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Twenty-sixth monoclonal antibodies (MAbs) against Vibrio alginolyticus 14800, 

Y16 and BY2 were generated using whole cell of bacteria for immunization. They were divided 

into 13 groups according to their specificities and ability to bind the antigen ranging from 7-300 

kDa. The first two groups of MAbs were species-specific MAbs, they bound to only one strain of 

V.  alginolyticus; 14800 or Y16 but did not bind to the other V.  alginolyticus strain, they bound to 

a smear band of antigen at molecular mass ranging from 12 to 25 kDa or 135 kDa antigens. The 

third group of MAbs demonstrated broader specificity, they bound to both V. alginolyticus Y16 

and BY2, and bound to a smear band of antigen at molecular mass ranging from 7-15 kDa. The 

fourth and fifth groups of MAbs were species-specific MAbs, they recognized all three V.
alginolyticus strains and they bound to two different band of antigens at molecular mass of 10 and 

20 kDa, 300 kDa antigens, respectively. The antibodies in the sixth group were genus-specific 

MAbs, they bound to all Vibrio spp. tested and bound to an antigen at molecular mass of 50 kDa. 

The other 7 groups of monoclonal antibodies showed different cross-reactivity pattern to various 

Vibrio spp. tested. MAbs in the first, fourth, fifth and sixth group could be used to detect V. 
alginolyticus infection in tissues by immunohistochemistry. MAbs in the first, second, third, 

fourth and fifth group can be used to identify or differentiate V. alginolyticus by dot blot assay. 

Therefore, this study provided an immunological tool for specific identification not only to V.
alginolyticus species but also to differentiate some strains among this bacteria as well. Further

development of highly specific assay and convenient kit using these monoclonal antibodies for 

detection of V. alginolyticus are in progress. 
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แอนติบอดีตอ V. alginolyticus  ดังนั้นจึงควรที่จะพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. 
alginolyticus เพื่อใชเปนเครื่องมือในการพิสูจนทราบและวินิจฉัยการติดเชื้อ V. alginolyticus ใน
สัตวน้ําชนิดตาง ๆ ตอไป 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1.   เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถจําแนก Vibrio alginolyticus จาก Vibrio 
spp. ตาง ๆ และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ  

2. เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจเบื้องตนโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio 
alginolyticus   

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio alginolyticus ซ่ึงสามารถจําแนก Vibrio 
alginolyticus จาก Vibrio spp. ตาง ๆ และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ และนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ผลิตไดนี้ไปใชพัฒนาวิธีการตรวจ V. alginolyticus เบื้องตน 
 

 
 
 



����� 2 
 

��	
��
��������������	�������� 

 
1. 	������ Penaeus vannamei  

1.1 ��	���������� ! 

  ������� Penaeus vannamei 	
����
������
� 8 �	��� �������
� 1 �	��� 
������������������
���
�� 0.8 !"�����#��
���!�	$����� ��������� �	�����%#� ���
�	��&��!�'���
!�	�(�

���%���
�)
���	 
���������
� 8 *+� �������	���
� 2 *+� ���������
��!�-�.��/�� !�	$�����
�������
/
0�12�%�� 
���!�3������
!�'�	��&��"�(4��!��� 
�������%�� 2 !������ ��
���%��!��
 !�	$�����
�������
/
0�12�%�� !�	$����� 
���
�����)
� 5 #�� 
������������ "�(�	��
���%�� �������
� 1 �	��� �	�����
���%��!��
 %0����
� 4 ��%	� 1 ���
��� �������"�(4��
����7!�-
"�(����������0��8�7��)9�
�����"�(!	-�����������	��
� 4��
�#��
���9��������12�
�	�������� 230 
3		3!
�� ���3�"�������#��
	2�����)
� !#	$(��.��!�-� 	��#���!�-�"�� ; ������7 .
��
�
�����
<3������3� (�>������ ���3/0�&70��8�7, 2545) 

1.2 ����"���# 
   ��8��
/��3 ����%
�0��8�79�
��������
��!�$�� 36 !�$�� 4��9����.��"�(������)
�	2����
�� 30-

60 !
����	�0$)�"��� ���3%	��%
��������� 60-120 ���
 9����.�����
�� 150,000-250,000 *�� ����%
�����
���� 30-45 ���
 9����.�����
��.
�!�3� 100,000 *�� 4��9����.��������	��#$���0$)� %
�����9������)
�
��������!�-��������
�� 45-60 �3��"� %	��92�!�3(
���.�����"�(	�#��
!�-�	������/�� ; .��"�(.���������C3��83
9�
�	��&���	
 
�!
$��������
 !���<���D���7�	�����
�� 0.22 
3		3!
�� ���3.������9�*+�!�'��������3!��"�(
���.�� 9����)�	�������������9�!#	$(������!��������3!��/��E+F��������)
������ G2(�!�'���3!��"�(
������8��
/��3
�
����7 	������9�!	�)�����!��������3!����)9�4�12���)�0��%
�0��8�792�#����0�0���"�!		2�!0$(�"
�����$�0��8�7%	�
���.�����.� (�>������ ���3/0�&70��8�7, 2545) 

 

 
 

���"�( 2.1 ������� Penaeus vannamei 



 5 

1.3 	���%�����&�� 

  �������!�'�����"�(!	�)��.��"�)�����8��
/��3 %	������2(����%��� 	��&��03!D&����������0��8�7��)
#$���
��1�����#��
#���!#���$�����	��&���3���H������������!0��!	�)��.��!/�� ��
��1"
����!0��!	�)��
.��"�)����)
�"�(
������#��
!#-
"�( 5-35 ������0������ %	������#��
!#-
�(
� 0-5 ���� %�������#��
!#-
"�(
��
��1!9�3I!�3�4�.����#$� 10-22 ������0������ ��������H�
3"�(��
��1!9�3I!�3�.����#$� 26-29 ��D�
!G	!G��� %����
��1"
����!0��!	�)��.��"�(����H�
3 25-35 ��D�!G	!G��� ��������G3!9�"�(	�	�����)
�#��
�
#�� 4-9 
3		3���
���	3�� %	��
�����#��#��
!�'����%	�����#������������� 7.2-8.6 G2(���
��1"
����
!0��!	�)��.��"�)�����3!��0$)�"�(/��E+F� ��$���3!��0$)�"�("�(
�#��
!#-
�(
� ����/�3���)/���)
��������"�(
�#��

���������
 120 
3		3���
���	3�� 
�#����	#�.	�7��/��� 80-150 
3		3���
���	3�� ����/�3���)!�'����0��8�7����
"�!	"�(
����!0��!	�)����������%0���	�����	�����!"D !/������L�!
�3�� !
-�G34� ���!�
�	� �3#������ 
#�����3�� ����
� 4#	�
!��� !�������7 !��� �������0��8�7��)!�'�����7"�(
�#��
%�-�%��%	�"�"��92�
����
����0��8�7��
8��
/��3.�������.�	 ��%1�%��/��E+F������������
���
�"�%�G3*>� ��)�%��!
-�G34�12�
!��� !�$(��9��H�
3H�#��%1���)"�(�����#��
	2�9��!���%��/��E+F�	�.����
�� 72 !
����$� 235 *�� 
�0$)�
"���"�!	!�'�!�
$��4#	�"�(!�
���
%�����!9�3I!�3�4� %	�!�'�%�	�������"�(���
�
����7 ���!"D
!�������7!�'����!"D<��<	3������I�"�(
�*��7
!0��!	�)������0��-%
�0��8�7 (�>������ ���3/0�&70��8�7, 2545) 

 
2. ��'(�	��� 

  4�#"�(!�3�������� !�'�<	���#��
��
0��87!/3�G�������������� �H�0%��	��
 %	�!/$)����4�# ���
%�����H�0"�( 2.2 9��H�0!
$(��+99�����+99����2(�
��3"830	!03(

���2)� !/�� #��
���%�����!/$)����4�# ���
����C���!/$)����4�#�	�� ; /�3� �H�0%��	��
�����!	�)�� ��$�H���"��4H/�����"�(.
�!�
���
 �-9�
���<	"
����������!�3���$�#��
���%�����4�# (%�������3!��"�(G���"�����) ����!03(

���2)���
.����� 
(Snieszko, 1973) 

 
 

���"�( 2.2 #��
��
0��87!/3�G�������������� (host) �H�0%��	��
 (environment) 
                                       %	�!/$)����4�# (pathogen(s)) ������!�3�4�#������ (Snieszko, 1973)  
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  4�#������I�"�(!�3��������"�("
����!0��!	�)��%���!�'� 2 ���!H"#$� (1) 4�#.
��3�!/$)� %	� (2) 4�#
�3�!/$)� 4�#.
��3�!/$)�"�(!�3��2)��������
��
���!���
�9��H���%��	��
�����!	�)��.
�!�
���
 !/�� ����H�
3���
�)
� #��
!#-
 ��3
�����G3!9� H���"��4H/����� ���03& %	�#��
!#���� (Bachere, 2000) ����4�#�3�
!/$)���)�!�'���!����	���
�#�IG2(����<	���"�!/3�	�������������
���!0��!	�)������!�'������
�� 4�#�3�!/$)�
������"�(�
�#�I!�3�9������3�!/$)�.���� %�#"�!��� �� 4��4�G�� %	�0��83 (Lightner %	� Redman, 1998) G2(�
����3�!/$)�.����%	�%�#"�!�����)������#��
!������%�����������
���!0��!	�)������"�)������!"D."�%	�
���!"D�$(� ; ��%1�!�!/����������%�� (Flegel %	�#��, 1992) !/$)�.�����
�#�I"�(������!�3�4�#������.��%�� 
(1) .�������!�	$�� (Yellow head virus; YHV) (2) .�������%�������� (White spot syndrome virus; WSSV) 
(3) .����!�/0��� (Hepatopancreatic parvo virus; HPV) (4) .����!�-
���� (Monodon baculovirus; MBV) (5) 
.����4�#"���� (Taura syndrome virus; TSV) %	� (6) .����.�!�/!�/!�-��� (Infectious hypodermal 
haematopoietic necrosis virus; IHHNV)  (Loh %	�#��, 1997) ���9��!/$)�.����%	�� %�#"�!����-!�'������2(�
��!/$)����4�#"�(�
�#�I"�("
��������"�("
����!0��!	�)��!�3������� 4��������I�%	��%�#"�!���"�(0�.��"�(�.������
!	�)������
��9����0s�3���!�'�9�	3�"���7t��4���� (opportunistic microorganism) G2(�!���"
�	����������
"�(
H���%��	��
.
�!�
���
 ��$�����������H���H�
3#��
�������%� %�#"�!���������I�"�(1��0����!�'���!������
���!�3�4�#��)�#$�%�#"�!��������	�3��34�G2(�"
����!�3�4�#�3��34�G3� (Anderson, 1988) 
 

3. ����)*+�'��+	�����	��� 

  �����
��!����!	$���������7���	��
#�����!/���!�'������
��!����!	$��%��!�>� 
�
#��
�
�#�I!��(������4������������H�
3#��
��� 4��"
�����"�(������
�9��9�	3�"���7%�	��	�
4������	$�
"
�	�� (phagocytosis) ���������
�3(�%�	��	�
 (encapsulation) %	�����"�(����������	��!G		7
%�	��	�
 (Johansson %	� Soderhall, 1989) !
-�!	$�����#�����!/���%���.��!�'� 3 �	��
��
	��&��"��
���L���3"��"�(%���������.��%�� .w��	3�!G		7 !G
3%����	��7!G		7 %	�%����	��7!G		7 (Johansson %	�#��, 
2000) !G		7!
-�!	$��!�	����).
�!0���%��!��(�������������������	$�"
�	��!"����)�%�����!��(������������<	3�
!
-���!
	��3�4������40�*x��	���G3!�� (Prophenoloxidase; proPO) ������� (Soderhall %	� Cerenius, 
1998) ����40�*x��	���G3!��!�'�����G2(�����������4������	��/�3�"�(!��(�����������������!
-���!

