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           ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแบคทีเรีย Aeromonas caviae 5 ไอโซเลต ซึ่ง

ประกอบดวย AC1, AC2, AC3, AC4 และ AC5 โดยใชแบคทีเรียทั้งเซลลในการปลูกภูมิคุมกัน โมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมี 24 โคลน สามารถแบงออกเปน 12 กลุมตามความจําเพาะของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี dot blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 – 5 มีความจําเพาะตอ

แบคทีเรีย A. caviae  บางไอโซเลตเทานั้นไดแก กลุมที่ 1 และ 2 จําเพาะตอ AC1 กลุม 3 และ 4 

จําเพาะตอ AC2, AC5 และ AC7 กลุมที่ 5 จําเพาะตอ AC4 สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่    

6 – 8 มีความจําเพาะตอแบคทีเรีย A. caviae บางไอโซเลตเชนกัน แตแสดงปฏิกิริยาขามกับ                

A. hydrophila, A. sobria และ Plesiomonas shigelloides บางไอโซเลตดวย สําหรับโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมที่ 9 – 12 จับกับ Aeromonas spp. ทุกไอโซเลตที่ใชตรวจสอบ โมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมที่ 11 และ 12 สามารถจับกับ Aeromonas ทุกไอโซเลต เชนกัน แตแสดงปฏิกิริยาขาม

กับ Plesiomonas shigelloides และ Vibrio บางชนิดดวย โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 – 8 จับ

กับ lipopolysaccharide ขนาดตางๆ กัน ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 9 – 12 จับกับ

โปรตีนขนาดเล็ก (20 – 30 kDa) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 – 7 เทานั้นที่สามารถใช

ตรวจสอบการติดเชื้อ A. caviae ในเนื้อเยื่อไดโดยวิธี immunohistochemistry ความไวในการใชโมโน

โคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ในการตรวจเชื้อ A. caviae โดยวิธี dot blotting อยูในชวง 106 – 109 

CFU/ml แตถาตัวอยางที่มีการเพิ่มจํานวนในอาหาร TSB กอนนํามาตรวจ 6 ชั่วโมง สามารถเพิ่มความ

ไวเปน 1 CFU/ml ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้จึงสามารถใชตรวจสอบและจําแนกไอโซเลต 

ตางๆ ของ A. caviae ไดโดยตรง และยังสามารถใชประมาณปริมาณการปนเปอน  Aeromonas spp. 

สวนใหญในตัวอยางไดโดยไมตองทําการแยกเชื้อออกจากตัวอยาง 
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Twenty four monoclonal antibodies (MAbs) against five isolates of Aeromonas 

caviae (AC1, AC2, AC3, AC4 and AC5) were generated using whole cell of bacteria for 

immunization. They were divided into 12 groups according to their specificities by dot 

blotting. The first five groups of MAbs were isolate specific without cross reaction to other 

Aeromonas spp. The first and the second groups of MAbs were specific to one isolate of   

A. caviae (AC1). The third and the fourth groups of MAbs were specific to 3 isolates of       

A. caviae (AC2, AC5, and AC7). The fifth group of MAbs was specific to one isolate of       

A. caviae (AC4). MAbs in group six, seven and eight were also specific to some isolates of 

A. caviae but demonstrated cross reactivity to some isolates of A. hydrophila, A. sobria and 

Plesiomonas shigelloides. MAbs in groups 9 – 12 recognized all Aeromonas spp. tested; 

however, MAbs in group 11 and 12 also exhibited cross reactivity to some isolates of          

P. shigelloides and some Vibrio spp. as well. The antigens recognized by MAbs in group    

2 – 8 were lipopolysaccharide with various sizes, while MAb in group 9 – 12 recognized 

small molecular weight (20 – 30 kDa) antigens. Only MAbs in group 1 – 7 can detect         

A. caviae infection in tissue by immunohistochemistry. The sensitivity of detection of these 

MAbs determined by dot blotting was range from 106 – 109 CFU/ml. However, the detection 

sensitivity would increase to 1 CFU/ml after pre-enrichment in tryptic soy broth for 6 hr. 

Therefore, these MAbs can be used for direct detection and differentiation of A. caviae in 

sample without bacterial isolation. 
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จาก 

ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแหงชาติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธฉบับนี้สําเร็จไดดวยความชวยเหลือและไดรับความกรุณาจาก ผูชวย

ศาสตราจารย ดร. ศิวาพร ลงยันต อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธ ที่ไดใหความรู คําปรึกษา 

คําแนะนํา ความชวยเหลือ ตลอดจนขอคิดเห็นตางๆ ทําใหงานวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไดดวยดี รวมทั้งได

ชวยแกไขปริญญานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณยิ่งขึ้น ขาพเจาขอขอบพระคุณเปนอยางสูง 

 ขอขอบคุณ ศาสตราจารย ดร. ไพศาล สิทธิกรกุล อาจารยประจําภาควิชาชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร ที่กรุณาใหความรู คําปรึกษา คําแนะนํา 

ความชวยเหลือ ตลอดจนขอคิดเห็นตางๆ แกขาพเจา รวมทั้งไดชวยแกไขปริญญานิพนธฉบับนี้ให

สมบูรณยิ่งขึ้น 

 ขอขอบคุณ รองศาสตราจารย ดร. วีระวรรณ สิทธิกรกุล และ ดร. วรรนิภา เพี้ยนภักตร ที่

กรุณารับเปนกรรมการสอบปริญญานิพนธ และไดใหขอคิดเห็น คําแนะนํา แกไขปรับปรุงปริญญา

นิพนธฉบับนี้สมบูรณยิ่งขึ้น  

  ขอขอบคุณภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร 

ที่ไดเอื้อเฟอสถานที่ เครื่องมือ และอุปกรณตางๆ ใหขาพเจาไดใชตลอดระยะเวลาของการทําปริญญา

นิพนธฉบับนี้  

 ขอขอบคุณศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ที่ใหเงินทุนอุดหนุนการศึกษา

และการวิจัยครั้งนี้ 

 ขอขอบคุณ คุณสมบัติ รักประทานพร ที่ไดใหความรูและขอคิดเห็นที่เปนประโยชนซึ่งมีสวน

ชวยใหป ริญญานิพนธฉบับนี้ สํา เร็จลงไดดวยดี  รวมถึงพี่ ๆ  และนองๆ  ในหองปฏิบัติการ

เทคโนโลยีชีวภาพสัตวทุกคน ที่ไดใหคําปรึกษา คําแนะนํา และความชวยเหลือในเรื่องตางๆ แกขาพเจา

เสมอมา   

  สุดทายนี้ขาพเจาขอนอมรําลึกถึงคุณ บิดา และมารดาของขาพเจา ที่ดูแล ชวยเหลือ และให

กําลังใจเสมอมา ขอขอบคุณสัตวทดลองทุกชีวิตในการทําวิจัยของขาพเจา ขอนําเอาผลประโยชนอัน

เกิดจากปริญญานิพนธฉบับนี้ทั้งหมดมอบเปนกุศลแก หนูทดลอง และปลานิลทุกตัว ที่ไดสละชีวิตใน

การทําวิจัยของขาพเจา 
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      ดวยวิธี immunohistochemistry…………………………………………….… 

 

45 

14 การทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่5 

      ดวยวิธี immunohistochemistry…………………………………………….… 

 

46 

15 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

      ดวยวิธี dot blotting……………………………………………….……….…... 

 

47 

16 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ กับตัวอยางธรรมชาติ 

      ดวยวิธี dot blotting.................................................................................... 

 

48 

 



บทที่ 1 
บทนํา 

 

ภูมิหลัง 
 การเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเปนอาชีพที่ทํารายไดใหกับเกษตรกร และประเทศไดปละมากๆ โดยจะ

ไดผลผลิตมากยิ่งๆ ข้ึน ถาไมประสบกับปญหาโรคระบาด ในปจจุบันนี้เกษตรกรผูเลี้ยงปลาหรือสัตวน้ํา

อ่ืนๆ ใหความสําคัญกับปญหาโรคระบาดเปนอยางมาก แตเกษตรกรสวนใหญยังขาดความรูความ

ชํานาญในดานการรักษาและปองกันโรค การตรวจพบเชื้อที่เปนสาเหตุของโรคไดอยางรวดเร็ว ทําให

สามารถหาทางปองกันการเกิดโรคระบาดในสัตวน้ํา และรักษาไดทันทวงที ยังผลใหชวยลดความ

สูญเสียทางเศรษฐกิจและสาธารณสุขลงอยางมาก (พาลาภ สิงหเสนี และคณะ. 2530: จ) เชื้อ

แบคทีเรียที่มีรายงานการตรวจพบจากที่ตางๆ ซึ่งเปนสาเหตุสวนหนึ่งในการกอโรคระบาดในสัตวน้ํา 

ไดแกเชื้อในกลุม Aeromonas สมาชิกของ Aeromonas สามารถกอใหเกิดไดหลายโรคในมนุษย เชน

โรคโลหิตเปนพิษ (septicemia) การติดเชื้อทางบาดแผล หรือกอใหเกิดการติดเชื้อในระบบทางเดิน

อาหาร โดยทําใหผูปวยที่ติดเชื้อแบคทีเรียนี้เปนโรคทองรวง (Janda. 1991: 397) อีกทั้งยังอาจ

กอใหเกิดโรคกับสัตวน้ําหลายชนิดสําหรับแบคทีเรียในกลุม Aeromonas เชน A. hydrophila และ     

A. sobria เปนแบคทีเรียที่กอโรคในสัตวน้ํารุนแรงมากกวาสปชีสอ่ืนๆ เชน ทําใหปลาที่ติดเชื้อมี

เลือดออกตามตัว และมีลักษณะเนาเปอยตามผิวหนัง เกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิต (Cipriano; et al. 

2001: unpaged) เชื้อ Aeromonas จะพบอยูมากในชวงอากาศอบอุนมากกวาอากาศเย็น จึงมีความ

เสี่ยงตอการติดเชื้อ Aeromonas ทางบาดแผลของผูที่ใชน้ําหรือเลนน้ําในชวงอากาศอบอุน (Ardi;      

& Olson. 2004: 11)  

 เชื้อ A. caviae เปนแบคทีเรียที่เดิมจัดอยูในตระกูล Vibrionaceae (Popoff. 1984: 545)  

ตอมาเปลี่ยนเปน Aeromonadaceae (Colwell; et al. 1986: 473) มีรูปรางเปนแทง ติดสีแกรมลบ ไม

สรางสปอร เคลื่อนที่ไดโดยใชโพลาแฟลกเจลลา (polar flagella) สามารถเจริญไดทั้งในที่ที่มีอากาศ

และไมมีอากาศ เปนแบคทีเรียที่พบไดตามที่เปยกชื้นใน ดิน และในแหลงน้ําตามธรรมชาติทั่วไปที่เปน

แหลงน้ําจืด และน้ํากรอย รวมถึงในพื้นที่ที่มีการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา สัตวน้ําบางชนิดอาจพบวามเีชือ้นีอ้ยู

ตามระบบทางเดินอาหาร และตามผิวหนังโดยไมทําใหเกิดโรค ไดมีรายงานการตรวจพบเชื้อนี้ในสัตว

น้ําชนิดตางๆ เชน พวกกบ (Pearson; et al. 2000: 186) ตัวออนปลาเทอรบอต (Ringø; & Vadstein. 

1998: 227) ปลาเทราท (Korkoca; & Boynukara. 2003: 1173) และปลาที่เพาะเลี้ยงในแหลงน้ําจืด 

(Sugita; et al. 1996: 196) A. caviae กอใหเกิดสภาวะทางโรคไดนอยกวาเมื่อเทียบกับเชื้อ             

A. hydrophila และ A. sobria (Altwegg. 1985: 228) แตจะพบวา A. caviae นี้จะกอใหเกิดโรคระบบ
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ทางเดินอาหารอักเสบ (gastroenteritis) ของมนุษย โดยทําใหผูปวยที่ติดเชื้อแบคทีเรียนี้เปนโรค

ทองรวง (diarrheal disease) (Elcuaz; et al. 1995: 5; Deodhar; et al. 1991: 853; Alavandi; & 

Ananthan. 2003: 233; Vila; et al. 2003: 552) ซึ่งมักพบในเด็กเล็ก (Namdari; & Bottone.       

1990: 837) โดยประมาณสองในสามของเชื้อที่แยกไดจากอุจจาระของคนเปนโรคทองรวงมักจะพบเชื้อ       

A. caviae (Altwegg. 1985: 228) ไดมีรายงานการตรวจพบแบคทีเรียชนิดนี้จากผูปวยที่เปนโรค

ทองรวงในประเทศตางๆ ไดแก บาเซโลนา สเปน (Vila; et al. 2003: 552) ฟลิปปนส (Leono; et al. 

1992: 49) อินเดีย (Alavandi; & Ananthan. 2003: 233) ฮองกง (Duthie; et al. 1995: 241) และ

คิวบา (Escarpulli; et al. 2002: 11) ผูปวยจะมีอาการถายเปนน้ํา ตอเนื่องเปนระยะเวลานานหลาย

สัปดาห มีไข และปวดทอง (Namdari; & Bottone. 1990: 837) บางกรณีพบวาผูปวยที่ติดเชื้อนี้มีเยื่อบุ

ชองทองอักเสบ (peritonitis) รวมดวย (Elcuaz; et al. 1995: 5) โรคทองรวงนี้อาจเกิดจากการ

รับประทานอาหาร หรือด่ืมน้ําที่มีการปนเปอนของเชื้อ ทําใหติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารได (Vila;   

et al. 2003: 554) ผูปวยที่อยูในภาวะภูมิคุมกันออนแอเชน เด็กทารกที่ไมไดทานน้ํานมแมทําใหไมมี

ภูมิตานทาน ก็มีโอกาสที่จะติดเชื้อ A. caviae ไดดวยเชนกัน (Namdari; & Bottone. 1990: 837)  

นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อ A. caviae ที่ติดมากับคอนแทคเลนส สามารถทําใหเกิดโรคแกวตาอักเสบ 

(keratitis) ไดเชนกัน โดยอาจเกิดจากการไมรักษาความสะอาดของคอนแทคเลนส ทําใหมีโอกาสเสี่ยง

ที่จะติดเชื้อ A. caviae ได (Pinna; et al. 2004: 348 - 351)  

 ในอดีตไดมีการคิดคนพัฒนาวิธีการที่ใชตรวจวิเคราะหเชื้อ A. caviae หลายวิธีทั้งวิธีแบบ

ดั้งเดิม (conventional method) โดยการทดสอบทางชีวเคมี (Elcuaz; et al. 1995: 5; Pinna; et al. 

2004: 349) ซึ่งการตรวจโดยใชเทคนิคทางจุลชีววิทยานี้คอนขางยุงยาก ซับซอน และใชระยะเวลาใน

การตรวจนาน ทําใหการควบคุมการแพรกระจายของเชื้อเปนไปอยางลาชา อีกทั้งยังมีความจําเปนตอง

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะ และตองอาศัยบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ จึงไดมีผูพัฒนาวิธีการ

ตรวจดวยวิธีทางโมเลกุล (molecular method) โดยการใชเทคนิค PCR (Khan; & Cerniglia. 1997: 

235) ซึ่งมีขอดีคือใชระยะเวลาในการตรวจไมนาน แตการตรวจวิเคราะหโดยเทคนิคทางโมเลกุลนี้

จําเปนตองใชเครื่องมือเฉพาะและตองอาศัยบุคลากรที่มีความรูความชํานาญสูง  

 สําหรับการศึกษาครั้งนี้จะเปนการพัฒนาเทคนิคทางภูมิคุมกันสําหรับใชตรวจเชื้อ A. caviae 

โดยจะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies) ตอเชื้อ A. caviae ซึ่งโมโนโคลนอล

แอนติบอดีเปนแอนติบอดีที่สรางจากเซลลที่เจริญมาจากเซลลๆ เดียว จึงมีความจําเพาะตออิพิโทป

ของแอนติเจนที่ใชเปนตัวชักนําใหสรางเทานั้น ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเปนปฏิกิริยา

ที่มีความจําเพาะสูงโดยแอนติบอดีที่สรางขึ้นตอแอนติเจนชนิดนั้นสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจน

ชนิดเดียวกันนี้ไดอยางจําเพาะ ดังนั้นการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใชในการตรวจวิเคราะห
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แบคทีเรียชนิดนี้ โดยอาศัยปฏิกิริยาที่จําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีจะเปนประโยชนอยาง

มากเนื่องจากเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกันมีความไวและความแมนยําสูง อีกทั้งยังเปนเทคนิคที่สะดวก 

งายตอการใชงาน ใหผลการตรวจสอบที่รวดเร็ว และไมจําเปนตองใชบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ 

(ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 91) สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียตาง ๆ ในสกุล 

Aeromonas นั้น ไดมีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ A. hydrophila ที่กอ

โรคในปลา พบวาสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ A. hydrophila ไอโซ

เลต 1234 โดยสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้มาใชจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลตของ 

A. hydrophila ได (Prahkarnkaeo; et al. 2005) แตในปจจุบันยังไมมีรายงานเกี่ยวกับการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีตอ A. caviae เลย ดังนั้นจึงคาดวาการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ        

A. caviae เพื่อใชเปนเครื่องมือในการพิสูจนทราบและวินิจฉัยการติดเชื้อ A. caviae ในสัตวน้ําชนิด

ตางๆ และการติดเชื้อชนิดนี้ในคน นาจะเปนประโยชน และสามารถประยุกตใชโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดนี้เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่มีความไวเพิ่มข้ึนและความสะดวกในการใชตอไป  

 

ความมุงหมายของการวิจัย 
  1.  เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถจําแนก A. caviae จาก Aeromonas spp. 

ตางๆ และแบคทีเรียชนิดอื่นๆ 

  2.  เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจเบื้องตนโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. caviae 

 

ความสําคัญของการวิจัย 
  เพื่อใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีเปนเครื่องมือในการพิสูจนทราบและวินิจฉัยการติดเชื้อ      

A. caviae ในสัตวน้ําชนิดตางๆ และการติดเชื้อชนิดนี้ในคน ซึ่งสามารถประยุกตใชโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดนี้เพื่อนํามาพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่มีความไวเพิ่มข้ึนและความสะดวกในการใชตอไป 

 

ขอบเขตของการวิจัย 
 1.  เตรียมแบคทีเรีย และแอนติเจนสําหรับใชปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว 

 2.  เหนี่ยวนําการติดเชื้อ A. caviae โดยการฉีด A. caviae ในปลานิลสําหรับใชทําการ

ทดสอบโดยวิธี immunohistochemistry  

  3.  ผลิตเซลลไฮบริโดมา และคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา โดยวิธี dot blotting, Western 

blotting, immunohistochemistry และ คัดเลือกจากปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดตางๆ  
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 4.  ตรวจสอบสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได โดยวิธี indirect ELISA และ 

sandwich ELISA  

  

สมมติฐานในการวิจัย 
 สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. caviae  ในตําแหนงของอิพิโทปตางๆ 

กัน ทําใหสามารถจําแนก A. caviae  ออกจาก Aeromonas spp. ตางๆ และแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ได 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
1. ภูมิหลัง Aeromonas caviae 
 Aeromonas caviae เปนแบคทีเรียที่อยูในตระกูล Aeromonadaceae (Colwell; et al. 

