
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Aeromonas hydrophila 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริญญานิพนธ 
ของ 

กัลยา ไชยสิทธิ์ตระกูล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
เสนอตอบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เพือ่เปนสวนหนึ่งของการศึกษา

ตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
พฤษภาคม 2551 

 



การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Aeromonas hydrophila 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริญญานิพนธ 
ของ 

กัลยา ไชยสิทธิ์ตระกูล 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

เสนอตอบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เพือ่เปนสวนหนึ่งของการศึกษา
ตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

พฤษภาคม 2551 
ลิขสิทธิ์เปนของมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 



การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Aeromonas hydrophila 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทคัดยอ 
ของ 

กัลยา ไชยสิทธิ์ตระกูล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอตอบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เพือ่เปนสวนหนึ่งของการศึกษา
ตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

พฤษภาคม 2551 
 



กัลยา ไชยสิทธิ์ตระกูล. (2551). การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Aeromonas hydrophila. 
ปริญญานิพนธ วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัย  
ศรีนครินทรวิโรฒ. คณะกรรมการควบคุม: รองศาสตราจารย ดร.วีระวรรณ สิทธิกรกุล, 
ศาสตราจารย ดร.ไพศาล สิทธิกรกุล. 

 
 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ Aeromonas hydrophila โดยใช
แบคทีเรียทั้งเซลลจํานวน 8 ไอโซเลต (AH1-AH8) ในการปลูกภูมิคุมกัน โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ไดสามารถแบงออกเปน 16 กลุม ซึ่งทดสอบกับ A. hydrophila 12 ไอโซเลต (AH1-AH12) A. 
caviae 9 ไอโซเลต (AC1-AC9) A. sobria 10 ไอโซเลต (AS1-AS10) และแบคทีเรียอ่ืนๆ อีก 24 ไอ
โซเลต พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1, 2, 3, 5, 6 และ 7 มีความจําเพาะตอ A. hydrophila 
เพียง 1 หรือ 2 ไอโซเลตเทานั้น โดยไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ Aeromonas ชนิดอ่ืน โมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุมที่ 4, 10, 11 และ 12 มีความจําเพาะกับ A. hydrophila 1-4 ไอโซเลต และแสดง
ปฏิกิริยาขามกับ A. sobria และ A. caviae 1-2 ไอโซเลต โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 8 และ 9 มี
ความจําเพาะตอ A. hydrophila 8 ไอโซเลตจากทั้งหมด 12 ไอโซเลต โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
กลุมที่ 8 แสดงปฏิกิริยาขามกับ A. caviae AC6 และโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 9 แสดง
ปฏิกิริยาขามกับ A. caviae AC3 และ AC6 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 13 มีความจําเพาะกับ 
A. hydrophila และแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas เกือบทุกไอโซเลตที่ใชทดสอบ (A. caviae, A. 
sobria, A. jandaei และ A. veronii) ยกเวน A. hydrophila AH2, AH11, A. sobria AS4 และ A. 
jandaei โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 14 15 และ 16 มีความจําเพาะกับแบคทีเรียในจีนัส 
Aeromonas ทุกไอโซเลตที่ใชทดสอบ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 16 แสดงปฏิกิริยาขาม
อยางออนกับ Photobacterium damselae damselae ดวย โมโนโคลนอลแอนติบอดีสวนใหญ
สามารถตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเน้ือเยื่อดวยวิธี immunohistochemistry ได ยกเวนกลุม
ที่ 2, 3, 15 และ 16 และสามารถใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1, 2, 3, 5, 6 และ 7 ในการ
พิสูจนทราบหรือจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลตของ A. hydrophila ดวยวิธี dot blotting ได 
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 Sixteen groups of monoclonal antibodies (MAbs) against Aeromonas hydrophila 
were generated using whole cells of 8 isolates of A. hydrophila (AH1-AH8) for immunization. 
Twelve isolates of A. hydrophila (AH1-AH12), nine isolates of A. caviae (AC1-AC9), ten 
isolates of A. sobria (AS1-AS10) and twenty-four isolates of other bacteria were used for 
cross-reactivity tests. The MAbs in groups 1, 2, 3, 5, 6 and 7 were isolate-specific and 
bound to only 1-2 isolates of A. hydrophila without cross-reactivity to other Aeromonas 
species. The MAbs in groups 4, 10, 11 and 12 recognized 1-4 isolates of A. hydrophila but 
demonstrated cross-reactivity to a few isolates of A. sobria and A. caviae. The MAbs in 
groups 8 and 9 bound to eight out of twelve isolates of A. hydrophila; however, the MAb in 
group 8 showed cross-reactivity to one isolate of the A. caviae AC6 and the MAb in group 9 
showed cross-reactivity to two isolates of the A. caviae, AC3 and AC6. The MAb in groups 
13 bound to most isolates of Aeromonas species tested (A. caviae, A. sobria, A. jandaei and 
A. veronii), except for 2 isolates of A. hydrophila (AH2, AH11), one isolate of A. sobria 
(AS4) and A. jandaei. The MAbs in groups 14, 15 and 16 bound to all Aeromonas species 
tested. However, the MAbs in group 16 also weakly bound to Photobacterium damselae 
damselae. Most of the generated MAbs could be used to detect A. hydrophila infection in 
tissues by immunohistochemistry except for the MAbs in group 2, 3, 15 and 16. The MAbs 
in groups 1, 2, 3, 5, 6 and 7 can be used to identify or differentiate isolates of A. hydrophila 
by dot blot assay.  
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ประกาศคุณูปการ 
 ปริญญานิพนธฉบบันี้จะไมมีทางสําเร็จลงไดหากขาดความชวยเหลอื และคําแนะนําอยางดี
ยิ่งจาก รองศาตราจารย ดร.วีระวรรณ สทิธิกรกุล อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธ และศาสตราจารย 
ดร.ไพศาล สิทธิกรกุล อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธรวม ผูคอยตกัเตือน สั่งสอน และแนะนําทั้งใน
ดานวิทยาการ ความรู และจริยธรรมประกอบการทําปริญญานิพนธที่สมบูรณ ขาพเจาขอขอบคุณไว 
ณ โอกาสนี้ 
 ขอขอบพระคณุ ผูชวยศาสตราจารย ดร.อัจฉริยา รังษิรุจิ และ ดร.วรรนิภา เพ้ียนภักตร ที่
กรุณารับเปนคณะกรรมการสอบปริญญานิพนธ และชวยแกไขปรญิญานิพนธฉบบันี้ใหมีความ
สมบูรณและเปนที่ยอมรับในแวดวงวชิาการมากยิ่งขึ้น 
 ขอขอบพระคณุ ผูชวยศาสตราจารย ดร.ศิวาพร ลงยันต และคุณสมบัติ รักประทานพร ที่
ไดใหความรูและขอคิดเห็นที่เปนประโยชนซึ่งมีสวนชวยใหปริญญานพินธฉบบันี้สําเร็จลงไดดวยดี 
 ขอขอบพระคณุภาควิชาชวีวิทยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ที่ได
เอ้ือเฟอสถานที่ เครื่องมือ และอุปกรณตางๆ ใหขาพเจาไดใชตลอดระยะเวลาของการทําปริญญา
นิพนธฉบบันี้  
 ขอขอบพระคณุศูนยพันธวุศิวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ ที่ไดใหเงินทนุอุดหนุน
การศึกษาและการวิจัยครั้งนี้ 
 ขอขอบคุณพ่ีนอง และเพ่ือนๆ ทุกคนในหองปฏิบัติการโมโนโคลนอลแอนติบอดี คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ สําหรับน้ําใจอันมีคายิ่งอีกทั้งความชวยเหลือตางๆ ที่
ขาพเจาไดรับทั้งในทางตรงและทางออม 
 ขาพเจาขอนอมระลึกถึงพระคุณของบิดา มารดา ที่ไดใหกําลังใจ ชวยเหลือ สนับสนุน และ
ชื่นชมในความเพียรพยายามของขาพเจา ตั้งแตเริ่มทาํปริญญานิพนธจนเสร็จสิ้นสมบูรณ 
 ทายที่สุดนี้ ขาพเจาขอนําเอาผลประโยชนอันเกิดจากปริญญานิพนธฉบบันี้ทั้งหมดมอบ
เปนกุศลแก หนูทดลอง และปลานลิทุกตัว ที่ไดสละชวีิตเพ่ือการทําปริญญานิพนธของขาพเจา 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ภูมิหลัง 
 การเพาะเลี้ยงปลาเปนอาชีพที่สําคัญอยางหนึ่งของเกษตรกรผูเลี้ยงปลาในประเทศไทย ซึง่
นับวันจะเพ่ิมมากขึ้น เน่ืองจากปลาที่จับไดจากทะเล มหาสมุทร และแหลงนํ้าตามธรรมชาติอ่ืนๆ มี
ปริมาณลดนอยลงไปทุกวัน สภาวะแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไปในทางที่ไมดี เชน มีมลพิษสูง น้ําเนา
เสีย เปนตน ทําใหแหลงนํ้าตามธรรมชาติที่เคยมีปลาอาศัยอยูชุกชุม ลดปริมาณลงไปอยางตอเน่ือง 
การเพาะเลี้ยงปลาจึงมีบทบาทสําคัญมากขึ้น การเลี้ยงปลามีวัตถุประสงคเพ่ือเปนทั้งอาหาร กีฬา 
และความสวยงาม ไมวาวัตถุประสงคของการเลี้ยงปลาและวิธีการเลี้ยงจะแตกตางกันมากนอย
เพียงไร ผูเลี้ยงปลาจะพบปญหาที่คลายๆ กัน คือ ปลาเปนโรค ดังที่เกิดโรคระบาดในปลาในชวง
ปลายป พ.ศ. 2525 จนถึงตนป พ.ศ. 2526 ในประเทศไทย ซึ่งทําใหปลาน้ําจืดหลายชนิด ทั้งใน
แหลงน้ําธรรมชาติ และในบอเลี้ยงเปนโรค เกษตรกรผูประกอบอาชีพเลี้ยงปลาเปนจํานวนมากไดรับ
ความเสียหายจากปญหาโรคระบาดดังกลาว (ชลอ ลิ้มสุวรรณ. 2528: 1) เชื้อแบคทีเรียที่มีรายงาน
การตรวจพบจากที่ตางๆ ซึ่งเปนสาเหตุสวนหนึ่งในการกอโรคระบาดในสัตวน้ํา ไดแกเชื้อในกลุม 
Aeromonas sp. โดยสปชีสที่กอใหเกิดโรคในสัตวน้ํารุนแรงมากกวาสปชีสอ่ืนๆ คือ A. hydrophila, 
A. sobria และ A. caviae ซึ่งทําใหปลาที่ติดเชื้อมีอาการหลายอยาง เชน ภาวะโลหิตเปนพิษ 
(septicemia) เกิดการตกเลือด (hemorrhage) แผลเนาเปอยตามผิวหนัง (ulcer) (Cipriano; et al. 
2001: unpaged)  นอกจากนี้ A. hydrophila และ A. sobria ยังสามารถกอใหเกิดโรครุนแรงไดใน
มนุษย เชน โลหิตเปนพิษ กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ (gastroenteritis) เปนตน (Janda; & 
Abbott. 1996: 151-174)  
 A. hydrophila  เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง สามารถเจริญอยูไดทั้งในที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจน อาศัยอยูอยางอิสระไดในน้ําจืด หรือ น้ํากรอย  จัดเปนเชื้อฉวยโอกาสที่
สําคัญที่สุดเชื้อหน่ึงที่กอใหเกิดโรคติดเชื้อและเนาเปอยตามตัวและผิวหนังปลา (Cartwright; et al. 
1994: 123)  ทําใหปลามีอาการเลือดออก เลือดคั่ง เปนแผลลึก มีอาการคั่งของของเหลวภายในชอง
ทอง จนเกิดอาการบวม ตาโปน ผิวหนังมีสีเขมขึ้น เกล็ดปลาตั้งพองหรือที่เรียกวา Dropsy เน่ืองจาก
ไตไมสามารถทํางานไดอยางปกติ โดยไมสามารถขับน้ําออกสูภายนอกได ปลาบางตัวเม่ือไดรับเชื้อ
อาจเกิดเปนแผลฝลึก แหวงเปนรู และตายในที่สุด ซึ่งการแพรระบาดของ A. hydrophila เปนสาเหตุ
ที่ทําใหเกิดการตายของปลาเปนจํานวนมาก ทั้งในโรงเพาะฟกและตามแหลงน้ําธรรมชาติ ใน
ประเทศไทยและหลายพื้นที่ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต (Areerat; 1987: 355-362; Llobrera; & 
Gacutan. 1987: 273-278) นอกจากนี้ยังพบวามีการติดเชื้อน้ีในสัตวชนิดอ่ืนอีกเชน แมวนํ้าสีเทา 
(Halichoerus grypus) (Krovacek; et al. 1998: 43-49) กบ (Rana pipiens) (Hird; et al. 1983: 
1423-1425) เตา (Pasquale; et al. 1994: 1678-1680) สุนัข (Ghenghesh; et al. 1999: 175-179) 
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และ วัว (Wohlgemuth; Pierce; & Kirkbride. 1972: 1001-1002) เปนตน  อีกทั้งเชื้อชนิดนี้ยัง
สามารถกอใหเกิดโรคในมนุษยดวย เชน กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ เย่ือหุมสมองและไขสัน
หลังอักเสบ (meningitis) ภาวะที่เลือดมีแบคทีเรีย (bacteremia) หลอดลมอักเสบ (bronchitis) เยื่อบุ
หัวใจอักเสบ (endocarditis) และ เยื่อบุชองทองอักเสบ (peritonitis) (Janda; & Abbott. 1996: 151-
174; 1998: 333) เปนตน  ซึ่งหากสัตวหรือมนุษยมีการติดเชื้อน้ี แลวไมไดรับการวินิจฉัยและรักษา
อยางทันทวงที อาจเปนอันตรายตอมนุษยและกอใหเกิดความเสียหายอยางมากตอการประมงน้ําจืด
ทั่วโลก 
 ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีที่ใชในการตรวจหา A. hydrophila ขึ้นมาหลาย
วิธี ไดแก วิธีการแบบดั้งเดิม (conventional method) ซึ่งใชเทคนิคทางจุลชีววิทยาและการทดสอบ
ทางชีวเคมีในการตรวจวิเคราะห จําแนก และพิสูจนทราบชนิด (Vivekanandhan; Hatha; & 
Lakshmanaperumalsamy. 2005: 133-137)  โดยทั่วไปการตรวจโดยใชเทคนิคนี้คอนขางยุงยาก 
ซับซอน และใชระยะเวลานานในการตรวจ  จึงทําใหการควบคุมการแพรกระจายของเชื้อเปนไป
อยางลาชา  อีกทั้งยังมีความจําเปนตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะ  และตองอาศัยบุคลากร
ที่มีความเชี่ยวชาญ สวนวิธีทางโมเลกุล (molecular method) โดยการใชเทคนิค PCR ในการ
ตรวจหาเชื้อ (Baloda; et al. 1995: 17-26; CascÓn; et al. 1996: 1167-1170; Wang; et al. 2003: 
1048-1054) มีขอดีคือใชระยะเวลาในการตรวจไมนาน แตการตรวจวิเคราะหโดยใชเทคนิคทาง
โมเลกุลน้ีจําเปนตองใชเครื่องมือเฉพาะ และตองอาศัยบุคลากรที่มีความรูความชํานาญสูง  ดังนั้น
การใชเทคโนโลยีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies) ที่จําเพาะตอเชื้อน้ี  จึง
เปนแนวทางหนึ่งที่อาจนํามาใชวินิจฉัยโรคแบบรวดเร็วได 
 สําหรับการศึกษาครั้งน้ีจะเปนการพัฒนาเทคนิคทางภูมิคุมกันสําหรับใชตรวจ A. 
hydrophila โดยการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ A. hydrophila ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีเปน
แอนติบอดีที่สรางมาจากกลุมพลาสมาเซลลที่มีตนกําเนิดมาจากบี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) เพียง
เซลลเดียว และมีความจําเพาะตออิพิโทปที่เปนตัวชักนําใหสรางแอนติบอดีเทานั้น ปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูง โดยแอนติบอดีที่สรางขึ้นตอแอนติเจน
ชนิดนั้นสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนชนิดเดียวกันน้ีไดอยางจําเพาะ ดังน้ันจึงไดมีการนําเอาโม
โนโคลนอลแอนติบอดีมาใชประโยชนในหลายๆ ดานโดยอาศัยปฏิกิริยาที่จําเพาะระหวางแอนติเจน
และแอนติบอดีนี้ (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548 : 95)  สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ     
A. hydrophila นั้น  มีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila ATCC 
7966  พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะตอ A. hydrophila ทุกไอโซเลต จํานวน 14 
ไอโซเลต แตมีความจําเพาะอยางสูงกับ A. hydrophila สองไอโซเลตเทานั้น คือ ATCC 7966 และ 
CECT 398 (Delamare; et al. 2002: 936-940) ในปเดียวกันไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอ A. hydrophila 94030 พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะอยางสูงตอ  
A. hydrophila 94030 และ 95014 และทําปฏิกิริยาอยางออนกับ A. hydrophila อ่ืนอีก 16 ไอโซเลต 
จาก 25 ไอโซเลต โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Chanphong; et al. 2002: 355-
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360) ตอมาไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila 1234  โดยสามารถนํา
โมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้มาใชจําแนกความแตกตางของ A. hydrophila 1234 จาก A. hydrophila      
ไอโซเลตอ่ืนๆ ได (Prahkarnkaeo; et al. 2005) ซึ่งจากงานวิจัยที่ผานมานั้นโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตไดไมสามารถทําปฏิกิริยากับ A. hydrophila ทุกไอโซเลตหรือไมสามารถทํา
ปฏิกิริยาอยางแรงไดทั้งหมด  ดังน้ันจึงควรที่จะพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ A. hydrophila 
เพ่ือใชเปนเคร่ืองมือในการพิสูจนทราบและวินิจฉัยการติด A. hydrophila ในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ 
ตอไป 
 การศึกษาครั้งน้ีจึงเปนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila ไอโซ
เลตตางๆ เพ่ิมเติม เพ่ือใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะกับ A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ 
มากที่สุด รวมทั้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Aeromonas spp. ดวย เพ่ือเปนแนวทางใน
การพัฒนาชุดตรวจที่จําเพาะตอ A. hydrophila และ Aeromonas spp. ตอไป 
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ความมุงหมายของการวิจัย 
  1. เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila  
 2. เพ่ือใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจําแนก A. hydrophila จาก Aeromonas spp. 
ตางๆ 
 

ความสําคัญของการวิจัย 
  สามารถใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีเปนเคร่ืองมือในการพิสูจนทราบและวินิจฉัยการติด  
A. hydrophila ในสัตวน้ําชนิดตางๆ และการติดเชื้อชนิดนี้ในคน ซึ่งสามารถประยุกตใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดนี้เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่มีความไวเพิ่มขึ้นและความสะดวกในการใช
ตอไป 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
 1. เตรียมแบคทีเรีย และแอนติเจนสําหรับใชปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว 
 2. เหน่ียวนําการติด A. hydrophila โดยการฉีด A. hydrophila ในปลานิลสําหรับใช
ทดสอบโดยวิธี immunohistochemistry 
  3. ผลิตเซลลไฮบริโดมา และคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา โดยวิธี dot blotting, Western 
blotting, immunohistochemistry และ คัดเลือกจากปฏิกิริยาขาม 
 4. ตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได โดยวิธี indirect ELISA และ 
sandwich ELISA  
  