	��3� ������)1����������������0�	3%G-##�.��7 (polysaccharide) ��$�!0�"34�.�	%#� (peptidoglycan) 
9��%�#"�!��� %	�!����-1,3-�	�%#� (β-1,3-glucan) 9��!/$)��� G2(�!
$(�1���������%	��!��.G
740�*x��	���G3
!��9�1����������!��.G
7G����4����!�������"�("
����.�� (active serine proteases) ���!�'�!��.G
7*x��
	���G3!�� (phenoloxidase) !��.G
7*x��	���G3!����)9�.�!����C3�3�3��.w����G3!	/�����4
4�*x��	���
�	��!�'�4�-.�*x��	�	��9����)��-9�!�3��C3�3�3�����G3!�/�����4�-.�*x��	�	��!�'�4�-#�34��4��
!��.G
7*x��	���G3!�� �	��9����)�4�-#�34��9�!�3����!���������
��	��!�'�4�0�4#�
!��������
���
!�'�!
-���!
	��3� (Sritunyalucksana, 1999) !
-���!
	��3�"�(!�3��2)���)��
��1���!��!�-�.��!�'�9�����
�
�
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	��&��#	���!��)��%"��������
�	��
!�$)�������� G2(�
��9�0�.��������"�(!�3�����3�!/$)� Vibrio spp. (/	� 	3)

������, 2543) 
  ����"�("�(�
�#�I���!
-�!	$��"�(
��������H�
3#��
��������������2(�#$����"
�	���3(�%�	��	�
"�(
������!�������������4�����������*�4�.G4"G3� !
$(�
��3(�%�	��	�

�!�����<3����!G		7!
-�!	$�� !G		7
!
-�!	$��9�"
�����$(�.G4"0	��G2
!���.�	��
����3(�%�	��	�
��)� G2(�"
����!G		7!
-�!	$��
�����
�
���G3!9�!������!G		7!03(

���2)� (respiratory burst) G2(����G3!9�!�	����)9�1�����3��7!�'� superoxide anion (O2

-) 
����!��.G
7 NADPH oxidase 9����)� O2

- 9�1��!�	�(��!�'� hydrogen peroxide (H2O2) 4��!��.G
7 
superoxide dismutase G2(� O2

- %	� H2O2 "�(!�3��2)���)
��"��"�
�#�I�����"
�	���3(�%�	��	�
"�(1���	$�
"
�	��4�����������*�4�.G4"G3� (Klein, 1982; Pick %	� Keisari, 1980) 
 
4. �������-�
  

  �3��34�G3� (Vibriosis) !�'�4�#�3�!/$)�G2(�
���!���
�9��%�#"�!������	�3��34� %�#"�!������	�3��3
4� !�'�%�#"�!���%��
	� 
��������!�'�%"�������$�%"��4#�� .
����������7 !#	$(��"�(4���/�%*	�!9		� !9�3I
.��"�)���"�( ; 
�����D%	�.
�
�����D (Baumann %	�#��, 1984) 0�.��"�(�.���%�	���)
�4��!t0�����)
�
"�!	 (Colwell, 1984) %	�!�'���!����	��"�(������!�3�4�#���	� ��� %	����������	0�!���� (Austin %	� 
Austin, 1987; de la Pena %	�#��, 1993; Muroga, 1995) .��
�������12�������90�%�#"�!��������	�3��34�
���� ; 9������"�(!�'�4�#�����) Vibrio harveyi (Liu %	�#��, 1996) V. vulnificus (Song %	�#��, 1990) V. 
damsela (Song %	�#��, 1993) V. splendidus (Lavilla-Pitogo %	�#��, 1990) V. anguillarum (Lightner, 
1988) 	��&��4��"�(�.��������"�(!�'�4�#/�3���)#$�����9�
����������%� !�3�������!��!�'�	��&��!�$)����
��
���������� ; !��$�����!�� ������!�� �����#7t����� 0�9���
���
��3!��!�	$�� �3�!/$)������%�!	$�� 
%	������"�(��� (Chen %	�#��, 1992b; Lightner, 1996) %�#"�!��� V. alginolyticus �-!�'���2(���%�#"�!���"�(
������!�3�4�#�3��34�G3� (Lee %	�#��, 1996a) 4��0��������"�(!�3�����3�!/$)� V. alginolyticus 9�
�	��&��
�����#$� ����%� �3������.������	� �����)
�.
�
�"3D"�� 	
����
���%�� �	��
!�$)�
���������� ���1��"
�	�� 
(Esteve %	� Herrera, 2000) 
 
5. Vibrio alginolyticus 

5.1 ��	������
��/�������, 
�������� 
��"���'+� 
 %�#"�!��� Vibrio alginolyticus !�'�%�#"�!���%��
	� 
��������!�'�%"�� .
����������7 !9�3I.��
"�)���"�( ; 
�����D%	�.
�
�����D ���4#4	��"�(
�	��&����!�	$��!
$(�!9�3I�������!	�)��!/$)� TCBS (Lee 
%	�#��, 1996a) ��
��1!9�3I.����/�������H�
3 10 12� 40 ��D�!G	!G��� �������"�(
�4G!���
#	�.��7
!��
��� 1 12� 8 !���7!G-��7 ���<	���������"����#���!	� (catalase) ������G3.��7%	�����
�� 
(oxidation-fermentation) ��������!��.G
7��#��7���G3!	�����������	��.	G�� (lysine decarboxylase) 
���"���������	��!9	��3� %	����"�������G3!�� (cytochrome oxidase) (Liu %	�#��, 2004a)  
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�#��
.�������C3/�����	��/�3�.��%�� chloramphenical, ciprofloxacin, doxycyclin hydrochloride, 
nalidixic acid, oxolinic acid %	� oxytetracyclin %���$)�������C3/���� ampicillin, novobiocin, penicillin 
G, sulfisoxazol %	� sulfonamide (Lee %	�#��, 1996b) V. alginolyticus ��
��10�.��"�(�.����)
�"�!	 
%�	��0$)�"�( ; 
����!0��!	�)������ %	���
���������� ; �������  
 Sung %	�#�� (1999) .��"
����D2�&�12����!�	�(��%�	�������/���%�#"�!��������	�3��34�
"�(
����������!	�)��������	��
�%	�������������"�(
����H�0��%	�����"�(!�'�4�#0���� ��/���"�(
����%0�������
���4�#�3��34�G3���)�#��
�	���	��������/���%�#"�!��������	�3��34�"�(
��������)
������!	�)������
�
#��
�	���	��	�	� %	����90� V. harveyi ��$� V. carchariae !�'���3
�����������������"�(!�'�
4�# ���9����)������90�%�#"�!����3��34�/�3��$(� ; .��%�� V. parahaemolyticus, V. anguillarum, V. 
alginolyticus, V. vulnificus %	� V. damsela ����3
�����	�
� 
 Gopal %	�#�� (2005) .��"
����D2�&����
��������%�#"�!����3��34�/�3����� ; ���)
�, �����, 
%	���������������9��*��7
!0��!	�)��������E+F���������%	��������������!"D�3�!���0���� *��7
!	�)��
������E+F��������
�%�#"�!����3��34���������3
�� 104 CFU/
	. G2(��������*��7
!	�)��������E+F��������� 
G2(���3
��%�#"�!�������"�( 102 CFU/
	. %	����90�%�#"�!��� V. alginolyticus ����3
�� 3-19%, V. 
parahaemolyticus 2-13%, V. harveyi 1-7% %	� V. vulnificus ����3
�� 1-4% �����3
��%�#"�!���"�(
0�"�)��
� 
 .��
�������12�������90�%�#"�!��� V. alginolyticus 9������"�(!�'�4�#�����!"D���� ; �����) 
 Lee %	�#�� (1996a) .��"
����%��%�#"�!���9������������#���
� (Penaeus japonicus) "�(!�3����
�����/���"�(
����%0����������4�#9��������x 1993 �����!"D.������ %	��
�.�"����#���
���3
���� ; "��/��!#
�0����%�#"�!���"�(%��.����)�#$� V. alginolyticus %�#"�!��� V. alginolyticus "�(%��.����)
��
��1������!�3�����3�!/$)�.��"�)�������#���
�%	�������	��
�4��
�#�� LD50 "�( 4.43 x 104 %	� 1.57 x 105 
CFU/�)
������������ 1 ���
 ��
	
���� 
 Lee %	�#�� (1996b) .��������12����%0����������4�#9�������������	��
�"�("
����!0��!	�)��
�����!"D.���������x 1994 G2(�!
$(��
�����"�(���.�"
����%��!/$)�%�#"�!���0���� ��
��1%��%�#"�!��� 
V. alginolyticus .��9��!	$���������"�(!�3���������)� %�#"�!��� V. alginolyticus "�(%��.����)��
��1
������!�3�����3�!/$)�.��"�)���������	��
�%	�����#���
�4��
�#�� LD50 "�( 1.13 x 105 %	� 2.46 x 105 CFU/
�)
������������ 1 ���
 ��
	
���� %	�4��������!G		7"�(�����9�� V. alginolyticus ��)�����
��1"
��������
��	��
�%	�����#���
�!�3�������.��!/��!������� 
 Selvin %	� Lipton (2003) .��"
����%��%�#"�!���9��������	��
�"�(!�3���������/���"�(
����%0��
��������4�#9����������!"D�3�!��� %	�9�����03��9�7	��&��"�����L���3"�� #���
���3"��
/��!#
�%	������3"��0���� %�#"�!���"�(%��.����)�#$� V. alginolyticus  
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�����"�( 2.1 #���
���3"��/��!#
���� V. alginolyticus (Sakazaki %	� Balows, 1981) 
 

'��
+��#����"���'+� V. alginolyticus 

Arginine hydrolase - 

Luminescence - 

Gas from D-glucose - 

Production of acetoin and / or diacetyl + 

Growth at 4 
o
C - 

Growth at 35 
o
C + 

Growth at 40 
o
C + 

Amylase + 

Lipase + 

Gelatinase + 

Alginase - 

D-Xylose - 

L-Arabinose - 

D-Galactose 5 

Sucrose + 

Maltose + 

Cellobiose 1 

D-Gluconate + 

D-Glucuronate - 

Acetate + 

Propionate + 

Butyrate + 

Heptanoate 29 

Polorgonate + 

DL-Lactate + 

α-ketoglutarate + 

Sorbitol - 

Inositol - 

Ethanol 17 

p-Hydroxybenzoate - 

Glycine 29 

D-α-Alanine + 

L-serine + 

L-Leucine + 

L-Glutamate + 

L-Arginine 30 

L-Critrullin - 

γ-Aminobutyrate - 

δ-Aminovalerate - 

L-Proline + 

Putrescine 26 

Sarcosine - 

+ = !�3��C3�3�3��, - = .
�!�3��C3�3�3�� 
���!	�%���12�9
�������0��8�7"�(���<	���������"����9��"�)��
� 31 ���0��8�7 
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 %�#"�!��� V. alginolyticus %	�%�#"�!����$(������	�3��34�1��9�����!�'�%�#"�!���t��4����G2(�
"
��������!�3�������!
$(�������H���%��	��
"�(.
�!�
���
 
��+99���	���������������"�(���<	���
�H�0%��	��
�����!	�)������.
�!�
���
������!9�3I������� G2(�.��
�<��"�("
����D2�&�<	����+99������ ; "�(

��������H�
3#��
���.�������) 
 Yeh %	�#�� (2004) .��"
����D2�&�<	���#��!���7.���� (Cu2+) "�(
��������H�
3#��
���%	�
#��
.��������3�!/$)� V. alginolyticus ���������� 4�����t��!/$)� V. alginolyticus  !��������������3
�� 3 x 
105 CFU/���� 1 ��� 9����)�92�.���
�����.�!	�)�����)
�"�(
���3
��#��
!��
������ Cu2+ "�( 0 (�	��
#��#�
), 1, 
5, 10 %	� 20 
�./	3�� 0������/���!�	� 24-96 /�(�4
� ����"�(�
�.�!	�)�����)
�"�(
���3
��#��
!��
������ 
Cu2+ "�( 5, 10 %	� 20 
�./	3�� !�3������������������"�(�
�.�!	�)�����)
�"�(
���3
��#��
!��
������ Cu2+ "�( 
0 %	� 1 
�./	3�� ���9����)���.��"
�������#����/��/�)�������H�
3#��
�������������.��%�� ��3
��!
-�!	$��
"�)��
� (Total haemocyte count; THC), %�#�3�3�����!��.G
7*x��	���G3!��, #������	��� superoxide 
anion, %�#�3�3��������������*�4�.G4"G3� %	�����3"83H�0������
�9�� V. alginolyticus ���������
"���	��
���"�	�� 0����"�(!�	� 24 /�(�4
�#����/��/�)�������H�
3#��
����������"�(!	�)�����)
�"�(
���3
��
#��
!��
������ Cu2+ 1, 5, 10 %	� 20 
�./	3�� 
�#��	�	� %	�#������	��� superoxide anion �������"�(
!	�)�����)
�"�(
���3
��#��
!��
������ Cu2+ 20 
�./	3�� 
�#��!03(
�2)������
�����
�#�I 92���
��1����.�����
���)
�"�(
���3
��#��
!��
������ Cu2+  ������� 1 
�./	3�� 9����<	�������3"83H�0�������H�
3#��
���
����������	�	�%	�"
��������
�#��
.��������3�!/$)� V. alginolyticus !03(

���2)� 
 Tseng %	� Chen (2004) .��"
����D2�&�����������"������H�
3#��
�������������%	�#��

.��������3�!/$)� V. alginolyticus H�����H���"�(
�.�.��"7�������)
������!	�)������ 4��.��"
����t��!/$)� V. 
alginolyticus !��������������3
�� 1x 106 CFU/���� 1 ��� %	��
�.�!	�)�����)
�"�(
�.�.��"7����3
�� 0 (�	��

#��#�
), 1.12, 5.15, 11.06 %	� 21.40 
�./	3�� 0������/���!�	� 48-168 /�(�4
� ����"�(�
�.�!	�)�������"�(