1986: 473) อาศัยอยูอยางอิสระในน้ําจืด หรือน้ํากรอย รวมถึงในพื้นที่ที่มีการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  

บางครั้งพบในดิน  อาหาร  สัตว แมลง และคน ดังที่ไดมีรายงานตรวจพบเชื้อนี้ในระบบทางเดินอาหาร 

และตามผิวหนังของสัตวตางๆ เชน  พวกสัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา (Pearson; et al. 2000: 186) พวกแมลง 

(Nayduch; et al. 2005: 74) และปลาที่เพาะเลี้ยงไวในแหลงน้ําจืด (Sugita; et al. 1996: 196) รวมถึง

อุจจาระของผูที่เปนโรคทองรวงดวย (Altwegg. 1985: 228) A. caviae กอใหเกิดการติดเชื้อในระบบ

ทางเดินอาหารในคน  โดยทําใหผูปวยที่ติดเชื้อแบคทีเรียนี้เปนโรคทองรวง ซึ่ง A. caviae จัดเปนเชื้อที่

ฉวยโอกาสติดเชื้อในคนไขที่ภูมิคุมกันออนแอ A. caviae พบอยูมากในชวงอากาศอุนมากกวาอากาศ

เย็น ดังนั้นจึงมีความเสี่ยงตอการติดเชื้อชนิดนี้ทางบาดแผลของผูใชน้ําหรือเลนน้ําในชวงอากาศอบอุน 

(Ardi; & Olson. 2004: 11) สําหรับเชื้อ A. caviae นั้นพบวากอใหเกิดสภาวะทางโรคในสัตวน้ําไดนอย

กวาเมื่อเทียบกับเชื้อชนิดอื่นๆ เชน A. hydrophila และ A. sobria (Cipriano; et al. 2001: unpaged)  

 
 1.1 ลักษณะทางสณัฐานวิทยา สรีรวทิยา และชวีเคมีของ Aeromonas caviae  
  แบคทีเรีย A. caviae มีรูปรางเปนแทง ติดสีแกรมลบ ไมสรางสปอร มีขนาดความยาว

ประมาณ 1-4 ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดโดยใชโพลาแฟลกเจลลา สามารถเจริญไดทั้งในสภาพที่มีอากาศ 

และสภาพที่ไมมีอากาศ (facultatively anaerobic bacteria) (Popoff. 1984: 545) มักอยูเปนเซลล

เดี่ยว หรือเปนคู ลักษณะโคโลนีของ A. caviae โดยทั่วไปมีลักษณะกลม ผิวเรียบ ตรงกลางโคงนูน 

ขอบเรียบ สีเหลือง หลังจากบมเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย (TSA : Tryptone Soya Agar) 

เจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 36–37 องศาเซลเซียส  คุณสมบัติทางชีวเคมีในการทดสอบการสรางเอนไซม

ออกซิเดสใหผลบวก ไมสามารถผลิตแกซจากกลูโคส (Elcuaz; et al. 1995: 5) ลักษณะที่ทดสอบทาง

ชีวเคมีแสดงใหเห็นดังตาราง 1 
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ตาราง 1  คุณสมบัติทางชีวเคมีของ A. caviae (Elcuaz; et al. 1995: 5)  

 
คุณสมบัติทางชีวเคมี A. caviae 

Oxidase + 

Catalase + 

Indole + 

H2S on Kligler - 

Voges-Proskauer - 

Urea hydrolysis - 

Lysine decarboxylase - 

Ornithine decarboxylase - 

Arginine dihydrolase + 

Esculin hydrolysis + 

Beta-hemolysis on sheep blood agar - 

Sensitivity to O/129 - 

Gelatin hydrolysis + 

Gas from glucose - 

Acid from:  

Glucose 

 

+ 

Arbutin + 

Lactose + 

Cellobiose + 

Sucrose + 

Maltose + 

L-arabinose + 

Raffinose - 

Inositol - 

Dulcitol - 

D-sorbitol - 

Salicin + 

Mannitol + 
 

+  = เกิดปฏิกิริยา,  -  = ไมเกิดปฏิกิริยา 
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 1.2 การแพรระบาด (Outbreak) 
  แบคทีเรีย Aeromonas มักพบวามีการแพรกระจายอยูทั่วโลก สวนใหญพบในแหลงน้ํา

จืด โดยเฉพาะอยางยิ่งแหลงน้ําที่มีปริมาณอินทรียสารมาก น้ําทิ้งจากแหลงชุมชน น้ํากรอย นอกจากนี้

ยังพบในดินดวย การแพรกระจายโดยติดไปกับขนของนก สัตวบก สัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา สัตวเลื้อยคลาน

จากสถานที่หนึ่งไปยังอีกสถานที่หนึ่ง (ชลอ ล้ิมสุวรรณ. 2528: 31) การแพรระบาดของพวก motile 

aeromonad มักมีการติดเชื้อนี้ในสัตวน้ําหลายชนิด อาจจะเนื่องจากสาเหตุหลายประการ เชน 

สภาพแวดลอมไมเหมาะสม ความหนาแนนของประชากรสัตวน้ํา มีมลภาวะบางประการที่มีผลโดยตรง

ตอการทําใหสัตวน้ําเกิดภาวะเครียด สงผลตอสุขภาพของสัตวน้ําทําใหความตานทานโรคลดต่ําลงเปน

ชองทางใหเชื้อโรคเขาทําอันตรายตอสัตวน้ําได (Snieszko. 1974: 197) หรือเนื่องจากในชวงระยะเวลา

ดังกลาวอุณหภูมิ และความเปนกรด-ดางของน้ํามีความเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของพวก

แบคทีเรียทําใหเชื้อเกิดการเพิ่มปริมาณขึ้นอยางรวดเร็ว ซึ่งสาเหตุเหลานี้สามารถทําใหสัตวน้ําเกิดการ

ติดเชื้อ Aeromonas ได มีรายงานการตรวจพบเชื้อ A. caviae นี้ในสัตวตางๆ เชน ปลาเทราท  

(Oncorhynchus mykiss) พวกนกทะเล (Gull) (Korkoca; & Boynukara. 2003: 1173) แมลงวัน 

(Musca domestica) (Nayduch;et al. 2005: 74) ตัวออนของปลาเทอรบอต (Scophthalmus 

maximus L.)(Ringo; & Vadstein. 1998: 227) กบ (Rana tigerina) (Pearson; et al. 2000: 186)

และปลาที่เพาะเลี้ยงไวในแหลงน้ําจืด (Sugita; et al. 1996: 196) นอกจากจะทําใหเกิดการติดเชื้อใน

สัตวหลายชนิดไดแลวยังพบวา A. caviae ยังสามารถกอใหเกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารของ

คนไดอีกดวย โดยไดรับเชื้อผานทางการรับประทานอาหาร หรือด่ืมน้ําที่มีการปนเปอนของเชือ้ทาํใหเกดิ

การติดเชื้อในกระเพาะอาหารและลําไส (gastroenteritis) (Vila; et al. 2003: 554) ผูปวยที่อยูในภาวะ

ภูมิคุมกันออนแอก็มีโอกาสเสี่ยงตอการติดเชื้อ A. caviae นี้ไดดวยเชนกัน (Namdari; & Bottone. 

1990: 837) ไดมีรายงานการตรวจพบแบคทีเรียชนิดนี้จากผูปวยที่เปนโรคทองรวงในประเทศตางๆ 

ไดแก สเปน (Vila; et al. 2003: 552) ฟลิปปนส (Leono; et al. 1992: 49) อินเดีย (Alavandi; & 

Ananthan. 2003: 233) ฮองกง (Duthie; et al. 1995: 241) และคิวบา (Escarpulli; et al. 2002: 11) 

ซึ่ง A. caviae สวนใหญจะแยกไดจากอุจจาระของผูปวย 
 
 1.3 การกอโรค (Pathogenicity) 
  กลไกในการกอโรคของ A. caviae นั้นยังไมมีผูทําการศึกษามากนัก และยังไมเปนที่รูแน

ชัด แตบทบาทในการกอโรคของ A. caviae สวนใหญที่ไดมีการรายงานพบคือ โรคที่เกี่ยวของกับระบบ

ทางเดินอาหารของคน เชน โรคแกวตาอักเสบ และโรคทองรวง    
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  สําหรับการศึกษาความสัมพันธระหวางความเปนพิษในลําไสของเชื้อในกลุม 

Aeromonas พบวาไอโซเลตที่สราง enterotoxin จะใหผลบวกทางชีวเคมีตอไปนี้คือ lysine 

decarboxylase, Voges-Proskauer reaction การผลิตแกสจากกลูโคส ปฏิกิริยา gluconate 

oxidation, xanthine hydrolysis  และ hemolysis ของเม็ดเลือดแดงมนุษย  ซึ่งผลบวกทางชีวเคมีแบบ

นี้จะพบไดใน A. hydrophila และ A. sobria แตไมพบใน A. caviae จึงสรุปไดวา A. caviae อาจ

กอใหเกิดโรคไดนอยกวา A. hydrophila และ A. sobria (Turnbull; et al. 1984: 175-180) และจาก

การทดลองแยกเชื้อจากอุจจาระผูปวยที่เปนโรคทองรวงพบวามีเชื้อ Aeromonas spp. และพิสูจน

ทราบวาเปนเชื้อ A. caviae มากกวา 40 เปอรเซนตของเชื้อ Aeromonas spp.  ซึ่งสวนใหญจะแยกได

จากระบบทางเดินอาหาร (Altwegg. 1985: 228 - 230; Janda; et al. 1984: 44-47)

  จากการศึกษาตัวอยางอุจจาระของเด็กที่มีอาการทองรวง พบ A. caviae ในอุจจาระ

ผูปวย 14 คน จากผูปวย 17 คน (ผูปวยสวนใหญเปนเด็กทารก) และพบวามี A. hydrophila,          

A. sobria และ Plesiomonas shigelloides อยางละหนึ่งไอโซเลตเทานั้น ในผูปวยที่ติดเชื้อ              

A. caviae จะมีอาการทองเสีย ถายเปนน้ําเปนเวลา 1 ถึง 3 สัปดาห ซึ่งเด็กทารกพวกนี้ไมไดกนินมจาก

แม และอุจจาระมีคา pH มากกวา 7.5 เชื้อ A. caviae ที่แยกออกมาไดทั้งหมดรวมถึงเชื้อ              

A. caviae ที่เปนไอโซเลตไวใชอางอิง (A. caviae ATCC 15468) จะยึดเกาะกับเซลลผนังลําไสคน 

และพบวา A. caviae  ยังสราง cytotoxin ดวย เชื้อนี้สามารถมีชีวิตอยูรอดไดในสภาวะที่เปนดาง ซึ่ง

คา pH แบบนี้พบไดในระบบทางเดินอาหารของเด็กทารก การยึดเกาะและการสราง cytotoxin ของเชื้อ 

A. caviae นาจะเกี่ยวของกับการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารของผูปวยที่เปนเด็ก และอาจรวมถึง

ในผูใหญดวย (Namdari; & Botton. 1990: 837-840)   

  สําหรับการศึกษาการเกาะและการบุกรุกโฮสเซลลของ A. caviae ซึ่งเปนสิ่งสําคัญใน

กลไลของการเกิดโรคในลําไสของแบคทีเรีย โดยศึกษาจากปฏิกิริยารวมกันของ 43-kDa outer-

membrane protein (OMP) ของ A. caviae กับ เซลลลําไสใหญของคน (human enterocyte-like 

Caco-2 cell line) ที่เพาะเลี้ยงเปนเนื้อเยื่อชั้นเดียว (monolayer) พบวาเซลลลําไสใหญที่ทําปฏิกิริยา

กับ 43-kDa OMP หรือ A. caviae  ที่บมกับ  rabbit IgG anti-43-kDa OMP จะลดการยึดเกาะของ

เชื้อ A. caviae ซึ่งเห็นไดวาเปนปฏิกิริยารวมกันของ OMP กับ basolateral cell receptors ของเซลล

ลําไสใหญ นอกจากนี้ยังไดศึกษาปฏิกิริยาของ 43-kDa OMP กับผิวเซลลลําไสของคน (HEp-2 cells : 

human epithelial cells) ก็ใหผลการทดลองที่คลายกัน จึงเปนขอมูลที่สนับสนุนไดวา 43-kDa OMP ที่

พบใน A. caviae มีหนาที่ที่ใชในการยึดเกาะกับเซลลลําไสของโฮสต (Rocha-de-Souza; et al. 2001: 

313–319; 2003: 661-667) 
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  นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยของผูวิจัยอื่นๆ ที่สนับสนุนวา A. caviae กอใหเกดิโรคใน

ลําไส (Deodhar; et al. 1991: 853; Wilcox; et al. 1992: 959; Rautelin ; et al. 1995: 51) 

  ตอมาในป ค.ศ. 2004 การศึกษาเกี่ยวกับการกอโรคของเชื้อแบคทีเรีย A. caviae มี

รายงานเพิ่มเติม สามารถพบวาเชื้อนี้กอใหเกิดโรคแกวตาอักเสบ (keratitis) ซึ่งสันนิษฐานวาปนเปอน

มาจากการใสคอนแทคเลนส โดยทดสอบจากการนําสําลีมาปายที่เยื่อบุลูกตาของคนที่ใสคอนแทค

เลนสแลวเปนโรคแกวตาอักเสบ เมื่อนําเชื้อไปเพาะเลี้ยงแลวแยกเชื้อออกมาตรวจโดยวิธีทางชีวเคมี 

พบวาเปนเชื้อ A. caviae และมีการสราง virulence factors ไดแก gelatinase และ protease เมื่อ

วิเคราะห virulence gene ที่ไดจากการทํา PCR ยีนที่พบคือ cytolytic enterotoxin (AHCYTOEN) 

และ tap virulence genes ซึ่งยีนเหลานี้นาจะเกี่ยวของกับการกอใหเกิดโรคแกวตาอักเสบ (Pinna; et 

al. 2004: 348-351) 

  แบคทีเรีย A. caviae นอกจากจะทําใหเกิดการติดเชื้อในคนไดแลวยังพบวามีการติดเชื้อ

ในสัตวน้ําไดดวยเชนกันแตไมพบวากอใหเกิดโรคแกสัตวน้ํา ในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามักไมคอยประสบ

ปญหาจากแบคทีเรีย A. caviae เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้จะไมกอโรครุนแรงในสัตวน้ําเหมือนในกรณี

ที่พบ A. hydrophila และ A. sobria (Cipriano; et al. 2001: unpaged) อาจเนื่องจาก A. caviae ไม

มีการสราง virulence factors บางตัว หรือมีการสรางไดนอยกวาใน A. hydrophila และ A. sobria 

(Santos; et al. 1988: 3288; Paniagua; et al. 1990: 352) 

      
 1.4 ปจจัยที่สงผลตอความรุนแรงของโรค (virulence factors) 
  ปจจัยสําคัญที่มีบทบาทในการกอโรคไดแก ความสามารถในการยึดเกาะและบุกรุกเขาสู

เซลลเยื่อบุ (Krzyminska; et al. 2003: 277) การยึดเกาะนี้แบคทีเรียจะสรางสารแอดฮีซิน (adhesins) 

บนผิวเซลลและเซลลโฮสตมีรีเซพเตอรที่จําเพาะที่เปนสารไกลโคโปรตีน หรือไกลโคลิพิดที่จับกับแอดฮี

ซินได (นงลักษณ สุวรรณพินิจ. 2539: 23) เมื่อมีการยึดเกาะกับผิวเซลล แบคทีเรียก็จะมีการสราง

สารพิษออกมาซึ่งมีผลใหเกิดโรคตอโฮสตได 

  การสรางสารพิษตางๆ ของ A. caviae พบวามีการสราง exotoxin ซึ่งเปนสารพิษที่

แบคทีเรียสรางและขับออกมานอกเซลล ไดแก การสรางสาร cytotoxin ที่ทําลายเซลลหลายชนิด 

(Krzyminska; et al. 2003: 277) พวก beta-haemolysin ซึ่งเปนสารที่ทําลายฮีโมโกลบินของเม็ดเลือด

แดง (Singh; & Sanyal. 1992: 262), ผลิตสาร siderophores (Santos; et al. 1999: 5612), 

metalloprotease (Nakasone; et al. 2004: 127; Toma; et al. 1999: 237), lysine (Singh. 1992: 

231), protease (Karunakaran; & Devi. 1995: 241), beta-galactosidase (Karunakaran; & Devi. 

1994: 245), aerolysin (Monteil; et al. 2004: 21) และสรางสาร enterotoxin (Acosta; et al. 1991: 
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329) ที่ออกฤทธิ์ตอระบบทางเดินอาหารและลําไสทําใหเกิดอาการทองเสีย เชน cholera toxin cross-

reactive (CTC) factor (Krzyminska; et al. 2001: 303) รวมถึงการมีโครงสรางบนผิวเซลลของเชื้อ

เปน pili และ flagella (ทั้ง polar และ lateral flagella) ไวยึดเกาะกับผิวเซลลของลําไสของคน (HEp-2 

cells, Henle 407 cells และ Caco-2 cells lines) (kirov; et al. 2004: 1939)  หรือมียีน Tap (type IV 

pili) (Kirov. 1999: 5447), lateral flagellin gene ทําใหมีการแสดงออกของ lateral flagella ที่ชวยใน

การยึดเกาะ (Gavín; et al. 2002: 383) นอกจากจะมีสารพวกนี้เปนสวนทําใหเชื้อมีความรุนแรงกอโรค

ไดแลว ยังมีรายงานพบวาสวนประกอบของผนังเซลลสวนนอก (O antigen) (Linnerborg; et al. 

1996: 165) ซึ่งเปนสารประกอบ lipopolysaccharide และ flagella (H antigen) (Atkinson; et al. 

1987: 372) ของเชื้อ A. caviae ก็มีสวนทําใหเชื้อมีความรุนแรง  

  สําหรับการศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่สงผลตอความรุนแรงในการกอโรคของ A. caviae ได

มีรายงานถึงเชื้อนี้วามีการผลิตสาร cytotoxin และ enterotoxin ที่เปนปจจัยในการกอโรคในลําไส โดย

นํา A. caviae ที่แยกไดจากอุจจาระ และสิ่งแวดลอมมาศึกษาความสามารถในการทําใหเกิดโรคของ

เชื้อตอผิวเซลลลําไสของคน (HEp-2 cells) ที่ไดทําการเลี้ยงไวเปนเซลลชั้นเดียว (monolayer) แลว

ทดสอบการสราง cytotoxin ของเชื้อ A. caviae พบวามีทั้งเซลลที่มีลักษณะกลม และเซลลตาย สวน

การทดสอบ enterotoxin พบวามี A. caviae อยู 4 ไอโซเลต ที่สามารถผลิตสาร enterotoxin ไดพอๆ 

กับเชื้อ A. hydrophilla ซึ่งใชเปนตัวควบคุม โดยวิเคราะหจากอัตราสวนของน้ําหนักลําไสตอน้าํหนกัตวั

ของหนู ขอมูลที่ไดนี้เปนขอสนับสนุนบทบาทการกอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารของเชื้อ           

A. caviae (Namdari; & Botton. 1990: 1796 - 1798) และตอมาไดมีผูตรวจพบ hemolysin ของ     

A. caviae ในคนไข 6 คนจากตัวอยางคนไขทั้งหมดที่พบวาติดเชื้อ A. caviae 35 คน ซึ่งพบไดจากการ

สังเคราะห oligonucleotide ที่จําเพาะตอยีนที่สราง hemolysin โดยวิธีทาง PCR (Wang; et al. 1996: 

3203-3205)    

  การศึกษา virulence factor ใน A. caviae ที่แยกไดจากปลา ซึ่งตรวจพบ aerolysin-

related gene โดยวิธีทาง PCR และพบวามีการผลิตสาร siderophore ในเชื้อนี้ดวย (Santos; et al. 