สมมติฐานของการวิจัย 
 จากการที่ A. hydrophila มีแอนติเจนที่มีอิพิโทปตางๆ ซึ่งอาจเปนอิพิโทปที่มี
ความจําเพาะตอไอโซเลตหรืออาจเปนอิพิโทปที่มีลักษณะรวมกันระหวางสมาชิกในสปชีส ซึ่งหาก
สามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตออิพิโทปเหลานี้ได ก็จะสามารถใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีนี้จําแนก A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ ออกจากกัน จําแนก A. hydrophila จาก 
Aeromonas spp. และจําแนก Aeromonas ออกจากแบคทีเรียจีนัสอ่ืนได  



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
1. Aeromonas hydrophila 
 A. hydrophila เปนแบคทีเรียที่อยูในตระกูล Aeromonadaceae อาศัยอยูอยางอิสระในน้ํา
จืด หรือนํ้ากรอย เชื้อนี้จัดเปนเชื้อฉวยโอกาสที่สําคัญที่สุดเชื้อหนึ่งที่กอใหเกิดโรคติดเชื้อและเนา
เปอยตามตัวและผิวหนังปลา เกิดการตกเลือด ทําใหปลามีอาการเลือดออก เลือดคั่ง เปนแผลลึก ผิว
ตัวมีสีเขมขึ้น ตาโปน อาจมีอาการคั่งของของเหลวภายในชองทอง เน่ืองจากไตไมสามารถทํางานได
อยางปกติ โดยไมสามารถขับน้ําออกสูภายนอกได ทําใหตัวปลาบวมพอง ผิวหนังยืดขยายจนเกิด
อาการเกล็ดปลาตั้งพอง (Dropsy) ปลาบางตัวเม่ือไดรับเชื้ออาจเกิดเปนแผลฝลึก แหวงเปนรู และ
ตายในที่สุด มีรายงานการตรวจพบเชื้อน้ีทั้งในสัตวเลื้อยคลาน (Pasquale; et al. 1994: 1678-
1680) สัตวครึ่งบกครึ่งนํ้า (Hird; et al. 1983: 1423-1425) สัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Krovacek; et al. 
1998: 43-49) ในอาหาร และน้ําด่ืม (Daskalov. 2006: 474-483) 
 
 1.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของ A. hydrophila 
  A. hydrophila  มีรูปรางเปนแทง ติดสีแกรมลบ ไมสรางสปอร ไมมีแคปซูล มีขนาด
ความกวาง 0.3-1 ไมโครเมตร ยาวประมาณ 1-4 ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดโดยใชโพลารแฟลกเจลลา 
(polar flagella) มักอยูเปนเซลลเด่ียว หรือเปนคู สามารถเจริญไดทั้งในสภาพที่มีออกซิเจน และ
สภาพที่ไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe)  A. hydrophila เปนแบคทีเรียที่อยูในกลุมมีโซไฟล 
(mesophile) (Janda; & Abbott. 1998: 332) เจริญไดที่อุณหภูมิปานกลางระหวาง 25-40 องศา
เซลเซียส โดยอุณหภูมิต่ําสุดที่จะเจริญไดที่ 5-25 องศาเซลเซียส จะเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดที่จะเจริญไดที่ 43 องศาเซลเซียส (นงลักษณ สุวรรณพินิจ; และ ปรีชา 
สุวรรณพินิจ. 2547: 86-87) ใหผลเปนบวกในการทดสอบออกซิเดส (oxidase) การทดสอบคาตาเลส 
(catalase) การทดสอบยอยสลายเจลาติน (gelatin liquefaction) สามารถผลิตแกสจากกลูโคส ไมไว
ตอ vibriostatic agent (2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine) ลักษณะที่ทดสอบทางชีวเคมีของ  
A. hydrophila แสดงดังตาราง 1 โดยคุณสมบัติทางชีวเคมีที่สามารถแยก A. hydrophila ออกจาก  
A. sobria และ A. caviae เชน การผลิตแกสจากกลูโคส การทดสอบความสามารถในการยอยเอสคิว
ลิน (esculin hydrolysis) การผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S production) และความไวตอยาปฏิชีวนะ
เซฟาโลติน (cephalothin susceptibility) ซึ่งแสดงดังตาราง 2  ลักษณะโคโลนีของ A. hydrophila  
โดยทั่วไปมีลักษณะกลม ผิวเรียบ ตรงกลางโคงนูน ขอบเรียบ สีขาวนวล เม่ือเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ tryptic soy agar (TSA) และจะมีโคโลนีเปนสีเหลืองเม่ือเลี้ยงบน Rimler-Shotts medium (RS 
medium) ซึ่ง RS medium นั้นเปนอาหารสําหรับ A. hydrophila ประกอบดวยกรดอะมิโนบางชนิด 
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ตาราง 1 คุณสมบัติทางชีวเคมีของ A. hydrophila (MacFaddin. 2000: 647) 
 

คุณสมบัตทิางชีวเคม ี A. hydrophila 
Catalase + 
Oxidase + 
Nitrate reduction + 
H2S + 
Motility + 
Brown soluble pigment - 
Glucose A 
Lactose V 
Adonitol - 
Arabinose A 
Cellobiose - 
Dulcitol - 
Erythritol - 
Galactose A 
Glycerol A 
Inositol - 
Maltose A 
Mannitol A 
Mannose  V+

Melibiose - 
Raffinose - 
Rhamnose - 
Salicin A 
Sorbitol - 
Sucrose A 
Trehalose A 
Xylose - 
Indole + 
DNase + 
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ตาราง 1 (ตอ) 
 

คุณสมบัตทิางชีวเคม ี A. hydrophila 
Citrate (Simmons) V 
Esculin hydrolysis + 
Arginine dihydrolase + 
Lysine decarboxylase V 
Ornithine decarboxylase - 
Gelatin liquefaction, 22oC + 
KCN G 
Lipase V 
Malonate - 
ONPG + 
Phenylalanine deaminase - 
Methyl red (MR) + 
Voges-Proskauer (VP) + 
Urease - 
0/129 R 

 
+ = 90-100% ใหผลบวก, - = 0-10% ใหผลบวก, V = มีความแปรผัน, V+ = มีความแปรผันแตให
ผลบวก 76-90%, G = สามารถเจริญได, R = มีความตานทาน, A = ผลิตกรด, 0/129 = vibriostatic 
agent (2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine) 
 
และเติมยาปฏิชีวนะโนโวไบโอซิน (novobiocin) กับโซเดียมดีออกซีโคเลต (sodium deoxycholate) 
ลงไปดวย เพ่ือเปนตัวยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียในจีนัส Vibrio  ถามี
แบคทีเรียในจีนัส Escherichia, Enterobacter และ Pseudomonas จะเห็นโคโลนีขึ้นมาเปนสีเขียว 
และแบคทีเรียในจีนัส Edwardsiella จะเห็นโคโลนีเปนสีเขียวและมีสีดําตรงกลาง  อาหารเลี้ยงเชื้อน้ี
ตองบมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือปองกันการเจริญของ A. salmonicida ซึ่งเปนแบคทีเรีย
ในกลุมไซโครไฟล (psychrophile) (Janda; & Abbott. 1998: 332) สามารถเจริญไดที่ 15 องศา
เซลเซียส หรือต่ํากวา อุณหภูมิสูงสุดที่เจริญคือ 30 องศาเซลเซียส (นงลักษณ สุวรรณพินิจ; และ 
ปรีชา สุวรรณพินิจ. 2547: 86) ซึ่งจะเจริญขึ้นมามีโคโลนีเปนสีเหลืองเชนเดียวกับ A. hydrophila    
a 
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ตาราง 2  คุณสมบัติทางชีวเคมีของ A. hydrophila, A. sobria และ A. caviae (Cipriano; et al. 
2001: unpaged)  

 

คุณสมบัตทิางชีวเคม ี A. hydrophila A. sobria A. caviae 
Esculin hydrolysis + - + 
Voges-Proskauer reaction + + - 
Pyrasinaminase activity + - + 
Arabinose fermentation V - + 
Mannitol fermentation + + + 
Sucrose fermentation + + + 
Ampicillin susceptibility R R R 
Carbenicillin susceptibility R R R 
Cephalothin susceptibility R S R 
Colistin susceptibility V S S 
Lysine decarboxylase + + - 
Ornithine decarboxylase - - - 
Arbutin hydrolysis + - + 
Indole production + + + 
H2S production + + - 
Gas from glucose + + - 
Hemolysis  
(TSA with 5% sheep erythrocytes) 

+ + V 

 
+ = ใหผลบวกมากกวา 70%, - = ใหผลลบหรือใหผลบวกนอยกวา 30%, V = มีความแปรผัน, R = 
มีความตานทาน, S = มีความไว 
 
เม่ือบมไวที่อุณหภูมิต่ํา  RS medium ใหผลถูกตองประมาณ 94% ในการแยก A. hydrophila  เนื่อง 
จากไมสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียในจีนัส Citrobacter ซึ่งมีความผันแปรในการผลิตไฮโดรเจน 
ซัลไฟด (H2S-variable) ได (Shotts; & Rimler. 1973: 550-553) 
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 1.2 การแพรระบาด (Outbreak) 
  Aeromonas มักพบมีการแพรกระจายอยูทั่วโลก สวนใหญพบในแหลงนํ้าจืด 
โดยเฉพาะอยางยิ่งแหลงน้ําที่มีปริมาณอินทรียสารมาก น้ําทิ้งจากแหลงชุมชน น้ํากรอยที่มีความเค็ม
ไมเกิน 10% นอกจากนี้ยังพบในดินดวย การแพรกระจายโดยติดไปกับขนของนก สัตวบก สัตวครึ่ง
บกครึ่งน้ํา สัตวเลื้อยคลานจากสถานที่หน่ึงไปยังอีกสถานที่หน่ึง การระบาดของโรคที่เกิดจากพวก 
motile aeromonad นั้นมีความเกี่ยวของกับความเครียดเปนอยางมาก ปกติพบ A. hydrophila ใน
แหลงน้ําทั่วๆ ไปและลําไสของปลาปกติ หากแหลงน้ํานั้นอยูในสภาวะสมดุล เชื้อแบคทีเรียนี้จะไมทาํ
ใหเกิดปญหากับปลา แตเม่ือใดก็ตามที่มีสาเหตุทําใหสภาวะสมดุลเปลี่ยนแปลงไป ไดแก เชื้อโรค
เพ่ิมปริมาณขึ้น หรือสภาพแวดลอมเปลี่ยนแปลงไปในทางที่ไมดี เชน มีมลพิษสูง น้ําเนาเสีย เปนตน 
ทําใหปลาเกิดความเครียด โอกาสที่ปลาจะเปนโรคก็มีมากขึ้น สภาพแวดลอมที่สําคัญไดแก 
อุณหภูมิ ในเขตหนาวปลาที่มี A. hydrophila อยูในตัว จะไมเปนโรคเม่ือเลี้ยงในน้ําที่อุณหภูมิต่ํากวา 
7-8 องศาเซลเซียส  อุณหภูมิของน้ําที่ต่ําลงเปนสาเหตุที่ทําใหปลากินอาหารนอยลง การสราง
ภูมิคุมกันอยูในระดับต่ํา อัตราการตายของปลานอย แตโรคจะระบาดเมื่ออุณหภูมิของน้ําเพิ่มขึ้นเกิน 
12-14 องศาเซลเซียส แบคทีเรียจะเพ่ิมจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว แตการสรางภูมิคุมกันของปลาเพิ่ม
อยางชาๆ แตไมไดสัดสวนกับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย เปนสาเหตุทําใหปลาตาย โดยเฉพาะอยางยิ่ง
เม่ือปลาเครียดและมีเชื้อปริมาณมากในน้ําอัตราการตายก็จะเพ่ิมมากขึ้น นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลง
ทางกายภาพ ไดแก ปลาเกิดความบอบช้ําจากการขนสง มีบาดแผลที่ผิวหนังหรือเหงือกถูกทําลาย
เนื่องจากปรสิต คุณสมบัติของน้ําไมเหมาะสม เชน ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําต่ําเกินไปเปน
เวลานานๆ ปริมาณแอมโมเนีย (NH3

+) ในน้ํามีมากเกินไป การปนเปอนของมลพิษ การเลี้ยงปลา
หนาแนนเกินไปทําใหมีของเสียขับถายออกมาปริมาณมาก การใหอาหารมากเกินไปจนเหลือตกคาง
ในบอหรือกระชัง ซึ่งสาเหตุตางๆ เหลานี้ทําใหปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําลดนอยลง และจะเปน
สาเหตุโนมนําใหปลาออนแอและเครียด เปดโอกาสใหเชื้อแบคทีเรียเขาไปทําอันตรายได (ชลอ ลิ้ม
สุวรรณ. 2528: 28-35)   
  การแพรระบาดของเชื้อในกลุม motile aeromonad นั้น พบวาเปนสาเหตุหลักของการ
เกิดโรคแผลเนาเปอย (ulcerative disease) ในปลาจําพวกปลาดุก (Clarias) ที่รัฐ Java ในประเทศ
อินโดนีเซีย ในป ค.ศ.1980  ซึ่งทําใหปลาตายเปนจํานวนมาก (Angka; Lam; & Sin. 1995: 103-
112)  นอกจากประเทศอินโดนีเซียแลวยังพบการระบาดของโรคแผลเนาเปอยและการตายของปลา
จํานวนมากอีกหลายประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต (Ruangpan; Kitao; & Yoshida. 1986: 
345-350; Areerat. 1987: 355-362; Llobrera; & Gacutan. 1987: 273-278; Angka; Wongkar; & 
Karwani. 1988: 129-137; Roberts; Frerichs; & Miller. 1992: 431-436) ไดมีรายงานการสํารวจ
ประชากรกบและลูกอ็อด (Rana pipiens) ในรัฐมินนิสโซตา ประเทศสหรัฐอเมริกา และบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือศึกษารูปแบบการปรากฏของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของการลดลงของจํานวน
ประชากรกบ โดยแยกเชื้อจากลําไสเล็กของกบ แลวนําไปเพาะเลี้ยงและตรวจโดยวิธีทางชีวเคมี ซึ่ง
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จากการทดลองพบ A. hydrophila 45.9% จากตัวอยางกบ 222 ตัว และพบแบคทีเรียในตระกูล 
Enterobacteriaceae อีก 29 สปชีส (Hird; et al. 1983: 1423-1425)  สวนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนํ้านม
มีรายงานการแยกเชื้อจากปอดและมามของแมวน้ําสีเทา (Halichoerus grypus) ที่อาศัยอยูในทะเล
บาลติก (Baltic Sea) ประเทศสวีเดน ที่ตายจากอาการปอดอักเสบ เปนหนอง และมีแผลขนาดใหญ
ที่ผิวหนัง ซึ่งจากรายงานกอนหนานี้พบวาแมวน้ําในบริเวณยุโรปตอนเหนือที่ตายดวยอาการนี้มัก
เกิดจาก morbilivirus โดยคาดวาการตายของแมวน้ําอาจเกิดจากการติดเชื้อรวมกับแบคทีเรีย จึงนํา
เชื้อที่แยกไดไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ความไวตอยาปฏิชีวนะ ความเปนพิษตอเซลล และการ
ทําพีซีอาร (PCR: Polymerase Chain Reaction) ตอ aerolysin gene พบวาทุกไอโซเลตที่แยกได
เปน A. hydrophila (Krovacek; et al. 1998: 43-49) สวนในอาหารไดมีการสํารวจการปนเปอนของ
เชื้อแบคทีเรียในอาหารทะเลตามตลาดคาปลา ที่บริเวณ Dardanelles ของประเทศตุรกี พบวา
อาหารทะเล 84 ตัวอยาง จาก 127 ตัวอยาง มีการปนเปอนของแบคทีเรียในจีนัส Vibrio และ 
Aeromonas โดยพบ V. alginolyticus 26.7%, V. vulnificus 9.4%, V. parahaemolyticus 0.8% 
และ A. hydrophila 29.1% (Colakoglu; Sarmasik; & Koseoglu. 2006: 648-652) 
 
 1.3 การกอโรค (Pathogenicity) 
  เน่ืองจาก A. hydrophila เปนการติดเชื้อในทุกระบบ (systemic infection) ของตัวปลา 
เชื้อแบคทีเรียมักเขาทางปาก หรือเม่ือผิวหนังหรือเหงือกถูกทําลายเชื้อน้ีก็สามารถเขาไปไดเชนกัน 
และเชื้อจะเพิ่มจํานวนในลําไสและบริเวณที่ติดเชื้อ จากนั้นจึงแพรกระจายตามกระแสเลือดไปทั่วตัว 
ปลาคารพที่เปนโรคติดเชื้อนี้ แบคทีเรียจะเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็วในทางเดินอาหารและหลอดเลือด 
แลวแพรไปทั่วทุกเนื้อเยื่อที่มีเลือดไปหลอเลี้ยง หลังจากนั้นผนังหลอดเลือดจะถูกทําลาย เกิดการตก
เลือด พลาสมาไหลซึมออกมาสะสมระหวางเซลลใตเกล็ด ทําใหเน้ือเยื่อบริเวณนั้นบวมน้ํา (edema) 
เกล็ดตัวจึงพองออกมา ซึ่งโรคที่เกิดจาก A. hydrophila พบการแพรกระจายอยางกวางขวาง ความ
รุนแรงของเชื้อจึงตางกันตามแหลงที่อยู  และสามารถเกิดกับสัตวไดหลายชนิด จึงมีชื่อพองอีกหลาย
ชื่อสําหรับโรคที่เกิดจากแบคทีเรียชนิดนี้ โดยเรียกตามอาการของปลาหรือสัตวที่ปวย ไดแก 
haemorrhagic septicemia ทําใหปลาปวยมีอาการตกเลือด เกิดกับปลาเขตรอนทั่วๆ ไป เชน ปลา
ไน (Cyprinus carpio) เรียกวาโรค red sore disease เกิดการตกเลือดในปลา pike (Esox lucius) 
เรียกวาโรค red mouth disease มีการตกเลือดรอบปากในปลา rainbow trout (Salmo gairdneri) 
เรียกวาโรค red pest บริเวณดานทองของปลามักมีสีแดงและเลือดคั่ง (dermal hyperemia) เรียกวา
โรค rubella เกิดกับปลาคารพในยุโรปตะวันตก ปลามีอาการทองมาน (ascites) และเชื้อแพรไปตาม
กระแสเลือด เรียกวาโรค freshwater eel disease พบในปลาไหล ตกเลือดเปนจุดเล็กๆ บริเวณทอง 
เรียกวาโรค red leg disease พบการตกเลือดในกบ (ชลอ ลิ้มสุวรรณ. 2528: 28-36) นอกจากจะพบ 
A. hydrophila ในปลาแลว ยังมีรายงานการพบเชื้อน้ีในสัตวน้ําชนิดอ่ืนๆ เชน กุงกุลาดํา (Penaeus 
monodon) กุงแชบวย (Penaeus indicus) กุงกุลาลาย (Penaeus semisulcatus) (Vivekanandhan; 
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Hatha; & Lakshmanaperumalsamy. 2005: 133-137) หอยนางรม (G.J. Tsai; F.C. Tsai; & 
Kong. 1997: 111-116) สัตวเลื้อยคลาน เชน เตา (Pasquale; et al. 1994: 1678-1680) สัตวครึ่ง
บกครึ่งนํ้า เชน กบ (Rana pipiens) (Hird; et al. 1983: 1423-1425) สัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน 
แมวนํ้าสีเทา (Halichoerus grypus) (Krovacek; et al. 1998: 43-49) สุนัข (Ghenghesh; et al. 
1999: 175-179) ซึ่งรวมไปถึงมนุษยดวย โดยการเกิดโรคในมนุษยจาก A. hydrophila นั้น ไดมี
รายงานการเกิดโรคและอาการหลายชนิด เชน กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ ทองรวง 
(Pitarangsi; et al. 1982: 666-673; Aslani; & Hamzeh. 2004: 199-203) แผลติดเชื้อ เยื่อหุมสมอง
และไขสันหลังอักเสบ ภาวะที่เลือดมีแบคทีเรีย หลอดลมอักเสบ เย่ือบุหัวใจอักเสบ และ เย่ือบุชอง
ทองอักเสบ เปนตน  ซึ่ง A. hydrophila  จัดเปนเชื้อที่ฉวยโอกาสติดเชื้อในคนไขที่ภูมิคุมกันออนแอ
หรือเปนโรคอ่ืนมากอนอยูแลว (Janda; & Abbott. 1996: 151-174; 1998: 332-341; Lai; et al. 
2007: 255-257) 
 