�.�.��"7����3
�� 5.15, 11.06 %	� 21.40 
�./	3�� !�3���������������������	��
#��#�
 %	�.��"
����
���#����3
��!
-�!	$��"�)��
� (THC), %�#�3�3�����!��.G
7*x��	���G3!�� %	�����	��� superoxide 
anion "�(!�	� 0, 24, 48 %	� 96 /�(�4
� 0����#�� THC %	�%�#�3�3�����!��.G
7*x��	���G3!�� 
�#��
	�	�!
$(�
���3
�����.�.��"7"�( 4.94, 9.87 %	� 19.99 
�./	3�� %	�"�(!�	� 96 /�(�4
�#������	��� 
superoxide anion �������"�(!	�)�����)
�"�(
���3
��.�.��"7 9.87 %	� 19.99 
�./	3�� 
�#��!03(
�2)������
�
����
�#�I 92���
��1/�)���.�����.�.��"7"�(
��������)
������!	�)������!�'���!����������H�
3#��
�������������
����%�	� G2(�"
����.��������3�!/$)� V. alginolyticus ��
.�12�����	��� superoxide anion "�(!03(
�2)���9
"
����!�'�03&������� 
 Liu %	� Chen (2004a) .��"
����D2�&�<	���%�
4
!���"�(
��������H�
3#��
�������������%	�
#��
.��������3�!/$)� V. alginolyticus ����������4��"
����t��!/$)� V. alginolyticus ��3
�� 1x 106 CFU 
!���������� 9����)�92��
�.�!	�)�����)
�"�(
�%�
4
!���!��
��� 0.01 (�	��
#��#�
), 1.10, 5.24, 11.10 %	� 21.60 
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�./	3�� 0������/���!�	� 48-168 /�(�4
� ����"�(�
�.�!	�)�����)
�"�(
�%�
4
!���!��
��� 5.24, 11.10 %	� 
21.60 
�./	3�� !�3���������������������	��
#��#�
 %	�.��"
���������3
��!
-�!	$��"�)��
� (THC),  
%�#�3�3�����!��.G
7*x��	���G3!��, ����	��� superoxide anion, %�#�3�3�����!��.G
7 superoxide 
dismutase, %�#�3�3��������������*�4�.G4"G3� %	�����3"83H�0������
�9�� V. alginolyticus ���
����"�	�����	��
���� ; "�(!�	� 168 /�(�4
� 0���� ����"�	��"���	��

���3
��!
-�!	$��"�)�%����	��7!G		7 
%	�!G
3%����	��7!G		7 .
�%��������� %�#�3�3�����!��.G
7*x��	���G3!����������
�.�!	�)�����)
�"�(
�
%�
4
!���!��
��� 5.24, 11.10 %	� 21.60 
�./	3�� 
�#��	�	� ����	��� superoxide anion �������"�(�
�.�
!	�)�����)
�"�(
�%�
4
!���!��
��� 21.60 
�./	3��  
�#��!03(
�2)������
�����
�#�I�����"�(%�#�3�3�����
!��.G
7 superoxide dismutase 
�#��	�	� %	�����"�(�
�.�!	�)�����)
�"�(
�%�
4
!���!��
��� 11.21 %	� 
21.22 
�./	3�� !�'�!�	� 168 /�(�4
�
����	�	����%�#�3�3���3����������*�4�.G4"G3�%	�
����3"83H�0������
�9�� V. alginolyticus �����
�����
�#�I �����)�92���
��1����.����� %�
4
!���"�(
�����
���)
������!	�)������!�'���!����������
�����������"������H�
3#��
���"�(	�	�%	�!�3�������9�����
�3�!/$)� V. alginolyticus !03(
�2)� 
 ���x 2005 Wang %	� Chen .��"
����D2�&�<	���#��
!#-
����)
�"�(
��������H�
3#��
���%	�
#��
.��������3�!/$)� V. alginolyticus ����������4��"
����t��!/$)� V. alginolyticus !������������3
�� 1x 
106 CFU/���� 1 ��� %	��
�.�!	�)�����)
�"�(
�#��
!#-
 5, 15, 25 (�	��
#��#�
) %	� 35% !�'�!�	� 96 /�(�4
� 
0��������"�(!	�)�����)
�"�(
�#��
!#-
 5 %	� 15% !�3������������������"�(!	�)�����)
�"�(
�#��
!#-
 25 %	� 35% 
4������"�(!	�)�����)
�"�(
�#��
!#-
 5% !�3������������� %	�.��"
�������#����3
��!
-�!	$��, %�#�3�3�����
!��.G
7*x��	���G3!��, ����	��� superoxide anion, %�#�3�3�����!��.G
7 superoxide dismutase, 
�39���
*�4�.G4"G3� %	�����3"83H�0������
�9�� V. alginolyticus �������"�(����.�!	�)�����)
�"�(
�
#��
!#-
 5, 15, 25 (�	��
#��#�
) %	� 35% 0����#������	���
����	�	������
�����
�#�I!
$(��
�����.�!	�)��
���)
�"�(
�#��
!#-
 5 %	� 15% !�'�!�	� 12 /�(�4
� ��
��1����.�����!
$(���������9���)
�"�(
�#��
!#-
 25% 
.�!	�)�����)
�"�(
�#��
!#-
�(
����� (5 %	� 15%) "
��������H�
3#��
��������������%�%	�#��
����"�����
����3�!/$)� V. alginolyticus 	�	� 
 Cheng %	�#�� (2005) .��"
����D2�&�12�<	�������H�
3����)
��������������"��H�
3#��
���
��� V. alginolyticus ����������4��"
����t��!/$)� V. alginolyticus !����������"�(!	�)���������)
�"�(����H�
3 27 
��$� 28 ��D�!G	!G�������3
�� 1x 104 CFU/���� 1 ��� %	���
�.�����.�!	�)�����)
�"�(
�����H�
3������/���
������� 20-34 ��D�!G	!G���0���� ����"�(�
�.�!	�)�����)
�"�(
�����H�
3 34 ��$� 32 ��D�!G	!G���!�3����
��������������"�(!	�)�����)
�"�(
�����H�
3�(
����������
�����
�#�I %	�.��"
�������#�����%��"��H�
3#��
������� 
; �������"�(!	�)�����)
�"�(
�����H�
3 28 ��D�!G	!G���%	������.�!	�)�����)
�"�(
�����H�
3������/��� 20-34 
��D�!G	!G���0���� 
����	�	������
�����
�#�I���%�#�3�3��������������*�4�.G4"G3�%	�
����3"83H�0������
�9�� V. alginolyticus "�(!�	� 24 /�(�4
��	��9����������.�!	�)�����)
�"�(
�����H�
3 34 
��D�!G	!G��� 92���
��1����.����������������"�(!	�)�����)
�"�(
�����H�
3 27 ��$� 28 ��D�!G	!G���.�!	�)��
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���)
�"�(
�����H�
3������� (32 %	� 34 ��D�!G	!G���) "
��������3"83H�0�������H�
3#��
���%	�#��

����"������3�!/$)� V. alginolyticus 	�	� 
 %�#"�!��� V. alginolyticus ��)���9��9�"
����!�3�����3�!/$)�������.��%	�������
��1������!�3����
�3�!/$)�������7�)
����!H"�$(�.������!/����� 
 Liu %	�#�� (2004c) .��"
����#��%��%�#"�!���9���	� Rachycentron canadum L. "�("
����
!0��!	�)�������!"D.������G2(�!�3������� 0������
��1%��%�#"�!���.��9���������, .� %	��)
���
��3!��/���"�������	�!�'�9
���� 15 ���0��8�7 %	�!
$(��
�.�"����#���
���3"��/��!#
�����C���
%�#"�!���"�)� 15 ���0��8�7��)�#$� V. alginolyticus %	�!
$(��
�%�#"�!������%"�9��"�)� 15 ���0��8�7.�
"����#��
��
��1��������4�#���	� 0����
�#�� LD50 "�( 3.28 x 104 CFU/�)
���������	� 1 ���
 %	�
�	�"�(!�3�������"�)��
���)�����C	��&�������#$� !G$(��G2
, <3�����
���#	)
�	� %	�0����!�	����
 
(ascite) ����H������3!��/���"��� !/��!��������	�"�(!�3���������/���"�(
����%0����������4�# 92�
��
��1����.�����%�#"�!��� V. alginolyticus !�'���!������4�#�3��34�G3�"�(!�3����	� Rachycentron 

canadum L.��) 
 Sangster %	� Smolowitz (2003) .��"
����D2�&�12���!����������%	�����������	��
2�"�(
!0��!	�)��.�� 4��.��"
����!�-����������	��
2�"�(!�3�������9
���� 53 �������� %	��"
����#��%��!/$)�
9�� digestive gland, kidney sac ��$� gonad 0��������������	��
2���)�!��(�������������3�!/$)� V. 
alginolyticus (33 ��������9�� 53 ��������) %	�9�����D2�&�"�� histology �����������"�(0�����3�!/$)� 
V. alginolyticus ��)�0����!�$)�!�$(�"�(
��9�!�3�����3�!/$)�#$� .�, !��$��, ����9 %	������#7 %	�!�$)�!�$(�"�(
!�3�����3�!/$)�
��"�(���#$��������$�0��8�7 
 Liu %	�#�� (2001) .��"
����#��%��%�#"�!���9��!	$��������!���w$)� (Haliotis diversicolor 
supertexta) "�("
����!0��!	�)�������!"D.������G2(�!�3������� 9�����03��9�7#���
���3"��/��!#
�0����
%�#"�!���"�(#��%��.����)�#$� V. alginolyticus %	�!
$(��
� V. alginolyticus %	�4��������!G		7 
(extracellular products) "�(�����9��%�#"�!�����).�"����#��
��
��1��������4�#�����!���w$)�0����

�#�� LD50 "�( 3.6 x 105 CFU %	� 2.96 .
4#����
4�����/�)
�������� 1 ���
 ��
	
���� 
 ���9��9�"
����!�3�����3�!/$)�������7�)
����!H"�$(� ; .��%	�����0���� V. alginolyticus ��
��1
������!�3�4�#��#�.���������4������ 70% 0����!�'�����3�!/$)�<���"�����%<	 (Hlady %	� Klontz, 
1996) ���9����)�����
��1"
����!�3�����3�!/$)�.��4��<���"�����������"�������"�!	"�(!�3����
��!����� G2(�9�"
����!�3�������!��������!0�������%	�	
�.�� (gastroenteritis) (Aggarwal %	�#��, 
1996) <������"�(������H���H�
3#��
�������%��-
�4����!��(���������3�!/$)� V. alginolyticus ��).������!/����� 
(Janda %	�#��, 1986) 
5.2 %��1�	2����� (Pathogenesis) 

 �	.���������4�#��� V. alginolyticus %	�%�#"�!����$(������	�3��34���)����.
�
����D2�&�9�
!����9�����1���%"� �+99���
�#�I"�(
��"��"��������4�#.��%��#��
��
��1������2�!���%	�������!������
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!G		7!�$(��� (Alam %	�#��, 1996; Miliotis %	�#��, 1995) ��
12������������03& (Chowdhury %	�
#��, 1987) 
 Baffone %	�#�� (2001) .��"
����D2�&��+99������ ; "�(
�<	���#��
���%�����%�#"�!��� Vibrio 
spp. "�(%��.��9���)
�"�!	 4���+99��"�("
����D2�&�.��%�� %�#�3�3�����!��.G
7 (enzymatic activity) ����
!�� .	!�� !9	��3!�� %	� w�4
.	G3� %	�%�#�3�3��"��/��H�0 (biological activity) ������2�!���<3�
!G		7 (adhesiveness), #��
!�'�03&���!G		7 (cytotoxicity) %	�#��
!�'�03&���"��!�3������������
"�	�� (enterotoxicity) 0����9��%�#"�!���"�)��
� 52 ���0��8�7 (V. alginolyticus 20 ���0��8�7, V. 
parahaemolyticus 10 ���0��8�7, V. cholera 5 ���0��8�7, V. vulnificus 5 ���0��8�7, V. fluvialis 5 ���0��8�7, 
V. furnissii 5 ���0��8�7 %	� V. metshnikovii 2 ���0��8�7) %�#"�!���!�$��"�����0��8�7 (#3�!�'� 100%) 
��
��1�����!��.G
7.	!��%	�!9	��3!�� 19.2% ���%�#"�!���"�)��
���
��1�����!��.G
7����!��  
%	�!0��� 7.2% ���%�#"�!���"�)��
���
��1�����w�4
.	G3�.�� 9��������9���#��
��
��1�����
�2�!������<3�!G		7, #��
!�'�03&���!G		7 %	�#��
!�'�03&�������"��!�3������������"�	��0���� 
63% ���%�#"�!���"�)��
�
�#��
��
��1������2�!������<3�!G		7 57.6% ���%�#"�!���"�)��
�
�#��

!�'�03&���!G		7 %	� 23% ���%�#"�!���"�)��
�
�#��
!�'�03&�������"��!�3������������"�	�� 
%�#"�!���"�(���<	���������"�������3(�
�/��3� (in vivo) ��)1��0����
��+99��"�(������!�3�#��
���%��

������ 1 �+99��%	�#��
���%��"�(!�3��2)���)!�'�<	9���+99������ ; ���
��� 
 .��
�<��"�("
����D2�&�12��+99������ ; "�(���<	���#��
���%����������4�#��� V. alginolyticus .��
�����)  Balebona %	�#�� (1998) .��"
����D2�&�#��
��
��1��������4�#��� V. alginolyticus ��
�	��)
�9$� (gilt-head sea bream) 0������3
�����!/$)�"�("
�����	�!�3�������.�#�2(���2(� (LD50) 
�#������
��/���������� 5.4 x 104 12� 1.0 x 106 CFU/�)
������������	� 1 ���
 %	�%�#"�!�����)
�#��
��
��1��
����2�!������<3�����, !��$��, !�$(���	
�.�� (intestinal mucus) ����	� %	� embryo cell line ���
�	�%G	
�� %	�0����4��������!G		7 (extracellular protein) "�(�����9�� V. alginolyticus ��
��1
�����	��!�$(�!
$��%	�!�$)�!�$(�����	�.�� ���9����)���0���� V. alginolyticus 
�#��
!�'�03&��� cell line 
����	� %	�"
�����	�!�3�������  
 Lee %	�#�� (1997) .��"
����D2�&�<	���4��������!G		7 (extracellular product; ECP) %��
���� (crude) %	�4����!��"�(�����9�� V. alginolyticus G2(�"
���3��"83��������"�(
����0	��
��������#���

�%	�������	��
� 0����4#%����4	!9�"�(0�!�'���#7������������0	��
�.
�
�����C�����	��9��"�(��

0	��
����� ECP �����"�(w�4
.G���3�
���3
��	�	� %	�!
$(��
�4#%����4	!9�%	���#7������"�(.
�
"���/�3�"�(0�������0	��
�.���
���4����!��G2(�"
���3��"83��������0����4#%����4	!9�%	�
��#7����������	���
���������!#	$(��"�( (migration rate) !03(
����2)� %��.
�0����4����!����)���<	���"�
���w�4
.G���3� 9��<	���"�	������	�����)��)���9�	���.�����4��������!G		7%	�!��.G
74����!����)
/������ V. alginolyticus ���4�#���������	0�!����.�� 
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 Chen %	�#�� (1999) .��"
���3��"83�%	�D2�&�#��	��&������������!G���4����!�� (serine 
protease) "�(!�'�03&G2(������4�� V. alginolyticus 0����!G���4����!����)1�������)����"
����4�� 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), #�� pH "�(!�
���
�
��������"
����
�#��������/��� 8 12� 11 %	�

��)
�����4
!	��	���
�� 33 �34	��	��� !��.G
7"�("
���3��"83�%	����)��
��1"
��������#���
�!�3�������
.��4��
�#�� LD50 "�( 0.29 
�.4�����/�)
������������ 1 ���
 %	�0����!	$���������"�(!�3�������9�����t��
4����!��"�(!�'�03&��).
���
��1%�-����.�� ���9����)���0����4#%����4	!9�"�(0���0	��
��������#���

���)�
���������!#	$(��"�(!03(
�2)��	��9��"�(�
�.���
���!G���4����!�� %	������0	��
�!�	�(��9�����)
�
!�3�.�!�'���/
0� ���!�3
 PMSF ��
��1�����)�#��
!�'�03&���4����!����).��������
����7 92���
��1
����.�����!G���4����!����)!�'����03&"�(������!�3�������"�(�����4�� V. alginolyticus  
 
5.3 ��1�	��#������'���?@ V. alginolyticus 

  .��
����0�����38�"�(�/���������9�� V. alginolyticus �2)�
��	���38� .��%�� �38����%����)�!�3
 
(Conventional method) G2(��/�!"#�3#"��9�	/���3"��%	����"����"��/��!#
���������9�3!#����7 
9
�%�� %	�03��9�7"���/�3� (Kourany, 1983; Alsina %	� Blanch, 1994) 4��"�(�.�������94���/�
!"#�3#��)#�������������� G��G��� %	��/�����!�	������������9 92�"
�������#��#�
���%0�����9��
���!/$)�!�'�.������	��/�� ���"�)����
�#��
9
�!�'������/������!	�)��!/$)�"�(
�#��
9
�!0�� %	�������D��
��#	���"�(
�#��
!/�(��/�I �����.��-��
<	"�(.��9��������9�3!#����74���/�!"#�3#����	�����)��)����<	
������9"�(.
�%����� (Hara %	�#��, 2003) �����38�"��4
!	��	 (Molecular method) 4������/�
!"#�3# PCR (Sudheesh %	�#��, 2002; Pinto %	�#��, 2005; Goarant %	�#��, 1999) 
������#$� �/�
����!�	���������9.
���� %��������9�3!#����74���/�!"#�3#"��4
!	��	��)9
�!�'������/�!#�$(��
$�
!t0�� %	�������D����#	���"�(
�#��
���#��
/
���I��� !�$(��9�� V. alginolyticus %	� V. 

parahaemolyticus ��)�!�'�%�#"�!���"�(
�#��
��	�/3����
�� (Sakazaki %	� Balows, 1981) 92�"
������
�������!
$(����9�3!#����7����!"#�3#��)9����<	������9"�(.
����#	������������94���/�#���
���3
"��/��!#
� (Robert-Pillot %	�#��, 2002) 

 
6. �+���'����
��#����� (Monoclonal antibodies) 

  4
4�4#	��	%���3���� #$� %���3����"�(�����
�9���	��
!G		70	��
�G2(�
�����
�!�3�
�9����-
!G		7!G		7!����92�"
����"��4
!	��	���%���3����!�	����)
�#���
���3!�
$�����"�������� "�)�������
#��
9
�!0������3034"����%���3!9� %	�������/�3���������)� (light chain) %	������� (heavy 
chain) ����3

�4�4�	��	3� (immunoglobulin) G2(�!�'�����
����#���
���3"��/��H�0���%���3����
/�3���)� (�3�3s�&7 "��D3�3.	, 2537)  

  !�$(��9��%���3!9�%��	�/�3�
��
��3034"�9
����
�� 92���
��1/���
������������������
4��4#	����� ; �����-!G		79
����
��"�(���99��%��	��3034"�!�'�<	���
���������%���3�����	��
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/�3�����������G���
 %���3����%��	�/�3�9�9
�!0�����%��	��3034"���
�������������G���
!������� 0�
	34#	��	%���3���� (polyclonal antibody) G2(���
��1"
�����"�(���� ; ���!/�� 9�����%���3!9���$�
�����������#�
0	�!
��7������	��%���3!9� G2(�!�'����4�/�7����������3(�
�/��3�!��"�(��
��1/��
�
����������������%������ ; !0$(���������������9���3(�%�	��	�
 %��#��
�	���	�����
%���3������G���
 "
����%���3����"�(.��
�#��
9
�!0���(
�%	���9.�"
��C3�3�3�����
�	��
 (cross 
reaction) ���%���3!9��$(�G2(����<	�������/����4�/�79��%���3������)�
�.
�
��!"��"�(#�� �����)�����/�
4
4�4#	��	%���3���� (monoclonal antibody) "�(�����9�� 1 4#	������-!G		7"�(
�#��
9
�!0������303
4"�!����9���
��1%���+I������	���.�� (.0D�	 �3"83����	, 2548)  

  ���x #.D. 1975 Kohler %	� Milestein ��
��1<	3�4
4�4#	��	%���3���������38��	�
��

!G		7 (somatic hybridization) .��!�'�<	�
�!�-9 4������
���-!G		7"�(1�������������%���3!9�"�(�������
�
�	�
��
���!G		7
�!�-����0	��
�!G		7��$�.
�34	
�!G		7 (myeloma cell) 9��#���
���3���!G		7
"�)� 2 /�3�#$���-!G		7��
��1<	3�%���3����.��%��.
���
��1
�/��3���������H��� in vitro %	�.
�3
4	
�!G		7G2(�.
�<	3�%���3����%����
��1%������!�3�4�.���	����H��� in vitro "
����.��!�'�!G		7
	��<�
��$�.w��34�
� (hybridoma) G2(���
��1�����%���3����.��!�'�9
����
�� %	�%������
!9�3I!�3�4���H��� in vitro .��.
��3)���� !"#�3#��)92�!�'�!"#�3#"�(
�D���H�0���%	�.���
�
��������7�/�
��������� ; �������������� (.0D�	 �3"83����	, 2548) (���"�( 2.3) 

 

 
 

���"�( 2.3 �	�����<	3�4
4�4#	��	%���3���������38� somatic hybridization 
(���%�	�9�� http://images.encarta.msn.com/xrefmedia/aencmed/targets/illus/ilt/T059309A.gif) 
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  ����	�
��
.
�34	
�!G		7�����-!G		79������7"�(�	��H�
3#��
�������%���3!9�"�(����������
�����%���3������
��1"
�.��4������/�0�	3!�"3	��.�	#�	 ��"���C3���3��)�.
���
��1�	�
��

!G		7!0$(�<	3�.w��34�
�.��"�)��
� �����)�92�
�"�)�!G		7"�(�	�
��
���!��%	�.
��	�
��
��� %	�
�
.w��34�
�"�(.
����������������!�'�9
����
�� �����)�92�������H���"�(!	$�����!t0��.w��34�
�
!"����)���
��1
�/��3����%	�!9�3I!�3�4�.�� �38�"�(�/�"�(�.�.��%�� ����/�.
�34	
�!G		7"�(
�#��
��0����
��������!#����7!��.G
7"�(!��(�����������!#����7�3�#	�4�."�7���31� salvage G2(�"
����.
���
��1!9�3I
�������!	�)��!G		7"�(!��3
���� hypoxanthine, aminopterin %	� thymidine (HAT medium) G2(�!
$(��
�
!G		7<�
"�(.��
�!	�)���� HAT medium ��) .
�34	
�!G		7"�(.
��	�
��
�����$��	�
��
���!��9�.
�
��
��1
�/��3����.�� %��.w��34�
�"�(�	�
��
�������.
�34	
�!G		7�����-!G		7!"����)�"�(��
��1
�
/��3���� !0���.��!��.G
7���31� salvage 9����-!G		7 ������-!G		7"�(.
��	�
��
�����$��	�
��

���!��9�
�/��3����!0�������!�	���)� ; %	����.�!����"�(��� (.0D�	 �3"83����	, 2548) 

  ���#��!	$����� HAT medium 
�0$)�L��9��!G		7�������7!	�)��	�������
������I���
��1
���!#����7�3�#	�4�."�7.�� 2 �31�#$� �31� de novo %	��31� salvage ����������31� de novo (���"�( 2.4) 9�
�
��)������������
�� methyl ��$� formyl 9�� tetrahydrofolate G2(���������
�� methyl ��$� formyl ��)
��
��11�������)����� aminopterine �����)�!
$(��31� de novo 1�������)�!G		7�-9�!�	�(��
��/��31� salvage 4��
���!�	�(��03���� (purine) ��$� .0�3
3��� (pyrimidine) !�'��3�#	�4�."�74�����!0$(��/���������!#����7 
DNA %"� !��.G
7"�(!��(���������31� salvage ��)�.��%�� !��.G
7 hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 
transferase (HGPRT) %	�!��.G
7 thymidine kinase (TK) #��
��0������������!#����7!��.G
7���
�������2(�9������)�������!#����7 DNA 4���31� salvage .�� �����)� aminopterine "�(
������� HAT medium 
9�.���������31� de novo ���� hypoxanthine %	� thymidine 9�"
����!G		7��
��1!9�3I.��4���/��31� 
salvage �����)�!G		7"�(
�#��
��0������������!#����7!��.G
7 HGPRT ��$� TK 9�.
���
��1!9�3I.��
�� HAT medium !0���.
���
��1�/��31� salvage ��������!#����7 DNA .�� (.0D�	 �3"83����	, 2548) 

  ���<	3�.w��34�
���)�
��9��/�.
�34	
�!G		7"�(
�#��
��0���� 2 �������������#$� (1) 
�
#��
��0������������!#����7!��.G
7 HGPRT (HGPRT-) %	� (2) .
���
��1������3

�4�4�	��	3�
.�� (Ig-) !0$(����%���9�����������%���3����9��.w��34�
���)�!�'����1��������������
�9��������
!G		7
��
 %	�.
�34	
�!0���%��"
����!G		7��
��1!9�3I.��.
�
�"�(�3)����!"����)� 

  !
$(�.��.w��34�
�"�(�����%���3����%	�� ����
����#��!	$��.w��34�
�"�(�����%���3����"�(9
�!0��
���%���3!9�"�(�������!�$(��9��
�.w��34�
����!G		7!"����)�"�(<	3�%���3����"�(9
�!0�����%���3!9�"�(
���%������7"�	�� �38�"�(�/�#��!	$��4��"�(�.�.��%�� ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) %	�
���"����"���3"��H�
3#��
��� (immunoassay) ���%������ ; !/�� Dot-blot, Western blot, 
Immunohistochemistry %	��$(� ; ��
%��#��
!�
���
 !
$(�#��!	$��.w��34�
�"�(�����%���3����"�(
9
�!0�����%���3!9�"�(�������.��%	������"
����4#	�G)
� (reclone) !0$(����%���9���.w��34�
���)�
����
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�
�!�3�
�9��.w��34�
�!G		7!����9�3� ; %	�����!03(
9
����!0$(�<	3�4
4�4#	��	%���3�������.��
��3
����
"�(����������.� (.0D�	 �3"83����	, 2548) 

 

 
 

���"�( 2.4 ������!#����7 DNA 4���31� de novo %	� �31� salvage 
%	���������)�������!#����7 DNA ��� aminopterine ���31� de novo 

("�(
�: http://immuneweb.xxmc.edu.cn/images/figure04-21.jpg) 
 

  ���+99����.��
�����
�!��4
4�4#	��	%���3������).��/����4�/�7���	�� ; ����.��%�� (1) 
��������39�� !�$(��9��4
4�4#	��	%���3��������������%���3����/�3�!����"�(
�#��
9
�!0������303
4"�!0��� 1 �
�%������%���3!9� 92���
��1�
�4
4�4#	��	%���3����
��/������03��9�7"��� ���
��3
�� ��$����9���
�%�������4
!	��	 !G		7��$�9�	3�"���7���� ; .�������1������%	�%
���
� (2) ��
�������%0"�7 4
4�4#	��	%���3����
����4�/�7�����
����"�����%0"�7��%������3�39t�� ���
���9 %	�������&�4�# G2(����+99����9�0�����/�4
4�4#	��	%���3����������3�39t�������)�#��H7 
4�#9��9�	3�"���7���� ; �����3
������!	$�� ���9#��
!������.�����!�$)�!�$(� %	����9%���3!9����
!G		7
�!�-����/�3� (.0D�	 �3"83����	, 2548)  