1999: 5612-5614)   

  สวนการตรวจหาปจจัยที่ใชในการยึดเกาะของเชื้อ A. caviae ตรงบริเวณผิวเซลลลําไส

ของคน (HEp-2 cells : human epithelial cells) ซึ่งพบวาเกี่ยวของกับการมี flagella gene ของเชื้อ 

A. caviae เนื่องจากยีนนี้ทําใหแบคทีเรียมีสวนของ flagellum ที่ใชในการยึดเกาะของเชื้อ จากการ

ทดสอบโดยทําใหเกิดการกลายพันธุ (mutation) ในแตละยีนของ flagella gene แลวตรวจดูการ

เคลื่อนที่ของเชื้อ (motility) การแสดงออกของแฟลกเจลลิน (flagellin expression) และการยึดเกาะกบั 
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HEp-2 cells พบวามีอัตราการเกิดลดลง ปจจัยนี้นาจะเกี่ยวของกับการทําให A. caviae กอโรคใน

ลําไสไดมากขึ้น (Rabaan; et al. 2001: 4257-4267)   

  นอกจากนี้ไดมีผูที่ศึกษา A. caviae เพิ่มเติมพบวาเชื้อนี้มีการผลิตสาร siderophore 

และ cholera toxin cross-reactive (CTC) factor ซึ่งมีบทบาททําใหกอโรครุนแรงไดมากขึ้น และยัง

พบวาเชื้อจะมีความสามารถในการยึดเกาะกับผิวเซลลลําไสเล็กไดมากขึ้น (Krzyminska; et al. 2001: 

303-312) 

  ในป ค.ศ. 2004 ไดมีการศึกษาถึงการเพิ่มความไวในการตรวจ และหาปริมาณของ

ปจจัยที่กอใหเกิดความรุนแรงของเชื้อ A. hydrophila และ A. caviae ที่แยกมาไดจากโรคทางเดิน

อาหาร และแผลติดเชื้อ หรือจากปลาที่มีอาการตกเลือด (hemorrhagic septicemia) โดยวิธีทาง PCR 

การศึกษานี้ไดตรวจสอบพบ hemolytic/cytolytic enterotoxins  และ serine protease activators 

โดยวิธีทาง PCR จึงสรุปไดวา Aeromonas ที่แยกได มีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ virulence 

factors (Ardi; & Olson. 2004: 11)  
 

 1.5 การรักษา และการควบคุมโรค (Treatment and Control) 
  การรักษาโรคทองรวง หรือรักษาอาการที่ติดเชื้อ A. caviae ในสัตวน้ํา อาจใชยา

ปฏิชีวนะ ซึ่งตองมีการศึกษาความไวของเชื้อนี้ตอยาปฏิชีวนะ (Motyl; et al. 1985: 151–153; Vila; & 

et al. 2002: 701–702) การรักษาจึงจะไดผลดี จากรายงานของวิลา และคณะ (Vila; & et al. 2003: 

554) ที่ทําการศึกษาความตานทานของยาปฏิชีวนะตอเชื้อ A. caviae พบวาเชื้อนี้มีความไวตอ        

ยาปฏิชีวนะ Cefotaxime, Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Nalidixicacid, Tetracycline, 

Trimethoprim/sulfamethoxazole แตดื้อตอยา Ampicillin ซึ่งผลการศึกษานี้ ทําใหไดขอมูลเกี่ยวกับ

ความไวของเชื้อตอยาชนิดตางๆ ดังนั้นการรักษาการติดเชื้อจาก A. caviae จึงตองใชยาปฏิชีวนะให

ถูกตองเหมาะสม และถูกวิธีไมวาผูใชนั้นจะเปนบุคคลทางการแพทย แพทย หรือเกษตรกร ก็ตาม 

มิฉะนั้นจะพบวาความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะตางๆ จะลดลง และเชื้อจะดื้อยา ซึ่งจะเปนปญหา

ตอไปเกี่ยวกับการรักษาโรค และการควบคุมโรคไมใหระบาด 
  
 1.6 วิธีการตรวจวิเคราะห  
  ในอดีตไดมีรายงานการพัฒนาวิธีการที่ใชตรวจวิเคราะหหาเชื้อ A. caviae ข้ึนมาหลาย

วิธีทั้งวิธีแบบดั้งเดิม โดยการสังเกตดูลักษณะโคโลนี แลวยอมสีแกรมพรอมทั้งดูลักษณะโคโลนีที่ข้ึนบน

อาหารเลี้ยงเชื้อตางๆ (นันทนา อรุณฤกษ. 2537: 52) หรือจากการพัฒนาใช selective media ที่

ประกอบดวย ยาปฏิชีวนะ และ chemicals agents ตางๆ เชน เกลือน้ําดี (bile salts) เพื่อยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียแกรมบวก ในการคัดเลือก Aeromonas spp. จากอาหาร (Sachan; & Agarwal. 
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2000: 65-74) อีกทั้งยังสามารถตรวจพบเชื้อนี้ไดจากการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีเพื่อใชพิสูจน

ทราบวาเปน A. caviae (Elcuaz; et al. 1995: 5; Pinna; et al. 2004: 349) ซึ่งลักษณะทางชีวเคมีของ 

A. caviae ไดแสดงไวในตาราง 1 แตการตรวจวิเคราะหเชื้อโดยใชเทคนิคทางจุลชีววิทยานี้คอนขาง

ยุงยาก ซับซอน และใชระยะเวลาในการตรวจนานกวาจะทราบผล ทําใหการควบคุมการแพรกระจาย

ของเชื้อนี้เปนไปอยางลาชา อีกทั้งยังมีความจําเปนตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะ และตอง

อาศัยบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ ซึ่งการตรวจวิเคราะหโดยใชเทคนิคดังกลาวนี้ก็ยังใหผลตรวจที่ไม

แนนอน จึงมีผูที่คิดคนวิธีศึกษาทางโมเลกุล (molecular method) โดยการใชเทคนิค PCR (Khan;     

& Cerniglia. 1997: 235) มีขอดีคือใชระยะเวลาในการตรวจไมนาน แตการตรวจวิเคราะหโดยเทคนิค

ทางโมเลกุลนี้จําเปนตองใชเครื่องมือเฉพาะ และตองอาศัยบุคลากรที่มีความรูความชํานาญสูง 

 

2. โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibodies) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่สรางมาจากกลุมเซลลพลาสมาซึ่งมีตนกําเนิดมา

จากบี-เซลลเซลลเดียวจึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้ง

ในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของสายสั้น (light chain) และสายยาว 

(heavy chain) ของอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของ

แอนติบอดีชนิดนั้น เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชักนํากระตุนการ

ตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบี-เซลลจํานวนมากที่ตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสราง

แอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกัน

ในซีรัมเรียกวา โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาที่ตาง ๆ กันเชน จับ

กับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอมพลีเมนตในการสลายแอนติเจน ซึ่งเปนประโยชนตอตัวของสิง่มชีวีติ

เองที่สามารถชักนําการตอบสนองในรูปแบบตาง ๆ เพื่อปองกันอันตรายจากสิ่งแปลกปลอมหรือเชือ้โรค

ตางๆ แตความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรัม ทําใหแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะต่ําและอาจไป

ทําปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับแอนติเจนอ่ืนซึ่งสงผลใหการใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้น

มีไมมากเทาที่ควร ดังนั้นการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สรางจาก 1 โคลนของบี-เซลลที่มี

ความจําเพาะตออิพิโทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 90-91)  

 
 2.1 หลกัการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  
  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธีหลอมรวมเซลล (somatic hybridization) ได

ถูกคิดคนเปนผลสําเร็จโดย Köhler และ Milestein ในป ค.ศ. 1975 โดยการนําบี-เซลลที่ถูกกระตุนดวย

แอนติเจนที่ตองการมาหลอมรวมกับเซลลมะเร็งของพลาสมาเซลลหรือไมอิโลมาเซลล (myeloma cell) 
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จากคุณสมบัติของเซลลทั้ง 2 ชนิดคือ บี-เซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดแตมีอายุจํากัดไมสามารถมี

ชีวิตยาวนาน สวนไมอิโลมาเซลลซึ่งไมผลิตแอนติบอดีแตสามารถแบงตัวเติบโตไดตลอดใหคุณสมบัติ

ความเปนอมตะ ทําใหไดเปนเซลลลูกผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) ที่สามารถสรางแอนติบอดีได

เปนจํานวนมาก  และแบงตัวเจริญเติบโตไดไมมีที่ ส้ินสุดซึ่งไดคุณสมบัติจากเซลลมะเร็ง  ดัง

ภาพประกอบ 1 เทคนิคนี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและนํามาประยุกตใชในงานตางๆ อยาง

กวางขวาง (ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548: 91)  
 

 

แอนติเจน 

1. ฉีดแอนติเจนเพื่อกระตุนใหหนูสรางภูมิคุมกัน 

แอนติบอดี 
บีเซลล 

ไมอิโลมาเซลล 

2. หลอมรวมไมอิโลมาเซลล 
   กับบีเซลลจากหนูที่ปลูก 

   ภูมิคุมกันดวยแอนติเจน 

ไฮบริโดมา 

3. คัดเลือกไฮบริโดมาที่สราง       
    แอนติบอดีที่จําเพาะตอ 
    แอนติเจนทีต่องการ 

 
ภาพประกอบ 1 หลักการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี somatic hybridization 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก http://www.encarta.msn.com/…/ilt/T059309A.gif 

  
 2.2 การสรางและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา   
  หลังจากที่มีการหลอมรวมไมอิโลมาเซลลกับบี-เซลลจากสัตวที่ปลูกภูมิคุมกันดวย

แอนติเจนที่ตองการใหสรางแอนติบอดีโดยการใชพอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol) ในทาง

ปฏิบัตินั้นไมสามารถหลอมรวมทุกเซลลเพื่อผลิตไฮบริโดมาไดทั้งหมด แตจะมีทั้งเซลลที่หลอมรวม

กันเองและไมหลอมรวมกัน และมีไฮบริโดมาที่ไมตองการปะปนอยูเปนจํานวนมาก ดังนั้นจึงตองหา
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ภาวะที่เลือกใหเฉพาะไฮบริโดมาเทานั้นสามารถมีชีวิตรอดและเจริญเติบโตได วิธีที่ใชทั่วไป ไดแก การ

ใชไมอิโลมาเซลลที่มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวกับการสังเคราะหนิวคลีโอไทดใน

ขบวนการ salvage pathway คือมีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT (HGPRT-) ซึ่งทํา

ใหไมสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเซลลที่เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine 

(HAT medium) ซึ่งเมื่อนําเซลลผสมที่ไดมาเลี้ยงใน HAT medium นี้ ไมอิโลมาเซลลที่ไมหลอมรวมกัน

หรือหลอมรวมกันเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได จะมีเฉพาะเซลลไฮบริโดมาที่หลอมรวมระหวางไมอิ

โลมาเซลลกับบี-เซลลเทานั้นที่สามารถมีชีวิตรอด เพราะไดเอนไซมที่ใชใน salvage pathway จากบี-

เซลล สวนบี-เซลลที่ไมหลอมรวมกันหรือหลอมรวมกันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะเวลาสั้นๆ และตายไป

เองในที่สุด (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 91) 

  การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาโดยใช HAT medium มีพื้นฐานจากเซลลของสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนมสวนใหญสามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 ขบวนการ คือ de novo pathway และ salvage 

pathwayในกรณีของ de novo pathway (ภาพประกอบ 2) จะมีข้ันตอนการยายหมู methyl หรือ 

formyl จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยายหมู methyl หรือ formyl นี้สามารถถูกยับยั้งดวย 

aminopterin ดังนั้นเมื่อ de novo pathway ถูกยับยั้งเซลลก็จะเปลี่ยนมาใช salvage pathway โดย

การเปลี่ยนพิวรีน (purine) หรือ ไพริมิดีน (pyrimidine) เปนนิวคลีโอไทดโดยตรงเพื่อใชในการ

สังเคราะห DNA แทน เอนไซมที่เกี่ยวของใน salvage pathway นั้นไดแก เอนไซม hypoxanthine-

guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) และเอนไซม thymidine kinase (TK) ความ

บกพรองในการสังเคราะหเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งจะยับยั้งการสังเคราะห DNA ใน salvage pathway ได 

ดังนั้น aminopterin ที่มีอยูใน HAT medium จะไปขัดขวาง de novo pathway สวน hypoxanthine 

และ thymidine จะทําใหเซลลสามารถเจริญไดโดยใช salvage pathway ดังนั้นเซลลที่มีความ

บกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT หรือ TK จะไมสามารถเจริญไดใน HAT medium เพราะไม

สามารถใช salvage pathway ในการสังเคราะห DNA ได (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 92) 

  การผลิตไฮบริโดมานั้นมักจะใชไมอิโลมาเซลลที่มีความบกพรอง 2 ประการดวยกันคือ 

(1) มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT (HGPRT-) และ (2) ไมสามารถสรางอิมมูโน

โกลบูลินได (Ig-) เพื่อใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจากไฮบริโดมานั้นเปนการถอดรหัสการสรางมา

จากยีนของเซลลมาม สวนไมอิโลมาเซลลเพียงแตทําใหเซลลสามารถเจริญไดไมมีที่ส้ินสุดเทานั้น เมื่อ

ไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีแลวตองมีการคัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ

แอนติเจนที่ตองการเนื่องจากมีไฮบริโดมาบางเซลลเทานั้นที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่

ใหแกสัตวทดลอง วิธีที่ใชคัดเลือกโดยทั่วไปไดแก ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

และการทดสอบทางวิทยาภูมิคุมกัน (immunoassay) รูปแบบตางๆเชนวิธี dot-blotting, Western 
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blotting, immunohistochemistry และอ่ืนๆ ตามแตความเหมาะสม เมื่อคัดเลือกไฮบริโดมาที่สราง

แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) เพื่อใหแนใจวาไฮบริ

โดมานั้นมีตนกําเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริงๆ และขยายเพิ่มจํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 92-93) 

 

 
 

ภาพประกอบ 2 การสังเคราะห DNA โดยวิถี de novo และวิถี salvage และการยบัยั้งการสังเคราะห 

DNA ของ aminopterin ในวถิี de novo 

 

ที่มา: http://immuneweb.xxmc.edu.cn/images/figure04-21.jpg 

 

  ปจจุบันไดมีการนําเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้มาประยุกตใชประโยชนในหลายๆ 

ดานไดแก (1) ดานการวิจัย เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีประกอบดวยแอนติบอดีชนิดเดียวที่มี

ความจําเพาะตออิพิโทปเพียง 1 ตําแหนงบนแอนติเจน จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใชใน

การพิสูจนทราบ วัดปริมาณ หรือตรวจหาตําแหนงของโมเลกุล เซลลหรือจุลินทรียตาง ๆ ไดอยาง

ถูกตองและแมนยํา (2) ในดานการแพทย โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีประโยชนอยางมากในทาง

การแพทยในแงการวินิจฉัย การตรวจ และการใชรักษาโรค ซึ่งในปจจุบันจะพบการใชโมโนโคลนอล

แอนติบอดีในการวินิจฉัยการตั้งครรภ โรคจากจุลินทรียตาง ๆ วัดปริมาณยาในเลือด ตรวจความเขากัน

ไดของเนื้อเยื่อ และตรวจแอนติเจนของเซลลมะเร็งบางชนิด (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548: 95-97)  
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  ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันไดมีรายงานถึงการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ

เชื้อที่ทําใหเกิดโรคในสัตวน้ํา เชน ไวรัสที่กอโรคในกุง ไดแก Monodon Baculovirus (MBV) 

(Boonsanongchokying; et al. 2006: 371), White Spot Syndrome Virus (WSSV) 

(Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359), Hepatopancreatic parvovirus (HPV) (Rukpratanporn; 

et al. 2005: 85), Yellow Head Virus (YHV) (Sithigorngul; et al. 2002: 71) และโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตอเปปไทดฮอรโมนจากกานตา (Panchan; et al. 2005: 29) และเม็ดเลือด (Winotaphan; 

et al. 2005: 189) ของกุงกุลาดํา นอกจากนี้ยังไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียที่

กอใหเกิดโรคทั้งในคนและสัตวออกมา ดังแสดงไวในตาราง 2 
 

ตาราง 2  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียชนิดตางๆ  

 

แบคทีเรีย แอนติเจนที่ใช วิธีที่ใชในการ 

พิสูจนเอกลักษณ 

เอกสารอางอิง 

Vibrio parahaemolyticus Thermostable direct 

hemolysin 

ELISA Honda; et al. 1989 

Vibrio cholerae Heat stable 

enterotoxin 

ELISA, amino acid 

sequence 

Takeda; et al. 1990 

Vibrio spp. แบคทีเรยีทั้งเซลล ELISA, WB Chen; et al. 1992 

Vibrio harveyi แบคทีเรยีทั้งเซลล Dot blot, WB, IHC Phianphak; et al. 2005 

Vibrio vulnificus แบคทีเรยีทั้งเซลล Dot blot, WB, IHC Pusiririt; et.al. 2005 

Vibrio alginolyticus    แบคทีเรยีทั้งเซลล Dot blot, WB, IHC Sithigorngul; et.al. 2006 

Escherichia coli แฟลกเจลลา ELISA, WB He; et al. 1996  

Campylobacter  jejuni แบคทีเรยีทั้งเซลล ELISA, WB Lu; et al. 1997 

Bacillus cereus แบคทีเรยีทั้งเซลล ELISA, WB Charni; et al. 2000 

Photobacterium 

Damselae piscicida 

แบคทีเรยีทั้งเซลล ELISA, WB, IHC Jung; et al. 2001 

 

Bifidobacterium bifidum 

and B. longum. 