 1.4 ปจจัยที่สงผลตอความรุนแรงของโรค (Virulence Factors) 
  เม่ือแบคทีเรียแพรกระจายไปยังสัตวที่ไวตอการรับเชื้อแลว แบคทีเรียน้ันตองมี
ความสามารถในการเกาะติดและคงอยู (adhere and colonize) กับผูถูกอาศัยหรือโฮสต (host) โดย
แบคทีเรียจะตองมีคุณสมบัติพิเศษสามารถสรางสารที่ทําใหเกาะติดและคงอยูกับเซลลผูถูกอาศัยได 
(adherence factor) เชน พิลไล (pili) และ แอดฮีซิน (adhesins) เปนตน  ซึ่ง adherence factor จะ
ไปยึดจับกับตัวรับ (receptor) ที่จําเพาะของเซลลผูถูกอาศัย เม่ือมีการยึดเกาะกับผิวเซลลแลว 
แบคทีเรียตองมีความสามารถในการแทรกแซงเขาสูเน้ือเยื่อของผูถูกอาศัย เชน การทําใหผิวเซลล
ของผูถูกอาศัยฉีกขาด ทําลายชั้นผนังของลําไส เปนตน  ซึ่งเกิดจากแบคทีเรียมีการสรางสารพิษ
ออกมา ทําลายการควบคุมระบบตางๆ ของเซลลผูถูกอาศัย  ในบางครั้งสภาพของผูถูกอาศัยเองก็
เปดโอกาสใหแบคทีเรียเขาสูตัวได เชน มีรอยถลอก หรือมีบาดแผล เปนตน  เม่ือแบคทีเรียเขาสูตัว
ของผูถูกอาศัยไดแลวก็จะแทรกแซงไปยังเนื้อเย่ือสวนที่ลึกลงไป เขาสูหลอดน้ําเหลืองขนาดเล็กที่
แทรกอยูในเน้ือเยื่อ ไปยังทอทางเดินน้ําเหลือง เขาสูระบบไหลเวียนโลหิต แลวกระจายไปยังระบบ
ตางๆ ทั่วรางกาย แลวสรางสารพิษออกมา ทําใหเกิดพยาธิสภาพขึ้น (จุฑามาศ เทพชัยศรี. 2542: 
3.56-3.57)  
  A. hydrophila เม่ือเขาสูตัวของผูถูกอาศัย จะมีการสรางสารจําพวก adhesins และ 
lectins เพ่ือยึดเกาะกับเน้ือเยื่อบุผิว (Chopra; & Houston. 1999: 1129-1137) แลวสรางสารพิษ
ตางๆ ออกมา ซึ่งสารพิษที่ A. hydrophila สรางนั้น ไดแก exotoxins ซึ่งเปนสารพิษที่แบคทีเรีย
สรางและขับออกมานอกเซลล (extracellular products) เชน beta-haemolysin หรือ aerolysin 
(Ørmen; et al. 2003: 189-196) เปนสารที่ทําใหเม็ดเลือดแดงแตก โดย beta-haemolysin นี้จะ
แทรกเขาไปยังเยื่อหุมเซลลทําใหเย่ือหุมเซลลเปนรู และสูญเสียความสามารถในการควบคุมใหสาร
ผานเขา-ออกเซลล (permeability) ทําใหเซลลแตกและตาย (Howard; & Buckley. 1985: 336-340)  



12 
 

โดยสามารถตรวจหาสารพิษนี้ไดจากการปรากฏของวงใส (haemolysis zone) รอบโคโลนีแบคทีเรีย
ที่เลี้ยงใน blood agar (Burke; et al. 1981: 753-761) สาร cytotoxins เปนสารพิษที่ออกฤทธิ์ตอ
เซลลตางๆ ของรางกายและทําใหเซลลนั้นๆ ตายได สาร enterotoxins เปนสารพิษที่ออกฤทธิ์ตอ
ระบบทางเดินอาหารและลําไสทําใหเกิดอาการทองเสีย สาร leukocidins จะไปทําลายเซลลเม็ดเลือด
ขาวของผูถูกอาศัย ทําใหภูมิคุมกันของผูถูกอาศัยต่ําลง (จุฑามาศ เทพชัยศรี. 2542: 3.57; Chopra; 
& Houston. 1999: 1129-1137; Shao; Liu; & Xiang. 2004: 11-23) เอนไซมตางๆ เชน 
proteases, amylases, lipases/phospholipases (Shao; Liu; & Xiang. 2004: 11-23) และ 
endotoxins เปนสวนประกอบที่อยูในเยื่อหุมชั้นนอก (outer membrane) ของแบคทีเรีย สารที่สําคัญ
ในเย่ือหุมชั้นนอกคือ lipopolysaccharide (LPS)  LPS เปนสารที่มีเฉพาะในแบคทีเรียแกรมลบ
เทานั้น มีความสําคัญทั้งทางในดานโครงสรางและหนาที่ เพราะเปนสวนประกอบของแอนติเจนที่ผิว
เซลลที่เรียกวา O antigen  สวนที่เปนไขมันใน LPS เรียกวา lipid A มีสมบัติเปน endotoxins  LPS 
จึงมีความสําคัญในการทําใหเกิดโรค  ซึ่ง endotoxin จะออกจากผนังเซลลของแบคทีเรียได ก็ตอเม่ือ
เซลลแตกสลาย เม่ือเซลลของแบคทีเรียถูกทําลายในรางกาย ทําให lipid A ออกจากผนังเซลล 
ผูปวยจะเกิดอาการไข ปวดเมื่อยตามตัว ทองรวง ออนเพลีย ช็อค อาการรุนแรงถึงตายได (จุฑามาศ 
เทพชัยศรี. 2542: 3.59; นงลักษณ สุวรรณพินิจ; และ ปรีชา สุวรรณพินิจ. 2547: 58-59) 
 
 1.5  การรักษา และการควบคุมโรค (Treatment and Control) 
  การรักษาโดยใชยาปฏิชีวนะเปนทางเลือกหน่ึงในการรักษาโรคติดเชื้อ motile 
aeromonads โดยทั่วไปใช  
  1.5.1 Oxytetracyclin (Terramycin)  
      ผสม oxytetracyclin ในอาหารปริมาณ 50-75 มิลลิกรัม ตอนํ้าหนักปลา 1 
กิโลกรัม ตอวัน ใหปลากินติดตอกันเปนเวลา 10 วัน (ชลอ ลิ้มสุวรรณ. 2528: 40; ปภาศิริ ศรีโสภา
ภรณ. 2538: 116; Cipriano; et al. 2001: unpaged) 
  1.5.2 Chloramphenicol (Chloromycetin) 
      ผสม chloramphenicol ในอาหารในอัตราเดียวกันกับ oxytetracyclin คือใช 
chloramphenicol 50-75 มิลลิกรัม ตอนํ้าหนักปลา 1 กิโลกรัม ตอวัน ใหปลากินติดตอกันเปนเวลา 
10 วัน (ชลอ ลิ้มสุวรรณ. 2528: 40) และใชปริมาณ 3-5 มิลลิกรัม ตอนํ้าหนัก 100 กรัม ตอวัน ใน
การรักษากบที่เปนโรค red leg disease จากการติดเชื้อ motile aeromonads ใหกบวันละ 2 ครั้ง 
กินติดตอกันนาน 5 วัน (ปภาศิริ ศรีโสภาภรณ. 2538: 115; Cipriano; et al. 2001: unpaged) 
  1.5.3 Sulfamerazine 
      ผสม sulfamerazine ในอาหารปริมาณ 264 มิลลิกรัม ตอนํ้าหนักปลา 1 
กิโลกรัม ตอวัน ใหปลากินเปนเวลา 3 วัน ตามดวย 154 มิลลิกรัม ตอนํ้าหนักปลา 1 กิโลกรัม ตอวัน 
กินติดตอกันอีก 11 วัน มักใหผลในการรักษาดี (ชลอ ลิ้มสุวรรณ. 2528: 40) 



13 
 

  1.5.4 Furanace 
      Furanace มีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดเชื้อ motile aeromonads หากนําปลา
ไปแชในน้ําที่ผสม furanace 1-2 มิลลิกรัมตอนํ้า 1 ลิตร เปนเวลา 5-10 นาที หรือเลี้ยงปลาในน้ําที่
ผสม furanace 0.1 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 ลิตร นาน 1 สัปดาห อยางไรก็ตาม furanace นี้จะมีความเปน
พิษตอปลาหากใชในปริมาณที่ไมเหมาะสม จึงมีการหามใช furanace ในการรักษาปลาที่ประเทศ
สหรัฐอเมริกา (Mitchell; & Plumb. 1980: 93-99)  
  อยางไรก็ตามการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาสัตวน้ําหรือผูปวยที่ มีการติด A. 
hydrophila หากมีการศึกษาความไวของเชื้อน้ีตอยาปฏิชีวนะมากอน จะชวยทําใหเลือกใชยาได
ถูกตองมากขึ้น การรักษาก็จะไดผลดีมากขึ้นตามไปดวย ดังรายงานตางๆ นี้  
  ไดมีการศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะของ A. hydrophila พบวาเชื้อน้ีมีความไวตอยา
ปฏิชีวนะ Chloramphenicol, Neomycin, Sulfamethoxazole, Streptomycin และ Trimethoprim/ 
sulfamethoxazole (Krovacek; et al. 1989: 149-154)  ตอมาไดมีการศึกษาความตานทานตอยา
ปฏิชีวนะของ A. hydrophila จากสิ่งปฏิกูลในบริเวณตางๆ ของรัฐจอรเจียเหนือ พบวาทุกไอโซเลต
ของ A. hydrophila มีความตานทานตอยาปฏิชีวนะ Ampicillin, Bacitracin, Penicillin, Tetracycline 
และ Streptomycin และมีความไวตอยาปฏิชีวนะ Erythromycin, Gentamycin, Kanamycin, 
Nalidixic acid และ Neomycin (Kelley; et al. 1998: 243-247)  ในปถัดมามีการศึกษาความ
ตานทานตอยาปฏิชีวนะของ A. hydrophila 80 ไอโซเลต ที่แยกไดจากปลา channel catfish 238 
ตัว พบวาไอโซเลตสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะ Chlorotetracyclin, Oxytetracyclin, 
Chloramphenicol, Trimethoprim/sulfamethoxazole, neomycin และ Tetracycline (Wang; & 
Silva. 1999: 30-34)  ซึ่งผลการศึกษาตางๆ นี้ทําใหไดขอมูลเกี่ยวกับความไวและความตานทาน
ของเชื้อตอยาชนิดตางๆ ดังน้ันการรักษาการติดเชื้อจาก A. hydrophila จึงตองใชยาปฏิชีวนะให
ถูกตองเหมาะสม และถูกวิธีไมวาผูใชนั้นจะเปนบุคลากรทางการแพทย แพทย หรือเกษตรกร ก็ตาม 
มิฉะนั้นจะพบวาความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะตางๆ จะลดลง และเชื้อจะด้ือยา ซึ่งจะเปนปญหา
ตอไปเกี่ยวกับการรักษาโรค และการควบคุมโรค 
  
 1.6  วิธีการตรวจวิเคราะห  
  ในอดีตไดมีรายงานการพัฒนาวิธีการที่ใชตรวจวิเคราะหหา A. hydrophila ขึ้นมา
หลายวิธีทั้งวิธีแบบดั้งเดิม โดยการสังเกตดูลักษณะโคโลนี แลวยอมสีแกรมพรอมทั้งดูลักษณะโคโลนี
ที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆ หรือจากการพัฒนาใช differential medium ที่ประกอบดวยยา
ปฏิชีวนะและสารเคมีตางๆ เชน โนโวไบโอซิน และโซเดียมดีออกซีโคเลต ลงไปดวย เพ่ือเปนตัว
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียในจีนัส Vibrio (Shotts; & Rimler. 1973: 
550-553) อีกทั้งยังสามารถตรวจพบเชื้อน้ีไดจากการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีเพ่ือใชพิสูจนทราบ
วาเปน A. hydrophila (Vivekanandhan; Hatha; & Lakshmanaperumalsamy. 2005: 133-137) 
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ซึ่งลักษณะทางชีวเคมีของ A. hydrophila ไดแสดงไวในตาราง 1 สวนการตรวจวิเคราะหดวยวิธีทาง
โมเลกุล (Molecular method) มีการใชเทคนิค PCR ในการพิสูจนทราบเชื้อชนิดนี้ดวย ดังรายงาน
ในป 1995 ซึ่งมีการใชวิธี PCR ในการตรวจหา aerolysin gene (aer) ในแบคทีเรียจีนัส 
Aeromonas จากตัวอยางน้ําดื่ม ปลา และอาหาร โดย primer ที่ใชมีความจําเพาะกับ aer gene และ
ใหผลผลิต PCR ขนาด 209 คูเบส พบวาสามารถใช primer คูนี้ในการตรวจหา A. hydrophila ไอโซ
เลตที่มีการสราง aerolysin สวนมากได (48 ไอโซเลต จากทั้งหมด 52 ไอโซเลต) (Baloda; et al. 
1995: 17-26) ในปตอมามีรายงานการใชวิธี PCR ในการพิสูจนเอกลักษณของ A. hydrophila 
Hybridization group 1 (HG1) โดยใช primer ที่มีความจําเพาะกับ lip gene ซึ่งเปนบริเวณที่มีการ
แปลรหัสไปเปนเอนไซม thermostable extracellular lipase ของ A. hydrophila และใหผลผลิต 
PCR ขนาดประมาณ 760 คูเบส พบวา A. hydrophila ทุกไอโซเลตใน HG1 ที่ใชในการทดสอบนั้น 
มีการสรางผลิตภัณฑ PCR โดยที่ HG กลุมอ่ืนไมมีการสรางผลผลิต PCR ขึ้นมา ทําใหสามารถใช 
primer คูนี้ในการจําแนก A. hydrophila HG1 ออกจาก HG อ่ืนได อีกทั้งยังมีความไวสูง สามารถใช
ทํา PCR ไดผลดี แมมีปริมาณแบคทีเรียเพียง 10 CFU/ml. หรือมีปริมาณดีเอ็นเอเพียง 0.89 พิโค
กรัม ก็ตาม (CascÓn; et al. 1996: 1167-1170) นอกจากนี้ยังมีการใชวิธี Multiplex PCR ในการ
ตรวจหา hemolysin genes ของ A. hydrophila และ A. sobria โดยใช primer ที่จําเพาะตอ ahh1 
(A. hydrophila extracellular hemolysin gene), aerA (A. hydrophila aerolysin gene) และ asa1 
(A. sobria hemolysin gene) ซึ่ง A. hydrophila ทั้งหมด 87 ไอโซเลตที่ใชทดสอบ (100%) ทั้งกลุม
ที่มีลักษณะทางฟโนไทปในการยอยเม็ดเลือดและไมยอยเม็ดเลือด ใหผลบวกในการทํา PCR ตอ 
ahh1 gene และมี A. sobria 2 จาก 21 ไอโซเลต A. caviae 3 จาก 15 ไอโซเลต A. trota 2 จาก 2 
ไอโซเลต และ A. jandaei 1 จาก 1 ไอโซเลต ใหผลบวกตอ ahh1 gene ดวยเชนกัน (Wang; et al. 
2003: 1048-1054) 
 

2. โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่สรางมาจากกลุมเซลลพลาสมาซึ่งมีตนกําเนิดมา
จากบี-เซลลเซลลเดียวจึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ 
ทั้งในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของสายสั้น (light chain) และสาย
ยาว (heavy chain) ของอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทาง
ชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น เน่ืองจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชัก
นํากระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบี-เซลล (B-lymphocytes หรือ B-cells) จํานวนมากที่
ตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละ
ชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกันในซีรัมเรียกวา โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal 
antibody) ซึ่งสามารถทําหนาที่ตางๆ กันเชน จับกับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอมพลีเมนตในการ
สลายแอนติเจน ซึ่งเปนประโยชนตอตัวของสิ่งมีชีวิตเองที่สามารถชักนําการตอบสนองในรูปแบบ
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ตางๆ เพ่ือปองกันอันตรายจากสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคตางๆ แตความหลากหลายของแอนติบอดี
ในซีรัม ทําใหแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะต่ําและอาจไปทําปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับ
แอนติเจนอ่ืนซ่ึงสงผลใหการใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้นมีไมมากเทาที่ควร ดังนั้นการใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่สรางจากหนึ่งโคลนของบี-เซลลที่มีความจําเพาะตออิพิโทปเดียวจะสามารถ
แกปญหาดังกลาวได (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 90-91)  
 
 2.1 หลักการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธีหลอมรวมเซลล (somatic hybridization) ได
ถูกคิดคนเปนผลสําเร็จโดย Köhler และ Milestein ในป ค.ศ. 1975 โดยการนําบี-เซลลที่ถูกกระตุน
ดวยแอนติเจนที่ตองการมาหลอมรวมกับเซลลมะเร็งของพลาสมาเซลลหรือไมอิโลมาเซลล 
(myeloma cell) จากคุณสมบัติของเซลลทั้ง 2 ชนิดคือ บี-เซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดแตมีอายุ
จํากัด และไมอิโลมาเซลลซึ่งไมผลิตแอนติบอดีแตสามารถแบงตัวไดตลอด ใหคุณสมบัติในการ
เจริญเติบโตไดโดยไมมีขีดจํากัด ทําใหไดเปนเซลลลูกผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) ที่สามารถ
สรางแอนติบอดีไดเปนจํานวนมาก และแบงตัวเจริญเติบโตไดไมมีที่สิ้นสุด ดังภาพประกอบ 1 
เทคนิคนี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและนํามาประยุกตใชในงานตางๆ อยางกวางขวาง (ไพศาล 
สิทธิกรกุล. 2548: 91)  
 
 2.2 การสรางและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา   
  หลังจากที่มีการหลอมรวมไมอิโลมาเซลลกับบี-เซลลจากสัตวที่ปลูกภูมิคุมกันดวย
แอนติเจนที่ตองการใหสรางแอนติบอดีโดยการใชพอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol)  
ในทางปฏิบัตินั้นไมสามารถหลอมรวมทุกเซลลเพ่ือผลิตไฮบริโดมาไดทั้งหมด แตจะมีทั้งเซลลที่
หลอมรวมกันเองและไมหลอมรวมกัน และมีไฮบริโดมาที่ไมตองการปะปนอยูเปนจํานวนมาก ดังน้ัน
จึงตองหาภาวะที่เลือกใหเฉพาะไฮบริโดมาเทานั้นสามารถมีชีวิตรอดและเจริญเติบโตได วิธีที่ใช
ทั่วไป ไดแก การใชไมอิโลมาเซลลที่มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวกับการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทดในกระบวนการ salvage pathway คือมีความบกพรองในการสังเคราะห
เอนไซม hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) ซึ่งทําใหไมสามารถเจริญ
ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เสริมดวยไฮโปแซนธีน (hypoxanthine) อะมินอปเทอรีน (aminopterin) และ
ไทมิดีน (thymidine) หรือ HAT medium ซึ่งเม่ือนําเซลลผสมที่ไดมาเลี้ยงใน HAT medium นี้    
ไมอิโลมาเซลลที่ไมหลอมรวมกันหรือหลอมรวมกันเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได จะมีเฉพาะเซลล
ไฮบริโดมาที่หลอมรวมระหวางไมอิโลมาเซลลกับบี-เซลลเทานั้นที่สามารถมีชีวิตรอด เพราะได
เอนไซมที่ใชใน salvage pathway จากบี-เซลล สวนบี-เซลลที่ไมหลอมรวมกันหรือหลอมรวมกันเอง
จะมีชีวิตรอดเพียงระยะเวลาสั้นๆ และตายไปเองในที่สุด (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 91) 
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หนูที่ปลูกภูมิคุมกันแลว ไมอิโลมาเซลล

