนิดกับ 
เสือ Azosp irillum  สำยพันธุอน ส่าหรับการวัดปริมาณแบคทีเรีย อารี15, อารี17 และอารี25 ท่ี 
เติมไปบริเวณรากข้าวชองต้นกล้า 8  พันธุโดยวิธีอีไลชาทางอ้อมแบบแข่งขันนบว่าท้ังสำมสำฮพันธุสำมารถ 
เกาะติดบนรากข้าวได้ภายในเวลา 1  รัวโมงและนบว่ามีการสํร้างโคโลนีได้สํงสํดเท่ากับ 1 0 7 - 1 0 9  

เชลล์ต่อน้ําหนักรากแห้ง ณ.วันท่ี 1 2  หลังการเติมแบคทีเรีย จากการสิกษาเก่ียวกับคู่สํมระหว่างข้าวกับ 
แบคทีเรียโดยการวัดดักยภานการสํร้างโคโลนิ ดักฮภานการตรีงไนโตรเจน และดัชนีการเจริญเติบโต 
ซองนีชท่ีเม่ืมขนเม่ือเปรียบเทียบกับข้าวท่ีไม่เติมเสือ สำมารถจัดแบ่งความลัมพันรีระหว่างข้าวกับแบคที- 
-เรียได้เท่ีนสํองกลุ่มคีฮ กลุ่มท่ีหน่ืง มีการเนมดักยภานการสํร้างโคโลนี ดักยภานการตรีงไนโตรเจน 
และดัชนีการเจริญเติบโตซองนีช และนบว่าข้าว'พันธุกข7กับเสืออารี!รเนินคู่ท่ีคีท่ีสํดในกลุ่มน กลุ่มท่ีสํอง
มีการเนิ่มเฉนาะค่าดักยภานการสํร้างโคโลนีและดัชนีการเจริญเติบโตของนีช นบว่าข้าว'พันธุกธ6 กับเสือ 
อารี25 เ นินคู่ท่ีคีท่ีสํดในกลุ่มน๊ื
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SAROCH PORNPUTTKUL ะ DEVELOPMENT OF COMPETITIVE - INDIRECT ELISA 
FOR DETECTION OF NITROGEN-FIXING K le b s ie lla  spp. AND A zosp ir ilium  
spp. THESIS ADVISOR: ASSC PROF. JARIYA BOONJAWAT, Ph.D., ASSIS
PROF. PREEDA CHAISIRI, Ph.D. 144 PP.

In order to  detect, id e n t ify  and quantitate n itrogen -fix ing  bac te ria  
associated w ith r ic e  root, an tise ra  against K le b s ie lla  s tra in s  R15, R17 and 
Azosp irillum  s tra in  R25 were produced in rabb it y ie ld in g  the agg lu tina tion  
t i t e r  of 1:1,600, 1:2,400 and 1:3,200, respective ly . These an tise ra  were 
used su ccessfu lly  fo r  the detection and id e n t if ic a t io n  of th e ir  
corresponding antigens at the d ilu t io n  of 1:100 by in d ire c t fluorescent 
antibody technique (IND-FA). The environmental facto rs such as nu tr ien ts  or 
high s a l in it y  could decrease the s e n s it iv ity  of IND-FA. For the 
quan tita tion  of assoc ia tive  diazotrophs, p rotoco ls of 
com petitive-ind irect-ELISA  (COM-IND-ELISA) had been developed fo r  each 
antiserum, provid ing the s e n s it iv ity  of detecting homologous antigens at 
1.95x10e c e lls .m l เ , w ith the accuracy shown by % recovery of 90-120. The 
p rec is ion  of in tra  assay and in te r assay were 3-10%CV and 3-15%CV, 
re spective ly . The s p e c if ic it y  of both IND-FA and COM-IND-ELISA should be 
species s p e c if ic  because an tise ra  against K.R15 and R17, which had been 
shown by chemotaxonomy to be very c lo se ly  re la ted  s tra in s , showed 96-98 % 
c ro s s -re a c t iv ity  w ith each other while showed 26-28 % c ro s s -re a c t iv ity  w ith
K. oxytoca NG13. In add ition , antiserum of A. R25 showed 100 % 
c ro s s - re a c t iv ity  only w ith A. lipôferum (FS and 34H), but not w ith other 
species of A zosp ir illum . Quantitation of R15, R17 and R25 inoculated in  the 
rhizosphere of 8 r ic e  c u lt iv a rs  by COM-IND-ELISA ind icated tha t a l l  3 
s tra in s  adhered to  r ic e  root w ith in  1 h a fte r inocu la tion  and showed 
maximum co lon iza tion  po ten tia l of 107-109 c e l ls . g Voo t dry weight on day 
12 a fte r  inocu la tion . The com pa tib ility  between r i c e  and bac te ria  were a lso  
tested  by measuring the net gain of co lon iza tion  p o ten tia l, Nz- f ix in g  
p o ten tia l, and p lant v igo r index comparing w ith uninoculated con tro l 
p lan ts. The p lan t-b a c te r ia l in te raction  could be c la s s if ie d  in to  2 
categories: 1) w ith net gain in  co lon iza tion  po ten tia l, Nz- f ix a t io n  and 
p lant v igo r index or root dry weight, the best p a ir is  RD7-R15, and 2) w ith 
net gain in  co lon iza tion  po ten tia l and p lant v igo r index, the best p a ir  is
RD6-R25.
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