Cell wall proteins ELISA, WB Amrouche; et al. 2006 

 

IHC  =  Immunohistochemistry,   WB  =  Western blot,   

ELISA  =  Enzyme-linked immunosorbent assay 
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   สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียในสกุล Aeromonas ก็มีผูที่ได

ศึกษาไวดังนี้คือ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ A. hydrophila ไอโซเลต ATCC 7966 

โดยใชแบคทีเรียทั้งเซลลในการปลูกภูมิคุมกัน และจากการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาดวยวิธี ELISA 

พบวาสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb 5F3) ที่มีความจําเพาะตอ A. hydrophila ทุกไอโซ

เลตที่ใชในการทดสอบ และยังสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophilla ที่แยกจากแผลติดเชื้อของ

คน และปลา และอุจจาระของคน เมื่อทดสอบดวยวิธี Western blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้

สามารถจับกับโปรตีนของ A. hydrophila ไอโซเลต ATTC 7966 ที่น้ําหนักโมเลกุล 110 kDa และยัง

แสดงปฏิกิริยาอยางออนกับ A. sobria และ A. caviae ดวย ทําใหสามารถใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ชนิดนี้สําหรับใชในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ A. hydrophila ในอุจจาระของคนได (Delamare; et al. 

2002: 936-940)   

  นอกจากนี้ยังไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila ไอโซ

เลต 1234 ที่มีความจําเพาะแตกตางกัน 3 กลุมคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 มีความจําเพาะ

ตอเชื้อ A. hydrophila 1234 ซึ่งจับกับ lipo-polysaccharide (LPS) ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง     

10–190 กิโลดาลตัน กลุมที่ 2 จําเพาะตอ A. hydrophila 2 ไอโซเลต (จาก 3 ไอโซเลต) โดยจับกลุม

ของ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 5–190 กิโลดาลตัน กลุมที่ 3 จําเพาะตอ A. hydrophila ทั้ง     

3 ไอโซเลต A. sobria 2 ไอโซเลต และแสดงปฏิกิริยาอยางออนกับ A. caviae โดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมนี้จําเพาะตอโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 20 กิโลดาลตัน ซึ่งพิสูจนโดยใชวิธี dot blotting 

และ Western blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 1 และ 2 สามารถใชตรวจการติดเชื้อ           

A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 กลุมนี้มี

ความจําเพาะตอ LPS ของเชื้อ A. hydrophila ตรงบริเวณที่แตกตางกัน ทําใหนํามาใชจําแนกความ

แตกตางระหวางไอโซเลตของ A. hydrophila ได  และสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 ซึ่ง

จําเพาะตอ Aeromonas ทุกไอโซเลตมาใชในการตรวจวินิจฉัย Aeromonas spp. เบื้องตนไดโดยวิธี 

dot blotting (Prahkarnkaeo; et al. 2005) 

  สวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ A. caviae นั้นยังไมพบวามีรายงานถึงการ  

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ A. caviae ไว ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเปนการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตอ A. caviae สําหรับใชเปนเครื่องมือในการพิสูจนทราบวินิจฉัยการติดเชื้อ A. caviae ใน

สัตวน้ําชนิดตางๆ เพื่อที่จะสามารถแยกการติดเชื้อ A. caviae ออกจากเชื้อ Aeromonas spp. อ่ืนๆ ได

ตอไป   

   
 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

อุปกรณและสารเคมี 
 

เครื่องมือ 
   1. เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน Centrikon T-42K ของ

บริษัท Kontron  Instrument, Germany 

   2. เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 

Beckman, U.S.A. 

   3. เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixter) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 

Switzerland 

   4. เครื่องชั่งน้ําหนกั รุน A200S ของบริษัท Sartorius, Germany 

   5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน  Spectronic 21 ของบริษัท 

Bausch & Lomb, U.S.A. 

   6. เครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบใชมือหมนุ (Rotary microtome) รุน RM2135 ของบริษัท LEICA 

   7. แทนอุนสไลด (Slide warmer) ของบริษัท Medax 

   8. หมอนึ่งฆาเชื้อดวยไอน้าํ (Autoclave) รุน HA-36 ของบริษัท Hirayama Manufacturing   

Corporation, Japan 

   9. ตูอบ (Hot air oven) ของบริษัท Sanyo, Thailand  

 10. ตูบมเชื้อ (Incubator) รุน RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany 

 11. ตูเพาะเลีย้งเซลล (5% CO2 Incubator) รุน NU-2500V ของบริษทั NUAIRE, U.S.A.  

 12. ตูปลอดเชื้อ (Laminar flow) รุน NU-201-330E ของบริษัท NUAIRE, U.S.A. 

 13. ตูแชแข็ง -20°ซ ของบรษิัท Sanyo, Thailand 

 14. ตูแชแข็ง -70°ซ ของบรษิัท Sanyo, Thailand 

 15. เครื่องชั่งน้ําหนกั รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany 

 16. ชุด transblot apparatus ของบริษัท BIO-RAD, U.S.A. 

 17. กลอง inverted microscope รุน IX 70 ของบริษัท Olympus  
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สารเคม ี
   1. อาหารเลีย้งเชื้อเหลวทรปิติกซอย (tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories, 

U.S.A. (ภาคผนวก ก) 

   2. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท (thiosulfate  citrate  bile  salt  agar) 

ของบริษัท Difco  Laboratories, U.S.A. (ภาคผนวก ก) 

   3. อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ของบริษัท GIBCO,U.S.A. (ภาคผนวก ค) 

   4. Fetal bovine serum ของบริษัท Starrate, Australia  

   5. Calf bovine serum ของบริษัท Starrate, Australia  

   6. D-glucose ของบริษัท GIBCO, U.S.A. 

   7. L-glutamine ของบริษัท GIBCO, U.S.A.    

   8. Sodium pyruvate (C3H3O3Na) ของบริษัท SIGMA, U.S.A.    

   9. NaHCO3 ของบริษัท AMRESCO 

 10. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) บริษัท   

AMRESCO 

 11. HT supplement ของบริษัท GIBCO, U.S.A. 

 12. Aminopterin ของบริษัท SIGMA, U.S.A. 

 13. Dimethylsulfoxide (DMSO) ของบริษัท SIGMA, U.S.A. 

 14. Acrylamide ของบริษัท BIO-RAD, U.S.A. 

 15. Bis (N,N’-methylene-bis-acrylamide) ของบริษทั BIO-RAD, U.S.A. 

 16. Tris (hydroxymethyl) aminomethane ของบริษัท BIO-RAD, U.S.A. 

 17. SDS (sodium dodecyl sulfate) ของบริษัท BIO-RAD, U.S.A. 

 18. Ammonium persulfate ของบริษัท BIO-RAD, U.S.A. 

 19. SDS molecular weight markers ของบริษัท SIGMA, U.S.A. 

 20. ชุดตรวจสอบ Hybridoma sub-isotyping, mouse ของบริษัท Zymed 

21. เอทิลแอลกอฮอลล (ethyl alcohol)  70%, 80%, 90%, 95% ของบริษัท BDH                   

22. N-butyl alcohol ของบริษัท Univar              

 23. ไซลีน (xylene) ของบริษัท Carlo Erba       

 24. Formaldehyde ของบริษัท Carlo Erba       

 25. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (phosphate buffered saline, PBS) 0.15 M pH 7.2   

(ภาคผนวก ช)  
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 26. สารละลาย P1
+ (calf bovine serum:PBS dilution 1:10) (ภาคผนวก ช) 

 27. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด (Diaminobenzidine tetrahydrochloride, 

DAB) ของบริษัท SIGMA, U.S.A.                                                  

 28. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogenperoxide, H2O2) 30% ของบริษัท SIGMA, U.S.A.              

 29. อีโอซีน (Eosin Y) 0.02% ในเอทิลแอลกอฮออล 95% บริษทั Harleco (ภาคผนวก ช) 

 30. ฮีมาทอกไซลีน (Hematoxylin) ของบริษัท Harleco (ภาคผนวก ช) 

 31. พาราพลาส พลัส พาราฟน ( Paraplast plus paraffin) ของบริษัท Sherwood      

 32. สารละลายเคลือบสไลด  (Gelat in coat sl ide solut ion) ของบริษัท  DIFCO     

(ภาคผนวก ช) 

 33. Davidson’s fixative (ภาคผนวก ช)                         

 34. โซเดียมไฮดรอกไซด  (Sodium hydroxide, NaOH) ของบริษัท Riedel-de Haen    

 35. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) ของบรษิัท Merck             

 36. Permount ของบริษทั Ficther Scientific 

 37. GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 

conjugate) ของบริษทั BIO-RAD, U.S.A. 

 
สัตวทดลองและแบคทีเรีย 
  1. หน ูSwiss mice จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลยัมหดิล ศาลายา 

  2. ปลานิล ขนาดความยาวลําตัวประมาณ 1 นิว้ จากตลาดนัดจตุจกัร 

  3. แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง (ตาราง 3) 
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ตาราง 3  แบคทีเรียชนิดตาง ๆ ที่ใชในการปลูกภูมิคุมกัน (*) และทดสอบความจําเพาะ 

 

แบคทีเรีย แหลงที่แยกเชื้อ สถาบัน 

- NCIMB 
 

Aeromonas caviae 13016 (AC1)* 

 

A. caviae  22103 (AC2)* 

A. caviae  22104 (AC3)* 

A. caviae  22105 (AC4)* 

A. caviae  22106 (AC5)* 

A. caviae  24065 (AC6) 

A. caviae  24066 (AC7) 

A. caviae  24067 (AC8) 

A. caviae  24068 (AC9) 

Stool 

Rectal swab 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

Pus 

DMST 

Carp’s kidney VMARC 

- AAHRI 

- 

Blood 

Stool 

Stool 

Stool 

DMST 

Gold fish SWU 

 

A. hydrophila  1234 (AH1) 

 
 

A. hydrophila  04082 (AH2) 
 

A. hydrophila  2798 (AH3) 

A. hydrophila  22095 (AH4) 

A. hydrophila  22096 (AH5) 

A. hydrophila  22097 (AH6) 

A. hydrophila  22098 (AH7) 

A. hydrophila  (AH8) 
 

A. hydrophila  24057 (AH9) 

A. hydrophila  24058 (AH10) 

A. hydrophila  24059 (AH11) 

A. hydrophila  24060 (AH12) 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

DMST 

- NCIMB 

- DMST 

 

A. sobria  12056 (AS1) 
 

A. sobria  1234 (AS2) 
 

A. sobria  22099 (AS3) 

A. sobria  22100 (AS4) 

A. sobria  22101 (AS5) 

A. sobria  22102 (AS6) 

A. sobria  24061 (AS7) 

A. sobria  24062 (AS8) 

A. sobria  24063 (AS9) 

A. sobria  24064 (AS10) 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

Stool 

DMST 
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ตาราง 3 (ตอ) 

 

แบคทีเรีย แหลงที่แยกเชื้อ  สถาบัน 
A. veronii  21255 (AV) - DMST 

A. jandaei  21256 (AJ) - DMST 

Plesiomonas shigelloides  22107 (PS1) Rectal swab DMST 

Plesiomonas shigelloides  22108 (PS2) Rectal swab DMST 

Plesiomonas shigelloides  22109 (PS3) Rectal swab DMST 

V. cholera  (VC) - DMSC 

V. alginolyticus  22083 (VA) Food DMST 

V. fluvialis 22087 (VF) Stool DMST 

V. harveyi  639 (VH) - CENTEX 

V. mimicus  22089 (VM) Food DMST 

V. parahaemolyticus  22092 (VP) Food DMST 

V. campbellii 21361 (V. cam) - GB 

V. ordalii (vib 02) (VO) UK DABU 

V. penaeicida (V. pen) - DMSC 

V. vulnificus (VV) Natural infected DMSC 

Photobacterium damselae damsalae Sea Bass DABU 

Photobacterium damselae piscicida Sea bream UK 

Salmonella Typhi - DMSM 

Salmonella Enteritidis 7108 - DMST 

Escherichia  coli ATCC 25922 - CPF 

Enterobacter cloacae - DMSM 

Shigella flexneri - DMSM 

Pseudomonas aeruginosa - DMSM 

Proteus vulgaris - DMSM 

 

หมายเหต ุ  

   AAHRI = Aquatic Animal Health Research Institute, Department of Fisheries, 

   Ministry of Agriculture. 

   CENTEX = Center of Excellence for Shrimp Molecular Biology and Biotechnology. 

   CPF = Charoen Pokphand Foods Public Company Limited. 
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หมายเหต ุ(ตอ)  

   DMST = Department of Medical Science, Ministry of Public Health. 

   DABU = Department of Aquatic Science, Faculty of Science, Burapha University. 

   DMSC = Department of Microbiology, Faculty of Science, Chulalongkorn  

   University. 

   DMSM = Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol University. 

   GB = University of Ghent, Belgium. 

   NCIMB   = The National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria. 

   VMARC = Veterinary Medical Aquatic Research Center, Chulalongkorn University. 

   UK = United Kingdom. 

    -             = ไมทราบแหลง   
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วิธีดําเนินการทดลอง 
 
1. การเตรียมแอนติเจนและการปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว  
 1.1 การเตรียมแบคทีเรีย  
  รวบรวมเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas caviae และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ดังแสดงในตาราง 

3 โดยนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอยที่ไมไดเติมเกลือ (NaCl) ในกรณีของแบคทีเรียสกุล 

Vibrio จะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอยที่เติม NaCl เขมขน 2% (น้ําหนัก/ปริมาตร) บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยเลี้ยงและคัดเลือกเชื้อจนไดเชื้อบริสุทธิ์ จากนั้นนํา

เชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงไวในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิม แลวดูดเซลลเก็บใหอยูในรูปสารแขวนลอยใน 

Phosphate Buffered Saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 นําสารแขวนลอยเซลลที่ไดไปวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจางสารแขวนลอยเซลลดวย PBS ใหมีคาการ

ดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 เพื่อใชสําหรับปลูกภูมิคุมกันในหนู สวนแบคทีเรียอีกสวนหนึ่งนําไปเก็บรักษาใน

อาหารเลี้ยงเชื้อทริปติกซอยที่เติมกลีเซอรอล 20% เก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

 
 1.2 การเตรียมแอนติเจน 
  นําแบคทีเรีย A. caviae 5 ไอโซเลตคือ AC1, AC2, AC3, AC4 และ AC5 ที่เตรียมได

ตามวิธีการในขอ 1.1 มาทําใหตายดวยความรอน (heat-killed) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

60 นาที จากนั้นทําการแบงแบคทีเรีย A. caviae ทั้ง 5 ไอโซเลตออกเปน 3 สวน สวนหนึ่งทําแบคทีเรีย

ใหอยูในรูปแบบคงสภาพ (heat-killed form) โดยผสมแบคทีเรียกับ PBS ในอัตราสวน 1 ตอ 1 สวนที่

สองนํามาทําใหอยูในรูปแบบเสียสภาพ (denatured form) โดยผสมแบคทีเรียในรูปแบบคงสภาพกับ 

SDS–mercaptoethanol (SDS-treated) ในอัตราสวน 1 ตอ 1 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 90 วินาที 

แลวนําไป dialysis ในน้ํากลั่น สวนที่สามจะนําแบคทีเรียในรูปแบบคงสภาพมาผสมกับ 40% 

formaldehyde (formalin-fixed) ในอัตราสวน 1:10 แลวนําไป dialysis ในน้ํากลั่น นําเชื้อที่เตรียมได

ทั้ง 3 รูปแบบ มาแบงใสในหลอด microfuge แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับ

การปลูกภูมิคุมกันในหนูตอไป 

 
 1.3 การปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว (immunization) 
  การฉีดกระตุนครั้งแรกจะนําแอนติเจนที่เตรียมไดจากวิธีการในขอ 1.2 (แบคทีเรียทั้ง      

3 รูปแบบ) มาผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1 ตอ 1 แลวนําไปฉีดเขาทางชอง

ทอง (intraperitoneal injection) ของหนูขาว (Swiss mice) จํานวน 4 ตัว ตัวละ 100 ไมโครลิตร 
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หลังจากนั้นทุก 2 สัปดาห จะฉีดกระตุนอีก 3 คร้ัง โดยใชแอนติเจนผสมกับ incomplete Freund’s 

adjuvant ในอัตราสวน 1 ตอ 1 หลังจากการฉีดครั้งที่ 4 จะทําการเก็บซีรัม แลวนําไปตรวจหา

ความจําเพาะของแอนติซีรัมตอ A. caviae ดวยวิธี Western blotting แลวเลือกหนูตัวที่ตอบสนองดี

ที่สุดมาใชสําหรับการผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไป  
 

2. การผลิตเซลลไฮบริโดมา 
 ข้ันตอนการผลิตเซลลไฮบริโดมาดัดแปลงจากวิธีการที่พัฒนาขึ้นโดย Köhler และ Milstein 

(1975; 1976) และ Mosmann และคณะ (1979) โดยนําหนูที่ไดรับการปลูกภูมิคุมกันดวย A. caviae 

ตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาทําการฉีดดวยแบคทีเรียทั้ง 3 รูปแบบที่ผสมกับ complete Freund’s 

adjuvant ในอัตราสวน 4 ตอ 1 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร อีกครั้ง กอนการผลิตเซลลลูกผสม 3 วัน 

จากนั้นแยกเซลลมาม แลวนํามาหลอมรวมกับ P3X myeloma cell (เซลลมะเร็งของหนู) โดยใช 40% 

Polyethylene glycol (PEG) ผสมเซลลใหเขากันเปนเวลา 1 นาที เมื่อครบ 1 นาที แลวเติม media 

(RPMI) ที่มีสวนผสมของ hypoxanthine (H) และ thymidine (T) เพื่อหยุดปฏิกิริยาการหลอมรวมกัน

ของ เซลล  แล วทํ าการบม เซลล ไว ในตู อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซี ยสที่ มี ป ริมาณของก าซ

คารบอนไดออกไซด (CO2) อยู 5 % เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นกระจายเซลลลงเลี้ยงใน 96 wells 

microculture plate ที่มี RPMI กับ 20% Fetal calf bovine serum (FBS) และ aminopterin (A) 

จํานวน 20 ถาด เล้ียงเซลลตอเปนเวลาประมาณ 10 วัน ตรวจดูการเจริญของเซลล แลวคัดเลือกเซลล

ไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. caviae โดยวิธี dot blotting, Western 

blotting และ immunohistochemistry นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดผานการคัดเลือกแลวมาทําการโคลนซ้ํา 

(reclone) เพื่อใหแนใจวาไฮบริโดมานั้นมีตนกําเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริง ๆ และขยายเพิ่ม

จํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการ แลวจะเก็บเซลลแชแข็งใน

ไนโตรเจนเหลว (liquid N2) สวนน้ําเลี้ยงเซลลที่ไดจะเก็บไวใชทดสอบตอไป (ภาพประกอบ 3) 
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     A. caviae  

                                                                                                                  

                                                                                            
                    P3X myeolma cell                                                                                                     
                       HGPRT -                                                                                                                        

                                                             
                                                                               

Spleen 

 
                     2 × 107  cells                                             108 cells 

 
 
 
 
 
                                                 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 3  ไดอะแกรมการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

(ดัดแปลงจากไพศาล สิทธิกรกุล. 2548) 

Reclone 

Screening for positive clones 
-  Dot  blotting  
-  Western  blotting 
-  Immunohistochemistry 