HGPRT+, Ig+ HGPRT-, Ig-

ตาย ตาย

คัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ

หลอมรวม

โคลน 1 โคลน 2 โคลน 3

 
 

ภาพประกอบ 1 หลักการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี somatic hybridization  
(ดัดแปลงจาก http://www2.hawaii.edu/…/Chap5_Ag_Ab_reactions.htm) 

 
  การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาโดยใช HAT medium มีพ้ืนฐานจากเซลลของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนมสวนใหญสามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 กระบวนการ คือ de novo pathway และ 
salvage pathway (ภาพประกอบ 2) ในกรณีของ de novo pathway จะมีขั้นตอนการยายหมูเมทิล 
(methyl) หรือฟอรมิล (formyl) จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยายหมู methyl หรือ formyl นี้สามารถ
ถูกยับยั้งดวย aminopterin ดังน้ันเม่ือ de novo pathway ถูกยับยั้งเซลลก็จะเปลี่ยนมาใช salvage 
pathway โดยการเปลี่ยนพิวรีน (purine) หรือ ไพริมิดีน (pyrimidine) เปนนิวคลีโอไทดโดยตรงเพื่อ
ใชในการสังเคราะหดีเอ็นเอแทน เอนไซมที่เกี่ยวของใน salvage pathway นั้นไดแกเอนไซม 
HGPRT และเอนไซม thymidine kinase (TK) ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซมตัวใดตัวหน่ึง
จะยับย้ังการสังเคราะหดีเอ็นเอใน salvage pathway ได ดังนั้น aminopterin ที่มีอยูใน HAT 
medium จะไปขัดขวาง de novo pathway สวน hypoxanthine และ thymidine จะทําใหเซลล
สามารถเจริญไดโดยใช salvage pathway ดังนั้นเซลลที่มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม 
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ภาพประกอบ 2 การสังเคราะห DNA โดย de novo pathway และ salvage pathway 
และการยับย้ังการสังเคราะห DNA ของ aminopterin ใน de novo pathway 

(http://immuneweb.xxmc.edu.cn/images/figure04-21.jpg) 
 
HGPRT หรือ TK จะไมสามารถเจริญไดใน HAT medium เพราะไมสามารถใช salvage pathway 
ในการสังเคราะหดีเอ็นเอได (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 92) 
  การผลิตไฮบริโดมานั้นมักจะใชไมอิโลมาเซลลที่มีความบกพรอง 2 ประการดวยกันคือ 
(1) มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT และ (2) ไมสามารถสรางอิมมูโนโกลบูลินได 
(Ig- mutant) เพ่ือใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจากไฮบริโดมานั้นเปนการถอดรหัสการสรางมาจาก
ยีนของเซลลมาม สวนไมอิโลมาเซลลเพียงแตทําใหเซลลสามารถเจริญไดไมมีที่สิ้นสุดเทานั้น เม่ือได
เซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีแลวตองมีการคัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
แอนติเจนที่ตองการเนื่องจากมีไฮบริโดมาบางเซลลเทานั้นที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่
ใหแกสัตวทดลอง วิธีที่ใชคัดเลือกโดยทั่วไปไดแก ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 
และการทดสอบทางวิทยาภูมิคุมกัน (immunoassay) รูปแบบตางๆ เชนวิธี dot blotting, Western 
blotting, immunohistochemistry และอ่ืนๆ ตามแตความเหมาะสม เม่ือคัดเลือกไฮบริโดมาที่สราง
แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) เพ่ือใหแนใจวา
ไฮบริโดมานั้นมีตนกําเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริงๆ และขยายเพิ่มจํานวนเพ่ือผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 92-93) 
  ปจจุบันไดมีการนําเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้มาประยุกตใชประโยชนในหลายๆ 
ดานไดแก (1) ดานการวิจัย เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีประกอบดวยแอนติบอดีชนิดเดียวที่มี
ความจําเพาะตออิพิโทปเพียง 1 ตําแหนงบนแอนติเจน จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใช
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ในการพิสูจนทราบ วัดปริมาณ หรือตรวจหาตําแหนงของโมเลกุล เซลลหรือจุลินทรียตางๆ ไดอยาง
ถูกตองและแมนยํา (2) ในดานการแพทย โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีประโยชนอยางมากในทาง
การแพทยในแงการวินิจฉัย การตรวจ และการใชรักษาโรค ซึ่งในปจจุบันจะพบการใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีในการวินิจฉัยการตั้งครรภ โรคจากจุลินทรียตางๆ วัดปริมาณยาในเลือด ตรวจความเขา
กันไดของเน้ือเยื่อ และตรวจแอนติเจนของเซลลมะเร็งบางชนิด (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548: 95-97) 
 
 2.3 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อใชในการวินิจฉัยโรค 
  ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันไดมีรายงานถึงการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
เชื้อที่ทําใหเกิดโรคในสัตวน้ํา เชน ไวรสที่กอโรคในกุง ไดแก Monodon Baculovirus (MBV) 
(Boonsanongchokying; et al. 2006), White Spot Syndrome Virus (WSSV) (Makesh; et al. 
2006), Hepatopancreatic parvovirus (HPV) (Rukpratanporn; et al. 2005), Yellow Head Virus 
(YHV) (Sithigorngul; et al. 2002) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเปปไทดฮอรโมนจากกานตา 
(Panchan; et al. 2005) และเม็ดเลือด (Winotaphan; et al. 2005) ของกุงกุลาดํา อีกทั้งยังมีการ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียที่กอโรคทั้งในคนและสัตวอีกมาก เชน การผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียในจีนัส Vibrio สปชีสตางๆ เชน V. parahaemolyticus (Honda; et 
al. 1989: 245-253), V. cholera (Takeda; et al. 1990: 2755-2759), V. harveyi (Phianphak; et 
al. 2005: 16-168), V. vulnificus (Pusiririt; et.al. 2005: 114-118), V. alginolyticus (Sithigorngul; 
et al. 2006: 71-76) และ Vibrio spp. (Chen; et al. 1992: 3694-3700) เปนตน โดยใชแอนติเจนใน
การปลูกภูมิคุมกันสัตวทดลองหลายรูปแบบ เชน การใช thermostable direct hemolysin, heat 
stable enterotoxin และแบคทีเรียทั้งเซลล เปนตน ซึ่งวิธีที่มักใชในการคัดเลือกและพิสูจน
เอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได คือวิธี ELISA, dot blotting และ Western blotting 
นอกจากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียในจีนัส Vibrio แลว ยังมีการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียชนิดอ่ืนอีก เชน Escherichia coli (He; et al. 1996: 3325-3332), 
Campylobacter  jejuni (Lu; et al. 1997: 87-91), Bacillus cereus (Charni; et al. 2000: 2278-
2281), Photobacterium damselae piscicida (Jung; et al. 2001: 67-77) และ Bifidobacterium 
spp. (Amrouche; et al. 2006:159-170) เปนตน (ตาราง 3) 
  สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ A. hydrophila ก็มีผูที่ไดศึกษาไวดังน้ีคือ 
มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ A. hydrophila ATCC 7966 โดยใชแบคทีเรียทั้งเซลล
ในการปลูกภูมิคุมกัน คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาดวยวิธี ELISA ซึ่งสามารถผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 5F3 ที่มีความจําเพาะตอ A. hydrophila ทุกไอโซเลตที่ใชในการทดสอบ แตมี
ความจําเพาะอยางสูงกับ A. hydrophila 2 ไอโซเลตเทานั้น คือ ATCC 7966 ซึ่งเปนไอโซเลตที่ใชใน
การปลูกภูมิคุมกัน  และ CECT 398 เม่ือทดสอบดวยวิธี Western blotting พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีนี้สามารถจับกับแถบโปรตีนของ A. hydrophila ATTC 7966 ไดที่น้ําหนักโมเลกุล 110  
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ตาราง 3 โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียชนิดตางๆ (ดัดแปลงจาก อภิรัก ตันศิริสิทธิกุล. 

2548: 18) 
 

แบคทีเรีย แอนติเจนที่ใช วิธีทีใ่ชในการ 
พิสูจนเอกลักษณ 

เอกสารอางอิง 

Vibrio 
parahaemolyticus 

thermostable 
direct hemolysin 

ELISA Honda; et al. 1989 

V. cholerae heat stable 
enterotoxin 

ELISA, amino acid 
sequence 

Takeda; et al. 1990 

Vibrio spp. แบคทีเรียทั้งเซลล ELISA, WB Chen; et al. 1992 

V. harveyi แบคทีเรียทั้งเซลล dot blotting, WB, IHC Phianphak; et al. 2005 

V. vulnificus แบคทีเรียทั้งเซลล dot blotting, WB, IHC Pusiririt; et.al. 2005 

V. alginolyticus    แบคทีเรียทั้งเซลล dot blotting, WB, IHC Sithigorngul; et al. 2006 

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

Campylobacter  jejuni แบคทีเรียทั้งเซลล ELISA, WB Lu; et al. 1997 

Bacillus cereus แบคทีเรียทั้งเซลล ELISA, WB Charni; et al. 2000 

Photobacterium 
damselae piscicida 

แบคทีเรียทั้งเซลล ELISA, WB, IHC Jung; et al. 2001 

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

 
IHC  =  Immunohistochemistry,  
WB  =  Western blotting, 
ELISA  =  Enzyme-linked immunosorbent assay 
 
กิโลดาลตัน และสามารถใชตรวจจับ A. hydrophila ความเขมขนต่ําไดถึง 105 cell/ml โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 5F3 นี้ ยังแสดงปฏิกิริยาอยางออนกับ A. sobria และ A. caviae ดวย เม่ือแบคทีเรียมี
ความเขมขนสูงกวา 108 cell/ml นอกจากนี้ยังนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดนี้ไปตรวจการติดเชื้อ
ในตัวอยางอุจจาระ และเลือด ของมนุษยและสัตวเลือดเย็นได (Delamare; et al. 2002: 936-940) 
  ในปเดียวกันไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ A. hydrophila 94030 โดยใช 
A. hydrophila 94030 ทั้งเซลลในรูปแบบที่ถูกทําใหตายดวยความรอน เปนแอนติเจนในการปลูก
ภูมิคุมกันหนู หลังจากผลิตเซลลไฮบริโดมาแลว ไดคัดเลือกเซลลดวยวิธี ELISA และ Western 
blotting ซึ่งไดโมโนโคลนอลแอนติบอดี 8D10 โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะอยาง
สูงตอ A. hydrophila 94030 ซึ่งเปนไอโซเลตที่ใชในการปลูกภูมิคุมกัน และไอโซเลต 95014 เม่ือ
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เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีกับ A. hydrophila 95014 และ 
แอนติบอดีกับ A. hydrophila 94030 พบวาแอนติบอดี 8D10 นี้ สามารถทําปฏิกิริยากับ             
A. hydrophila 95014 ได 89.9% เม่ือเทียบกับการทําปฏิกิริยากับ A. hydrophila 94030 (100%) ใน
การทดสอบดวยวิธี ELISA  โมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้ยังทําปฏิกิริยาอยางออนกับ A. hydrophila 
อ่ืนอีก 16 ไอโซเลต จาก 25 ไอโซเลตที่ใชในการทดสอบ ในการทดสอบดวยวิธี Western blotting 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับโปรตีนของ A. hydrophila ทั้งสองไอโซเลตที่ทําปฏิกิริยา
อยางสูงคือ ไอโซเลต 94030 และ 95014 ที่น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 41 กิโลดาลตัน และจับกับ
โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 70-82 กิโลดาลตัน อยางออนๆ ของ A. hydrophila อ่ืนอีก 11 
ไอโซเลตดวย อยางไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดี 8D10 นี้ ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนที่ไมใช A. hydrophila (Chanphong; et al. 2002: 355-360) 
  นอกจากนี้ยังไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila 1234 
โดยใชแบคทีเรียทั้งเซลลในการปลูกภูมิคุมกัน ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะแตกตาง
กัน 3 กลุมคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 มีความจําเพาะตอ A. hydrophila 1234 ซึ่งจับกับ 
LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 10-190 กิโลดาลตัน กลุมที่ 2 จําเพาะตอ A. hydrophila 2 ไอโซ
เลต จาก 3 ไอโซเลต โดยจับกลุมของ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 5-190 กิโลดาลตัน กลุมที่ 
3 จําเพาะตอ A. hydrophila ทั้ง 3 ไอโซเลต A. sobria 2 ไอโซเลต และแสดงปฏิกิริยาอยางออนกับ 
A. caviae 1 ไอโซเลต โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีจําเพาะตอโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 20 
กิโลดาลตัน ซึ่งพิสูจนโดยใชวิธี dot blotting และ Western blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุม
ที่1 และ 2 สามารถใชตรวจการติด A. hydrophila ในเน้ือเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry โมโน
โคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 กลุมน้ีมีความจําเพาะตอ LPS ของ A. hydrophila  ตรงบริเวณที่แตกตาง
กัน ทําใหนํามาใชจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลตของ A. hydrophila ได  และสามารถนําโม
โนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 ซึ่งจําเพาะตอ Aeromonas ทุกไอโซเลตมาใชในการตรวจวินิจฉัย
แบคทีเรียในจีนัส Aeromonas เบื้องตนไดโดยวิธี dot blotting (Prahkarnkaeo; et al. 2005) 
   



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
สัตวทดลองและแบคทีเรีย 
 สัตวทดลองและแบคทีเรียที่ใชมีดังนี้ 
  1.  หนูขาวพันธุ Swiss mice จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล  
   ศาลายา 
  2.  ปลานิล (Oreochromis niloticus) จากตลาดนัดจตุจักร ความยาวประมาณ 1 นิ้ว 
  3.  แบคทีเรียไอโซเลตตางๆ ดังตาราง 4 
 

ตาราง 4 แบคทีเรียตางๆ ทีใ่ชในการทดลอง 
 

แบคทีเรีย แหลงที่มา Specimen 
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 490601 (AH8) 
A. hydrophila 24057 (AH9) 
A. hydrophila 24058 (AH10) 
A. hydrophila 24059 (AH11) 
A. hydrophila 24060 (AH12) 
A. sobria 12056 (AS1) 
A. sobria 12446 (AS2) 
A. sobria 22099 (AS3) 
A. sobria 22100 (AS4) 
A. sobria 22101 (AS5) 
A. sobria 22102 (AS6) 
A. sobria 24061 (AS7) 

VMARC 
AAHRI 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
SWU 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
NCIMB 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 

Carp’s kidney 
? 
? 

Hemo 
Stool 
Stool 
Stool 

Gold fish 
Stool 
Stool 
Stool 
Stool 

? 
? 

Stool 
Stool 
Stool 
Stool 
Stool 
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ตาราง 4 (ตอ) 
 

แบคทีเรีย แหลงที่มา Specimen 
A. sobria 24062 (AS8) 
A. sobria 24063 (AS9) 
A. sobria 24064 (AS10) 
A. 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) 
A. veronii 21255 (AV) 
A. jandaei 21256 (AJ) 
Plesiomonas shigelloides 22107 
Ples. shigelloides 22108 
Ples. shigelloides 22109 
V. cholerae 22135 
V. alginolyticus 22082 
V. fluvialis 22085 
V. harveyi 639 
V. mimicus 22088 
V. parahaemolyticus 22091 
V. campbellii 21361 
V. ordalii 
V. penaecida 
V. vulnificus (MT1506) 
Photobacterium damselae sub. damselae 
Photobacterium damselae sub. piscicida 
Salmonella Typhi 

DMST 
DMST 
DMST 
NCIMB 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 

CENTEX 
DMST 
DMST 
Ghent 
DABU 
DMSC 
DABU 
DABU 
DABU 
DMSM 

Stool 
Stool 
Stool 
Stool 
Stool 

Rectal swab 
Stool 
Stool 
Stool 
Stool 
Stool 
Pus 
? 
? 

Rectal swab 
Rectal swab 
Rectal swab 

Stool 
Stool 

Rectal swab 
Penaeus monodon 

Food 
Stool 

? 
? 
? 
? 

Sea bass 
Sea bream 

? 
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ตาราง 4 (ตอ) 
 

แบคทีเรีย แหลงที่มา Specimen 
Salmonella Enteritidis 7108 
Escherichia coli ATCC 25922 
Enterobacter cloacae 
Shigella flexneri 
Pseudomonas aeruginosa 
Proteus vulgaris 

DMST 
CPF 

DMSM 
DMSM 
DMSM 
DMSM 

? 
? 
? 
? 
? 
? 

 
DMST =  Department of Medical Science, Ministry of Public Health 
DMSC  =  Department of Microbiology, Faculty of Science, Chulalongkorn University 
DMSM  =  Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol University 
DABU  =  Department of Aquatic Science, Faculty of Science, Burapha University 
VMARC  =  Veterinary Medical Aquatic Research Center, Chulalongkorn University 
AAHRI  =  Aquatic Animal Health Research Institute, Department of Fisheries, Ministry of  
  Agriculture 
NCIMB  =  The National Collection of Industrial, Marine Food Bacteria, 
  Khonkaen University 
SWU  =  Department of Biology, Faculty of Science, Srinakarinwirot University 
CENTEX =  Center of Excellence for Shrimp Molecular Biology and Biotechnology,  
  Faculty of Science, Mahidol University  
CPF  =  Charoen Pokphand Foods Public Company Limited 
Ghent =  Ghent University, Belgium 
?  =  ไมทราบแหลงที่แยกเชื้อ 
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อุปกรณและสารเคมี 
 อุปกรณ 
  1.  เครื่องปนเหวี่ยง (microcentrifuge) รุน 7M บริษัท Spectrafuge 
  2.  ตูปลอดเชื้อสําหรับทํา culture (Horizontal Laminar Flow Cabinets) บริษัท  
   NUAIRE 
  3.  ตูเพาะเลี้ยงเซลล (5% CO2 Incubator) บริษัท NUAIRE 
  4.  ชุด transblot apparatus บริษัท Bio-Rad 
  5.  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน 6400 ของบริษัท  
   JENWAY 
  6.  เครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบใชมือหมุน (Rotary microtome) รุน RM2135 ของบริษัท  
   LEICA 
 
 สารเคมี 
  1.  Phosphate Buffered Saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 
  2.  เมอรไธโอเลต (merthiolate) เขมขน 1% 
  3.  สารละลาย blotto เขมขน 5% 
  4.  ซิเตรทบัฟเฟอร (citrate buffer) เขมขน 0.1 โมลาร pH 4.5 
  5.  กรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 1 นอรมอล 
  6.  น้ํายาคงสภาพ Davidson’s Fixative 
  7.  สี Eosin Y 0.2% ในเอทานอล (ethanol) เขมขน 95% 
  8.  เอทานอลเขมขน 70%, 80%, 90% และ 95% 
  9.  นอรมอลบิวทิลแอลกอฮอล (N-butyl alcohol) 
  10. ไซลีน (xylene) 
  11. ฟอรมาลิน (formalin) เขมขน 10% 
  12. 3,3’ Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 
  13. O-Phenylenediamine (OPD) 
  14. พาราพลาสต (paraplast) 
  15. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogenperoxide, H2O2) 
  16. สารละลายเคลือบสไลด (gelatin coat slide solution) 
  17. ตัวกลางผนึก (permount) 
  18. สารละลาย P1