  ��)�%������9�12��+99���� .��
�������12����<	3�4
4�4#	��	���%�#"�!���/�3����� ; ���"�(.��
%���.���������"�( 2.2  
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�����"�( 2.2 4
4�4#	��	%���3�������%�#"�!���/�3����� ;  
 

%�#"�!��� %���3!9�"�(�/� �38�"�(�/������
03��9�7!��	��&�7 

!����������3� 

Aeromonas hydrophila  %�#"�!���"�)�!G		7 ELISA, WB, 

IFA 

Faude and Höfle, 1997 

Bacillus cereus  vegetative cells ELISA, WB Charni et al., 2000 

Campylobacter jejuni  %�#"�!���"�)�!G		7 ELISA, WB Lu et al., 1997 

Escherichia coli   %*	�!9		� ELISA, WB He et al., 1996 

Photobacterium 

damselae ssp. piscicida  
%�#"�!���"�)�!G		7 ELISA, WB, 

IHC 

Jung et al., 2001 

Vibrio spp. %�#"�!���"�)�!G		7 ELISA, WB Chen et al., 1992 

Vibrio cholerae heat stable 

enterotoxin 

ELISA, amino 

acid sequence 

Takeda et al., 1990 

Vibrio vulnificus hemolysin ELISA, WB Parker and Lewis, 1991 

Vibrio 

parahaemolyticus 

thermostable direct 

hemolysin 
ELISA Honda et al., 1989 

Vibrio harveyi %�#"�!���"�)�!G		7 Dot blot, WB, 

IHC 

Phianphak et al., 2005 

  

 IHC= Immunohistochemistry, IFA= Immunofluorescence assay, WB= Western blot,  

 ELISA= Enzyme-linked immunosorbent assay 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



����� 3 

��	
��
�������������
�����
�� Vibrio alginolyticus 14800 

 

����	������� ���	����! 
 

1. ��	#
	�$����
�#%������	��&�'&����(��)�*�+�&,�� 

 ��������� Vibrio alginolyticus 14800 ������������������������������������������
 ����!�����"����#�$��%����&��% ��'��"�$�(��)$*+  
 
 1.1 ��	#
	�$������#	�$ 

�,���������� Vibrio alginolyticus ��'��������������-�� . ������ ���$�� "���
�������� 1 ���-�������������������-���/����$*�(�0���"�,� 1��$�������"����&-��2���������*�
��"! API !�������,� 1��6����7�����/����������-�����1���8�������������8���� 20% ��6����
�*)/;<�� -70 ��#��8��8��$ �,������������������� Vibrio alginolyticus ��'����������-����$�*� 
Vibrio ����/����������-���/�"���1���8��8?������ NaCl �+��+�� 2% (��,�/���/1������) $,�/���
��������������-���,��������������/����������-�����1���8����� �G ������ NaCl ��������-�������-���
�+�G�����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$ �"����6" 200 ����G����� �1I��"�� 24 ���"���!�������,����1JK�
����8��%��"����-���1JK��/"��������"����6" 8,000 ����G����� ����*)/;<�� 4 ��#��8��8��$ �1I��"�� 
10 ���� �����8��%�����������"� Phosphate Buffered Saline (PBS) �+��+�� 0.15 �����% pH 7.2 ��'
�,����1JK��/"�������;�"'����8�,�  2 ����� !���������� PBS !' ��$���+"�����8��% �,���"���G����
�<���-��$�����"����"��-�� 660 �������� �!-�!��$���+"�����8��%��"� PBS �/����G����
�<���-��$���G���� 1.0 8?����1����)���������1�'��) 4 x 108 CFU/��. 

 
 1.2 ��	#
	�$����
�#%� 

  �,���������� Vibrio alginolyticus 14800 ��������� �����"�(������+�� 1.1 ��bG��/�
�����"��"������ (heat-killed) ����*)/;<�� 60 ��#��8��8��$ �1I��"�� 60 ���� !�������,������G� 
V. alginolyticus ���bG��/������"��"���������"�1I� 2 $G"� $G"�/�?���,���������,�������������$G"� 
1 �G� 1 (������!����<1 heat-killed) ���$G"�/�?���,����,��/��$��$;�& (denature) ���������� SDS 
��' mercaptoethanol �������$G"� 1 �G� 1 (������!����<1�$��$;�&) �,� 1�������,���-���1I�
�"�� 90 "����� ���"�,� 1 dialysis �&-���,� 1��������1�<�;<���*�������/�<+�" (Phianphak ��'
�)', 2005) 



 20 

�������� 3.1 ��������������G�� . ���������������� 

 

��������� �/�G������ 
Vibrio alginolyticus  14800 ���"����#�$��%����&��% ��'��"�

$�(��)$*+ 
Vibrio alginolyticus Y16 

Vibrio alginolyticus BY2 
;��"�����""���� �)'"����#�$��% 
�/�"�������#���������"���i  
1�'$������ 

V. parahaemolyticus 

V. harveyi 639 

V. fluvialis 

V. cholera 

V. vulnificus 

V. penaeicida  

;��"���!*���""���� �)'"����#�$��%  
!*j�����)%�/�"������� 

V. mimicus 15142 

Aeromonas sobria 12446 
���"����#�$��%����&��% ��'��"�
$�(��)$*+ 

Aeromonas hydrophila 1234 #<��%"�!�����$��"%��,� �)'$��"�&��#�$��% 
!*j�����)%�/�"������� 

Aeromonas caviae 13016 �/�"�������+����G� 
Enterobacter cloacae 

Klebsiella pneumoniae 

Morganella morganii 

Proteus vulgaris 

Pseudomonas aeruginosa 

Salmonella Typhi 

Shigella flexneri 

;��"���!*���""���� �)'"����#�$��%  
�/�"��������/��� 

Enterococcus faecalis ;��"���!*���""���� �)'"����#�$��%  
!*j�����)%�/�"������� 

Plesiomonas shigelloides $k����"�!��$*+;�&$��"%��,� ���1�'�� 
��'��"���7����'$/��)% 

Salmonella Enteritidis 7108 ���"����#�$��%����&��% ��'��"�
$�(��)$*+ 

Salmonella Typhimurium ATCC 

1408 

Escherichia coli ATCC 25922 

���7�� �!��l�;�;�)m%��/�� !,���� 
(�/���) 
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 1.3 ��	��&�'&����(��)�*�+�&,�� 

  �,�������!���������� �����"�(������+�� 1.2 ���$���� complete Freundns 
adjuvant �������$G"� 1 �G� 1 ���"�,� 1q���+������G������+��/�<+�" (Swiss mice) !,��"� 4 ��" 
q����'�*�� 3 �������"�������!��������<1 heat-killed ��'���<1�$��$;�&�$���� incomplete 
Freundns adjuvant �������$G"� 1 �G� 1 �*� 2 $�1��/% !������ 1 $�1��/%/���!�����q���������� 4 �,�
�����6�8���� ���"�,� 1��"!/��"��!,��&�'+�������8�����G� V. alginolyticus 14800 ���"�(� 
Western blot ��-��/�<��"������$��������$*����,����q����"�������������<1��$;�&�$����
������������<1�$��$;�&�������$G"� 1 �G� 1 ���������G����������8��%�<��$� 3 "�� (Phianphak 
��'�)', 2005) 

 

2. ��	
��
#.���/0�	����� 

+��������������8��% u�����������1��!��"�(����8?��&�i��+?����� Köhler ��' 
Milstein (1975; 1976) ��' Mosmann ��'�)' (1979) ����,�/�<��� ��������1�<�;<���*�������"� V. 
alginolyticus 14800 ������$��������$*�������8��%���� ���"�,���/����"���� P3X myeloma 
cell ������&���������� ������+��+�� 40% ��'!���8��%����������� 96 wells microculture plate 
!,��"� 30 �&�� �,���������-���8��% u����������$��������������������������!,��&�'�G� V. 
alginolyticus 14800 ���"�(� Dot blot, Western blot ��' Immunohistochemistry ���"�(�������
�(������+�������G� 1  

 
3. ��	�)�#�1��#.���/0�	����� 

 

 3.1 ��	�)�#�1��,)2���� 1 ��$�� � Dot blot 

  �,� V. alginolyticus 14800 �+��+�� 108 CFU/��. �������<1 heat-killed ��'���<1���
k<��,��/��$��$;�&��"� SDS ��' mercaptoethanol ��/������G� �����8��<��$1�'��) 1 
 ��������/!*� ���/��/������*)/;<�� 60 ��#��8��8��$ ��G��$���'��� 5% blotto ���"�,����G�
��"���,��������8��% u�����������G�'/�*� ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$ �1I��"�� 5 ���"��� /���!��
����������"� PBS 4 ����� �,� 1�G��� horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG heavy 
and light chain specific antibody (GAM}HRP) �!-�!���������$G"� 1 �G� 1,500 ��$���'��� 5% 
blotto �1I��"�� 3 ���"��� ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$   !������������"� PBS 4 ����� ��'�,� 1�G�
��$���'����$�8?��1�'�����"� diaminobenzidine (DAB) 0.03%, hydrogen peroxide 0.006%, 
cobalt chloride 0.05% �'����� PBS (Phianphak ��'�)', 2005) ��-�� u���������������/�
���"��G� V. alginolyticus 14800 ���"�,� 1�����-���G���+������  2 
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 3.2 ��	�)�#�1��,)2���� 2  

 

   3.2.1 ��	�)�#�1����$�� � Western blot 

      �,� V. alginolyticus 14800 ������� 15% SDS}PAGE ����G��
��'�$ ������� 100 �"��% �1I��"�� 3 ���"��� �,���"��G��$G"�/�?�����!���������"�$� Coomassie 
brilliant blue R}250 ���$G"�/�?���,� 1�����1����!���!���$<G��G� �����8��<��$������ 
transblot apparatus (BioRad) �G����'�$ ������� 50 �"��% �1I��"�� 3 ���"��� !�������,���G� �
����8��<��$��G��$���'��� 5% blotto �����G����"�,����G���"���,��������8��% u�����������G
�'/�*�����G����������-�����"�(� Dot blot ���" ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$ �1I��"�� 5 ���"��� 
/���!������������"� PBS 4 ����� �,� 1�G��� horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG 
heavy and light chain specific antibody (GAM}HRP) �!-�!���������$G"� 1 �G� 1,500 ��
$���'��� 5% blotto �1I��"�� 3 ���"��� ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$   !������������"� PBS 4 ����� 
��'�,� 1�G���$���'����$�8?��1�'�����"� diaminobenzidine (DAB) 0.03%, hydrogen 
peroxide 0.006%, cobalt chloride 0.05% �'����� PBS (Phianphak ��'�)', 2005) ��"!�<�k�
+���1��������,�1�������������������� 
 

   3.2.2 ��	�)�#�1��%���=���	�$�,(�� (cross reaction) 
      �,� V. alginolyticus ��'��������������G�� . ����$������������ 1 ��
/������G� �����8��<��$1�'��) 1  ��������/!*� ���/��/������*)/;<�� 60 ��#��8��8��$ 
�1I��"�� 10 ���� ��G��$���'��� 5% blotto ���"�,����G���"���,��������8��% u�����������G�'
/�*�����G����������-�����"�(� Dot blot ���"����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$ �1I��"�� 5 ���"��� 
/���!������������"� PBS 4 ����� �,� 1�G��� horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG 
heavy and light chain specific antibody (GAM}HRP) �!-�!���������$G"� 1 �G� 1,500 ��
$���'��� 5% blotto �1I��"�� 3 ���"��� ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$   !������������"� PBS 4 ����� 
��'�,� 1�G���$���'����$�8?��1�'�����"� diaminobenzidine (DAB) 0.03%, hydrogen 
peroxide 0.006%, cobalt chloride 0.05% �'����� PBS (Phianphak ��'�)', 2005) ��-�� u���
������������$��1��������!,��&�'�G� V. alginolyticus ��G �G�$��1��������+�������������������
�-�� . /�-��$��1�����������+�����������������-�� �G��� 
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    3.2.2 ��	�)�#�1����$�� � Immunohistochemistry 

      �,��*��+�" (Penaeus vannamei) +�����,�/�����"1�'��) 15 ������������
��k��&��$���+��� 100 ���� ��"���,�8?�����"����6� 5 $G"���&��$G"� q�� V. alginolyticus �+��+�� 
108 CFU/��. 1������ 50  ��������/��" �+���������")+������<G��� 2 ��6���"��G��$G"�/�"+���*�����
�����G������,��� Davidsonns fixative �1I��"�� 24 ���"��� �,����G����'�"�����?���,����!��
��-����-����"������u��%����1��%�86��%�G�� . ��' 8��� �,���-����-�����J���&������ ���"��-����-�� 1
�����"����-��� ��������/� ���"��/�� 8  ����� �����-����-������$ ��%������-����"��!����� 
!����������&�����������"� 8��� ��'�,���,����!����-����-����"������u��%����1��%�86��%�G�� . 
��?���-����-����"����%������+��+�� 10% ������"� PBS ��' block ��"� P1