37OC, 5% CO2, 10 days 

HAT medium 

37OC, 5% CO2, 2h 

PEG 

37OC, 5% CO2

Liquid N2 Culture Fluid 
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3. การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
 
 3.1 การคัดเลือกขั้นตอนที่ 1 โดยวิธี dot blotting 
  นํา A. caviae ทั้ง 3 รูปแบบมาหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลติร/จดุ 

อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แชในสารละลาย 5% blotto แลวนํามาบมดวยน้ําเลี้ยงเซลล

ไฮบริโดมาในแตละหลุม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางดวย PBS 4 

คร้ัง นําไปบมใน horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse Ig heavy and light chain 

specific antibody (GAM–HRP) เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto เปนเวลา 

3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นลางดวย PBS 4 คร้ัง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่ง

ประกอบดวย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 0.05% 

cobalt chloride (CoCl2) ละลายใน PBS เลือกไฮบริโดมาโคลนที่ใหผลบวกตอ A. caviae 

(ภาพประกอบ 4) แลวนําไปคัดเลือกตอในข้ันที่ 2 

 
 3.2 การคัดเลือกขัน้ตอนที่ 2  
 
  3.2.1 คัดเลือกโดยวิธี Western blotting 
   นํา A. caviae ในรูปแบบคงสภาพมาแยกบน 15% SDS–PAGE (Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) โดยใช electrophoresis apparatus ผาน

กระแสไฟฟาที่ 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตัดเจลสวนหนึ่งมายอมดวยสี 0.1% Coomassie brilliant 

blue R–250 อีกสวนหนึ่งนําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยใช transblot 

apparatus ผานกระแสไฟฟาที่ 50 โวลต เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนไนโตรเซลลูโลสแชใน

สารละลาย 5% blotto ตัดแบงแลวนํามาบมดวยน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมที่ผานการ

คัดเลือกโดยวิธี dot blotting แลวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย 

PBS 4 คร้ัง นําไปบมใน GAM–HRP เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto เปน

เวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากนั้นลางดวย PBS 4 คร้ัง และนําไปบมในสารละลาย

ผสมซึ่งประกอบดวย 0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 ละลายใน PBS ตรวจดูแถบของ

โปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี (ภาพประกอบ 5) 
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                                                    Aeromonas caviae or 
                                                other bacteria   

              
 

                    Heat - killed            SDS-treated            Formalin fixed 
                                          

                               
                                                            

Dot 1μl spot-1 
Nitrocellulose Membrane 

 
Bake 

5 min 

 
Wash 

60OC, 30 min 

 
 Block in 5% Blotto 

 
 MAbs supernatant 
 

 Wash 
37OC, 5 hr 

 
  GAM-HRP 1:1500 

PBS 4X10 min 

 
 Wash 

37OC, 3 hr 

 
0.03%DAB, 0.006%H2O2, 0.05%CoCl2 in PBS 

PBS 4X10 min 

 
 Wash 
 

Determination of MAbs Specificity 
H2O 

 

ภาพประกอบ 4  ไดอะแกรมการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาโดยวธิ ีdot blotting 
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              Aeromonas caviae + 2X Treatment buffer (1:1) 
 
 100OC, 90 sec 

15% SDS-PAGE 
 
 
              

0.1% Coomassie brilliant blue R–250                    Trans-blot 50 V, 3 hr 
                               
                        
                                     

Nitrocellulose Membrane 
 

  Block in 5% Blotto 
 

 MAbs supernatant 

5 min 

 
 Wash 

37OC, 5 hr 

 
  GAM-HRP 1:1500 

PBS 4X10 min 

 
 Wash 

37OC, 3 hr 

 
0.03%DAB, 0.006%H2O2, 0.05%CoCl2 in PBS 

PBS 4X10 min 

 
 Wash 
 

Determination of MAbs Specificity 
H2O 

 
ภาพประกอบ 5  ไดอะแกรมการตรวจสอบลักษณะโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ี

Western blotting 
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  3.2.2 คัดเลือกจากปฏิกิริยาขาม (cross reaction) 
   นํา A. caviae และแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ในรูปแบบคงสภาพ ที่ไดแสดงไวในตาราง 3 

มาหยดบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที แชในสารละลาย 5% blotto แลวนํามาบมดวยน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุม

ที่ผานการคัดเลือกโดยวิธี dot blotting ในขั้นตอนที่ 1 แลว จากนั้นนํามาผานขั้นตอนตางๆ เหมือนกับ

ในขอ 3.1 เลือกไฮบริโดมาโคลนที่แสดงปฏิกิริยาจําเพาะตอ A. caviae และไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ

แบคทีเรียชนิดอื่นๆ หรือแสดงปฏิกิริยากับขามแบคทีเรียชนิดอื่นไมมากมาทดสอบตอไป  

 
  3.2.3 คัดเลือกโดยวิธี immunohistochemistry 
   นําปลานิล (Oreochromis niloticus) ขนาดตัวยาวประมาณ 1 นิ้ว มาเลี้ยงในถัง

พลาสติกที่มีการปรับสภาพน้ําใหมีความเค็ม 3 สวนในพันสวน แยกฉีด A. caviae ทั้ง 5 ไอโซเลต      

เขมขน 109 CFU/ml ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/ตัว โดยฉีดไอโซเลตละ 5 ตัว เขาตรงบริเวณกลามเนื้อ

ดานหลัง (dorsal) ของปลา เก็บตัวอยางปลาที่ใกลตายแชลงในน้ํายา Davidson’s fixative เปนเวลา      

24 ชั่วโมง ลางตัวอยางปลาดวยน้ําประปาเปนเวลา 3 ชั่วโมง นํามาผานกระบวนการดึงน้ําออกจาก

เนื้อเยื่อโดยนําไปแชในแอลกอฮอลเปอรเซนตตางๆ บิวทานอล และไซลีน ตามลําดับ นําเนื้อเยื่อมาฝง

ในพาราฟน จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องไมโครโตมใหไดความหนา 8 ไมครอน ติดเนื้อเยื่อลงบนสไลดที่

เคลือบดวยเจลาติน อบใหสไลดแหงที่ตูอบอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํา

สไลดมาลางพาราฟน (deparafinnisation) ออกดวยไซลีน และนําน้ําเขาในเนื้อเยื่อ (rehydration) โดย

การนําไปแชในแอลกอฮอลเปอรเซนตตางๆ ตรึงเนื้อเยื่อดวยฟอรมาลินเขมขน 10% ลางดวยน้ํากลั่น 

และ PBS จากนั้น block เนื้อเยื่อดวย P1
+ (calf bovine serum เขมขน 10% ใน PBS) เปนเวลา 30 

นาที นําน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ตองการทดสอบมาหยดลงบนเนื้อเยื่อ บมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS 4 ครั้ง เติม GAM–HRP เจือจางในอัตราสวน          

1 ตอ 1,000 ใน P1
+ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS 4 คร้ัง 

และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบดวย 0.03% DAB, 0.006% H2O2 ละลายใน PBS เปนเวลา 

5 นาที ยอมดวยสีอีโอซิน แลวนําไปผานกระบวนการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยแอลกอฮอลที่

เปอรเซ็นตตางๆ และไซลีน หยดทับดวย Permount ปดทับดวยกระจกปดสไลด (ภาพประกอบ 6) 

นําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน เนื้อเยื่อที่ใหผลบวกกับแอนติบอดีจะเห็นเปนสีน้ําตาล นําเซลลไฮบริ

โดมาที่ผานการคัดเลือกขั้นที่ 2 มาทําการโคลนซ้ํา (reclone) และขยายเพิ่มจํานวนเซลล เก็บเซลลแช

แข็งในไนโตรเจนเหลว สวนน้ําเลี้ยงเซลลที่ไดเก็บไวใชทดสอบตอไป 
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Paraffin sections 

 
ภาพประกอบ 6  การทดสอบ immunohistochemistry. (ไพศาล สิทธกิรกุล. 2548) 

Permount 

Permanent slide 

Wash 

Block with P1+

Xylene Xylene Xylene Xylene : 
butanol 

70%Alc. 80%Alc. 95%Alc. Butanol 

DW 10% 
formalin 

DW PBS 

5 min 

MAb 

Wash 

GAM-HRP 1:1000 

0.03%DAB, 0.006%H2O2 in PBS 

Wash 

Hematoxylin staining 

Xylene Xylene Xylene 

Xylene : 
Butanol 

Butanol 95%Alc. Eosin 

70%Alc. 80%Alc. 90%Alc. 95%Alc. 

5 min 

Deparaffinisation + 
Rehydration 
 

Dehydration 

 Immunohistochemistry 
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4. การตรวจสอบสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 หลังจาก reclone เซลลไฮบริโดมาที่ผานการคัดเลือก จะยืนยันความจําเพาะของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีแตละโคลนที่ไดโดยการตรวจสอบปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ตามวิธีการ

ในขอ 3.2.2 และตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนที่ขนาด

น้ําหนักโมเลกุลตางๆ ดวยวิธี Western blotting ตามวิธีการในขอ 3.2.1 จากนั้นนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตไดมาพิสูจน class และ subclass ดวยวิธี sandwich ELISA และตรวจสอบการจับ

กับอิพิโทปตางๆ ของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ดวยวิธี indirect ELISA 

และทดสอบความไวในการตรวจหา A. caviae ดวยวิธี dot blotting ตามวิธีการดังตอไปนี้ 

 
 4.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุม
ตางๆ ดวยวิธี indirect ELISA 
  ตรึง A. caviae เขมขน 2 × 106 CFU/ml ซึ่งถูกทําใหเสียสภาพโดยใชคลื่นเสียงความถี่

สูง (sonicate) ลงที่กนหลุมของถาด 96 หลุม (ELISA microtiter plate) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม 

ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% 

blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที เสร็จแลวเติมสารละลาย 5% blotto ทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบ (เจือจาง 1:50 ใน

สารละลาย 5% blotto) ลงในหลุมตางๆ ของถาด 96 หลุม บมไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 

10 นาที เติม GAM–HRP เจือจาง 1:1500 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 ชั่วโมง  

ลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที และครั้ง

สุดทายลางดวย PBS เติมสารละลายซับสเตรตซึ่งประกอบดวย o-phenylenediamine (OPD)           

1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, 0.006% H2O2 ใน citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร pH 4.5 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 นอรมัล ลงในทุก

หลุม ๆ ละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปอานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร โดย

ใช microplate reader   

 
 4.2  การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  จําแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin  ที่สรางโดยโคลนตาง ๆ 

ของไฮบริโดมาโดยวิธี sandwich ELISA โดยใช Zymed’s Mouse MonoAb ID Kit (HRP) 

(ภาพประกอบ 7) 



33 
 

 4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา A. caviae โดย
วิธี dot blotting 
  นํา A. caviae ในรูปแบบคงสภาพ ซึ่งมีความเขมขน 109 CFU/ml มาเจือจางแบบ serial 

ten fold dilution ดวย PBS แลวนําไปหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบให

แหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แชในสารละลาย 5% blotto จากนั้นนําไปบมกับโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากแตละไฮบริโดมาโคลนที่ตองการทดสอบ นํามาผานขั้นตอนเหมือนกับในขอ 3.1 ตรวจดู

ระดับความเขมขนของเซลลที่ต่ําที่สุดที่สามารถทําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งสามารถ

สังเกตเห็นไดดวยตาเปลา 

 
 4.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบจากเชื้อที่เพิ่ม
จํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อในตัวอยาง  
  นําเชื้อ A. caviae 22105 (AC4) ที่เก็บอยูในอุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส มาทําการ 

activate เชื้อในอาหาร TSA จากนั้นนําเชื้อมาปรับคาการดูดกลืนแสงในสารละลาย PBS ที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร ใหมีคาดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 (มีแบคทีเรียประมาณ 2 × 109 CFU/ml) นําสาร

แขวนลอยนี้มาทําการเจือจางแบบ serial ten fold dilution ในอาหาร TSB ที่มีเนื้อปลานิลผสมอยู 

(1:10) ใหมีความเขมขนตั้งแต 107–100 CFU/ml โดยใชหลอดที่ไมไดมีการผสมเชื้อเปน control บมเชื้อ

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง แลวเก็บเชื้อที่บมดังกลาวมาฆา

ดวยความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นนําเชื้อที่ไดผานการฆาดวย

ความรอนแลวมาหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส แชในสารละลาย 5% blotto แลวนําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการ

ทดสอบ แลวนํามาผานขั้นตอนเหมือนกับในขอ 3.1  
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GAM-IgG (1:50) 50 μl/well 
                    4OC overnight 

                                                      Wash 
                              0.5% Blotto 4X10min 

MAb (1:50) 50 μl/well 
   

                                           
                                                                       
                                                                                                                  

0.5% Blotto 4X10min  

Wash 
RT 4 hr 

 

OD 490 nm 

 
 
       

                                           

Rabbit Anti-isotype antibodies (1:50) 50 μl/well 

IgG1 
IgG2a 
IgG2b 
IgG3 
IgA 
IgM 
Kappa 
Lambda 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
  

  

 

Wash 

GAR-HRP (1:1500) 50 μl/well  

0.5% Blotto 4X10min 

RT 4 hr 

Wash 
RT 1 hr 

 0.5% Blotto 4X10min  

OPD 1mg/ml, 0.006% H2O2 in citrate buffer pH 4.5, 100 μl/well  

RT 5 min 

1 N H2SO4 100 μl/well 

RT 5 min 

ภาพประกอบ 7  ไดอะแกรมการจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมีของ A. caviae (AC1 - AC5)   
 นํา A. caviae ทั้ง 5 ไอโซเลตไดแก AC1, AC2, AC3, AC4 และ AC5 มาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์

และนําไปตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา แลวสังเกตลักษณะการเจริญ ลักษณะของโคโลน ี และ

การติดสียอมแกรม พบวา A. caviae ทั้ง 5 ไอโซเลต เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทงตรง   เมื่อ

นํามาบมเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย (tryptic soy agar) พบวาโคโลนีมีลักษณะกลม       

สีเหลืองออน ขนาดใหญ ผิวเรียบ ตรงกลางโคงนูน ขอบเรียบ ทึบแสง (ภาพประกอบ 8)  
 

 

          

                  (A)                                   (B) 
 

ภาพประกอบ 8  (A) ลักษณะโคโลนีของ AC4 และ (B) แสดงการติดสียอมแกรมของ AC4 

 

 จากการทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีของ A. caviae ทั้ง 5 ไอโซเลต พบวามคีุณสมบัติ

เหมือนกนั  แตจะใหผลการทดสอบ Lysine decarboxylase, Acetoin production (VP), การสรางแกซ 

จาก Glucose และการผลิตกรดจากน้ําตาล Salicin, Cellobiose, Arabinose แตกตางจาก              

A. hydrophila และ A. sobria อยางชัดเจน (ตาราง 4) 

 

 

 

 



36 
 

ตาราง 4  ผลทดสอบทางชวีเคมีระหวาง A. caviae, A. hydrophila และ A. sobria 
 

การทดสอบ 
A. caviae 

(AC2) 

A. hydrophila 

(AH1) 

A. sobria 

(AS4) 
Oxidase + + + 

Colony on TCBS NG NG NG 

   
 
NaCl (%) : 

     0 

     3 

     6 

     8 

    10 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Lysine decarboxylase  - + +/- 

Ornithine decarboxylase  - - - 

Indole production  + - + 

Acetoin production (VP) - + + 

Gas from glucose - + + 

   

+ + + 

+ + + 

+ - - 

+ - - 

Acid from carbohydrate : 

     Glucose  

     Mannitol  

     Salicin  

     Cellobiose  

     Arabinose + - - 

Esculin hydrolysis + + - 

 

+  =  ผลบวก, -  =  ผลลบ, NG  =  No growth 

  

2. ความจําเพาะของแอนติซีรัม 
 หลังจากกระตุนภูมิคุมกนัในหนูขาวครั้งที ่ 4 แลวเก็บแอนติซีรัมจากหนูทัง้ 4 ตัว นาํมา

ทดสอบความจําเพาะกบั A. caviae ทั้ง 5 ไอโซเลต โดยวิธี Western blotting พบวาแอนติซีรัมจากหนู

ทั้ง 4 ตัวสามารถจับกับแถบโปรตีนของ A. caviae  ทั้ง 5 ไอโซเลตไดเปนจํานวนมากซึ่งมีน้าํหนัก

โมเลกุลอยูในชวง 21–146 กิโลดาลตัน โดยหนูตวัที่ 3 ใหผลการตอบสนองดทีี่สุด พบแถบโปรตนีเปน

จํานวนมากและชดัเจนกวาหนูอ่ืน ๆ (ภาพประกอบ 9) ดังนัน้จึงใชหนูตวัที ่ 3 สําหรับการผลิตเซลล  

ไฮบริโดมา 
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ภาพประกอบ 9  การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมจากหนูขาวทั้ง 4 ตัว ดวยวิธี Western  

blotting โดยนํา A. caviae 13016 (AC1), A. caviae 22103 (AC2), A. caviae 22104 (AC3),       

A. caviae 22105 (AC4) และ A. caviae 22106 (AC5) มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวยายโปรตีน

จากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส นําไปบมกับ mouse-anti A. caviae antiserum จากหนูขาวแตละ

ตัว (mice 1-4) 
 

3. การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
 จากการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาในขั้นแรกโดยวิธี dot blotting พบวามี culture media 

ประมาณ 70 หลุม ที่ใหผลบวก จากประมาณ 2,000 หลุม โดยแตละหลุมมีโคโลนีของเซลลไฮบริโดมา

ประมาณ 1-3 โคโลนี และจากการคัดเลือกในขั้นที่ 2 โดยวิธี Western blotting, immunohisto-

chemistry และจากปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่ใชในการทดสอบพบวามีไฮบริโดมาโคลน

จํานวน 24 โคลน ที่สรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสูงและแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอื่นไม

มาก โดยสามารถจําแนกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตามความจําเพาะออกเปน 12 กลุม (ตาราง 6)  
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4. การพิสูจนเอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 จากการทดลองสามารถแบงโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกไดเปน 12 กลุม ดังนี้ 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมแรก ประกอบดวย 9 โคลน ซึ่งมีความจําเพาะตอ AC1 

(ภาพประกอบ 10-1) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้ไมสามารถจับกับแอนติเจนของ A. caviae 

ในการทดสอบดวยวิธี Western blotting (ภาพประกอบ 11-B1) แตสามารถใชตรวจการติดเชื้อ AC1 

ในลําไสของปลานิลดวยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 12-2) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 ประกอบดวย 1 โคลน ซึ่งมีความจําเพาะตอ AC1 

เชนเดียวกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 (ภาพประกอบ 10-2) แตสามารถจับกับแอนติเจนที่

น้ําหนักโมเลกุล 20 กิโลดาลตัน และแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 80-105 กิโลดาลตัน 

(ภาพประกอบ 11-B2) และสามารถใชตรวจการติดเชื้อ AC1 ในลําไสของปลานิลไดเชนกัน 

(ภาพประกอบ 12-3) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 และ 4 ประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมละ       