+ (calf bovine serum เขมขน 10%) 
  19. น้ํากลั่น 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
 1. การเตรียมแอนติเจนและการปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว  
  1.1 การเตรียมแบคทีเรีย 
   นําแบคทีเรีย A. hydrophila และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ดังที่ไดแสดงไวในตาราง 4 
มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ tryptic soy agar (Difco) ที่ไมไดเติมโซเดียมคลอไรด เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง กรณีของแบคทีเรียในจีนัส Vibrio นํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ tryptic soy agar ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 2% (น้ําหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวดูดเก็บเซลลใหอยูในรูปแบบสารแขวนลอยโดยใช 0.15 M 
phosphate buffered saline (PBS) นําสารแขวนลอยที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร เจือจางสารแขวนลอยเซลลดวย PBS ใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 ซึ่งจะมี
แบคทีเรียประมาณ 1x109 CFU/ml. เพ่ือใชสําหรับปลูกภูมิคุมกันในหนู สวนแบคทีเรียอีกสวนหนึ่ง
นําไปเก็บรักษาในอาหารเลี้ยง tryptic soy broth ที่เติมกลีเซอรอล 20% เก็บที่อุณหภูมิ -70 องศา
เซลเซียส 
 
  1.2 การเตรียมแอนติเจน 
   นําแบคทีเรียทุกชนิดที่เตรียมไดตามวิธีการในขอ 1.1 มาฆาดวยความรอน (heat-
killed) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที (Chanphong; et al. 2002: 355-360) แลว
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นนําแบคทีเรีย A. hydrophila จํานวน 8 ไอโซเลต คือ 
A. hydrophila AH1, AH2, AH3, AH4, AH5, AH6, AH7 และ AH8 แบงออกเปน 3 สวน สวนที่หน่ึง
ทําแบคทีเรียใหอยูในรูปแบบคงสภาพ (heat-killed form)  โดยผสมแบคทีเรียกับ PBS ในอัตราสวน 
1 ตอ 1 (ปริมาตร/ปริมาตร) สวนสองนํามาทําใหอยูในรูปแบบเสียสภาพ (denatured form) โดยผสม
แบคทีเรียในรูปแบบคงสภาพกับ 2x treatment buffer (10%SDS และ beta-mercaptoethanol) ใน
อัตราสวน 1 ตอ 1 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 90 วินาที แลวนําไป dialysis ในน้ํากลั่นเปนเวลา 1 
สัปดาห สวนที่สามนํามาทําใหอยูในรูปแบบที่ถูกทําใหคงสภาพดวยฟอรมาลิน (formalin form)  นํา
แบคทีเรียที่เตรียมไดทั้ง 3 รูปแบบ มาแบงใสในหลอด microfuge แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพ่ือใชสําหรับการปลูกภูมิคุมกันในหนูตอไป 
  
  1.3 การปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว (Immunization) 
   นําแอนติเจนที่เตรียมไดตามวิธีการในขอ 1.2 ทั้ง 3 รูปแบบคือ แบคทีเรียใน
รูปแบบคงสภาพ รูปแบบเสียสภาพ และรูปแบบที่ถูกทําใหคงสภาพดวยฟอรมาลิน มาผสมกับ 
complete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ตอ 1 ตอ 3 แลวนําไปฉีดเขาทางชองทอง 
(intraperitoneal injection) ของหนูขาวจํานวน 4 ตัว ตัวละ 100 ไมโครลิตร ฉีดกระตุน 3 ครั้ง ดวย
แบคทีเรียในรูปแบบคงสภาพ รูปเสียสภาพ รูปแบบที่ถูกทําใหคงสภาพดวยฟอรมาลิน และ 
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incomplete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ตอ 1 ตอ 3 ทุก 2 สัปดาห  จากนั้น 1 สัปดาห
หลังจากการฉีดครั้งที่ 4 จะเก็บเลือดจากแองเลือดบริเวณตา (orbital sinus) ของหนู แลวปนแยก
ซีรัมออกจากเลือดที่แข็งตัว นําซีรัมที่ไดไปตรวจหาความจําเพาะของแอนติซีรัมตอ A. hydrophila 
ไอโซเลตตางๆ โดยวิธี Western blotting  แลวเลือกหนูตัวที่มีการตอบสนองดีที่สุดมาใชสําหรับการ
ผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไป 
 

 2. การผลิตเซลลไฮบริโดมา 
  ขั้นตอนการผลิตเซลลไฮบริโดมาดัดแปลงจากวิธีการซึ่งพัฒนาขึ้นโดย Köhler และ 
Milstein (1975) โดยนําหนูที่ไดรับการปลูกภูมิคุมกันดวย A. hydrophila ตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาฉดี
กระตุนดวยแบคทีเรียทั้งสามรูปแบบที่ผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1 ตอ 1 
ตอ 1 ตอ 3 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร อีกครั้ง กอนการผลิตเซลลลูกผสม 3 วัน จากนั้นแยกเซลลมาม 
แลวนํามาหลอมรวมกับ P3X myeloma cell โดยใชพอลิเอทิลีนไกลคอล (PEG : Polyethylene 
glycol) เขมขน 40% เปนเวลา 1 นาที แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล (RPMI) บมเซลลเปนเวลา 2 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปนแยกเซลลผสม จากนั้นกระจายเซลลลงเลี้ยงใน 96 wells 
microculture plate ที่มี RPMI เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT 
medium) กับ 20% fetal bovine serum (FBS) จํานวน 30 ถาด เลี้ยงเซลลตอเปนเวลาประมาณ 10 
วัน คัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila โดยวิธี dot 
blotting, Western blotting และ immunohistochemistry นําไฮบริโดมาที่ไดผานการคัดเลือกแลวมา
โคลนซ้ํา (reclone) เพ่ือใหแนใจวาไฮบริโดมานั้นมีตนกําเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริงๆ โดย
ทดสอบดวยวิธี dot blotting และขยายเพิ่มจํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดปริมาณ
ตามที่ตองการ แลวจะเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิประมาณ -190 องศาเซลเซียส 
สวนน้ําเลี้ยงเซลลที่ไดจะเก็บไวใชทดสอบตอไป ดังภาพประกอบ 3 
 
 3. การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
  3.1 การคัดเลือกข้ันตอนที่ 1 โดยวิธี dot blotting 
   นํา A. hydrophila ทั้งในรูปแบบคงสภาพและรูปแบบเสียสภาพ มาหยดลงบนไน
โตรเซลลูโลสเมมเบรน (nitrocellulose membrane) ประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส แลวแชในสารละลาย 5% blotto เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวนํามาบม
ดวยน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุม เปนเวลา 5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลาง PBS 4 ครั้ง 
นําไปบมใน Goat anti-mouse immunoglobulin (H&L) horseradish peroxidase conjugate 
(GAM-HRP) เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิหอง ลางดวย PBS 4 ครั้ง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบดวย 0.03% 
diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS 
ดังแสดงในภาพประกอบ 4 จากนั้นเลือกไฮบริโดมาโคลนที่ใหผลบวก นําไปคัดเลือกตอในขั้นที่ 2 
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มาม

PEG2 x 107 เซลล 108 เซลล

เซลลมะเร็ง

HGPRT-

A. hydrophilaAH 1-8 

Reclone

37OC,  5% CO2, 10 วัน

คัดเลือกโคลน
- dot  blotting 
- Western  blotting
- Immunohistochemistry

ไนโตรเจนเหลว น้ําเลี้ยงเซลล

37OC,  5% CO2, 2 ชั่วโมง

HAT medium + 20% FBS 

37OC,  5% CO2

Dot bloting 

 
 
 

ภาพประกอบ 3 ไดอะแกรมการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
(ดัดแปลงจากไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 94) 
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A. hydrophila  

และแบคทีเรียชนิดอ่ืน 
 

 

รูปแบบคงสภาพ รูปแบบเสยีสภาพ  
 
 

หยด 1 ไมโครลิตรตอจุด  
ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน  

 
 อบแหง 
 60oC 
 

5% blotto 
 

30 นาที  
น้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา  

 5 ชั่วโมง 
 ลาง PBS 
 

4 ครั้ง 
 

GAM-HRP 1:1500  
 3 ชั่วโมง 

 ลาง PBS 
 

4 ครั้ง 
 

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

 
ลางน้ํา 

 
ภาพประกอบ 4 ไดอะแกรมการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาโดยวิธ ีdot blotting 
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  3.2 การคัดเลือกข้ันตอนที่ 2  
   3.2.1 การคัดเลือกโดยวิธี Western blotting 
       นํา A. hydrophila ในรูปแบบเสียสภาพมาแยกบน 15% SDS–PAGE 
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ผานกระแสไฟฟาที่ 80 โวลต 
เปนเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง นําตัวอยางสวนหนึ่งในเจลมายอมดวยสี 0.1% Coomassie brilliant 
blue R–250 อีกสวนหนึ่งนําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ผานกระแสไฟฟา 
50 โวลต เปนเวลา 3 ชั่วโมง นําไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนแชในสารละลาย 5% blotto เปนเวลา 30 
นาที ที่อุณหภูมิหอง ตัดแบงไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน แลวนํามาบมดวยนํ้าเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาใน
แตละหลุมที่ผานการคัดเลือกโดยวิธี dot blotting แลว เปนเวลา 5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย 
PBS 4 ครั้ง นําไปบมใน GAM-HRP เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto เปน
เวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย PBS 4 ครั้ง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบ 
ดวย 0.03% DAB, 0.006% hydrogen peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS ตรวจดู
แถบของโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี ดังแสดงในภาพประกอบ 5 
 
   3.2.2 การคัดเลือกจากปฏิกิริยาขาม (cross reaction) 
       นํา A. hydrophila  และแบคทีเรียชนิดตางๆ ดังตาราง 4 ทั้งในรูปแบบคง
สภาพและรูปแบบเสียสภาพ มาหยดบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบให
แหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวแชไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนในสารละลาย 5% blotto เปน
เวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง นํามาบมดวยนํ้าเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมที่ผานการคัดเลือก
โดยวิธี dot blotting ในการคัดเลือกขั้นตอนที่ 1 แลว เปนเวลา 5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย 
PBS 4 ครั้ง นําไปบมใน GAM-HRP เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย PBS 4 ครั้ง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบ 
ดวย 0.03% DAB, 0.006% hydrogen peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS เลือก
ไฮบริโดมาโคลนที่แสดงปฏิกิริยาจําเพาะตอ A. hydrophila  แตไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรีย
จีนัสอ่ืน 
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15% SDS-PAGE 

A. hydrophila 

0.1% Coomassie brilliant blue R–250 

50 โวลต, 3 ชั่วโมง 

ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

80 โวลต, 2 ชั่วโมง 

ยายโปรตีนลงไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

5% blotto 

30 นาที 

น้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 

5 ชั่วโมง 

ลาง PBS 

4 ครั้ง 

GAM-HRP 

ลาง PBS 

4 ครั้ง 

3 ชั่วโมง 

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

 
 

ลางน้ํา  
 

ภาพประกอบ 5 ไดอะแกรมการตรวจสอบลักษณะโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีWestern blotting 
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    3.2.3 การคัดเลือกโดยวิธี immunohistochemistry 
        เลี้ยงปลานิลจํานวน 80 ตัว ในถังพลาสติกขนาดประมาณ 50x70x30 
เซนติเมตร ที่มีการปรับสภาพน้ําใหมีความเค็ม 3 สวนในพันสวน เลี้ยงถังละ 10 ตัว จํานวน 8 ถัง 
โดยฉีด A. hydrophila AH1-8 เขมขนประมาณ 1x109 CFU/ml ใหกับปลานิลไอโซเลตละ 10 ตัว 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/ตัว เขาตรงบริเวณกลามเน้ือที่ดานหลังปลา (dorsal) เก็บตัวอยางปลาที่ตาย
ไปทําใหคงรูป (fix) ในสารละลาย Davidson’s fixative เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชใบมีดกรีดที่กลามเนื้อ
ดานหลังตามแนวยาวของตัวปลา เพ่ือใหสารละลาย Davidson’s fixative แทรกซึมเขาสูเน้ือเยื่อปลา
ไดดีขึ้น เปลี่ยนสารละลาย Davidson’s fixative อีกครั้ง แชเปนเวลา 24 ชั่วโมง นําเนื้อเยื่อปลามา
ลางโดยใหน้ําประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชั่วโมง เพ่ือชะน้ํายาคงรูปออก นํามาผานกระบวนการดึง
น้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยแอลกอฮอลที่เปอรเซ็นตตางๆ บิวทานอล และไซลีน ตามลําดับ นําเนื้อเยื่อ
มาฝงในพาราฟน แลวตัดเนื้อเยื่อดวยเครื่องไมโครโตมใหแตละชิ้นมีความหนา 8 ไมครอน ติด
เน้ือเยื่อลงบนสไลดที่เคลือบดวยเจลาติน (ภาพประกอบ 6) อบสไลดใหแหงที่ตูอบอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ลางพาราฟนออก (deparaffination) ดวยไซลีน และนําน้ําเขาเนื้อเยื่อ 
(rehydration) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ ตรึงเน้ือเยื่อดวยฟอรมาลินเขมขน 10% ลางดวยนํ้า
กลั่น และ PBS หยดสารละลาย P1

+ ลงบนเนื้อเยื่อ บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  นําน้ําเลี้ยง
เซลลไฮบริโดมาที่ตองการทดสอบมาหยดลงบนเนื้อเยื่อ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5 ชั่วโมง ลางดวย PBS 4 ครั้ง หยด GAM-HRP เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,000 ใน P1

+ บมเปน
เวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ลางดวย PBS 4 ครั้ง และนําไปบมในสารละลายผสม
ซึ่งประกอบดวย 0.03% DAB, 0.006% hydrogen peroxide ละลายใน PBS เปนเวลา 5 นาที ลาง
เน้ือเยื่อดวยน้ํา 5 ครั้ง ยอมดวยสีอีโอซิน แลวนําไปผานกระบวนการดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อดวย
แอลกอฮอลที่เปอรเซ็นตตางๆ และไซลีน ปดทับดวยกระจกปดสไลด (ภาพประกอบ 7) นําไปสองดู
ภายใตกลองจุลทรรศน เน้ือเยื่อที่ใหผลบวกกับแอนติบอดีจะเห็นเปนสีน้ําตาล นําเซลลลูกผสมที่ผาน
การคัดเลือกขั้นที่ 2 มาโคลนซ้ํา (reclone) และขยายเพิ่มจํานวนเซลล เก็บเซลลแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลว สวนน้ําเลี้ยงเซลลที่ไดเก็บไวใชในการทดสอบตอไป  
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ปลานิลทีถู่กฉดีดวย A. hydrophila 

  

Davidson’s fixative 
  24 ชั่วโมง 

ลางน้ําประปา 
   3 ชั่วโมง 

70% เอทานอล 
                  3 ชั่วโมง 

90% เอทานอล 
                  3 ชั่วโมง 

95% เอทานอล 
                 1 ชั่วโมง 

บิวทานอล 
                 1 ชั่วโมง 

บิวทานอล : ไซลีน (1:1) 
                 1 ชั่วโมง 

ไซลีน 
                           2 ครั้งๆ ละ 1 ชั่วโมง 

ไซลีน : พาราฟน (1:1) 
                          60OC  30 นาที  

พาราฟน 
                                      60OC 3 ครั้งๆ ละ 30 นาที         

ฝงเน้ือเยื่อลงในบล็อก 

 

ตัดเนื้อเยื่อดวยเครื่องไมโครโตม 

 

ติดเนื้อเยื่อลงบนสไลด 

  
 

ภาพประกอบ 6 ไดอะแกรมการเตรียมเน้ือเยื่อสําหรับตดั section 
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ไซลีน ไซลีน 
 

ไซลีน 
 

ไซลีน : 
บิวทานอล 

95%
แอลกอฮอล 

บิวทานอล 

 

นํ้ากลั่น 10%
ฟอรมาลิน 

นํ้ากลั่น 3 
คร้ัง 

PBS 70% 
แอลกอฮอล 

90%
แอลกอฮอล 

ขั้นตอนละ 5 นาที 

สไลดที่ติดเนื้อเย่ือแลว 

P1
+

น้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 

ลาง PBS 

GAM-HRP 

ลาง PBS 

0.03%DAB, 0.006%H2O2 ใน PBS 

ลางน้ํา 

ไซลีน ไซลีน 
 

ไซลีน 
 

ไซลีน : 
บิวทานอล 

95%
แอลกอฮอล 

บิวทานอล 

 

80% 
แอลกอฮอล 

70% 
แอลกอฮอล 

90%
แอลกอฮอล 

ขั้นตอนละ 5 นาที 

Eosin 95%
แอลกอฮอล 

30 นาที 

37oC 5 ชั่วโมง 

4 คร้ังๆ ละ 10 นาที 

37oC 3 ชั่วโมง 

4 คร้ังๆ ละ 10 นาที 

5 นาที 

สไลดถาวร 

permount 

Hematoxylin 
นํ้ากลั่น 

 
 

ภาพประกอบ 7 การทดสอบ immunohistochemistry (ดัดแปลงจากไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 235) 
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 4. การศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  หลังการ reclone เซลลไฮบริโดมาที่ผานการคัดเลือก จะยืนยันความจําเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีแตละโคลนที่ไดโดยการตรวจสอบปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดตางๆ ตาม
วิธีการในขอ 3.2.2 และตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนที่
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลตางๆ ดวยวิธี Western blotting ตามวิธีการในขอ 3.2.1  จากนั้นนําโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมาจําแนก class และ subclass ดวยวิธี sandwich ELISA และ
ตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ดวยวิธี indirect 
ELISA และทดสอบความไวในการตรวจหา A. hydrophila ดวยวิธี dot blotting ตามวิธีการที่อธิบาย
ไวดังตอไปน้ี 

 
  4.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวย
วิธี indirect ELISA 
   ตรึง A. hydrophila เขมขน 106 CFU/ml ซึ่งถูกทําใหเสียสภาพโดยใชคลื่นเสียง
ความถี่สูง (sonicate) ลงที่กนหลุมของถาด 96 หลุม (ELISA microtiter plate) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุม ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวย
สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครั้งๆ ละ 10 นาที เติมสารละลาย 5% blotto 
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบ (เจือจาง 1:20 
ในสารละลาย 5% blotto) ลงในหลุมตางๆ ของถาด 96 หลุม (ตาราง 5) ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร 4 ครั้งๆ ละ 10 นาที เติม GAM–HRP เจือจาง 1:1500 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 ชั่วโมง  ลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
4 ครั้งๆ ละ 10 นาที และครั้งสุดทายลางดวย PBS เติมสารละลายซับสเตรตซึ่งประกอบดวย       o-
phenylenediamine (OPD) 1 mg./ml., 0.006% hydrogen peroxide ใน citrate buffer เขมขน 0.1 
โมลาร pH 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เปนเวลา 5 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรดซัลฟูริก
เขมขน 1 นอรมอล ลงในทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร นําไปอานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 490 นาโนเมตร โดยใช microplate reader 
  
  4.2 การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
   จําแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ที่สรางโดยโคลน
ตางๆ ของไฮบริโดมาโดยวิธี sandwich ELISA โดยใช Zymed’s Mouse MonoAb ID Kit (HRP) 
ดังแสดงในภาพประกอบ 8 
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ตาราง 5 สวนผสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ซึ่งใชในการตรวจสอบอิพิโทปของ 
      แอนติเจน (MAbs = monoclonal antibodies, AH = A. hydrophila) 
 