+ (calf bovine serum �+��+�� 
10% �� PBS) �,���,��������8��% u�������������������$����/��������-����-�� �G�����*)/;<�� 37 
��#��8��8��$ �1I��"�� 5 ���"��� !������������"� PBS 4 ����� ���� horseradish peroxidase labelled 
goat anti-mouse IgG heavy and light chain specific antibody (GAM}HRP) �!-�!���������$G"� 1 
�G� 1,000 �� P1

+ �1I��"�� 3 ���"��� ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$   !������������"� PBS 4 ����� ��'
�,� 1�G���$���'����$�8?��1�'�����"� diaminobenzidine (DAB) 0.03%, hydrogen peroxide 
0.006% �'����� PBS �1I��"�� 5 ���� ������"�$�����8�� ���"�,� 1�G����'�"�����?���,����
!����-����-����"������u��%����1��%�86��%�G�� . ��' 8��� 1�������"���'!�1��$ ��% �,� 1$G���<
;����������!*����#�% (Phianphak ��'�)', 2005) ��-����-������/����"�������������!'�/6��1I�$�
��,���� 
 �,��8��%�<��$�����G����������-��+������ 2 �� reclone ���"�(� limiting dilution (Eshhar, 
1985) +����&���!,��"��8��%��'�,� 1��G�+6��� �����!��/�"��6���,��������8��% "������$��
�G� 1 
 

4. ��	H�I&%��#���)�J��,�!�������������
����� 

 /���!���,���� reclone �8��%�<��$�����G����������-�� ��'�-�����"��!,��&�'+������
�����������������G�'������������"!$��1��������+��������������������G�� . ���"�(����
��+�� 3.2.2 ��'��"!$��+���+��������!����!��������������������������"�"�(� Western 
blot ���"�(������+�� 3.2.1 ������������" �,��������������������������� ����&�$<!�%
������7)%��������"!$����&���1+��������!����!�����������������������������G�� . 
��"�"�(� indirect ELISA ��"!$������+�� heavy chain ��' light chain +������������
�����������G�'������"�"�(� sandwich ELISA ��'��$���"�� "�������"!/� V. 

alginolyticus ��"�"�(� Dot blot ���"�(��������(���� "�����G� 1��� 
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 4.1 ��	
	�%I����H����,�!���
�#%����%)���$�������������
������(�$�� � indirect 

       ELISA 
  �,������?� V. alginolyticus 14800 �+��+�� 4 x 106 CFU/��.8?��k<��,��/��$��$;�&
��������-���$����"��k��$<� (sonicate) ��������/�*�+��k�� 96 /�*� (ELISA microtiter plate) 
1������ 50  ��������//�*� ���� "�+����-�����*)/;<�� 4 ��#��8��8��$ $���$���'���������'����
�*�/�*���"� $���'��� blotto �+��+�� 0.5% 1������ 200  �������� 4 ����� . �' 10 ���� �$�6!
���"����$���'��� blotto �+��+�� 5% ���� "�����*)/;<��/����1I��"�� 30 ���� ��������������
���������������������$�� (�!-�!�� 1:20 ��$���'��� blotto �+��+�� 5%) ����/�*��G�� . +��
k�� 96 /�*� (�������� 3.2) ���� "�+����-�����*)/;<�� 4 ��#��8��8��$ $���$���'���������'�����*�
/�*���"�$���'��� blotto �+��+�� 0.5% 1������ 200  �������� 4 ����� . �' 10 ���� ���� 
horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG heavy and light chain specific antibody 
(GAM}HRP) �!-�!�� 1:1500 /�*��' 50  �������� �G�����*)/;<��/����1I��"�� 7 ���"���  �����*�
/�*���"�$���'��� blotto �+��+�� 0.5% 1������ 200  �������� 4 ����� . �' 10 ���� ��'�����
$*�����������"� PBS ����$���'���8��$����8?��1�'�����"� o-phenelenediamine (OPD) 1 ��./
��., H2O2 0.006% �� citrate buffer �+��+�� 0.1 �����% pH 4.5 /�*��' 100  �������� ���� "��1I�
�"�� 5 ���� ���"/�*�1���������������������8���<����+��+�� 1 ���%��� �����*�/�*� . �' 100 
 �������� ���� "��1I��"�� 5 ���� ����?�1���������������+?������,� 1�G���G�����<���-��$�����"��
��"��-�� 490 �������� ������ microplate reader   
 
 4.2 ��	%P���� class ��� subclass ,�!�������������
����� 

 �,����!,���� class ��' subclass +�� mouse immunoglobulin  ���$�����������
�G�� . +�� u����������"�(� sandwich ELISA ������ Zymedns Mouse MonoAb ID Kit (HRP) 
(;����"� !) 

 
 4.3 ��	��I������/�,�!�������������
�����*���	
	�%+� V. alginolyticus ��$

        �� � Dot blot 

 �,� V. alginolyticus 14800 �+��+�� 4 x 108 CFU/��. ���,��!-�!����� serial 
dilution ��"� PBS ���"�,� 1/��������/������G� �����8��<��$1�'��) 1  ��������/!*� 
���/��/������*)/;<�� 60 ��#��8��8��$ ��G��$���'��� 5% blotto �,� 1�G��������������
���������!����G�' u���������������*)/;<�� 37 ��#��8��8��$ �1I��"�� 5 ���"��� /���!������
������"� PBS 4 ����� �,� 1�G��� horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG heavy and 
light chain specific antibody (GAM}HRP) �!-�!���������$G"� 1 �G� 1,500 ��$���'��� 5% 
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blotto �1I��"�� 3 ���"��� ����*)/;<�� 37 ��#��8��8��$   !������������"� PBS 4 ����� ��'�,� 1�G�
��$���'����$�8?��1�'�����"� diaminobenzidine (DAB) 0.03%, hydrogen peroxide 0.006%, 
0.05% cobalt chloride 0.05% �'����� PBS (Phianphak ��'�)', 2005) ��"!�<�'����"��
�+��+��+���8��%�����,����$*����$����k�,�1������������������������������8?��$����k$������/6�
 ����"����1�G� �� 

 
 

�������� 3.2 $G"��$�+���������������������8?������������"!$����&���1+��������!����
!������������������������ VAL �����G�� .  

 

MAbs 
1 

VAL83 

2 

VAL13 

3 

VAL165 

4 

VAL40 

5 

VAL59 

6 

VAL176 

7 

VAL98 

8 

VAL62 

9 

VAL56 

10 

VAL67 

11 

VAL171 

1 

VAL83 
1+1 1+2 1+3 1+4 1+5 1+6 1+7 1+8 1+9 1+10 1+11 

2 

VAL13 
 2+2 2+3 2+4 2+5 2+6 2+7 2+8 2+9 2+10 2+11 

3 

VAL165 
  3+3 3+4 3+5 3+6 3+7 3+8 3+9 3+10 3+11 

4 

VAL40 
   4+4 4+5 4+6 4+7 4+8 4+9 4+10 4+11 

5 

VAL59 
    5+5 5+6 5+7 5+8 5+9 5+10 5+11 

6 

VAL176 
     6+6 6+7 6+8 6+9 6+10 6+11 

7 

VAL98 
      7+7 7+8 7+9 7+10 7+11 

8 

VAL62 
       8+8 8+9 8+10 8+11 

9 

VAL56 
        9+9 9+10 9+11 

10 

VAL67 
         10+10 10+11 

11 

VAL171 
          11+11 
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���	����! 
 

1. �)�J����!I)�W�����$� ������I��)
���!X��#���,�! V. alginolyticus 14800, Y16 ��� BY2 

 ��-�� ���,� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%���,���������-���/����$*�(�0��'�,� 1��"!$��
���7)'���$�)2��"����������+����-��������/����������-���+6����1���8�� (Tryptic soy agar) 
��'��/����������-���+6� TCBS ���"$��������7)'����!��l ���7)'+�������� ��'������$�����
���� &�"G� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*% �1I���������������� ���<1�G���1I���G����� �/�
���7)'�����������$�+�"������-���!��l����/����������-���+6����1���8�� ��'$��/�-����-���!��l��
��/����������-���+6� TCBS ����$������������ 3.3 ��'��-���,� 1��$���*)$����������"�������
����*���$�� API 20 E  (BioMerieux, France) �/��������$������$������������ 3.4 

 
2. ����%P�#H��,�!���
�.�	)� 

 /���!���,������'�*��;<���*�������/�<+�"�������� 4  ���,������6������8����!��/�<+�"���� 
4 ��"���"�,�����$���"��!,��&�'��� Vibrio alginolyticus 14800 ���"�(� Western blot &�"G����
��8����!��/�<+�"���� 4 ��"$����k!������k��1����+�� V. alginolyticus 14800  ���1I�!,��"�
��� 8?��/�<+�"��"��� 1 �/�������$��������$*� ���&��k��1�����1I�!,��"������'����!��"G�
/�<+�"��"�-�� . (�<1��� 3.1) �������!?� ���,�/�<+�"��"��� 1 ������,���������8��% u������� 
 
3. ��	
��
����)�#�1��#.���/0�	����� 

 !����������-���8��% u���������+������&�"G��� microculture well 1�'��) 170 /�*� 
!��1�'��) 2,800 /�*� �/����"���������-����+���������"�(� Dot blot ��'����G�'/�*�+�� 
microculture well ������������+���8��% u�������1�'��) 1-3 ������ ��'!����������-����
+������ 2 ���"�(� Western blot, Immunohistochemistry ��'!��1��������+��������������������-�� . 
&�"G��� u�����������!,��"� 10 ����8?��$�������������������"��!,��&�'$<���'�$��1��������
+��������������������-�� �G��� ���$����k��G������������������������1I� 6 ��*G����
�"��!,��&�'����$������������ 3.6  
 
4. ��	H�I&%��#���)�J��,�!�������������
����� 

 ���������������������*G���� 1 1�'������������!,��"� 2 ���� ����������/�G����
���"��!,��&�'��� V. alginolyticus 14800 ��G �G�$��1��������+������ V. alginolyticus �-����� 2 
$��&��(*% (Y16 ��' BY2) ��'����������-��8?������������$�� (�<1��� 3.2) ����������
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�����������*G����!������k��1����8?������,�/��������*���<G�'/"G��1�'��) 10 k?� 25 ���������� 
(�<1��� 3.3) 
  ���������������������*G���� 2 1�'�����"����������!,��"� 3 ����8?����
�"��!,��&�'�G� V. alginolyticus �������������$������ 3 $��&��(*%��G �G!,��&�'�������������-��
8?������������$�� (�<1��� 3.2) �����������������������*G����!������1����8?������,�/���
�����*�1�'��) 10 ��' 20 ���������� (�<1��� 3.3)  
 ���������������������*G���� 3 1�'�����"����������!,��"� 3 ����8?��!,��&�'�G� 
V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%�������������$����G�����"���������������������������
��*G���� 2 k?���G�� ��6��� 1��������+������������������������!����� V. alginolyticus BY2 
�G���"G�1�����������!����� V. alginolyticus 14800 ��' Y16 (�<1��� 3.2) �������������������
��*G����!������k��1����8?������,�/��������*�1�'��) 300 ���������� (�<1��� 3.3) ����������
�����������*G���� 1, 2 ��' 3 $����k��"!��������-�� V. alginolyticus ����-����-�����"�(� 
immunohistochemistry  �� (�<1��� 3.4) 
 ���������������������*G���� 4 1�'�����"����������!,��"� 1 ����8?��!����� V. 
alginolyticus 14800 ��'�$��1��������+�����G���G����� V. harveyi (�<1��� 3.2) �����������*G����
 �G!������k��1������ . �������$����"�"�(� Western blot  
 ���������������������*G���� 5 1�'�����"����������!,��"� 1 ����8?��!����� V. 
alginolyticus �������������$������ 3 $��&��(*% ��'����������-����$�*� Vibrio /������� ����G  
V.  parahaemolyticus, V. harveyi, V. fluvialis ��' V. vulnificus (�<1��� 3.2) ����������
�����������*G����!,��&�'����1����8?������,�/��������*�1�'��) 25 ���������� (�<1��� 3.3) 
 ���������������������*G���� 6 1�'�����"����������!,��"� 1 ����8?��!,��&�'��� 
V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%��'����������-����$�*� Vibrio  ����G  V.  parahaemolyticus, V. 
harveyi, V. fluvialis, V. cholera ��' V. vulnificus ��'��������� Plesiomonas shigelloides  (�<1��� 
3.2) ���������������������*G����!������1����8?������,�/��������*�1�'��) 10 ��' 20 ����
������ (�<1��� 3.3) ���������������������*G���� 4, 5 ��' 6 ��� �G$����k��"!��������-�� V. 
alginolyticus ����-����-����"�"�(� immunohistochemistry  �� 
 

5. ��	
	�%I����H����,�!���
�#%����%)���$�������������
������(�$�� � indirect ELISA 