1 โคลน ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. caviae 3 ไอโซเลตคือ AC2, AC5 และ AC7 (ภาพประกอบ 10-3 

และ 10-4) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 สามารถจับกับแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 20 กิโลดาล

ตัน และจับกับแถบโปรตีนที่ชวงน้ําหนักโมเลกุล 30-60 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11-B3) สวนโมโน

โคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 4 จะจับกับแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 30-120 กิโลดาลตัน 

(ภาพประกอบ 11-B4) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 กลุมสามารถตรวจพบการติดเชื้อ AC5 ใน

กลามเนื้อของปลานิลได (ภาพประกอบ 13-2 และ 13-3) 

  โม โนโคลนอลแอนติบอ ดีกลุ มที่  5  ประกอบด วย  2  โคลน  มีความจํ า เพาะต อ                   

AC4 (ภาพประกอบ 10-5) โดยจับกับแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 30-120 กิโลดาลตัน 

(ภาพประกอบ 11-B5) สามารถตรวจพบการติดเชื้อ AC4 ในลําไสของปลานิลได (ภาพประกอบ 14-2) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6 ประกอบดวย 1 โคลน มีความจําเพาะตอ AC1 และแสดง

ปฏิกิริยาขามกับ AH3, AS5 และ AS7 (ภาพประกอบ 10-6) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้จับกับ

แอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 50-100 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11-B6) และสามารถ

ตรวจพบการติดเชื้อ AC1 ในลําไสของปลานิลได (ภาพประกอบ 12-4)   

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 7 ประกอบดวย 2 โคลน มีความจําเพาะตอ A. caviae        

2 ไอโซเลตคือ AC2, AC5 และแสดงปฏิกิริยาขามกับ PS3 (ภาพประกอบ 10-7) โมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมนี้จับกับแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 20-150 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 

11-B7) และสามารถตรวจพบการติดเชื้อ AC5 ในกลามเนื้อของปลานิลได (ภาพประกอบ 13-4) 
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 8 ประกอบดวย 1 โคลน มีความจําเพาะตอ AC3 และแสดง

ปฏิกิริยาขามกับ AH5, AS1 และ AC9 (ภาพประกอบ 10-8) โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดนี้จับกับ

แอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 20-150 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11-B8) แตไมสามารถ

ตรวจการติดเชื้อ A. caviae ในเนื้อเยื่อไดดวยวิธี immunohistochemistry    

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 9 ประกอบดวย 2 โคลน มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล  

Aeromonas ทุก species ที่ใชทดสอบ (ภาพประกอบ 10-9) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้จะจับกับ

แอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 20 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11-B9) แตไมสามารถตรวจการติดเชื้อ          

A. caviae ในเนื้อเยื่อดวยวิธี immunohistochemistry ได 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 10 ประกอบดวย 1 โคลน มีความจําเพาะตอแบคทีเรียใน

สกุล  Aeromonas  ทุก species ที่ใชทดสอบ (ภาพประกอบ 10-10) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้

จะจับกับแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11-B10) แตไมสามารถตรวจการ

ติดเชื้อ A. caviae ในเนื้อเยื่อได 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 11 และ 12 ประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมละ   

1 โคลน โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 11 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล Aeromonas ทุก 

species มีปฏิกิริยาขามกับ Plesiomonas shigelloides 3 ไอโซเลต และ Vibrio สวนใหญที่ใชทดสอบ

ยกเวน V. ordalii, V. penaecida และ V. vulnificus (ภาพประกอบ 10-11) สวนโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมที่ 12 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล Aeromonas ทุก species มีปฏิกิริยาขามกับ 

P. shigelloides ไอโซเลตที่ 3 และ Vibrio สวนใหญที่ใชทดสอบยกเวน V. ordalii และแสดงปฏิกิริยา

ขามเล็กนอยกับ Escherichia coli และ Shigella flexneri (ภาพประกอบ 10-12) ซึ่งโมโนโคลนอล

แอนติบอดีทั้ง 2 กลุม สามารถจับกับแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 20 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ       

11-B11 และ 11-B12) แตไมสามารถตรวจการติดเชื้อ A. caviae ในเนื้อเยื่อดวยวิธี immunohisto-

chemistry ได  

  

5. การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี 
indirect ELISA 
 จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา คาการ

ดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีในกลุมที่ 1 (AC-3, AC-4, AC-6, AC-7, 

AC-11, AC-17, AC-23, AC-24, และ AC-34) กลุมที่ 5 (AC-1-3D และ AC-14-3F) กลุมที่ 6      

(AC-30 และ AC-4-9) และกลุมที่ 7 (AC-10-2H และ AC-13-10D) ซึ่งเมื่อนําแอนติบอดีในกลุม
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เดียวกันมาผสมรวมกัน (combine) พบวาไมมีการเพิ่มข้ึนของคาการดูดกลืนแสง (ตาราง 5) ซึ่งแสดง

ใหเห็นวาแอนติบอดีในกลุมเดียวกันนี้จับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่ตําแหนงเดียวกันหรือคาบเกี่ยวกัน  

 

6. การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 12 กลุมที่ผลิตไดมี class เปน IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 และ 

IgM (ตาราง 6) และ subclass เปน Kappa  

 

7. การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา A. caviae โดย
วิธี dot blotting 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถใชในการตรวจหา A. caviae โดยวิธ ี dot blotting 

ดวยความไวในระดับที่แตกตางกนัตั้งแต 2 × 109 ถึง 1 × 106 CFU/ml ซึ่งพบวาโมโนโคลนอล

แอนติบอดีในกลุมที่ 2 มีความไวในการตรวจสูงที่สุด คือที ่ 1 × 106 CFU/ml (ตาราง 6 และ

ภาพประกอบ 15)  

 

8. การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบกับเช้ือที่ไดเล้ียง
(pre-enrichment) ในตัวอยางปลานิล  
 หลังจากการบมเชื้อ AC4 ในตัวอยางปลานิลได 3 ชั่วโมง พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

AC-1-3D สามารถตรวจจับเชื้อ AC4 ไดที่ความเขมขนต่ําสุดประมาณ 103 CFU/ml (ภาพประกอบ 

16A) หลงัจากทําการบมเชือ้ต้ังแต 6 ชั่วโมงเปนตนไป จะสามารถตรวจจับเชื้อ AC4 ไดอยางชัดเจนที่

ความเขมขนต่ําสุดประมาณ 1 CFU/ml สวนการทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี AC-9-6C ซึ่ง

จําเพาะตอ Aeromonas spp. จะมีความไวในการตรวจจับถงึ 10 CFU/ml และพบผลบวกที่แถว

ควบคุมดวยแสดงวา ภายในเนื้อเยื่อปลามี Aeromonas spp. ปนเปอนอยูจํานวนมาก (ภาพประกอบ 

16B) ซึ่งความไวในการตรวจจับ AC4 นาจะต่ํากวาเนื่องจาก affinity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี      

AC-9-6C ต่ํากวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี AC-1-3D มาก   
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ภาพประกอบ 10  การทดสอบปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ของตัวแทนโมโนโคลนอล

แอนติบอดีในกลุมตาง ๆ (1–12) ดวยวิธี dot blotting โดยหยดแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ทําใหตาย

ดวยความรอนความเขมขน 2 × 109 CFU/ml ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และ

นําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ กันไดแก (1) AC-7, (2) AC-9-1C, (3) AC-      

8-1C, (4) AC-17-5D, (5) AC-1-3D, (6) AC-30, (7) AC-13-10D, (8) AC-12-8F, (9) AC-9-6C, 

(10) AC-20-3C, (11) AC-13-10F และ (12) AC-11-10D ซึ่งแบคทีเรียที่ใชทดสอบมีดังนี้ 
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ภาพประกอบ10  (ตอ) 
 

แถวที ่1: A. hydrophila (A) AH1; (B) AH2; (C) AH3; (D) AH4; (E) AH5 
แถวที ่2: A. hydrophila (A) AH6; (B) AH7; (C) AH8 และ A. sobria (D) AS1; (E) AS2 

แถวที ่3: A. sobria (A) AS3; (B) AS4; (C) AS5; (D) AS6 และ A. caviae (E) AC1 

แถวที ่4: A. caviae (A) AC2; (B) AC3; (C) AC4; (D) AC5; (E) A. veronii  

แถวที ่5: (A) A. jandaei; (B) Plesiomonas shigelloides 22107; (C) P. shigelloides 22108; 

             (D) P. shigelloides 22109; (E) Vibrio cholerae  

แถวที ่6: (A) V. alginolyticus; (B) V. fluvialis; (C) V. harveyi;  

             (D) V. mimicus; (E) V. parahaemolyticus. 

แถวที ่7: (A) V. campbellii; (B) V. ordalii; (C) V. penaecida; (D) V. vulnificus;  

             (E) Photobacterium damselae subsp. damselae 

แถวที ่8: (A) Photobacterium damselae subsp. piscicida; (B) Salmonella Typhi;  

             (C) Salmonella Enteritidis; (D) Escherichia coli; (E) Enterobacter cloacae 

แถวที ่9: (A) Shigella flexneri; (B) Pseudomonas aeruginosa; (C) Proteus vulgaris;  

           A. hydrophila (D) AH9; (E) AH10 

แถวที ่10: A. hydrophila (A) AH11; (B) AH12; A. sobria (C) AS7; (D) AS8; (E) AS9 

แถวที ่11: A. sobria (A) AS10; A. caviae (B) AC6; (C) AC7; (D) AC8; (E) AC9  
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B A

ภาพประกอบ 11  การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี Western blotting นํา 

(A) A. caviae: (a) AC1, (b) AC2, (c) AC3, (d) AC4 และ (e) AC5 มาแยกดวยกระแสไฟฟา     

(SDS - PAGE) และนํามายอมดวยสี Coomassie brilliant blue R–250 (B) แลวนําโปรตีนจากเจล

ยายลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมตางๆ ไดแก (1) AC-7,     

(2) AC-9-1C, (3) AC-8-1C, (4) AC-17-5D, (5) AC-1-3D, (6) AC-30, (7) AC-13-10D,                

(8) AC-12-8F, (9) AC-9-6C, (10) AC-20-3C, (11) AC-13-10F และ (12) AC-11-10D                  

S1 = โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลตํ่า  S2 = โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลสูง   
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ภาพประกอบ 12  การตรวจสอบการติดเชื้อ AC1 ดวยวิธี immunohistochemistry ในลําไสของปลานิล 

ซึ่งถูกชักนําใหเกิดการติดเชื้อ AC1 ดวยวิธีการฉีด (1) เนื้อเยื่อที่ไมไดบมกับแอนติบอดีนําไปยอมทับ

ดวยสี haematoxylin เนื้อเยื่ออีกสวนนําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน (2) กลุมที่ 1 AC-7,    

(3) กลุมที่ 2 AC-9-1C และ (4) กลุมที่ 6 AC-30 
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ภาพประกอบ 13  การตรวจสอบการติดเชื้อ AC5 ดวยวิธี immunohistochemistry ในกลามเนื้อของ  

ปลานิล ซึ่งถูกชักนําใหเกิดการติดเชื้อ AC5 ดวยวิธีการฉีด (1) เนื้อเยื่อที่ไมไดบมกับแอนติบอดีนําไป

ยอมทับดวยสี haematoxylin เนื้อเยื่ออีกสวนนําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน (2) กลุมที่ 3 

AC-8-1C, (3) กลุมที่ 4 AC-17-5D และ (4) กลุมที่ 7 AC-13-10D  
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ภาพประกอบ 14  การตรวจสอบการติดเชื้อ AC4 ดวยวิธี immunohistochemistry ในลําไสของปลานิล 

ซึ่งถูกชักนําใหเกิดการติดเชื้อ AC4 ดวยวิธีการฉีด (1) เนื้อเยื่อที่ไมไดบมกับแอนติบอดีนําไปยอมทับ

ดวยสี haematoxylin เนื้อเยื่ออีกสวนนําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน (2) กลุมที่ 5 AC-1-3D  
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ภาพประกอบ 15  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา A. caviae ดวยวธิี 

dot blotting โดยหยด A. caviae: (a) AC1, (b) AC2, (c) AC3, (d) AC4 และ (e) AC5 ที่ความ

เขมขนตางๆ กันตั้งแต 2 × 109 CFU/ml จนถึง 8 × 104 CFU/ml ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส          

(1 ไมโครลิตร/จุด) และนําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุมตางๆ ความเขมขนของ

แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบมีดังนี ้ 

 

 แถว A : 2 × 109  CFU/ml                       แถว G : 1 × 106  CFU/ml 

 แถว B : 2 × 108  CFU/ml                       แถว H : 7 × 105  CFU/ml 

 แถว C : 2 × 107  CFU/ml                       แถว I  : 3 × 105  CFU/ml 

 แถว D : 1 × 107  CFU/ml                       แถว J : 2 × 105  CFU/ml  

 แถว E : 5 × 106  CFU/ml                       แถว K : 8 × 104  CFU/ml 

 แถว F : 3 × 106  CFU/ml 
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ภาพประกอบ 16  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี dot blotting หลังจากบม

เชื้อ AC4 ในตัวอยางปลานิลผสมกับ TSB ที่เวลาตางๆ (h) และใชแบคทีเรียความเขมขนตางๆ    

(C = ไมไดมีการผสมเชื้อลงใน TSB) นํามาทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (A) AC-1-3D ซึ่งมี

ความจําเพาะตอ AC4 และ (B) AC-9-6C ซึ่งมีความจําเพาะตอ Aeromonas spp.   
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ตาราง 5  คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดย     

โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ (เลขยกกําลังเหนือคา OD: เลขยกกําลังเหมือนกัน คือ จับ

ที่อิพิโทปเดียวกันหรือคาบเกี่ยวกัน และเลขยกกําลังตางกัน คือ จับที่อิพิโทปตางกัน) 

 

                                                                                                                           กลุมที ่2 กลุมที ่1 
MAbs AC 

3 

AC 

4 

AC 

6 

AC 

7 

AC 

11 

AC 

17 

AC 

23 

AC 

24 

AC 

34 

AC 

9-1C 

AC 

3 
0.5001 0.527 0.456 0.428 0.449 0.441 0.460 0.540 0.490 0.521 

AC 

4 

 
0.5341 0.540 0.554 0.521 0.529 0.525 0.553 0.537 0.606 

AC 

6 

 
 0.1311 0.420 0.440 0.151 0.211 0.545 0.528 0.345 

AC 

7 

 
  0.4231 0.460 0.415 0.421 0.543 0.517 0.503 

AC 

11 

 
   0.4701 0.459 0.472 0.560 0.511 0.546 

AC 

17 

 
    0.1621 0.214 0.500 0.535 0.353 

AC 

23 

 
     0.2231 0.578 0.542 0.321 

AC 

24 

 
      0.5981 0.546 0.625 

AC 

34 

 
       0.5501 0.581 

AC 

9-1C 

 
        0.383 
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ตาราง 5  (ตอ) 

 

 
MAbs AC 

1-3D 

AC 

14-3F 

AC 

30 

AC 

4-9F 

AC 

10-2H 

AC 

13-10D 

AC 

9-6C 

AC 

19-10C 

กลุมที ่5 กลุมที ่9 กลุมที ่7 กลุมที ่6 

AC 

1-3D 
0.5931 0.723       

AC 

14-3F 
 0.7321       

AC 

30 
  0.5251 0.543     

AC 

4-9F 
   0.2101     

AC 

10-2H 
    0.9501 0.970   

AC 

13-10D 
     0.8761   

AC 

9-6C 
      0.1831 0.315 

AC 

19-10C 
       0.2452
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ตาราง 6  ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีซึ่งทดสอบดวยวิธี dot blotting, Western 

blotting และ immunohistochemistry (IHC) โคลนที่ขีดเสนใตเปนตัวแทนโคลนของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากแตละกลุมซึ่งใชในการทดสอบตางๆ  

 

 

Group 

 

MAbs (isotype) 
Sensitivity     

dot blotting 

(CFU/ml) 

Antigen  Western 

blotting (kDa) 

 

IHC 
Bacterial 

immunoreactivity 

(dot blotting) 

1 AC-7, AC-3, AC-4,   AC-

6, AC-11, AC-17, AC-

23, AC-24, AC-34 (M) 

1 × 107 - ++ AC1 

2 AC-9-1C (G2b) 1 × 106 20, 80 - 105 +++ AC1 

3 AC-8-1C (G2b) 1 × 107 20, 30 - 60 ++ AC2, AC5, AC7 

4 AC-17-5D (G2b) 3 × 106 30 - 120 ++ AC2, AC5, AC7 

5 AC-1-3D (G2a), 

AC-14-3F (G3) 

3 × 106   30 - 120 +++ AC4 

6 AC-30 (G2a), 

AC-4-9F (M) 

3 × 106 50 - 100  ++ AC1, AH3, AS5, AS7 

7 AC-13-10D (G2b), 

AC-10-2H (G2a) 

5 × 106 20 - 150 +++ AC2, AC5, PS3 

8 AC-12-8F (G2a) 3 × 106 20 - 150 - AC3, AH5, AH9, AS1 

9 AC-9-6C (G1), 

AC-19-10C (G2a) 

2 × 108 20 - Aeromonas spp. 

10 AC-20-3C (G2a) 2 × 109 30 - Aeromonas spp. 

11 AC-13-10F (G2b) 1 × 107 20 - Aeromonas spp.,  

PS1-3, Vibrio spp. 

(excepted VO, VV,  

V. pen) 

12 AC 11-10D (G2b) 1 × 107 20 - Aeromonas spp., 

PS3, Vibrio spp. 