MAbs AH 
1 

AH 
2 

AH 
3 

AH 
4 

AH 
5 

AH 
6 

AH 
7 

AH 
8 

AH 
9 

AH 
10 

AH 
11 

AH 
1 

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

AH 
2 

 2+2 2+3 2+4 2+5 2+6 2+7 2+8 2+9 2+10 2+11 

AH 
3 

  3+3 3+4 3+5 3+6 3+7 3+8 3+9 3+10 3+11 

AH 
4 

   4+4 4+5 4+6 4+7 4+8 4+9 4+10 4+11 

AH 
5 

    5+5 5+6 5+7 5+8 5+9 5+10 5+11 

AH 
6 

     6+6 6+7 6+8 6+9 6+10 6+11 

AH 
7 

      7+7 7+8 7+9 7+10 7+11 

AH 
8 

       8+8 8+9 8+10 8+11 

AH 
9 

        9+9 9+10 9+11 

AH 
10 

         10+10 10+11 

AH 
11 

          11+11 

 
  4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา A. 
hydrophila โดยวิธี dot blotting 
   นํา A. hydrophila ทั้งในรูปแบบคงสภาพและเสียสภาพ เขมขน 109 CFU/ml มา
ทําเจือจางแบบ serial dilution ดวย PBS แบบ ten fold dilution แลวนําไปหยดลงบนแผนไนโตร
เซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แชในสารละลาย 5% 
blotto เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากแตละไฮบริโดมา
โคลนที่ตองการทดสอบ เปนเวลา 5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย PBS 4 ครั้ง นําไปบมใน GAM-
HRP เจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 
ลางดวย PBS 4 ครั้ง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบ ดวย 0.03% DAB, 0.006% 
hydrogen peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS ตรวจดูระดับความเขมขนของเซลลที่
ต่ําที่สุดที่สามารถทําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีซึ่งสามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา 
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GAM-IgG 1:50, 50 μl ตอหลุม 
                       4OC ขามคืน 

ลาง 
                                             0.5% Blotto 4 ครั้งๆ ละ 10 นาที 

MAb 1:50, 50 μl ตอหลุม 

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

0.5% Blotto 4 ครั้งๆ ละ 10 นาที 

OD 490 nm 

 
 
 

 
                                                                      

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 

            

            

            

            

            

            

            

            

                                                                                                                  ลาง 
4 ชั่วโมง 

 
 

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

RAM-IgG 1:50, 50 μl ตอหลุม 
 
                

 
 
 
 

IgG1 
IgG2a 
IgG2b 
IgG3 
IgA 
IgM 
Kappa 
Lambda 

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 

            

            

            

            

            

            

            

            

 
 
  
 
 
 
 

 

OPD 1mg/ml, 0.006% H2O2 ใน citrate buffer pH 4.5 100 μl ตอหลุม  

GAR-HRP 1:1500, 50 μl ตอหลุม 

4 ครั้งๆละ 10 นาที 

4 ชั่วโมง 

5 นาที 

5 นาที 

ลางดวย 0.5% Blotto 

1 N H2SO4 100 μl ตอหลุม 

ลางดวย 0.5% Blotto 
4 ครั้งๆละ 10 นาที 

1 ชั่วโมง 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 8  ไดอะแกรมการจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
(ดัดแปลงจาก Winotaphan. et al. 2005: 189-198) 
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  4.4 การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบกับเชื้อที่
เลี้ยง (pre-enrichment) ในตัวอยางปลานิล  
   นํา A. hydrophila AH7 จากที่เก็บอยูในอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มา activate 
ในอาหาร tryptic soy agar จากนั้นนําเชื้อมาผสมในสารละลาย PBS นําสารแขวนลอยเซลลนี้ไปวัด
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจางสารแขวนลอยเซลลดวย PBS ใหมีคา
ดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 (มีแบคทีเรียประมาณ 1x109 CFU/ml) นําสารแขวนลอยนี้มาเจือจางแบบ 
serial ten fold dilution ใน tryptic soy broth ที่มีเน้ือปลาผสมอยู (1:10) ใหมีความเขมขนตั้งแต  
107-1 CFU/ml โดยใชหลอดที่ไมไดมีการผสมเชื้อเปน control บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง แลวเก็บเชื้อที่บมดังกลาวมาฆาดวยความรอน (heat-killed) ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที นําเชื้อที่ไดผานการฆาดวยความรอนมาหยดลงบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แชใน
สารละลาย 5% blotto เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ตองการ เปนเวลา 5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย PBS 4 ครั้ง นําไปบมใน GAM-HRP เจือจาง
ในอัตราสวน 1 ตอ 1,500 ในสารละลาย 1% blotto เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง ลางดวย 
PBS 4 ครั้ง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบ ดวย 0.03% DAB, 0.006% hydrogen 
peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS  
 



บทที่ 4 
ผลของการทดลอง 

 
1. การปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว 
 หลังจากกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาวครั้งที่ 4 เก็บแอนติซีรัมจากหนูทั้ง 4 ตัวแลวนํามา
ทดสอบความจําเพาะกับ A. hydrophila 4 ไอโซเลต โดยวิธี Western blotting พบวาแอนติซีรัมจาก
หนูทั้ง 4 ตัวสามารถจับกับแถบแอนติเจนของ A. hydrophila ไดเปนจํานวนมาก ซึ่งหนูตัวที่ 1 ใหผล
การตอบสนองดีที่สุด โดยพบแถบโปรตีนเปนจํานวนมากและชัดเจนกวาหนูตัวอ่ืนๆ (ภาพประกอบ 
9) ดังนั้นจึงไดนําหนูตัวที่ 1 นี้มาทําการผลิตเซลลไฮบริโดมา 
 

2. การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
 จากการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาในขั้นแรกโดยวิธี dot blotting พบวามี culture media 
ประมาณ 150 หลุม ที่ใหผลบวก จากประมาณ 3,000 หลุม โดยแตละหลุมมีโคโลนีของเซลลไฮบริโด
มาประมาณ 1-3 โคโลนี และจากการคัดเลือกในขั้นที่ 2 โดยวิธี Western blotting, immunohisto-
chemistry และจากปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่ใชในการทดสอบพบวามีไฮบริโดมา
จํานวน 37 โคลน ที่สรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสูงและแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน
ไมมาก โดยสามารถจําแนกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตามความจําเพาะออกเปน 16 กลุม (ตาราง 6 
และ ภาพประกอบ 10) 
 

3. การพิสูจนเอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 จากการทดลองสามารถแบงโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดออกเปน 16 กลุม (ตาราง 
6) ดังนี้  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมแรก ประกอบดวยแอนติบอดี 1 โคลน คือ AH200 ซึ่งมี
ความจําเพาะตอ A. hydrophila AH1 เพียงไอโซเลตเดียวเทานั้น ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ A. 
hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ (ภาพประกอบ 10) สามารถจับกับ 
LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 20-120 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดี
กลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเน้ือเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได 
(ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 3 โคลน คือ AH10-1D, 
AH21-2E และ AH24-2B ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH2 เพียงไอโซเลตเดียวเทานั้น ไม
แสดงปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ 
(ภาพประกอบ 10) แอนติบอดีกลุมน้ีไมจับกับแถบโปรตีนใดๆ ในการทดสอบดวยวิธี Western 
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blotting และไมสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry 
ได (ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ AH2-2C 
ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH3 เพียงไอโซเลตเดียวเทานั้น ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ          
A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ
โปรตีนซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 50 และ 55 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุมน้ีไมสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเน้ือเยื่อโดยวิธี immunohisto-
chemistry ได (ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 4 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 4 โคลน คือ AH12-1F, 
AH13-7E, AH14-11C และ AH25-5G ซึ่งจับกับ A. hydrophila AH3 และแสดงปฏิกิริยาขามกับ   
A. sobria AS5, A. sobria AS7 และ A. caviae AC1 (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ LPS ที่มี
น้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 30-70 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้
สามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได 
(ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 5 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 4 โคลน คือ AH207, 
AH3-5G, AH20-5G และ AH20-6E ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. hydrophila 2 ไอโซเลต คือ AH4 และ 
AH6 จากทั้งหมด 12 ไอโซเลตที่ใชในการทดสอบ (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลอยูในชวง 20-70 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใช
ตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 3 โคลน คือ AH8-3G, 
AH14-8G และ AH18-11F ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH7 เพียงไอโซเลตเดียวเทานั้น ไม
แสดงปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ (ภาพ 
ประกอบ 10) โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 30-120 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเน้ือเยื่อโดยวิธี 
immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 7 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 2 โคลน คือ AH12-2A 
และ AH16-5A ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH8 เพียงไอโซเลตเดียวเทานั้น ไมแสดง
ปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ (ภาพประกอบ 
10) โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 35-55 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโน
โคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเน้ือเยื่อโดยวิธี 
immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 8 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ AH159 ซึ่ง
จับกับ A. hydrophila 8 ไอโซเลต จากทั้งหมด 12 ไอโซเลต ที่ใชในการทดสอบคือ A. hydrophila 
AH1, AH3, AH4, AH5, AH6, AH8, AH9 และ AH10 และแสดงปฏิกิริยาขามกับ A. caviae AC6 
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(ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 10-70 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 
11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี 
immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 12) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 9 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ AH129 ซึ่ง
มีความจําเพาะคลายกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 8 คือจับกับ A. hydrophila 8 ไอโซเลต จาก
ทั้งหมด 12 ไอโซเลต ที่ใชในการทดสอบคือ A. hydrophila AH1, AH3, AH4, AH5, AH6, AH8, 
AH9 และ AH10 แสดงปฏิกิริยาขามกับ A. caviae AC3 และ AC6 (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ 
LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 10-70 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดี
กลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเน้ือเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได 
(ภาพประกอบ 13) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 10 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 5 โคลน คือ AH38, 
AH252, AH366, AH4-8H และ AH17-3E ซึ่งจับกับ A. hydrophila 2 ไอโซเลต จากทั้งหมด 12 ไอ
โซเลต ที่ใชในการทดสอบคือ A. hydrophila AH5 และ AH9 และแสดงปฏิกิริยาขามกับ A. sobria 
AS1 และ A. caviae AC3 (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 35-60 
กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้สามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. 
hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 13) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 11 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 3 โคลน คือ AH1-8D, 
AH2-1A และ AH3-12E ซึ่งจับกับ A. hydrophila 3 ไอโซเลต จากทั้งหมด 12 ไอโซเลต ที่ใชในการ
ทดสอบคือ A. hydrophila AH5, AH8 และ AH9 (ภาพประกอบ 10) แสดงปฏิกิริยาขามกับ            
A. sobria AS1 และ A. caviae AC3 โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 30-60 กิโลดาล
ตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ใน
เน้ือเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 13) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 12 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 3 โคลน คือ AH1-4G, 
AH1-5A และ AH3-4D ซึ่งจับกับ A. hydrophila 4 ไอโซเลต จากทั้งหมด 12 ไอโซเลต ที่ใชในการ
ทดสอบคือ A. hydrophila AH2, AH5, AH8 และ AH9 แสดงปฏิกิริยาขามกับ A. sobria AS1 และ 
A. caviae AC3 (ภาพประกอบ 10) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ      
A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได และแอนติบอดีกลุมน้ีไมจับกับแถบ
โปรตีนใดๆ ในการทดสอบดวยวิธี Western blotting (ภาพประกอบ 13) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 13 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ AH413 มี
ความจําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ทุกสปชีสที่ใชทดสอบ ยกเวน A. hydrophila AH2, 
AH11, A. sobria AS4 และ A. jandaei (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับ LPS ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยู
ในชวง 10-70 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการ
ติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 13) 
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 14 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ AH3-9C 
มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ทุกสปชีสที่ใชทดสอบดวย affinity ตางกัน 
(ภาพประกอบ 10) โดยจับกับโปรตีนซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 30 และ 35 กิโลดาลตัน 
(ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีสามารถใชตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ใน
เน้ือเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 13) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 15 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ AH396 มี
ความจําเพาะคลายกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 14 สามารถจับกับแบคทีเรียในจีนัส 
Aeromonas ทุกสปชีสที่ใชทดสอบ (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับโปรตีนซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 10 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) แตโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีไมสามารถใชตรวจ
การติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 13) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 16 ประกอบดวยแอนติบอดีจํานวน 3 โคลน คือ AH2-2G, 
AH12-10E และ AH19-9A มีความจําเพาะคลายกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 15 สามารถจับ
กับแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ทุกสปชีสที่ใชทดสอบ แตเกิดปฏิกิริยาขามกับ Photobacterium 
damselae damselae เล็กนอยดวย (ภาพประกอบ 10) โดยจับกับโปรตีนซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 10 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 11) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมน้ีไมสามารถใชตรวจการ
ติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry ได (ภาพประกอบ 13) 
 

4. การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี 
indirect ELISA 

 จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา คาการ
ดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีในกลุมที่ 2 (AH10-1D, AH21-2E และ 
AH24-2B) กลุมที่ 4 (AH12-1F, AH13-7E, AH14-11C และ AH25-5G) กลุมที่ 6 (AH8-3G,  
AH14-8G และ AH18-11F) กลุมที่ 7 (AH12-2A และ AH16-5A) กลุมที่ 10 (AH38, AH252, 
AH366, AH4-8H และ AH17-3E) กลุมที่ 12 (AH1-4G, AH1-5A และ AH3-4D) และกลุมที่ 16 
(AH2-2G, AH12-10E และ AH19-9A) ซึ่งนําแอนติบอดีในกลุมเดียวกันมาผสมรวมกัน (combine) 
พบวาไมมีการเพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีซึ่งไมไดนําแอนติบอดี
อ่ืนที่อยูในกลุมเดียวกันมาผสมรวมกัน (ตาราง 7, 8, 9 และ 10) ซึ่งแสดงใหเห็นวาแอนติบอดีใน
กลุมเดียวกันน้ีจับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่ตําแหนงเดียวกันหรือคาบเกี่ยวกัน ในขณะที่คาการ
ดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีในกลุมที่ 5 (AH207, AH3-5G, AH20-5G 
และ AH20-6E) นั้นเม่ือเทียบในระหวางกลุมเดียวกันแลวพบวาแอนติบอดี AH207 ใหคาการดูดกลนื
แสงที่สูงกวาแอนติบอดี AH3-5G, AH20-5G และ AH20-6E และเม่ือนําแอนติบอดี AH207 มาผสม
รวมกับแอนติบอดี AH3-5G และ AH20-5G พบวาคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยามีคาเพิ่มสูงขึ้น 
(ตาราง 8) ซึ่งแสดงใหเห็นวาแอนติบอดี AH207 นี้จับกับอิพิโทปของแอนติเจนในตําแหนงที่ตางจาก
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การจับโดยแอนติบอดี AH3-5G และ AH20-5G สวนคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีในกลุมที่ 11 (AH1-8D, AH2-1A และ AH3-12E) นั้นพบวาเมื่อนํา
แอนติบอดี AH3-12E มาผสมรวมกับแอนติบอดี AH1-8D และ AH2-1A พบวาคาการดูดกลืนแสง
ของปฏิกิริยามีคาเพิ่มสูงขึ้น (ตาราง 9) เชนเดียวกันกับแอนติบอดี AH207 ในกลุมที่ 5 แสดงใหวา
แอนติบอดี AH3-12E นี้จับกับอิพิโทปของแอนติเจนในตําแหนงที่ตางจากการจับโดยแอนติบอดี 
AH1-8D และ AH2-1A 
 

5. การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 16 กลุมที่ผลิตไดมี class และ subclass เปน IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3 และ IgM (ตาราง 6) 
 

6.การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา A. hydrophila 
โดยวธิี dot blotting 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถใชในการตรวจหา A. hydrophila โดยวิธี dot 
blotting ดวยความไวในระดับที่แตกตางกันตั้งแต 107 ถึง 105 CFU/ml. ซึ่งพบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีในกลุมที่ 1 มีความไวในการตรวจสูงที่สุดคือที่ 1×105 CFU/ml. (ตาราง 6 และ
ภาพประกอบ 14) 
 

7. การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบกับเชื้อที่เล้ียง 
(pre-enrichment) ในตัวอยางปลานิล  
 หลังจากการบม A. hydrophila AH7 ในตัวอยางปลานิลได 3 ชั่วโมง พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดี AH8-3G ซึ่งมีความจําเพาะกับ A. hydrophila AH7 สามารถตรวจจับ A. hydrophila 
AH7 ไดที่ความเขมขนต่ําสุดประมาณ 1 CFU/ml (ภาพประกอบ 15A) ทดสอบกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดี AH396 ซึ่งมีความจําเพาะกับแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas นั้น จะสามารถตรวจจับ
แบคทีเรียไดที่ความเขมขนต่ําสุดประมาณ 10 CFU/ml (ภาพประกอบ 15B) หลังจากบมตัวอยาง
ตั้งแต 6 ชั่วโมงเปนตนไป โมโนโคลนอลแอนติบอดี AH396 จะสามารถตรวจจับ A. hydrophila ไดที่
ความเขมขนต่ําสุดประมาณ 1 CFU/ml และสามารถตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ที่ปะปน
ในเนื้อเยื่อปลาไดดวย 
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ภาพประกอบ 9 การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมจากหนูขาวทั้ง 4 ตวั ดวยวธิี Western 

blotting โดยนํา A. hydrophila AH2, AH3, AH4 และ AH5 มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวยาย
โปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส นําไปบมกับ mouse-anti A. hydrophila antiserum 
จากหนูขาวแตละตวั (1-4) 
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ตาราง 6 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีซึ่งทดสอบดวยวิธี dot blotting, Western 
blotting และ immunohistochemistry (IHC) 

 
Group MAb Class 

subclass 
Sensitivity: 
dot blotting 

(CFU/ml) 

Antigen: 
Western 

blotting (kDa) 

IHC Bacterial 
Specificity  

(Dot blotting) 
1 AH200 IgG2b 105 20-120 +++ AH1 
2 AH10-1D, 21-2E, 

24-2B  
IgM 

 
107 

 
- - AH2 

3 AH2-2C IgG1 107 50, 55 - AH3 
4 AH12-1F, 13-7E 

AH14-11C, 25-5G   
IgG3

IgM 
106 

106
30-70 +++ 

+++ 
AH3, AS5, AS7, 

AC1 
5 AH207 

AH3-5G, 20-5G 
AH20-6E 

IgG2a

IgM 
IgM 

105 

105 

106

20-70 
 

+ 
+++ 
+++ 

AH4, 6 

6 AH8-3G 
AH14-8G 
AH18-11F 

IgG2a

IgG1

IgM 

105 

106 

106

30-120 +++ 
+++ 
+ 

AH7 

7 AH12-2A, 16-5A IgM 107 35-55 +++ AH8 
8 AH159 IgG2b 106 10-70 +++ AH1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 

10, AC6 
9 AH129 IgG2a 106 10-70 +++ AH1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 

10, AC3, 6 
10 AH38 

AH252, 366 
AH4-8H, 17-3E 

IgG2a  
IgG1

IgM 

105 

105 

107

35-60 ++ 
++ 
++ 

AH5, 9, AS1, AC3 

11 AH1-8D, 2-1A 
AH3-12E 

IgM 
IgM 

106 

107
30-60 

 
+ 
+ 

AH5, 8, 9, AS1, AC3 

12 AH1-4G, 1-5A,  
3-4D 

IgM 107 - + AH2, 5, 8, 9, AS1, 
AC3 

13 AH413 IgG2a 106 10-70 +++ AH, AS, AC, AV, 
Except AH2, 11, 

AS4, AJ 
14 AH3-9C IgG2b 107 30, 35 + AH, AC, AS, AJ, AV 
15 AH396 IgG2a 106 10 - AH, AC, AS, AJ, AV 
16 AH2-2G, 12-10E 

AH19-9A 
IgG2a  
IgM 

106

106
10 
 

- AH, AC, AS, AJ, AV 
P. damselae (+) 

 
 
 
 
 
 
 
 

P. damselae = Photobacterium damselae damselae 
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ภาพประกอบ 10 การทดสอบปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน

กลุมตางๆ (1-16) ดวยวิธี dot blotting โดยหยดแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ทําใหตายดวยความรอน
ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และนําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตัวแทนจากกลุมตางๆ ไดแก (1) AH200, (2) AH10-1D, (3) AH2-2C, (4) AH25-5G, (5) 
AH207, (6) AH8-3G, (7) AH12-2A, (8) AH159, (9) AH129, (10) AH17-3E, (11) AH2-1A, 
(12) AH1-5A, (13) AH413, (14) AH3-9C, (15) AH396 และ (16) AH2-2G ซึ่งแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบมีดังนี ้
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แถวที่ 1: A. hydrophila (a) AH1; (b) AH2; (c) AH3; (d) AH4; (e) AH5 
แถวที่ 2: A. hydrophila (a) AH6; (b) AH7; (c) AH8; (d) A. sobria AS1; (e) A. sobria AS2 
แถวที่ 3: A. sobria (a) AS3; (b) AS4; (c) AS5; (d) AS6; (e) A. caviae AC1 
แถวที่ 4: A. caviae (a) AC2; (b) AC3; (c) AC4; (d) AC5; (e) A. veronii 
แถวที่ 5: (a) A. jandaei; (b) Plesiomonas shigelloides 22107; (c) P. shigelloides 22108; 
 (d) P. shigelloides 22109; (e) V. cholera 
แถวที่ 6: (a) V. alginolyticus; (b) V.  fluvialis; (c) V. harveyi; (d) V. mimicus; 
 (e) V. parahaemolyticus 
แถวที่ 7: (a) V. campbellii; (b) V. ordalii; (c) V. penaecida; (d) V. vulnificus; 
 (e) Photobacterium damselae damselae 
แถวที่ 8: (a) Photobacterium damselae piscicida; (b) Salmonella Typhi; 
 (c) Salmonella Enteritidis; (d) Escherichia coli; (e) Enterobacter cloacae 
แถวที่ 9: (a) Shigella flexneri; (b) Pseudomonas aeruginosa; (c) Proteus vulgaris; 
 (d) A. hydrophila AH9; (e) AH10 
แถวที่ 10: A. hydrophila (a) AH11; (b) AH12; (c) A. sobria AS7; (d) A. sobria AS8;  
 (e) A. sobria AS9 
แถวที่ 11: (a) A. sobria AS10; (b) A. caviae AC6; (c) AC7; (d) AC8; (e) AC9 
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ภาพประกอบ 11 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี Western blotting 
โดยนํา A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ ไดแก a = AH1, b = AH2, c = AH3, d = AH3, e = 
AH6, f = AH7, g = AH8, h = AH1, i = AH1, j = AH5, k = AH8, l = AH5, m = AH1, n = 
AH5, o = AH1 และ p = AH1 มาแยกดวยกระแสไฟฟา (SDS-PAGE) แลวนําโปรตีนจากเจล
ยายลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมตางๆ ไดแก (1) 
AH200 (2) AH10-1D (3) AH2-2C (4) AH25-5G (5) AH207 (6) AH8-3G (7) AH12-2A (8) 
AH159 (9) AH129 (10) AH17-3E (11) AH2-1A (12) AH1-5A (13) AH413 (14) AH3-9C 
(15) AH396 และ (16) AH2-2G  LMW = โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลต่ํา A = A. 
hydrophila AH1 แยกดวยกระแสไฟฟา (SDS-PAGE) แลวยอมดวยสี Coomassie brilliant 
blue 
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b a 

b b 

 

b b 

c b 

 
ภาพประกอบ 12 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี immunohisto-

chemistry ในเน้ือเยื่อสวนตางๆ ของปลานิล (a) ลําไส (b) กลามเนื้อ และ (c) เหงือก ซึ่งถูกชัก
นําใหเกิดการติดเชื้อ A. hydrophila ดวยวิธีการฉีด โดยนําตัวอยางเนื้อเยื่อไปบมกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในกลุมตางๆ และนําไปยอมทับดวยสีอีโอซิน (1) AH200 (2) AH10-1D (3) 
AH2-2C (4) AH25-5G (5) AH20-5G (6) AH8-3G (7) AH12-2A และ (8) AH159 



49 
 

 

a b 

b b 

 

a a 

a a 

 
ภาพประกอบ 13 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี immunohisto-

chemistry ในเน้ือเยื่อสวนตางๆ ของปลานิล (a) ลําไส และ (b) กลามเนื้อ ซึ่งถูกชักนําใหเกิด
การติดเชื้อ A. hydrophila ดวยวิธีการฉีด โดยนําตัวอยางเน้ือเยื่อไปบมกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีในกลุมตางๆ และนําไปยอมทับดวยสีอีโอซิน (9) AH129 (10) AH17-3E (11) AH2-
1A (12) AH1-5A (13) AH413 (14) AH3-9C (15) AH396 และ (16) AH2-2G 
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ภาพประกอบ 14 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา A. hydrophila 
ดวยวิธี dot blotting โดยหยด A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ ไดแก a = AH1, b = AH2, c = 
AH3, d = AH3, e = AH6, f = AH7, g = AH8, h = AH1, i = AH1, j = AH5, k = AH5, l = 
AH5, m = AH5, n = AH1 o = AH5 และ p = AH1 ที่ความเขมขนตางๆ กันตั้งแต 1×109 
CFU/ml. จนถึง 10 CFU/ml. ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และนําไปบมกับโม
โนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุมตางๆ (1-16) ความเขมขนของแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบมี
ดังนี้ 

 
  แถว A : 1×109  CFU/ml.  แถว F : 1×104   CFU/ml. 
  แถว B : 1×108  CFU/ml.  แถว G : 1×103   CFU/ml. 
  แถว C : 1×107  CFU/ml.  แถว H : 1×102   CFU/ml. 
  แถว D : 1×106  CFU/ml.  แถว I  : 1×101   CFU/ml.  
  แถว E : 1×105  CFU/ml. 



51 
 

ตาราง 7 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ในกลุมที่ 
1, 2, 3 และ 4 โดยวิธี indirect ELISA 

 
 กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 กลุมที่ 4 

MAbs  AH 
200 

AH 
10-1D 

AH 
21-2E 

AH 
24-2B 

AH 
2-2C 

AH 
12-1F 

AH 
13-7E 

AH 
14-11C 

AH 
25-5G 

AH 
200 

0.749         

AH 
10-1D 

 0.3841 0.393 0.470      

AH 
21-2E 

  0.4071 0.468      

AH 
24-2B 

   0.4951      

AH 
2-2C 

    0.449     

AH 
12-1F 

     0.9261 0.930 0.893 0.913 

AH 
13-7E 

      0.9391 0.949 0.902 

AH 
14-11C 

       0.7511 0.764 

AH 
25-5G 

        0.7461

 
1 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมเดียวกันที่มีตัวเลขเหมือนกันหมายถึงมีการจับกับอิพิโทปของ
แอนติเจนบริเวณเดียวกัน 
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ตาราง 8 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ในกลุมที่ 
5, 6, และ 7 โดยวิธี indirect ELISA 

 
 กลุมที่ 7 

MAbs  AH 
207 

AH 
3-5G 

AH 
20-5G 

AH 
20-6E 

AH 
8-3G 

AH 
14-8G 

AH 
18-11F 

AH 
12-2A 

AH 
19-9A 

AH 
207 

0.8291 0.887 0.918 0.721      

AH 
3-5G 

 0.7452 0.724 0.706      

AH 
20-5G 

  0.7532 0.691      

AH 
20-6E  

   0.3582      

AH 
8-3G 

    1.0341 1.034 1.032   

AH 
14-8G 

     0.9051 0.906   

AH 
18-11F 

      0.7121   

AH 
12-2A 

       0.4851 0.710 

AH 
19-9A 

        0.7861

 

กลุมที่ 6 กลุมที่ 5 

1, 2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมเดียวกันที่มีตัวเลขเหมือนกันหมายถึงมีการจับกับอิพิโทปของ
แอนติเจนบริเวณเดียวกัน หากตัวเลขตางกันหมายถึงมีการจับกับอิพิโทปของแอนติเจนบริเวณ
ตางกัน 
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ตาราง 9 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ในกลุมที่ 
8, 9, 10 และ 11 โดยวิธี indirect ELISA 

 
กลุมที่ 8 กลุมที่ 9 กลุมที่ 10 กลุมที่ 11    

MAbs  AH 
159 

AH 
129 

AH 
38 

AH 
252 

AH 
366 

AH 
4-8H 

AH 
17-3E 

AH 
1-8D 

AH 
2-1A 

AH 
3-12E 

AH 
159 

0.751          

AH 
129 

 0.748         

AH 
38 

  0.9641 0.936 0.976 0.875 0.966    

AH 
252 

   0.8791 0.870 0.772 0.871    

AH 
366 

    0.9451 0.830 0.885    

AH 
4-8H 

     0.4641 0.659    

AH 
17-3E 

      0.7761    

AH 
1-8D 

       0.5951 0.595 0.656 

AH 
2-1A 

        0.6131 0.641 

AH 
3-12E 

         0.6062

 
1, 2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมเดียวกันที่มีตัวเลขเหมือนกันหมายถึงมีการจับกับอิพิโทปของ
แอนติเจนบริเวณเดียวกัน หากตัวเลขตางกันหมายถึงมีการจับกับอิพิโทปของแอนติเจนบริเวณ
ตางกัน 
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ตาราง 10 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ในกลุม
ที่ 12, 13, 14, 15 และ 16 โดยวิธี indirect ELISA  

 
 

MAbs  AH 
1-4G 

AH 
1-5A 

AH 
3-4D 

AH 
413 

AH 
3-9C 

AH 
396 

AH 
2-2G 

AH 
12-10E 

AH 
19-9A 

กลุมที่ 12 กลุมที่ 15 กลุมที่ 16 กลุมที่ 13 กลุมที่ 14 

AH 
1-4G 

0.4781 0.501 0.447       

AH 
1-5A 

 0.5211 0.515       

AH 
3-4D 

  0.3921       

AH 
413 

   0.288      

AH 
3-9C 

    0.433     

AH 
396 

     0.745    

AH 
2-2G 

      0.8941 0.986 0.910 

AH 
12-10E 

       0.9891 0.945 

AH 
19-9A 

        0.9081

 
1 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมเดียวกันที่มีตัวเลขเหมือนกันหมายถึงมีการจับกับอิพิโทปของ
แอนติเจนบริเวณเดียวกัน  
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ภาพประกอบ 15 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี dot blotting หลังจากบม 
A. hydrophila AH7 ความเขมขนตางๆ ในเน้ือเยื่อปลานิลบดผสมกับ tryptic soy broth ที่เวลา 
(h) ตางๆ (C = control; ไมไดมีการผสมเชื้อลงใน tryptic soy broth) และนํามาทดสอบกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดี (A) AH8-3G ซึ่งมีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH7 และ (B) AH396 ซึ่ง
มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas 

 



บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
 จากการตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมที่เก็บไดจากหนูขาวทั้ง 4 ตัวพบวาหนูขาว
ทั้ง 4 ตัวน้ันใหการตอบสนองตอแอนติเจน (A. hydrophila) แตกตางกันออกไป เน่ืองจากแอนติเจน
ที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาวนี้นั้นมีอิพิโทปเปนจํานวนมาก จึงทําใหบี-เซลลตรวจจับแต
ละอิพิโทปของแอนติเจน และเปนผลใหมีการกระตุนการตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีหลาย
ชนิดปะปนอยูในซีรัม ซึ่งซีรัมที่ไดจากหนูแตละตัวน้ันสามารถจับกับอิพิโทปของแอนติเจนได
หลากหลาย เม่ือตรวจดูปฏิกิริยาระหวางแอนติซีรัมและแถบโปรตีนตางๆ ของ A. hydrophila จาก
หนูขาวทั้ง 4 ตัวจะสังเกตพบแถบของแอนติเจนบางแถบซึ่งมีปรากฏใหเห็นแตในแตละไอโซเลต
เทานั้นโดยที่ไมมีปรากฏใหเห็นในไอโซเลตอื่น ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวางไอโซเลต
ของ A. hydrophila นอกจากนี้ยังสังเกตพบแถบของแอนติเจนบางแถบซึ่งมีปรากฏใหเห็นใน A. 
hydrophila ทุกไอโซเลต ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียที่มีความใกลชิดกันเหลานี้มีแอนติเจนชนิด
เดียวกันรวมกันอยู โดยหนูขาวตัวที่ 1 นั้นใหการตอบสนองที่ดีที่สุดเนื่องจากมีความเขมของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมากที่สุดในบรรดาหนูขาวทั้ง 4 ตัว ดังน้ันในการทดลองนี้จึงไดนําหนูขาวตัวที่ 1 
มาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา โดยคาดวาจะทําใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถจําแนก 
A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ ออกจากกัน จําแนก A. hydrophila ออกจากแบคทีเรียในจีนัส 
Aeromonas และจําแนกแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ออกจากแบคทีเรียจีนัสอ่ืนได 
 จากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวาสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีได
ทั้งหมด 37 โคลน แบงออกไดเปน 16 กลุมตามความจําเพาะ โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1, 2, 
3, 6 และ 7 มีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH1, AH2, AH3, AH7 และ AH8 ตามลําดับ โดยไม
จับกับ A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ ซึ่งแสดงใหเห็นวา A. 
hydrophila AH1, AH2, AH3, AH7 และ AH8 นั้นมีความแตกตางกันในแตละไอโซเลต ซึ่งโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 1, 2, 3, 6 และ 7 นี้ สามารถแยกความแตกตางของ A. hydrophila ได 
ดังน้ันจึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1, 2, 3, 6 และ 7 ไปใชในการจําแนก A. 
hydrophila AH1, AH2, AH3, AH7 และ AH8 ออกจาก A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนได  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 5 มีความจําเพาะตอ A. hydrophila AH4 และ AH6 โดย
ไมจับกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใชในการทดสอบ ซึ่งแสดงใหเห็นวาแอนติบอดีกลุมน้ีมีความจําเพาะตอ
แอนติเจนที่มีอยูรวมกันเฉพาะใน A. hydrophila AH4 และ AH6 เทานั้น และสามารถใชแอนติบอดี
กลุมน้ีจําแนก A. hydrophila AH4 และ AH6 ออกจาก A. hydrophila ไอโซเลตอ่ืนและแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนได  
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 14 และ 15 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส 
Aeromonas ทุกไอโซเลตที่ใชในการทดสอบ แตในการทดสอบดวยวิธี Western blotting พบวาโม
โนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 14 จับกับแถบแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 30 และ 35 
กิโลดาลตัน ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 15 จับกับแถบของแอนติเจนที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตัน เปนไปไดวาอิพิโทปที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองกลุม
นี้เปนอิพิโทปของแอนติเจนที่มีอยูในทุกสปชีสของแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 16 มีความจําเพาะคลายกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน
กลุมที่ 15 คือมีความจําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ทุกไอโซเลตที่ใชในการทดสอบ และ
จับกับแถบของแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตัน เชนเดียวกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีในกลุมที่ 15 แตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 16 นั้นแสดงปฏิกิริยาขามอยางออน
กับ Photobacterium damselae damselae ชี้ใหเห็นวา Photobacterium damselae damselae 
มีอิพิโทปของแอนติเจนที่มีอยูรวมกันในแบคทีเรียจีนัส Aeromonas  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 4, 8, 9, 10, 11 และ 12 มีความจําเพาะตอ A. 
hydrophila บางไอโซเลตและแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas คือ A.sobria และ 
A. caviae ชี้ใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมน้ีจับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่มีอยูรวมกันใน
แบคทีเรียจีนัส Aeromonas  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 13 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas 
ทุกไอโซเลตที่ใชในการทดสอบยกเวน A. hydrophila AH2, AH11, A. sobria AS4 และ A. jandaei 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมน้ีจึงแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของแบคทีเรียที่อยูในจีนัสเดียวกัน 
ปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น เปนปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียในกลุมที่ใกลเคียงกัน
จึงเปนไปไดวาแอนติบอดีในกลุมที่แสดงปฏิกิริยาขาม อาจไปทําปฏิกิริยากับแอนติเจนซึ่งมีอยู
รวมกันในแบคทีเรียเหลานี้ ปฏิกิริยาขามนี้สามารถเกิดขึ้นไดในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดัง
การทดลองของ Prahkarnkaeo และคนอื่นๆ (2005) ซึ่งผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 
A. hydrophila 1234 พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 ที่ผลิตไดแสดงปฏิกิริยาขามกับ A. 
sobria และ A. caviae เชนเดียวกับ Phianphak และคนอื่นๆ (2005) ซึ่งผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอ V. harveyi ก็พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมที่ผลิตได ทําปฏิกิริยาขามกับ A. 
hydrophila ไดดวยเชนกัน 
 ในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมตางๆ พบวา
โมโนโคลแอนติบอดี AH207 ในกลุม 5 จับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่แตกตางไปจากแอนติบอดีใน
กลุมเดียวกัน เน่ืองจากคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเม่ือนําแอนติบอดีในกลุมน้ีมาผสม
กันมีคาเพิ่มขึ้น เชนเดียวกับโมโนโคลแอนติบอดี AH3-12E ในกลุมที่ 11 ที่คาการดูดกลืนแสงของ
ปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นเม่ือนําแอนติบอดีในกลุมน้ีมาผสมกัน แสดงใหเห็นวาโมโนโคลแอนติบอดี AH3-12E 
จับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่แตกตางไปจากแอนติบอดีในกลุมเดียวกัน 
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทุกกลุม สามารถตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ใน
เน้ือเยื่อปลานิลโดยวิธี immunohistochemistry ได ยกเวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2, 3, 15 
และ 16 ที่ไมสามารถตรวจการติดเชื้อโดยวิธี immunohistochemistry ได แตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี AH3-5G, AH20-5G และ AH20-6E ในกลุมที่ 5 ที่สามารถตรวจการติดเชื้อโดยวิธี 
immunohistochemistry ไดดีกวา AH207 ในกลุมเดียวกัน เน่ืองจากมี class ของอิมมูโนโกลบูลิน
เปนแบบ IgM ซึ่งจะมีแรงจับรวมของแอนติบอดี (antibody avidity) สูงกวา AH207 ซึ่งมี class และ 
subclass เปน IgG2a ซึ่ง IgM นั้นจะมีลักษณะโมเลกุลเปนแบบ pentamer มีบริเวณที่จับกับ
แอนติเจน 10 ตําแหนงอยูรอบๆ นอก จํานวนตําแหนงที่จับแอนติเจนมากกวาทําให IgM สามารถ
จับกับแอนติเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 86,143) แตแอนติบอดี AH18-
11F ในกลุมที่ 6 ซึ่งมี class เปน IgM สามารถตรวจการติดเชื้อในเนื้อเยื่อไดนอยกวาแอนติบอดี 
AH8-3G และ AH14-8G ที่อยูในกลุมเดียวกันซ่ึงมี class และ subclass เปน IgG2a และ IgG1 นั้น
อาจเน่ืองมาจากกระบวนการในวิธี immunohistochemistry เน้ือเยื่อตองผานการทําใหคงรูปดวย 
ฟอรมาลิน และ แอลกอฮอล จึงทําใหแอนติบอดีที่มี class เปน IgM ซึ่งมีขนาดโมเลกุลใหญนั้น ไม
สามารถเขาไปจับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่มีขนาดเล็กและหนาแนนภายในเซลลที่ถูกทําใหคงรูป
ไดดีนัก 
 จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบกับเชื้อที่เลี้ยง (pre-
enrichment) ในตัวอยางปลานิลที่ถูกชักนําใหติดเชื้อ A. hydrophila AH7 นั้น พบวาสามารถใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดี AH8-3G ซึ่งมีความจําเพาะกับ A. hydrophila AH7 ตรวจจับ A. hydrophila 
AH7 ไดที่ความเขมขนต่ําสุดประมาณ 1 CFU/ml. เม่ือบมเชื้อไป 3 ชั่วโมง และพบวาในเนื้อเยื่อปลา
นิลที่นํามาทําการทดลองนั้น มีแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ปะปนอยูดวย  จากการทดสอบโดยโม
โนโคลนอลแอนติบอดี AH396 ซึ่งมีความจําเพาะกับแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas เม่ือบมเชื้อตั้งแต 
6 ชั่วโมงเปนตนไป จะปรากฏผลบวกในกลุมควบคุม ที่ไมมีการผสมเชื้อลงในอาหาร แสดงใหเห็นวา
ปลาในธรรมชาติมีแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas อาศัยอยูกอนแลว ซึ่งจะเห็นไดวาสามารถใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas ไดดวยความไว
สูงกวา 1 CFU/ml. โดยใชเวลาเพิ่มจํานวนแบคทีเรียอีกประมาณ 6 ชั่วโมง และเวลาทดสอบดวยโม
โนโคลนอลแอนติบอดีอีกประมาณ 6 ชั่วโมง สามารถพิสูจนทราบการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียใน
จีนัส Aeromonas ไดโดยตรง โดยไมตองทําการแยกเชื้อและทดสอบทางชีวเคมี ซึ่งวิธีนี้ มี
ความจําเพาะและความไวใกลเคียงกับวิธี PCR ซึ่งสามารถตรวจสอบแบคทีเรียไดประมาณ 10 
CFU/ml. (CascÓn; et al. 1996: 1167-1170) 
 จากผลการทดลองในงานวิ จัยนี้พบวาไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลายกลุมที่ มี
ความจําเพาะตอ A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila ไอโซเลต
อ่ืนและแบคทีเรียชนิดอ่ืน ไดดวยความไวสูง 105-107 CFU/ml. ทําใหสามารถใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีเหลานี้จําแนก A. hydrophila ไอโซเลตตางๆ ออกจากกันและจําแนกออกจากแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืน ไดมากกวางานวิจัยที่เคยมีการศึกษามากอนหนานี้ (Chanphong; et al. 2002: 355-360; 
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Delamare; et al. 2002: 936-940; Prahkarnkaeo. 2005) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความ
ไวสูงกวาหรือเทียบเทาที่ 106 และ 107 (Prahkarnkaeo. 2005) อีกทั้งยังไดโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแบคทีเรียในจีนัส Aeromonas จึงสามารถใชแอนติบอดีนี้จําแนกแบคทีเรียในจีนัส 
Aeromonas ออกจากแบคทีเรียจีนัสอ่ืนได และอาจใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลายๆ กลุมรวมกัน
ในการตรวจหา A. hydrophila เพ่ือใหครอบคลุมกับไอโซเลตตางๆ ของ A. hydrophila มากที่สุด  
 จากงานวิจัยนี้มีขอเสนอแนะวา ควรนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดไปตรวจหา
แบคทีเรียในตัวอยางจากแหลงตางๆ เชน ตัวอยางจากมนุษย สัตว อาหาร หรือแหลงนํ้า เพ่ือยืนยัน
ประสิทธิภาพของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) 
 ทริปโตน (Tryptone) 17.0 กรัม 

 ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone) 3.0 กรัม 

 เด็กซโตรส (Dextrose) 2.5  กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 

 ปรับ pH เปน  7.3 + 0.2 

 

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย (Tryptic soy agar) 

 ทริปโตน (Tryptone) 17.0 กรัม 

 ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone) 3.0 กรัม 

 เด็กซโตรส (Dextrose) 2.5  กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 วุนผง (Agar) 15 กรัม 

 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 

 ปรับ pH เปน  7.3 + 0.2 
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอรและสารเคม ี

 

1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 8.0 กรัม 
 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 0.2 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 1.15 กรัม 
 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 
 

2. สารละลาย Blotto เขมขน 5% 
 นมพรองมันเนย (Skimmed milk) 5.0 กรัม 
 PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 100.0 มล. 
 เมอรไธโอเลท (Merthiolate) เขมขน 1% (Sigma) 1.0 มล. 
 Triton X-100 (Sigma) 0.1 มล. 
 

3. Merthiolate เขมขน 1% 
 ไธเมอรโรซอล (Thimerosal) (Sigma) 1.0 กรัม 
 น้ํากลั่น  100.0 มล. 
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ภาคผนวก ค 

สารเคมีสําหรับใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 
1.  อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา (RPMI medium) 
 RPMI 1640 (Gibco BRL, USA) 10.4 กรัม 
 ดี-กลูโคส (D-glucose) (Sigma) 3.6 กรัม 
 แอล-กลูตามีน (L-glutamine) (Sigma) 0.2923 กรัม 
 โซเดียมไพรูเวท (C3H3O3Na) (Sigma) 1.1005 กรัม 
 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) 2.0160 กรัม 
 HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, Sigma) 
    5.5925 กรัม 
 เพนนิซิลิน จี (Penicillin G) 20,000 units 
 สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) 200 มก. 
 น้ํากลั่น (Milli Q water) 1000.0 มล. 
 กรองดวย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา 
  เซลเซียส 
 

2. อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่เสริมดวย Fetal bovine serum เขมขน 20% 

 RPMI medium (1) 80.0 มล. 
 Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia) 20.0 มล. 
  หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 
 100 x HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.0 มล. 
 

3. อาหารคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (HAT medium) 
 เม็ดเลือดแดงจากหนูเมาสเขมขน 1% ใน RPMI medium (1) 
    80.0 มล. 
 FBS  20.0 มล. 
 100 x HT supplement 1.0 มล. 
 50 X Aminopterin (Sigma) 2.0 มล. 
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4. สารละลายสําหรับหลอมรวมเซลล (Polyethylene glycol เขมขน 40%) 
 พอลิเอธิลีนไกลคอล (Polyethylene glycol) 2.0 กรัม 
 RPMI medium (1) 3.0 มล. 
 เติม RPMI (1) ลงในพอลิเอธิลีนไกลคอลที่ปราศจากเชื้อ บมในตูบมคารบอนไดออกไซด  
  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กอนนํามาใช 
 
5.  สารละลายสําหรับแชแข็งเซลลไฮบริโดมา (Dimethylsulfoxide เขมขน 12%) 
 ไดเมธิลซัลฟอกไซด (Dimethylsulfoxide) (Sigma) 12.0 มล. 
 RPMI medium (1) 88.0 มล. 
 เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํามาใช 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



72 
 

ภาคผนวก ง 
บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ  

SODIUM DODECYL SULFATE POLYACRYLAMIDE GEL 
ELECTROPHORESIS (SDS-PAGE) และ WESTERN BLOT 

 
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 
  น้ํากลั่น 200.0 มล. 
  เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 1.2 4 X Running gel buffer (tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8) 
  Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD) 36.3 กรัม 
  น้ํากลั่น 200.0 มล. 
  ปรับ pH ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขน 0.1 N 
 
 1.3 4 X Stacking gel buffer (tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8) 
  Tris  3.0 กรัม 
  น้ํากลั่น 50.0 มล. 
  ปรับ pH ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 0.1 N 
 
 1.4 SDS เขมขน 10% 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate) 50.0 กรัม 
  น้ํากลั่น 500.0 มล. 
 
 1.5 แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน10% (เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช) 
  แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 0.1 กรัม 
  น้ํากลั่น 1.0 มล. 
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 1.6 Running gel overlay 
  Tris เขมขน 0.15 โมลาร (1.2) 25.0 มล. 
  SDS เขมขน 10% (1.4) 1.0 มล. 
  น้ํากลั่น 100.0 มล. 
  
 1.7 2 X Treatment buffer 
  Tris เขมขน 0.5 โมลาร  (1.3) 2.5 มล. 
  SDS เขนขน 10% (1.4) 4.0 มล. 
  กลีเซอรอล 2.0 มล. 
  Beta-Mercaptoethanol 1.0 มล. 
  น้ํากลั่น 0.5 มล. 
 

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 มล. 
  tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร (1.2) 7.5 มล. 
  SDS เขมขน 10%(1.4) 0.3 มล. 
  น้ํากลั่น 6.75 มล. 
  แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เขมขน 10% (1.5) 150.0 ไมโครลิตร 
  N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 20.0 ไมโครลิตร 
 
 2.2 การเตรียม Stacking gel สําหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T 2.7% CBIS) 
  สารละลายโมโนเมอร (1.1) 2.66 มล. 
  tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3) 5.0 มล. 
  SDS เขมขน 10%(1.4) 0.2 มล. 
  น้ํากลั่น 12.2 มล. 
  แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% (1.5) 100.0 ไมโครลิตร 
  TEMED 10.0 ไมโครลิตร 
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ตาราง 1 สวนผสมพอลิอะคริลาไมดของ separating gel และ stacking gel 
 

Separating gel Stacking gel สวนผสม 
15% T 2.7% CBIS 4% T 2.7% CBIS

30% T 2.7% CBIS 15.0 มล. 2.66 มล. 

tris-Cl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8(1.2)   7.5 มล. - 

tris-Cl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3) - 5.0 มล. 

SDS เขมขน 10%   0.3 มล.   0.2 มล. 

น้ํากลั่น   6.75 มล. 12.2 มล. 

ผสมและใชปมสุญญากาศดึงอากาศออกจากสารละลาย 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (1.5) 150 ไมโครลติร 100 ไมโครลติร 

TEMED 20 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 

ผสมและเทอยางรวดเร็วลงในชองระหวางกระจก 

 
3. Running buffer 
 3.1 SDS-PAGE Tank buffer 
  Tris  12.0 กรัม 
  ไกลซีน 57.6 กรัม 
  SDS เขมขน 10% (1.4) 40.0 มล. 
  น้ํากลั่น 4000.0 มล. 
 

4. สารละลายยอมสีโปรตีน และลางสียอมสวนเกิน 
 4.1 สารละลายยอมสีโปรตีน (Coomassie blue) 
  4.1.1 Stain stock (สี Coomassie blue R-250 เขมขน 1%) 
   สี Coomassie blue R-250 1.0 กรัม 
   น้ํากลั่น 100.0 มล.f 
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  4.1.2  Stain 
   Stain stock (4.1.1) 50.0 มล. 
   เมธานอล 250.0 มล. 
   กรดอะซีติก 50.0 มล. 
   น้ํากลั่น 500.0 มล. 
 
 4.2  สารละลายลางสียอมสวนเกิน 
  4.2.1 สารละลายลางสียอมสวนเกิน (Destain) 1 
   เมธานอล 500.0 มล. 
   กรดอะซีติก 100.0 มล. 
   น้ํากลั่น 1000.0 มล. 
  4.2.2  สารละลายลางสียอมสวนเกิน (Destain) 2 
   เมธานอล 50.0 มล. 
   กรดอะซีติก 70.0 มล. 
   น้ํากลั่น 1000.0 มล. 
  
 วิธีการยอมและลางเจล 
  ถอดเจลจากกระจกแชในสี Coomassie blue (4.1.2) เขยาเบาๆ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 
ลางเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 1 (4.2.1) เขยาเบาๆ เปนเวลา ½-1 ชั่วโมง จนเห็นแถบ
โปรตีน จากนั้นแชเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 2 (4.2.2) จนกระทั่งสีพ้ืนใสปราศจากสี 
 

5. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma)  
 -Albumin,  bovine  serum 66 กิโลดาลตัน 
 -Ovalbumin,  chicken egg 45 กิโลดาลตัน 
 -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 
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6. Towbin transfer buffer pH 8.8 สําหรับการวิเคราะห Western blot  
 Tris   3.03 กรัม 
 ไกลซีน  14.4 กรัม 
 เมธานอล 200.0 มล. 
 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 
 กอนนําบัฟเฟอรไปใชตองนําไปแชใหเย็นจัด 
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ภาคผนวก จ 
สารเคมีสําหรับใชในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE  

ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดวย 
 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 ที่เสริมดวย 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: 202) 
 
 1) เคลือบถาดหลุม 96 หลุมดวย Goat anti-Mouse Ig (H+L) เขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 
ละลายใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 
 2) สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จํานวน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที 
 3) เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุม ลงในแตละแถวตั้งแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 
 

 

 

 

 

 4) ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 ครั้งๆ ละ 10 นาที 
 5) เติม  Rabbit anti isotype antibodies แตละชนิด (1-8) เจือจาง 1:50 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุมลงในแตละคอลัมนตั้งแตคอลัมน A-H     
                
 

 

 

 

 

 6) ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรจํานวน 4 ครั้งๆ ละ 10 นาที 
 7) เติม HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจาง 1:1500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม 
บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 8) ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 ครั้งๆ 10 นาที 
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 9) เติมสารละลาย substrate ซึ่งประกอบดวย o-phenylenediamine (OPD) 1 มก./มล. 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 
ตั้งทิ้งไว 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 1 N ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร/หลุม 
 10) อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรโดยใช microplate reader 
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ภาคผนวก ฉ 
บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ 

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 
 

1. สารละลาย Blotto เขมขน 5% 
 นมพรองมันเนย (Skimmed milk) 5.0 กรัม 
 PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 100.0 มล. 
 เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma) 1.0 มล. 
 Triton X-100 (Sigma) 0.1 มล. 
 
2. สารละลาย 0.5% Blotto  
 สารละลาย Blotto เขมขน 5% (1) 50.0 มล. 
 PBS 0.15 M pH 7.2 950.0 มล. 
 
3. Citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร pH 4.5 
 โซเดียมซิเตรท 29.41 กรัม 
 Merthiolate เขมขน 1% 10.0 มล. 
 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 
 ปรับ pH ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 N 
 
4. กรดซัลฟูริกเขมขน 1 N 
 กรดซัลฟูริก (เขมขน) 27.0 มล. 
 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 
 
5. O-Phenylenediamine (OPD) 
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ภาคผนวก ช 
บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ 

IMMUNOHISTOCHEMISTRY (IHC) 
 

1. สารละลายเคลือบสไลด (coated slide solution) 
 เจลาติน  1.0 กรัม 
 โครเมียมโพแทสเซียมซัลเฟต (CrK(SO4)2.12H2O) 0.05 กรัม 
 น้ํากลั่น  100.0 มล. 
 
2. น้ํายาคงสภาพ (Davidson’s fixative) 
 เอธิลแอลกอฮอล 95% 30.0 มล. 
 ฟอรมาลินเขมขน 100% 20.0 มล. 
 Glacial acetic acid 10.0 มล. 
 น้ํากลั่น  30.0 มล. 
 

3. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 8.0 กรัม 
 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 0.2 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 1.15 กรัม 
 น้ํากลั่น  1000.0 มล. 
 
4. สารละลาย Calf serum 10% (P1

+) 
 Calf serum 10.0 มล. 
 PBS  100.0 มล. 
 
5. สี Enrilich’s acid hematoxylin 
 สี Hematoxylin 8.0 กรัม 
 เอธิลแอลกอฮอล 95% 400.0 มล. 
 อลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต 8.0 กรัม 
 น้ํากลั่น  400.0 มล. 
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 กลีเซอรีน (Glycerine) 400.0 มล. 
 Glacial acetic acid 400.0 มล. 
 
6. สี Eosin Y 0.2% ใน 95% ethanol 
 สี Eosin Y 0.2 กรัม 
 เอธิลแอลกอฮอล 95% 100.0 มล. 
 
 การตรวจการติดเชื้อ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อดวยวธิี immunohistochemistry และวธิี 
indirect immunoperoxidase (ไพศาล สทิธิกรกุล. 2548: 233-235) 

 
1. วิธี Immunohistochemistry (IHC) 

1.1 เก็บตัวอยางปลาที่ติดเชื้อ  A. hydrophila แลวนําไปแชในนํ้ายาคงสภาพโดยใช
สารละลาย Davidson’s fixative เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.2 นํามาลางโดยใหน้ําประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชั่วโมง 
1.3 ดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ และนอรมัล

บิวทิลแอลกอฮอล ตามลําดับดังนี้ 
1.3.1 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 ครั้ง เปนเวลา 3 ชั่วโมง  
1.3.2 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 ครั้ง เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
1.3.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 2 ครั้งๆ ละ 24 ชั่วโมง 
1.3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 ครั้ง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
1.3.5 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 

1 ชั่วโมง 
1.3.6 แชในไซลีน 2 ครั้งๆ ละ 1 ชั่วโมง 
1.3.7 แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บใน

ตูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
1.3.8 แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 ครั้งๆ ละ 30 นาที 

1.4 นําเนื้อเยื่อของปลานิลที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (embed) ในพารา 
พลาสตที่อยูในบล็อกสี่เหลี่ยม 

1.5 ตัดเนื้อเยื่อที่ฝงอยูในบล็อกดวยเครื่องไมโครโตมแบบโรตารี (rotary microtome) 
ใหแตละเซคชันมีความหนา 8 ไมครอนเรียงตอกัน (serial section) เปนริบบิน 
(ribbon) 

1.6 นําเซคชัน (section) มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน 
โดยหยดน้ํากลั่นลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนั้นนํา
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แถวของเซคชันไปวางบนหยดน้ําประมาณ 3-4 เซคชันตอ 1 แถว แลวนําไปวางบน
แทนอุนสไลดที่ตั้งอุณหภูมิไวที่ 50 องศาเซลเซียส เม่ือเน้ือเยื่อแผยืดจนไมมีการ
ซอนทับของเนื้อเยื่อแลว ดูดน้ําออกซับใหแหงจะไดเน้ือเยื่อที่ติดตรึงอยูบนสไลด 
นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.7 นําสไลดที่มีเซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ (deparaffination) 
โดยวางสไลดลงบนตะกรา (slide basket) แลวนําไปจุมในโถแกวที่บรรจุไซลีน และ
ดึงนําเขาสูเน้ือเยื่อ (rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ ดังนี้  

1.7.1 แชในไซลีน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
1.7.2 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.4 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.5 แชในเอทิลแอลกอฮอล 80% 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.6 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.7 ลางดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.8 แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10% 1 ครั้ง เปนเวลา 10 นาที 
1.7.9 ลางดวยน้ํากลั่น 5 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
1.7.10 ลางดวย PBS จํานวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 

1.8 นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปม
สุญญากาศ (vacuum pump)  

 

2. วิธี Indirect immunoperoxidase  
2.1 การปองกันการจับแบบไมจําเพาะ (blocking) 

2.1.1 หยดสารละลาย P1
+ ใหคลุมแตละเซคชันดวยไมโครปเปต 

2.1.2 บมในที่ชื้นที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  
2.2 การใสแอนติบอดีตัวแรก 

2.2.1 ดูดสารละลาย P1
+ ในแตละเซคชันออก 

2.2.2 หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละเซคชัน (แอนติบอดีตัวแรกคือโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ A. hydrophila) 

2.2.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 
2.2.4 ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว 
2.2.5 แชใน PBS จํานวน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที 

2.3 การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
2.3.1 ดูด PBS ในแตละเซคชันออก 



84 
 

2.3.2 หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (goat anti-mouse horseradish peroxidase 
conjugate (GAM-HRP)) ที่เจือจาง 1:1000 ในสารละลาย P1

+ ลงในทุกเซค
ชัน 

2.3.3 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
2.3.4 ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว 
2.3.5 แชใน PBS จํานวน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที 

2.4 นําเซคชันมาทําปฏิกิริยากับ 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 
0.03% และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 0.006% ใน PBS เปนเวลา 5 นาที 

2.5 ลางเซคชันดวยน้ําประปา 5 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
 

3. การยอมเนื้อเยื่อทับดวยสีอิโอซิน 
3.1 ดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทิลแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% ครั้งละ 5 

นาที 
3.2 ยอมทับดวยสีอิโอซิน 0.02% ในเอทิลแอลกอฮอล 95% และลางสีสวนเกินออกดวย 

เอทิลแอลกอฮอล 95% 
3.3 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 ครั้ง เปนเวลา 5 นาที 
3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาที 
3.5 แชในไซลีนจํานวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
3.6 ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (mount) ดวยตัวกลางผนึก (permount)  
3.7 นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซึ่งเน้ือเยื่อที่ใหผลบวกกับแอนติบอดี

จะเห็นเปนสีน้ําตาล 
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