 !�������"!$����&���1+��������!����!������������������������&�"G� �G����
�<���-��$�+��1���������'/"G��������!���'�������������*G���� 1 (VAL83 ��' VAL13) ��'
��*G���� 2 (VAL165, VAL40 ��' VAL59) 8?���,��������������*G�����"������$��"���� 
(combine)  �G������&���+?����-����������1���������'/"G��������!���'���������8?�� �G ���,�
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����������-�������<G����*G�����"������$��"���� (�������� 3.5) 8?���$���/��/6�"G������������
��*G�����"����������!�������&���1+��������!�����,��/�G�����"���/�-���������"��� ��+)'����G�
����<���-��$�+��1���������'/"G��������!���'�������������*G���� 3 (VAL176, VAL98 ��' 
VAL62) ������-����������'/"G����*G�����"������"&�"G�������������� VAL176 �/��G����
�<���-��$����$<��"G�������������� VAL98 ��' VAL62 ��'��-���,�������������� VAL176 
���$��"����������������� VAL98 /�-� VAL62  &�"G��G�����<���-��$�+��1�����������G�
�&���$<�+?�� (�������� 3.5) 8?���$���/��/6�"G�������������� VAL176 ���!�������&���1+��
������!����,��/�G�����G��!�����!������������������ VAL98 ��' VAL62 
 

5. ��	%P���� class ��� subclass ,�!�������������
����� 
 ����������������������� 6 ��*G�������� ���� class ��' subclass �1I� IgG2a ��' IgG2b 
����$������������ 3.6  
 
6. ��	��I������/�,�!�������������
�����*���	
	�%+� V. alginolyticus ��$�� � Dot 

blot 

 �������������������������� ��$����k����������"!/� V. alginolyticus ���"�(� Dot 
blot ��"��"�� "���'����������G�����������G 106 k?� 107 CFU/��. 8?�����������������������
��*G���� 1 ���"�� "�������"!/� V. alginolyticus $<����$*� (�������� 3.6 ��'�<1��� 3.5) 
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�������� 3.3 ���7)'���$�)2��"����+�� V. alginolyticus 14800, Y16 ��' BY2 
 

���7)'���$�)2��"���� V. alginolyticus 14800 V. alginolyticus Y16 V. alginolyticus BY2 
���7)'����������/����������-���+6� 
���1���8�� 

$�+�"����+����/lG 
��� ��� �<�  
+������� �?��$� 

$�+�"����+����/lG 
��� ��� �<�  
+������� �?��$� 

$�+�"����+����/lG 
��� ��� �<�  
+������� �?��$� 

���7)'����������/����������-���+6� 
TCBS 

$��/�-��+����/lG 
��� ��� �<� +������� 
�?��$� 

$��/�-��+����/lG 
��� ��� �<� +������� 
�?��$� 

$��/�-��+����/lG 
��� ��� �<� +������� 
�?��$� 

������$����� (Gramns stain)  
��'�<1�G�� 

������ ���7)'�1I�
��G����� 

������ ���7)'�1I�
��G����� 

������ ���7)'�1I�
��G����� 

 
 

�������� 3.4 �*)$����������"����+�� V. alginolyticus 14800, Y16 ��' BY2 ��-����$���������*�
��$�� API 20 E (BioMerieux, France) 
 

�����$�� 
V. alginolyticus 

14800 
V. alginolyticus 

Y16 
V. alginolyticus 

BY2 
β – galactosidase (ONPG) - - - 

Arginine dihydrolase (ADH) - - - 

Lysine decarboxylase (LDC) + + + 

Ornithine decarboxylase (ODC) + + + 

Citrate utilization (CIT) + + + 

H2S production (H2S) - - - 

Urease (URE) - - - 

Tryptophane deaminase (TDA) - - - 

Indole production (IND) + + + 

Acetoin production (VP) - - - 

Gelatinase (GEL) + + + 

 

+ + + 

+ + + 

- - - 

- - - 

- - - 

+ + + 

- - - 

- - - 

Fermentation/Oxidation 

Glucose (GLU) 

Mannitol (MAN) 

Inositol (INO) 

Sorbitol (SOR) 

Rhamnose (RHA) 

Sucrose (SAC) 

Melibiose (MEL) 

Amygdalin (AMY) 

Arabinose (ARA) - - - 

 

+ = ���"�, - = ���� 
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�<1��� 3.1 �����$���"��!,��&�'+�������8����!��/�<+�"���� 4 ��" ��"�"�(� Western blot ����,� 
V. alginolyticus 14800 (VA1) ��' V. parahaemolyticus (VP) �������"���'�$ �������"�,� 1
�����1����!���!���$<G��G� �����8��<��$ �,� 1�G���� mouse-anti V. alginolyticus 14800 
antiserum !��/�<+�"��G�'��" (1-4) 
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�<1��� 3.2 �����$��1��������+��������������������-�� . +����"������������������������
��*G��G�� . ��"�"�(� Dot blot ���/��������������bG��/������"��"������������G� ����
�8��<��$ (1  ��������/!*�) ��'�,� 1�G���"�������������������������G�� . ��� ����G 
VAL83, VAL165, VAL176, VAL56, VAL67 ��' VAL171 8?�������������������$���������� 
 
�k"��� 1. (A) Vibrio alginolyticus 14800; (B) Vibrio alginolyticus Y16;  
  (C) Vibrio alginolyticus BY2; (D) Vibrio parahaemolyticus; (E) Vibrio mimicus 
�k"��� 2. (A) Vibrio harveyi; (B) Vibrio fluvialis; (C) Vibrio cholerae;  
 (D) Vibrio vulnificus; (E) Vibrio penaeicida 
�k"��� 3. (A) Aeromonas hydrophila; (B) Aeromonas sobria; (C) Aeromonas caviae;  
 (D) Plesiomonas shigelloides; (E) Escherichia coli 
�k"��� 4. (A) Salmonella Typhi; (B) Salmonella Typhimurium; (C) Salmonella Enteritidis; 
 (D) Shigella flexneri; (E) Morganella morganii 
�k"��� 5. (A) Enterobacter cloacae; (B) Klebsiella pneumoniae; (C) Proteus vulgaris;  
 (D) Pseudomonas aeruginosa; (E) Enterococcus faecalis 
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�<1��� 3.3 �����$���"��!,��&�'+�����������������������"�"�(� Western blot ����,� V. 
alginolyticus 14800 �������"���'�$ �������"�,���"��G��$G"�/�?����������"�$� Coomassie 
brilliant blue R}250 (1) /�-��,� 1�����1����!���!���$<G��G� �����8��<��$ ���"�,� 1�G����
��"��������������������������*G��G�� .  ����G VAL83 (A), VAL165 (B), VAL176 (C), 
VAL56 (D), VAL67 (E), VAL171 (F) /�-� mouse-anti V. alginolyticus 14800 antiserum (PAb) 
S1 = �1��������2����,�/��������*���,� S2 = �1��������2����,�/��������*�$<� 
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�<1��� 3.4 �����$���"��!,��&�'+�����������������������"�"�(� Immunohistochemistry ��
��-����-����� (1, 2 ��' 3) ��'�������-�� (4, 5 ��' 6) +���*��+�"8?��k<�����,��/�������������-�� V. 
alginolyticus 14800 ��"�"�(����q�� ����,���"��G����-����-�� 1�G��������������������������� 
VAL83 (1 ��' 4) /�-� VAL165 (2 ��' 5) /�-� VAL176 (3 ��' 6) ��'�,� 1���������"�$�����8�� 
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�<1��� 3.5 �"�� "+����������������������������"!/� V. alginolyticus 14800 ��"�"�(� Dot 
blot ���/���������������"���+��+���G�� . ���������G 4 x 108 k?� 2.56 x 104 CFU/��. ������G�
 �����8��<��$ (1  ��������/!*�) ��'�,� 1�G������"����������������������!����*G�
�G�� . �"���+��+��+������������������������$����������  
   �k" A : 4x108 CFU/��. 
   �k" B : 8x107 CFU/��. 
   �k" C : 1.6x107 CFU/��. 
   �k" D : 3.2x106 CFU/��. 
   �k" E : 6.4x105 CFU/��. 
   �k" F : 1.28x105 CFU/��. 
                             �k" F : 2.56x104 CFU/��. 
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�������� 3.5 �G�����<���-��$�+��1���������������+?���������"!$����&���1+��������!����!��
���������������������� VAL �����G�� .  
 
                    ��*G����1                          ��*G����2                                   ��*G����3                  ��*G����4   ��*G����5  ��*G����6 

MAbs 
1 

VAL83 

2 

VAL13 

3 

VAL165 

4 

VAL40 

5 

VAL59 

6 

VAL176 

7 

VAL98 

8 

VAL62 

9 

VAL56 

10 

VAL67 

11 

VAL171 

1 

VAL83 
1.540 1.547 1.854 1.645 1.665 1.937 1.751 1.634 1.385 1.474 1.713 

2 

VAL13 
 1.563 1.672 1.618 1.707 1.932 1.702 1.689 1.505 1.432 1.705 

3 

VAL165 
  0.993 1.005 1.064 1.461 1.712 1.389 1.259 1.120 1.089 

4 

VAL40 
   0.953 1.029 1.613 1.403 1.213 1.209 1.009 1.103 

5 

VAL59 
    1.035 1.320 1.306 1.136 1.241 1.048 1.049 

6 

VAL176 
     1.063 1.225 1.205 1.362 1.104 1.469 

7 

VAL98 
      0.882 0.826 1.197 0.820 1.156 

8 

VAL62 
       0.788 0.983 0.635 0.971 

9 

VAL56 
        0.704 0.791 0.946 

10 

VAL67 
         0.139 0.653 

11 

VAL171 
          0.671 
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�������� 3.6 �"��!,��&�'+���������������������8?����$����"�"�(� Dot blot, Western blot 
��' immunohistochemistry �������+���$������1I���"�������+���������������������!��
��G�'��*G�8?������������$���G�� . IHC = immunohistochemistry, VA-1 = V. alginolyticus 
14800, VA-Y16 = V. alginolyticus Y16, VA-BY2 = V. alginolyticus BY2, VC = V. cholerae,  
VF = V. fluvialis, VH = V. harveyi VP = V. parahaemolyticus, VV = V. vulnificus,  
PS = Plesiomonas shigelloides. 
 

 

Group 
 

MAbs (isotype) Sensitivity 

of Dot 

blotting 

(CFU/ml) 

Detected 

antigen by 

Western 

blotting 

(kDa) 

 

IHC Bacterial 

Immunoreactivity 

(Dot blotting) 

 

1 
VAL83, VAL13 (IgG2b) 3.2 x 10

6
 ~12 – 25 +++ VA-1 (+++) 

2 

VAL165, VAL40, VAL59 

(IgG2a) 

1.6 x 10
7
 ~10, 20 +++ 

VA-1, VA-Y16,  

VA-BY2 (+++) 

3 

VAL176, VAL98 (IgG2a), 

VAL62 (IgG2b)  

1.6 x 10
7
 ~300 +++ 

VA-1, VA-Y16 (+++), 

VA-BY2 (++) 

4 
VAL56 (IgG2b) 1.6 x 10

7
 - - VA-1 (+++), VH (+) 

5 
VAL67 (IgG2b) 1.6 x 10

7
  ~25 - 

VA-1, VA-Y16,  

VA-BY2, VP, VF, 

 VV (+++), VH (+) 

6 
VAL171 (IgG2b) 1.6 x 10

7
  ~10, 20 - 

VA-1, VA-Y16,  

VA-BY2 (+++),  

VH (++), VP, VF, VC, 

VV, PS (+) 
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��%�	��
���	����! 
 

 !�������"!$���"��!,��&�'+�������8���������6� ��!��/�<+�"���� 4 ��"&�"G�/�<+�"
���� 4 ��"�����/�������$����G�������!� (V. alginolyticus 14800) ����G�������� 1 ��-���!��
������!��������������'�*��;<���*�������/�<+�"�����������&���1�1I�!,��"���� !?��,��/���-�8��%
��"!!����G�'��&���1+��������!� ��'�1I����/��������'�*��������$���������$����
���������/�������1'1���<G��8���� 8?��8������� ��!��/�<��G�'��"����$����k!�������&���1+��
������!� ��/���/������!'�/6� ��!���������������<1��� 3.1 ���!�����!'�/6�"G������8����
���� 1�,�1��������+������ V. parahaemolyticus ���������-���!�� V. alginolyticus ��' V. 

parahaemolyticus �����1I����������������"��$��&��(%������������� (Sakazaki ��' Balows, 1981) 
������������8������� ��!�������'�*��;<���*�������/�<+�"��"� V. alginolyticus !?�$����k�,�
1��������+������ V. parahaemolyticus  �� ��G�� ��6���!�����"�����'/%�"��!,��&�'+�������
8������"�"�(� Western blot ��� $����k$������/6� ��"G������8����$����k�,�1�������� ������k�
�1��������k�+�� V. alginolyticus ��G �G�,�1������������k��1����+�� V. parahaemolyticus ���
�,��/�G�����"������� 8?���1I�$�������$���/��/6�k?��"������G���'/"G�� V. alginolyticus ��' V. 
parahaemolyticus ��'��-����"!�<1���������'/"G�������8������'�k��1�����G�� . +������ V. 
alginolyticus ��' V. parahaemolyticus !��/�<+�"���� 4 ��"&�"G� /�<+�"��"��� 1 �����/����
���$�����������$*���-���!�����"���+��+��1���������������+?��������$*��������/�<+�"���� 4 ��" 
��'��1��������+������ V. parahaemolyticus  �G��� ��������������������!?� ���,�/�<+�"��"��� 1 
���������������8��% u�������8?�����"G�!'�,��/� ������������������������$����k��� V. 