(excepted VO), EC, 

SF  
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ตาราง 6  (ตอ) 

 

Aeromonas spp. ประกอบดวย: 

AC1 = A. caviae 13016, AC2 = A. caviae 22103, AC3 = A. caviae 22104,                

AC4 = A. caviae 22105, AC5 = A. caviae 22106, AC6 = A. caviae 24065,                  

AC7 = A. caviae 24066, AC8 = A. caviae 24067, AC9 = A. caviae 24068,  

 

AH1 = A. hydrophila 1234, AH2 = A. hydrophila 04082, AH3 = A. hydrophila 2798, 

AH4 = A. hydrophila 22095, AH5 = A. hydrophila 22096, AH6 = A. hydrophila 22097, 

AH7 = A. hydrophila 22098, AH8 = A. hydrophila SWU, AH9 = A. hydrophila 24057, 

AH10 = A. hydrophila 24058, AH11 = A. hydrophila 24059, AH12 = A. hydrophila 24060 

 

AS1 = A. sobria 12056, AS2 = A. sobria 1234, AS3 = A. sobria 22099,                         

AS4 = A. sobria 22100, AS5 = A. sobria 22101, AS6 = A. sobria 22102,                     

AS7 = A. sobria 24061, AS8 = A. sobria 24062, AS9 = A. sobria 24063,                   

AS10 = A. sobria 24064,  

 

AV = A. veronii, AJ = A. jandaei 

 

Vibrio spp. ประกอบดวย 

VA = V. alginolyticus, VC = V. cholerae, VF = V. fluvialis, VH = V. harveyi,                    

VM = V. mimicus, VO = V. ordalii, VP = V. parahaemolyticus, VV = V. vulnificus,     

V.cam = V. campbellii, V. pen = V. penaecida 

 

Other bacteria ประกอบดวย 

PS1 = Plesiomonas shigelloides 22107, PS2 = Ples. shigelloides 22108,                     

PS3 = Ples. shigelloides 22109, EC = Escherichia coli, SF = Shigella flexneri  



บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ  

 
 จากการตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมที่เก็บไดจากหนูขาวทั้ง 4 ตัวพบวาหนูขาวทั้ง 

4 ตัวนั้นใหการตอบสนองตอแอนติเจนของ A. caviae แตกตางกันออกไป เนื่องจากแอนติเจนที่ใชใน

การกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาวนี้มีทั้งรูปแบบ heat killed, SDS-mercaptoethanol treated และ 

formalin killed ซึ่งวิธีการนี้จะชวยใหหนูขาวสามารถสรางแอนติบอดีตอบสนองตออิพิโทปตางๆ ของ

แอนติเจนไดหลากหลายมากขึ้น การที่มีอิพิโทปเปนจํานวนมากทําใหบี-เซลลตรวจจับแตละอิพิโทป

ของแอนติเจน และเปนผลใหมีการกระตุนการตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยู

ในซีรัม (polyclonal antibodies) ซึ่งพบวา polyclonal antibodies ที่ผลิตไดจากหนูแตละตัวนั้นมี

ความสามารถในการตอบสนองแตกตางกันไป (ภาพประกอบ 9) และเมื่อตรวจดูปฏิกิริยาระหวางแอน

ติซีรัมจากหนูขาวทั้ง 4 ตัว กับแถบโปรตีนตาง ๆ ของ A. caviae พบวา หนูขาวตัวที่ 3 นั้นใหการ

ตอบสนองที่ดีที่สุดเนื่องจากมีความเขมของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมากที่สุด ซึ่งนาจะมี affinity ที่ดีกวาหนู

ขาวตัวอ่ืนๆ ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดนําหนูขาวตัวที่ 3 มาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา ซึ่งสามารถ

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดทั้งหมด 24 โคลน ซึ่งแบงออกไดเปน 12 กลุมตามความจําเพาะ 

(ตาราง 6) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1-5 มีความจําเพาะตอ A. caviae แตละไอโซเลตแตกตาง

กันไป (ภาพประกอบ 10) ความหลากหลายของแตละไอโซเลตอาจเนื่องจากนํามาจากคนละแหลงกัน 

(Faude; & HÖfle. 1997: 4534) ทําใหเชื้อ A. caviae แตละตัวจึงมีสวนของอิพิโทปของแอนติเจนที่

แตกตางกันไป เมื่อนํามากระตุนปลูกภูมิคุมกัน สงผลใหมีการสรางแอนติบอดีที่มีความหลากหลาย

แตกตางกันไป จึงทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถจับไดเพียงบางไอโซเลตของ         

A. caviae เทานั้น กรณีโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 ไมสามารถจับแอนติเจนในการวิเคราะหดวย

วิธี Western blotting จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้มีความจําเพาะตอ

แบคทีเรียในรูปแบบ heat killed หรือรูปแบบที่ยังไมเสียสภาพเทานั้น แตเมื่อแบคทีเรียหรือแอนติเจน

เสียสภาพไป โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมนี้จึงไมสามารถตรวจจับไดในรูปแบบ Western blotting 

สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุม 2 จะสามารถตรวจจับแอนติเจนของ A. caviae ไอโซเลตเดียวกันที่

เสียสภาพไปแลวได จึงสามารถตรวจจับไดดวยวิธี Western blotting 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6, 7, 8 มีความจําเพาะตอ A. caviae และแสดงปฏิกิริยา

ขาม A. hydrophila, A. sobria และ Plesiomonas shigelloides บางไอโซเลต (ภาพประกอบ 10) 

ดังนั้นในการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้ไปใชในการพิสูจนทราบ A. caviae ซึ่งถาใหผลบวก
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จําเปนตองนําไปศึกษาทางชีวเคมีเพิ่มเติมเพื่อยืนยันวาเปน A. caviae สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี

กลุมที่ 9 และ 10 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล Aeromonas spp. ทุกไอโซเลตที่ใชทดสอบ 

(ภาพประกอบ 10) จึงสามารถนําแอนติบอดีทั้ง 2 กลุมนี้มาใชแยกแบคทีเรียในกลุม Aeromonas ออก

จากแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ไดดวยวิธี dot blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 11 และ 12                 

มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล Aeromonas spp. ทุกไอโซเลต และมีปฏิกิริยาขามกับ             

P. shigelloides และ Vibrio สวนใหญที่ใชทดสอบ (ภาพประกอบ 10) จึงสามารถนําแอนติบอดีทั้ง     

2 กลุมนี้มาใชแยกแบคทีเรียในกลุมที่สามารถผลิตเอนไซมออกซิเดส (oxidase) ออกจากแบคทีเรีย

ชนิดอื่นๆ ไดดวยวิธี dot blotting  

 จากการวิเคราะหปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียอ่ืนๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6-12 

ดวยวิธี dot blotting พบวาเปนปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียในกลุมที่ใกลเคียงกัน จึงเปนไปไดวา

แอนติบอดีในกลุมดังกลาวนี้ไปจับกับอิพิโทปที่เหมือนกันของแบคทีเรียในสกุล Aeromonas และ 

Vibrio ซึ่งสมาชิกของแบคทีเรียทั้ง 2 สกุลนี้อาจจะมีอิพิโทปอยูรวมกันบนผิวเซลล ปฏิกิริยาขาม

ดังกลาวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้สามารถเกิดขึ้นได ดังเชนในการทดลองของ Takeda และคณะ 

(1990: 2755) ซึ่งไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ heat stable enterotoxin ของ V. cholerae และ

พบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมไปทําปฏิกิริยาขามกับแอนติเจนจาก V. mimicus และ 

Yersinia enterocolitica เชนเดียวกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. harveyi จากการ

ทดลองของ Phianphak และคณะ (2005: 161) พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมที่ผลิตไดไปทํา

ปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila ไดดวยเชนกัน  

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1-7 พบวาสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. caviae ในเนื้อเยื่อ

ปลานิลโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 12, 13 และ 14) ดังนั้นจึงสามารถนําโมโน

โคลนอลแอนติบอดีเหลานี้มาใชตรวจหาการติดเชื้อ A. caviae ในเนื้อเยื่อตาง ๆ ได เชนเดียวกับการ

ทดลองของ Jung และคณะ (2001: 67) ซึ่งไดนําเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 

Photobacterium damselae piscicida มาใชตรวจการติดเชื้อ P. damselae piscicida ในเนื้อเยื่อไต, 

มาม และตับของปลากะพง (Dicentrarchus labrax) และในการทดลองของ Phianphak และคณะ 

(2005: 161) ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ V. harveyi และสามารถนําโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมาใชในการตรวจหาตําแหนงการกอโรคของ V. harveyi ในเนื้อเยื่อกุง

กุลาดําได 

 จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา คาการดูด 

กลืนแสงของปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีบางโคลนในกลุมที่ 1 (AC-3, AC-4, AC-7, 

AC-11, และ AC-24) และกลุมที่ 2 (AC-9-1C) เมื่อนําแอนติบอดีทั้งสองกลุมนี้มาผสมกันจะมีคา
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เพิ่มข้ึน (ตาราง 5) ซึ่งแอนติบอดีสองกลุมนี้จะจับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่แตกตางกันเมื่อทดสอบ

ความจําเพาะดวยวิธี Western blotting (ภาพประกอบ 11) จึงนาที่จะนําแอนติบอดีทั้งสองกลุมนี้มา

ผสมรวมกันเพื่อเพิ่ม affinity ในการจับกับอิพิโทปของ A. caviae  ที่ใชในการตรวจหาเชื้อ A. caviae 

ไดเพิ่มข้ึน แตแอนติบอดีบางโคลนในกลุมที่ 1 (AC-6, AC-17, AC-23 และ AC-34) เมื่อผสมกับ

แอนติบอดีกลุมที่ 2 (AC-9-1C) จะมีคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง หรือเพิ่มข้ึนบางเล็กนอย อาจเนื่องจาก

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองกลุมนี้จับกันที่อิพิโทปเดียวกันของแอนติเจน จึงอาจทําใหแอนติบอดี

กลุมหนึ่งอาจไปบดบังการจับอิพิโทปของแอนติบอดีอีกกลุมหนึ่ง สงผลใหคาการดูดกลืนแสงของ

ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีมีคาลดลงหรือเพิ่มข้ึนบางเล็กนอย 

 จากงานวิจัยของ Khan และ Cerniglia (1997: 233 - 234) ไดศึกษาตรวจหาเชื้อ A. caviae  

ในตัวอยางเนื้อปู โดยวิธีทาง polymerase chain reaction (PCR) สามารถตรวจพบเชื้อไดที่ความ

เขมขนต่ําสุด 50–100 เซลล/กรัม ของเนื้อปู สําหรับการตรวจสอบโดยวิธีทาง PCR นี้จะใชเวลาไมเกิน 

8 ชั่วโมง และจากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในงานวิจัยนี้โดยทดสอบดวยวิธี 

dot blotting กับเชื้อ AC4 ที่ไดเล้ียงในตัวอยางปลานิล พบวาหลังจากบมเชื้อ 6 ชั่วโมงเปนตนไป จะ

สามารถตรวจพบ A. caviae ที่ความเขมขนเริ่มตน 1 CFU/ml โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี        

AC-1-3D ซึ่งจะเห็นวามีความไวสูงเทียบไดกับ PCR โดยใชเวลาหลังจากเตรียมตัวอยางใกลเคียงกัน 

และเมื่อทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี AC-9-6C ซึ่งเปนแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ 

Aeromonas spp. (ภาพประกอบ 10) พบวาใหผลบวกที่ control ดวย ทั้งนี้เนื่องมาจากตัวอยางปลา

นิลที่นํามาทดลองนี้อาจจะติดเชื้อในกลุม Aeromonas spp. และแบคทีเรียตางๆ จากในแหลงน้ํา

ธรรมชาติมาอยูกอนแลว ซึ่งแอนติบอดีนี้สามารถตรวจพบ Aeromonas spp. ที่ 6 ชั่วโมง หลังบมเชื้อ

เชนกัน 

 สําหรับงานวิจัยนี้สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดทั้งหมด 24 โคลน โดยแบงออกได

เปน 12 กลุมตามความจําเพาะคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 และ 2 มีความ จําเพาะตอ AC1 

กลุมที่ 3 และ 4 มีความจําเพาะตอ AC2, AC5 และ AC7 กลุมที่ 5 มีความจําเพาะตอ AC4 กลุมที่ 6, 

7 และ 8 มีความจําเพาะตอ A. caviae, A. hydrophila, A. sobria และ P. shigelloides บางไอโซเลต

และสามารถนําไปใชในการตรวจหา A. caviae ดวยวิธี dot blotting ได แตตองทําการทดสอบทาง

ชีวเคมีเพิ่มเติมเพื่อยืนยันวาเปน A. caviae กลุมที่ 9 และ 10 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล 

Aeromonas spp. ทุกไอโซเลตที่ใชทดสอบ สวนกลุมที่ 11 และ 12 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกลุ 

Aeromonas spp. ทุกไอโซเลตเชนกัน และมีปฏิกิริยาขามกับ P. shigelloides และ Vibrio สวนใหญที่

ใชทดสอบดวย  
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 1-5 สามารถนําไปใชในการพิสูจนทราบ A. caviae 

เนื่องจากไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ Aeromonas spp. ตางๆ และแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ที่นํามาทดสอบ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 9 และ 10 สามารถนําไปใชแยก Aeromonas spp. ออกจาก

แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ไดดวยวิธี dot blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 11 และ 12 สามารถ

นํามาใชแยกแบคทีเรียในกลุมที่สามารถผลิตเอนไซมออกซิเดส (oxidase) ออกจากแบคทีเรียชนิดอื่นๆ 

ไดดวยวิธี dot blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 1-7 สามารถนํามาใชตรวจการติดเชื้อ        

A. caviae ในเนื้อเยื่อดวยวิธี immunohistochemistry ได 

 ดังนั้นจากงานวิจัยครั้งนี้อาจจะนําเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดในกลุมที่ 1–5 มาใช

ตรวจหาเชื้อ A. caviae และโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 9 และ 10 มาใชตรวจหาเชื้อในกลุม 

Aeromonas spp. ที่คัดแยกจากตัวอยางหลายประเภทเชน อาหาร น้ํา และอุจจาระของผูปวยโรค

ทองรวงจากโรงพยาบาลในแหลงตางๆ เพื่อเปนการยืนยันประสิทธิภาพของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

ผลิตได หรือนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใชเปนทางเลือกหนึ่งที่นํามาตรวจแทนวิธีทาง PCR ดังใน

การทดลองของ Khan และ Cerniglia (1997: 233 - 234) ที่ตรวจหาเชื้อ A. caviae ในตัวอยางอาหาร 

และน้ํา หรือการตรวจสอบทางชีวเคมีดังในการทดลองของ Elcuaz และคณะ (1995: 5) ที่ตรวจหาเชื้อ 

A. caviae ในตัวอยางอุจจาระ ซึ่งนาจะใหผลการตรวจหาเชื้อที่แมนยําและรวดเร็วยิ่งขึ้น ควรคัดเลือก

โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 1-5 ซึ่งจําเพาะตอ A. caviae เทานั้น มาพัฒนาชุดตรวจสอบ        

A. caviae แบบสะดวกใช ซึ่งอาจพัฒนารวมกับเทคนิคทางจุลชีววิทยา โดยการใช selective media 

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบ A. caviae ที่แยกไดจากผูปวย และสิ่งแวดลอมซ่ึงตองมี

การศึกษาตอไปในอนาคต ในการทดลองนี้สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ 

A. caviae เพียง 4 ไอโซเลต จึงยังตองทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพิ่มเพื่อใหสามารถใชเปน

เครื่องมือในการพิสูจนทราบและวินิจฉัยการติดเชื้อ A. caviae ใหไดครอบคลุมทุกไอโซเลตตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) 

 ทริปโตน (Tryptone)     17.0  กรัม 

 ผงสกัดถัว่เหลอืง (Soytone)      3.0  กรัม 

 เดกซโตรส (Dextrose)         2.5   กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0  กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.5  กรัม 

 น้ํากลัน่                                                                     1000.0             มิลลิลิตร 

      ปรับพีเอชเปน  7.3 + 0.2 

 

 2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TCBS (Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar) 

 ผงสกัดจากยสีต (Yeast extract)     5.0  กรัม 

 โปรตีโอสเปปโตน เบอร 3 (Proteose peptone No.3) 10.0  กรัม 

 โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2)             10.0  กรัม 

 โซเดียมไทโอซลัเฟต (Na2S2O3)    10.0  กรัม 

 ออกซกอล (Oxgall)        8.0  กรัม 

 แซคคาโรส (Saccharose)    20.0  กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)    10.0  กรัม 

 เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe.5H2O)                1.0  กรัม 

 บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue)   0.04  กรัม 

 วุนผง (Agar)      15.0  กรัม 

 น้ํากลัน่                                                                     1000.0             มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน  7.3 + 0.2 

 

3. 15% Glycerol broth 

 Tryptone soya broth                                                       30                  กรัม 

 Glycerol                                                                        150                 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่                                                                          850                 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

บัฟเฟอรและสารเคมี 
1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                       8.0             กรัม 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)                                       0.2             กรัม 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                       0.2                   กรัม 

 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                    1.15             กรัม 

 น้ํากลัน่                                                                    1000.0                  มิลลิลิตร 

 2. สารละลาย Blotto เขมขน 5%  

 นมพรองมันเนย (Skimmed milk)                          5.0             กรัม 

 PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2                                100.0                   มิลลิลิตร 

 เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma)                          1.0                   มิลลิลิตร 

 Triton X-100 (Sigma)                                       0.1                   มิลลิลิตร 

3. Merthiolate เขมขน 1% 

 ไธเมอรโรซอล (Thimerosal) (Sigma)                          1.0             กรัม 

 น้ํากลัน่                                                                     100.0                   มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

สารเคมีสําหรับใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 
1. อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา (RPMI medium)   

 RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)                          10.4                กรัม 

 ดี-กลูโคส (D-glucose) (Sigma)                            3.6            กรัม 

 แอล-กลูตามนี (L-glutamine) (Sigma)                      0.2923            กรัม 

 โซเดียมไพรูเวท (C3H3O3Na) (Sigma)                      1.1005            กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3)                      2.0160            กรัม 

 HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine 

                            -N’-2-ethanesulfonic acid, Sigma)              5.9525                กรัม 

 เพนนิซิลิน จ ี(Penicillin G)                                         20,000            units 

 สเตรปโตมัยซนิ (Streptomycin)                                       200               มิลลิกรัม 

 น้ํากลัน่ (Milli Q water)                                              1000.0                มิลลิลิตร 

    กรองดวย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาทีเ่สริมดวย Fetal bovine serum เขมขน 20% 

 RPMI medium (1)                                                    80.0               มิลลิลิตร 

 Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)               20.0               มิลลิลิตร 

 หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 

 100 x HT supplement (Gibco BRL, USA)                 1.0               มิลลิลิตร 

 

3. อาหารคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (HAT medium) 

  เม็ดเลือดแดงจากหนูเมาสเขมขน 1%  

  ใน RPMI medium (1)                                                     80.0              มิลลิลิตร 

 FBS                                                                  20.0               มิลลิลิตร 

 100 x HT supplement                                                       1.0              มิลลิลิตร 

 50 X Aminopterin (Sigma)                                           2.0              มิลลิลิตร 
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4. สารละลายสําหรับหลอมรวมเซลล (Polyethylene glycol เขมขน 40%)  

 พอลิเอธิลีนไกลคอล (Polyethylene glycol)                  2.0            กรัม 

 RPMI medium (1)                                                       3.0              มิลลิลิตร  

    เติม RPMI (1) ลงในพอลเิอธิลีนไกลคอลที่ปราศจากเชื้อ บมในตูบมคารบอนไดออกไซด  

    ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสกอนนํามาใช 

 

5. สารละลายสําหรับแชแข็งเซลลไฮบริโดมา (Dimethylsulfoxide เขมขน 12%) 

 ไดเมธิลซัลฟอกไซด (Dimethylsulfoxide) (Sigma)    12.0              มิลลิลิตร 

 RPMI medium (1)                                                      88.0             มิลลิลิตร  

     เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสกอนนาํมาใช 
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ภาคผนวก ง 
 

บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ SODIUM DODECYL SULFATE POLYACRYLAMIDE 
GEL ELECTROPHORESIS (SDS-PAGE) และ WESTERN BLOTTING 
1. Stock solution 

 1.1  สารละลายโมโนเมอร (30% T, 2.7% CBis)                 

   อะคริลาไมด Acrylamide                                     58.4      กรัม 

   บิส-อะคริลาไมด (N,N’-methylene-bis-acrylamide)       1.6      กรัม 

   น้ํากลัน่                                                                     200.0      มิลลิลิตร  

          เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 1.2  4X Running gel buffer (tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8) 

   Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)      36.3      กรัม 

   น้ํากลัน่                                                                     200.0      มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขน 0.1 N 

 1.3  4X Stacking gel buffer (tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8) 

   Tris                                                                           3.0      กรัม 

   น้ํากลัน่                                                                      50.0      มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 0.1 N 

 1.4  SDS เขมขน 10 เปอรเซน็ต 

   โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate)       50.0             กรัม 

   น้ํากลัน่                                                                    500.0             มิลลิลิตร 

 

 1.5  แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตเขมขน10 เปอรเซ็นต (เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช) 

   แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต                                      0.1            กรัม 

   น้ํากลัน่                                                              1.0     มิลลิลิตร 
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 1.6  Running gel overlay  

   Tris เขมขน 0.15 โมลาร (1.2)                               25.0             มิลลิลิตร 

   SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต (1.4)                     1.0 มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                                100.0 มิลลิลิตร 

 

 1.7  2X Treatment buffer 

   Tris เขมขน 0.5 โมลาร  (1.3)                                2.5  มิลลิลิตร 

   SDS เขนขน 10 เปอรเซ็นต (1.4)                    4.0             มิลลิลิตร 

   กลีเซอรอล                                                         2.0  มิลลิลิตร 

   2-Mercaptoethanol                                            1.0  มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                         0.5  มิลลิลิตร 

 

 2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 

 2.1  การเตรียม separating gel สําหรับ SDS-PAGE 15% gel (15 % T 2.7 % CBIS) 

   สารละลายโมโนเมอร (1.1)                              15.0  มิลลิลิตร 

   tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร (1.2)                    7.5  มิลลิลิตร 

   SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต (1.4)                    0.3  มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                       6.75  มิลลิลิตร 

   แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต  

   เขมขน 10 เปอรเซ็นต (1.5)                                   150.0  ไมโครลิตร 

   TEMED                                                                20.0  ไมโครลิตร 

  

2.2  การเตรียม Stacking gel สําหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T 2.7% CBIS) 

   สารละลายโมโนเมอร (1.1)                              2.66  มิลลิลิตร 

   tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3)                  5.0  มิลลิลิตร 

   SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต(1.4)                                0.2  มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                       12.2  มิลลิลิตร 

   แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 

   เขมขน 10 เปอรเซ็นต(1.5)                                    100.0            ไมโครลิตร 

   TEMED                                                        10.0             ไมโครลิตร 
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ตาราง 7  สวนผสมพอลิอะคริลาไมดของ separating gel และ stacking gel 

Separating gel Stacking gel 
สวนผสม 

15 % T 2.7% CBIS 4% T 2.7 % CBIS

30 % T 2.7 % CBIS 15.0    มิลลิลิตร 2.66   มิลลิลิตร 

tris-Cl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8 (1.2)   7.5    มิลลิลิตร - 

tris-Cl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3) -   5.0    มิลลิลิตร 

SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต    0.3    มิลลิลิตร   0.2    มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่   6.75   มิลลิลิตร 12.2    มิลลิลิตร 

ผสมและใชปมสุญญากาศดึงอากาศออกจากสารละลาย 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต (1.5)      150    ไมโครลิตร   100    ไมโครลิตร 

TEMED        20     ไมโครลิตร   10      ไมโครลิตร 

ผสมและเทอยางรวดเร็วลงในชองระหวางกระจก 

 

3. Running buffer 

 3.1  SDS-PAGE Tank buffer 

   Tris                                                                    12.0  กรัม 

   ไกลซีน                                                        57.6 กรัม 

   SDS เขมขน 10 เปอรเซนต (1.4)                   40.0 มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                              4000.0 มิลลิลิตร 

 

4. สารละลายยอมสีโปรตีน และลางสียอมสวนเกิน 

  4.1  สารละลายยอมสีโปรตีน (Coomassie blue) 

  4.1.1  Staining stock solution (สี Coomassie blue R-250 เขมขน 1 %) 

   สี Coomassie blue R-250                                1.0  กรัม 

   น้ํากลัน่                                                     100.0  มิลลิลิตร 
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  4.1.2  Staining solution 

   Stain stock (4.1.1)                                          50.0  มิลลิลิตร 

   เมธานอล                                                     250.0  มิลลิลิตร 

   กรดอะซีติก                                                      50.0  มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                    500.0  มิลลิลิตร 

 

 4.2  สารละลายลางสียอมสวนเกิน 

  4.2.1  สารละลายลางสียอมสวนเกิน (Destain) 1  

   เมธานอล                                                    500.0  มิลลิลิตร 

   กรดอะซีติก                                                    100.0  มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                            1000.0  มิลลิลิตร 

 

  4.2.2  สารละลายลางสยีอมสวนเกิน (Destain) 2  

   เมธานอล                                                      50.0  มิลลิลิตร 

   กรดอะซีติก                                                      70.0  มิลลิลิตร 

   น้ํากลัน่                                                  1000.0  มิลลิลิตร 

 

 วิธีการยอมและลางเจล 

  ถอดเจลจากกระจกแชในสี Coomassie blue (4.1.2) เขยาเบา ๆ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 

ลางเจลในสารละลายลางสยีอมสวนเกิน 1 (4.2.1) เขยาเบา ๆ เปนเวลา ½-1 ชั่วโมง จนเห็นแถบโปรตีน 

จากนั้นแชเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกนิ 2 (4.2.2) จนกระทั่งสพีื้นใสปราศจากสี 

     

5. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma)  

  - Myosin, rabbit muscle                                           205  กิโลดาลตัน 

  - β-Galactosidase, Escherichia  coli                   116  กิโลดาลตัน 

  - Phosphorylase b, rabbit  muscle                    97  กิโลดาลตัน 

  - Fructose-6-phosphate kinase, rabbit muscle           84               กิโลดาลตัน 

  - Albumin,  bovine  serum                                66  กิโลดาลตัน 

  - Glutamic dehydrogenase, bovine liver                     55             กิโลดาลตัน 

  - Ovalbumin,  chicken egg                                  45  กิโลดาลตัน 
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  - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,       36           กิโลดาลตัน 

     rabbit muscle 

  - Carbonic anhydrase,  bovine  erythrocytes       29  กิโลดาลตัน 

  - Trypsinogen, bovine pancreas                                 24              กิโลดาลตัน 

  - Trypsin inhibitor, soybean                                         20           กิโลดาลตัน 

  - α-Lactalbumin, bovine milk                                   14.2              กิโลดาลตัน 

  - Aprotinin, bovine lung                                              6.5         กิโลดาลตัน 

 

6. Towbin transfer buffer pH 8.8 สําหรบัการวิเคราะห Western blotting 

  Tris                                                                            3.03  กรัม 

  ไกลซีน                                                                  14.4   กรัม 

  เมธานอล                                                                200.0  มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่                                                                  1000.0  มิลลิลิตร 

    กอนนาํบัฟเฟอรไปใชตองนําไปแชใหเยน็จัด 
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ภาคผนวก จ 
 

สารเคมีสําหรับใชในการตรวจสอบ  ISOTYPE และ SUBISOTYPE  
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี                                                              
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดวย 

 1) Rabbit anti-Mouse IgG1 (γ1 chain specific) 

 2) Rabbit anti-Mouse IgG2a (γ2a chain specific) 

 3) Rabbit anti-Mouse IgG2b (γ2b chain specific) 

 4) Rabbit anti-Mouse IgG3 (γ3 chain specific) 

 5) Rabbit anti-Mouse IgA (α chain specific) 

 6) Rabbit anti-Mouse IgM (μ chain specific) 

 7) Rabbit anti-Mouse kappa light chain 

 8)   Rabbit anti-Mouse lambda light chain  

 9)   Normal Rabbit Serum, (Negative Control) 

             10)   Positive Control, Monoclonal Mouse IgG1 

                     (Mouse IgG1 ใน RPMI-1640 ที่เสริมดวย 10 % FBS) 

             11)   Substrate Buffer, Concentration (10X)  

                     (1 M citrate, pH 4.2, containing 0.03 % H2O2) 

             12)   ABTS Substrate, Concentrated (50X) 

                     (2,2 – azino-di [3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid]) 

             13)   Blocking Solution, Concentration (50X)  

                     (25% BSA in PBS and 0.05% NaN3) 

             14)   HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Concentrated (50X) 

             15)   Goat anti-Mouse IgGAM, Concentrated (50X) 

                     (0.5 mg/ml in PBS containing 10% glycerol and 0.05% NaN3) 

             16)   50% Tween 20 
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 วิธีการตรวจสอบ isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี sandwich 

ELISA (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 1. เคลือบถาดหลุม 96 หลุมดวย Goat anti-Mouse Ig (H+L) เขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 

ละลายใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 

 2. สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที 

 3. เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร/หลุม ลงในแตละแถวตั้งแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 

 
 

 4. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

 5. เติม Rabbit anti isotype antibodies แตละชนิด (1-8) เจือจาง 1:50 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร/หลุมลงในแตละคอลัมนตั้งแตคอลัมน A-H 

 

IgG1 
IgG2a 
IgG2b 
IgG3 
IgA 
IgM 
Kappa 
Lambda 

 

 6. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรจํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

 7. เติม HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจาง 1:1500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม 

บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 8. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ 10 นาท ี
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 9. เติมสารละลาย substrate ซึ่งประกอบดวย O-phenylenediamine (OPD) 1 มก./มล. 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลมุ ตั้ง

ทิ้งไว 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยกรด H2SO4 เขมขน 1 N ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

 10. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรโดยใช microplate reader 
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ภาคผนวก ฉ 
 

บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT  
ASSAY (ELISA) 
1. สารละลาย Blotto เขมขน 5%  

 นมพรองมันเนย (Skimmed milk)                                 5.0             กรัม 

 PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2                                       100.0             มิลลิลิตร 

 เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma)                                 1.0            มิลลิลิตร 

 Triton X-100 (Sigma)                                               0.1            มิลลิลิตร 

 

2. สารละลาย 0.5% Blotto  

 สารละลาย Blotto เขมขน 5 เปอรเซ็นต (1)                            50.0           มิลลิลิตร 

 PBS 0.15 M pH 7.2                                                         950.0            มิลลิลิตร 

 

3. Citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร pH 4.5 

 โซเดียมซิเตรท                                                                   29.41           กรัม 

 เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma)                                        10.0           มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่                                                                           1000.0           มิลลิลิตร  

   ปรับ pH ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 N 

 

4. กรดซัลฟูริกเขมขน 1 N 

 กรดซัลฟูริก (เขมขน)                                                           27.0            มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่                                                                          1000.0             มิลลิลิตร  

 

5. O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)
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ภาคผนวก ช 
 

บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ IMMUNOHISTOCHEMISTRY (IHC) 
1. สารละลายเคลือบสไลด (coated slide solution) 

  เจลาติน                                                                    1.0                กรัม 

  โครเมียมโพแทสเซียมซัลเฟต (CrK(SO4)2.12H2O)         0.05         กรัม 

  น้ํากลัน่                                                                     100.0              มิลลิลิตร 

 

2. น้ํายาคงสภาพ (Davidson’s fixative)  

   เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซน็ต                                    30.0               มิลลิลิตร 

  ฟอรมาลนิเขมขน 100 เปอรเซ็นต                                  20.0               มิลลิลิตร  

  Glacial acetic acid                                                    10.0               มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่                                                                       30.0               มิลลิลิตร 

3. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                            8.0               กรัม 

  โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)                                            0.2               กรัม 

  โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                   0.2               กรัม 

  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                  1.15               กรัม 

  น้ํากลัน่                                                                   1000.0               มิลลิลิตร 

 

4. สารละลาย 10% Calf bovine serum  (P1
+) 

  Calf bovine serum                                                    10.0                มิลลิลิตร 

  PBS                                                                         100.0       มิลลิลิตร 
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5. สี Enrilich’s acid hematoxylin 

  สี Hematoxylin                                                         8.0              กรัม 

  เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซน็ต                                   400.0             มิลลิลิตร 

  อลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต                                8.0              กรัม 

  น้ํากลัน่                                                                      400.0             มิลลิลิตร. 

  กลีเซอรีน (Glycerine)                                                400.0             มิลลิลิตร 

  Glacial acetic acid                                                   400.0             มิลลิลิตร 

 

6. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol 

  สี Eosin Y                                                                     0.2              กรัม 

  เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซน็ต                                  100.0              มิลลิลิตร 

 

 การทดสอบการติดเชื้อ A. caviae ในเนือ้เยื่อดวยวิธี immunohistochemistry (IHC) และวิธ ี

indirect immunoperoxidase (Sithigorngul และคณะ, 2000; 2002) 

1. วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อสําหรับทดสอบดวยวิธ ีimmunohistochemistry 

 1.1  นาํปลานลิที่เกิดการติดเชื้อ A. caviae  ไปแชในน้าํยาคงสภาพ (Davidson’s fixative) 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 1.2  นํามาลางโดยใหน้าํประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

 1.3  ดึงน้าํออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กนั และนอรมัล

บิวทิลแอลกอฮอล ตามลาํดับดังนี ้

  1.3.1  แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

  1.3.2  แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

  1.3.3  แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 2 คร้ัง ๆ ละ 24 ชัว่โมง 

  1.3.4  แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

  1.3.5  แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา  

                               1 ชั่วโมง 

  1.3.6  แชในไซลีน 2 คร้ัง ๆ ละ 1 ชัว่โมง 

  1.3.7  แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บในตูอบที ่

                               อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี

  1.3.8  แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 30 นาท ี

 



81 

 

 1.4  นําเนื้อเยื่อของปลานิลที่ผานขบวนการในขอ 1.3 แลวมาฝง (embbed) ใน 

                        พาราพลาสตที่อยูในบล็อกสี่เหลี่ยม 

 1.5  ตัดเนื้อเยือ่ที่ฝงอยูในบล็อกดวยเครื่องไมโครโตมแบบโรตารี (rotary microtome) ให 

                      แตละเซคชันมีความหนา 8 ไมครอนเรียงตอกัน (serial  section) เปนริบบิน 

                      (ribbon) 

 1.6  นํา section มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน โดยหยด 

                      น้าํกลัน่ลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนัน้นําแถวของ 

                      section ไปวางบนหยดน้าํประมาณ 3-4 เซคชันตอ 1 แถว แลวนาํไปวางบนแทนอุน 

                      สไลดที่ตั้งอุณหภูมิไวที ่50 องศาเซลเซยีส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดจนไมมีการซอนทับของ 

                      เนื้อเยื่อแลว ดูดน้ําออกซับใหแหงจะไดเนื้อเยื่อที่ติดตรึงอยูบนสไลด นําไปอบใน 

                      ตูอบที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

 1.7  นําสไลดที่ม ีsection มาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ 

                      (deparafinisation) โดยวางสไลดลงบนตะกรา (slide basket) แลวนําไปจุมในโถ 

  แกวที่บรรจุไซลีน และดึงนาํเขาสูเนื้อเยื่อ (rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นต 

  ตาง ๆ กันดงันี ้ 

  1.7.1  แชในไซลีน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

  1.7.2  แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

  1.7.3  แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

  1.7.4  แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

  1.7.5  แชในเอทิลแอลกอฮอล 80% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

  1.7.6  แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

  1.7.8  ลางดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาท ี

  1.7.9  แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง เปนเวลา 10 นาท ี

  1.7.10  ลางดวยน้าํกลัน่ 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

  1.7.11  ลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

 1.8  นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปม 

  สูญญากาศ (vacuum pump)  
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2. วิธ ีIndirect immunoperoxidase  

 2.1  การปองกันการจับแบบไมจําเพาะ (blocking) 

  2.2.1  หยดสารละลาย P1
+  ใหคลุมแตละ section ดวยไมโครปเปต 

  2.1.2  บมในทีช่ื้นที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที  

 2.2  การใสแอนติบอดีตัวแรก 

  2.2.1  ดูดสารละลาย P1
+  ในแตละ section ออก 

  2.2.2  หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละ section (แอนติบอดีตัวแรกคือโมโน 

                                โคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. caviae) 

  2.2.3  นําไปบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 

  2.2.4  ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจาก section ดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว 

  2.2.5  แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

 2.3  การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 

  2.3.1  ดูด PBS ในแตละ section ออก 

  2.3.2  หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (goat anti-mouse horseradish peroxidase 

                               conjugate (GAM-HRP)) ที่เจือจาง 1:1000 ในสารละลาย P1
+ ลงในทุก 

                               section 

  2.3.3  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

  2.3.4  ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจาก section ดวยน้าํกลั่นอยางรวดเร็ว 

  2.3.5  แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

 2.4  นํา section มาทาํปฏิกริิยากับ 0.03% diaminobenzidine tetrahydrochloride 

                      (DAB) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.006% H2O2 ใน PBS เปนเวลา 5 นาท ี

 2.5  ลาง section ดวยน้ําประปา 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

 

3. การยอมเนือ้เยื่อทับดวยสอิีโอซิน 

 3.1  ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทิลแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% คร้ังละ  

                      5 นาท ี

 3.2  ยอมทับดวยสีอิโอซนิ 0.02% ในเอทิลแอลกอฮอล 95% และลางสสีวนเกินออกดวย 

                      เอทิลแอลกอฮอล 95% 

 3.3  แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี 

 3.4  แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาท ี
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 3.5  แชในไซลีนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

 3.6  ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (mount) ดวยตัวกลางผนกึ (permount)  

 3.7  นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซึง่เนื้อเยื่อที่ใหผลบวกกับแอนติบอดี 

                      จะเห็นเปนสนี้ําตาล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัติยอผูวิจัย 
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ประวัติยอผูวิจัย 
 

 ชื่อ สกุล                                              นางสาวหทัยทิพย สุขสดใส  

 วันเดือนปเกิด                                      28 กันยายน 2525  

 สถานที่เกิด                                         กรุงเทพมหานคร  

 สถานที่อยูปจจุบัน                               บานเลขที่ 1626/98 ซอยตึกคูฟา ถนนดนิแดง  

                                                                         เขตดินแดง กรุงเทพมหานคร 10400 

 ตําแหนงหนาที่ปจจุบนั                                    - 

 สถานทีท่ํางานปจจุบนั                                     - 

 ประวัติการศึกษา 

   พ.ศ. 2544                              ระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย จากโรงเรยีน 

                                                                         สันติราษฎรวิทยาลัย 

   พ.ศ. 2548                              วท.บ. (ชวีวทิยา) มหาวิทยาลัยศรีนครนิทรวโิรฒ 

   พ.ศ. 2551                              วท.ม. (ชวีวทิยา) มหาวิทยาลัยศรีนครนิทรวโิรฒ 
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