alginolyticus ���!�� V. parahaemolyticus  �� 
 !��������������������������&�"G�$����k�����-��������������������� ��
����/�� 10 ���� ��'$����k��G���� ���1I� 6 ��*G�����"��!,��&�'����$������������ 3.6 ��
�������������������*G���� 1 ���"��!,��&�'�G� V. alginolyticus 14800 ��G����� ��G �G!����� V. 
alginolyticus Y16 ��' BY2 ��'��������������-�� . (�<1��� 3.2) 8?������/��/6�"G� V. alginolyticus 
14800 �������"������G��!�� V. alginolyticus Y16 ��' BY2 8?�������������������������*G�
��� 1 ���$����k����"������G��+�� V. alginolyticus ��� ���������!?�$����k�,������������*G���� 1
��������!,���� V. alginolyticus 14800 ���!�� V. alginolyticus $��&��(*%�G�� . ��'���������
�����-�� ���������������������*G���� 2 ��' 3 ���"��!,��&�'�G� V. alginolyticus ���� 3 $��
&��(*%�������������$�������� �G�$��1���������������������-���������������$�� (�<1��� 3.2) 8?��
�$���/��/6�"G� ������������� 2 ��*G����!,��&�'�G�������!�8?������<G�G"�����q&�'�� V. 

alginolyticus ���� 3 $��&��(*% ���������������������*G���� 4 ���"��!,��&�'�G� V. alginolyticus 
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14800 ��G�$��1��������+�����G���G����� V. harveyi (�<1��� 3.2) ���������������������*G���� 5 
��' 6 ���"��!,��&�'�G� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*% ��'�$��1��������+����������������-����
��*G�"������ (�<1��� 3.2) 1��������+���+�����������������������*G���� 4, 5 ��' 6 �����G�"�������
�1I�1��������+�������������������*G����������������!?��1I� 1 ��"G��������������*G���� 4, 5 ��' 6 
��� 1�,�1�����������������!�8?������<G�G"����������������/�G���� 1��������+������$����k����+?�� ��
���������������������������� �������������+�� Takeda ��'�)' (1990) 8?�� ���,����
������������������������G� heat stable enterotoxin +�� V. cholerae ��'&�"G�������
��������������������*G� 1�,�1��������+������������!�!�� V. mimicus ��' Yersinia 

enterocolitica ��G�����"�������������������������!,��&�'�G� cytotoxin +�� V. cholerae 8?���,�
���������� Saha ��' Nair (1997)  1�,�1��������+������������!�!�� V. parahaemolyticus, 
Aeromonas spp. ��' Shigella spp.  ��'!����������+�� Phianphak ��'�)' (2005) 8?�� ���,�
���������������������������G� V. harveyi �6&�"G�������������������������*G��������
 �� 1�,�1��������+������ Aeromonas hydrophila  ����"���G���� 
 k?����"G�������������������!' �G$����k��� ����G������!�"G��������������G�'��*G�
����!,��&�'�G����%1�'�����+��������!� ��-���!�� �������������������8��%�1I�������!������
��'�*��;<���*�����+��/�<+�" ��G!�������$���"��!,��&�'+���������������������*G���� 1 
��' 2 ��"�"�(� Western blot (�<1��� 3.3) ���"G��k�1���������������+?��8?������,�/��������*���<G�'/"G��
1�'��) 10 k?� 25 ���������� �G�!'�1I�����,�1���������'/"G��������������$G"�����1I� 
lipopolysaccharide (LPS) +��������!� 8?������������������+�� Jung ��'�)' (2001) 8?�� ��
�,����������'&�$<!�%������7)����������������������!,��&�'�G� Photobacterium damselae 
ssp. piscicida ��'&�"G���������������������� 2 �����,�1�����������������!�8?������,�/���
�����*���,���'��-��"G��1I� LPS ��G���� !�������!�������$���"��!,��&�'+����������
�����������*G���� 2 ��' 6 ��"�"�(� Western blot  !'�/6�"G������������������������$����*G����
!������1��������,��/�G�����"����-����1�'��) 10 k?� 20 ���������� ��G��-����"!$����&���1+��
������!����!����������������������������$����*G�������"&�"G����������$����*G����!��
�����&���1+��������!��������G����� ��-���!���G�����<���-��$�+��1���������������+?����-���,�
���������!������$����*G�������$�������G��&���+?�� (�������� 3.5) !?��1I����,��/��������������
$����*G����!���������������G�� . �������������$�� ������G����� ����������������*G���� 2 ����
!�� ���q&�'��G V. alginolyticus ��+)'����������������*G���� 6 !�� ������ V. alginolyticus ��'
����������-������*G�"������ (�<1��� 3.3)   
 �1I�����G�$�����"G����������������������*G���� 1, 2 ��' 3 ���$����k��"!��������-�� 
V. alginolyticus ����-����-���*�����"�(� immunohistochemistry  �� (�<1��� 3.4) �������!?�$����k�,���
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������������������/�G�����������"!��������������-�� V. alginolyticus ����-����-���G�� .  �� 
�����G�����������+�� Jung ��'�)' (2001) 8?�� ���,������������������������������"!
��������-�� Photobacterium damselae spp. piscicida ����-����-�� �, ���� ��'���+��1���'&� 
(Dicentrarchus labrax)  
  !�������"!$���"�� "+�������������������"!/� V. alginolyticus 
���"�(� Dot blot &�"G������������������������*G���� 1 ���"�� "�������"!$<����$*� (3.2 x 
106 CFU/��.) �������!?��/��'$����!'�,���&�i���1I��*���"! V. alginolyticus 8?�����"�� "$<�
�G� 1�������  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 40 

��	
��
�������������
�����
�� Vibrio alginolyticus Y16 ��� BY2 
 
 !�����������������������������G� V. alginolyticus 14800 &�"G�����������
���������������� �� (��*G���� 1, 2 ��' 3) $����k������ V. alginolyticus !�� V. parahaemolyticus 
 �� ��'�������������*G���� 1 ����$����k���!,����$��&��(*%+�� V. alginolyticus 14800 !�� V. 
alginolyticus �-����� 2 $��&��(*% (Y16 ��' BY2)  �� �������!?��"���������������������������
$����k���!,����$��&��(*%+�� V. alginolyticus Y16 ��' V. alginolyticus BY2 ����,�����$� V. 
alginolyticus ���� 2 $��&��(*%���"�,� 1��'�*��;<���*�������/�<+�" 8?�����"G�!'�,��/� ������
������������������!,��&�'�G� V. alginolyticus Y16 /�-� V. alginolyticus BY2  /�-����� 2 $��
&��(*% 
 ��������� Vibrio alginolyticus Y16 ��' BY2 ����,�������������������������
��������������������,������������!����,����G��������*��!��!��/"������ ��� ������"��
��*����'/%!��;��"�����""���� �)'"����#�$��% �/�"�������#���������"���i 1�'$������ 
 
  

����	������� ���	����! 

 
 �,����+�������G�� . ������ ���'�* "�����������������"����G���1�<�;<���*�������/�<
+�" �,�����,���������� V. alginolyticus Y16 ��' V. alginolyticus BY2 ��������� ���������<1 heat-
killed ��'���<1�$��$;�&���$�����������$G"� 1 �G� 1 ���"�,� 11�<�;<���*�������/�<+�"  
 ��������-���8��% u���������+������ 1 ���"�(� Dot blot ���  V. alginolyticus Y16 ��' 
BY2 �$�����������$G"� 1 �G� 1 ���"�,� 1/��������G� �����8��<��$  
 ��������-����+������ 2 ���"�(� Immunohistochemistry ���1����� (Tilapia nilotica) ��'�*��
+�" (Penaeus vannamei) ���������1I���"��G�� ����,����q�� V. alginolyicus Y16 ��' BY2 �+��
����G������+��1����� ��'�������")+������<G��� 2 $,�/����*��+�"  
 �����"!$����&���1+��������!����!��������������������������"�"�(� indirect 
ELISA ��$G"��$�+�������������������������������$������������ 4.1 
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�������� 4.1 $G"��$�+���������������������8?������������"!$����&���1+��������!����
!������������������������ VA �����G�� .  
 

MAbs 
1  

VA4 

2  

VA34 

3  

VA128 

4  

VA104 

5  

VA45 

6  

VA70 

7  

VA189 

8  

VA31 

9 

 VA105 

10  

VA57 

11  

VA58 

12  

VA64 

1 

VA4 
1+1 1+2 1+3 1+4 1+5 1+6 1+7 1+8 1+9 1+10 1+11 1+12 

2 

VA34 
 2+2 2+3 2+4 2+5 2+6 2+7 2+8 2+9 2+10 2+11 2+12 

3 

VA128 
  3+3 3+4 3+5 3+6 3+7 3+8 3+9 3+10 3+11 3+12 

4 

VA104 
   4+4 4+5 4+6 4+7 4+8 4+9 4+10 4+11 4+12 

5 

VA45 
    5+5 5+6 5+7 5+8 5+9 5+10 5+11 5+12 

6 

VA70 
     6+6 6+7 6+8 6+9 6+10 6+11 6+12 

7 

VA189 
      7+7 7+8 7+9 7+10 7+11 7+12 

8 

VA31 
       8+8 8+9 8+10 8+11 8+12 

9 

VA105 
        9+9 9+10 9+11 9+12 

10 

VA57 
         10+10 10+11 10+12 

11 

VA58 
          11+11 11+12 

12 

VA64 
           12+12 

 

MAbs 
13  

VA68 

14 

VA151 

15 

VA90 

16 

VA194 

13 

VA68 
13+13 13+14 13+15 13+16 

14 

VA151 
 14+14 14+15 14+16 

15 

VA90 
  15+15 15+16 

16 

VA194 
   16+16 
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���	����! 
1. ����%P�#H��,�!���
�.�	)� 
 !�����"�����'/%�"��!,��&�'+�������8����!��/�<+�"���� 4 ��"���"�(� Western blot 
&�"G������8��������/��$����k!������k��1����+�� V. alginolyticus Y16 ��' BY2  ���1I�
!,��"���� 8?��/�<+�"��"��� 1 �/�������$��������$*� (�<1��� 4.1) �������!?� ���,�/�<+�"��"��� 1 �����
�,���������8��% u������� 
 
2. ��	
��
����)�#�1��#.���/0�	����� 

 !����������-���8��% u���������+���������"�(� Dot blot &�"G��� microculture well 
1�'��) 200 /�*�!������/��1�'��) 2,800 /�*� �/����"������������-����+��������� ��'��
��G�'/�*�+�� microculture well ������������+���8��% u�������1�'��) 1-3 ������ ��'!��
��������-����+������ 2 ���"�(� Western blot, Immunohistochemistry ��'!��1��������+������
��������������-�� . &�"G��� u�����������!,��"� 16 ����8?��$�������������������"��!,��&�'
$<���'�$��1��������+��������������������-�� �G��� ���$����k��G��������������������
����1I� 7 ��*G�����"��!,��&�'����$������������ 4.3  
 
3. ��	H�I&%��#���)�J��,�!�������������
����� 
 ���������������������*G���� 1 1�'������������!,��"� 3 ���� ����������/�G����
���"��!,��&�'��� V. alginolyticus Y16 ��G �G�$��1��������+������ V. alginolyticus �-����� 2 $��
&��(*% (14800 ��' BY2) ��'����������-��8?������������$�� (�<1��� 4.2) ����������
�����������*G����!������1����8?������,�/��������*�1�'��) 135 ���������� (�<1��� 4.3)  
 ���������������������*G���� 2 1�'�����"����������!,��"� 1 ����8?����
�"��!,��&�'�G� V. alginolyticus Y16 ��' BY2 ��G �G!,��&�'�������������-��8?������������$�� 
(�<1��� 4.2) ���������������������*G����!������k��+����'�k�!�� . +��������!�8?����
��,�/��������*�������G 7 k?� 15 ���������� (�<1��� 4.3)  
 ���������������������*G���� 3 1�'�����"����������!,��"� 3 ����8?��!,��&�'�G� 
V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%�������������$����'��������� V. parahaemolyticus ��G�� ��6
��� 1��������+������������������������!����� V. alginolyticus BY2 �G���"G�1�����������!��
��� V. alginolyticus 14800 ��' Y16 (�<1��� 4.2) �����������*G���� �G!������k��1������ . ��
�����$����"�"�(� Western blot (�<1��� 4.3)  
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 ���������������������*G���� 4 1�'�����"����������!,��"� 2 ����8?��!����� V. 
alginolyticus 14800, Y16, BY2 ��'��������� V. parahaemolyticus (�<1��� 4.2) �����������*G����
!,��&�'����k��1����8?������,�/��������*�1�'��) 50 ���������� (�<1��� 4.3)  
 ���������������������*G���� 5 1�'�����"����������!,��"� 3 ����8?��!����� V. 
alginolyticus �������������$������ 3 $��&��(*% ��'�����������$�*� Vibrio �*����������������
��$�� (�<1��� 4.2) ���������������������*G����!,��&�'����1����8?������,�/��������*�
1�'��) 50 ���������� (�<1��� 4.3) ��'���������������������*G�����1I�����������&�����*G�
����"���$����k��"!��������-�� V. alginolyticus ����-����-�����"�(� Immunohistochemistry  �� (�<1��� 
4.4)  
 ���������������������*G���� 6 1�'�����"����������!,��"� 2 ����8?��!,��&�'��� 
V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%��'����������-����$�*� Vibrio  ����G  V.  parahaemolyticus, V. 
harveyi, V. fluvialis ��' V. vulnificus   (�<1��� 4.2)  
 ���������������������*G���� 7 1�'�����"����������!,��"� 2 ����8?��!,��&�'��� 
V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%��'����������-����$�*� Vibrio  ����G  V.  parahaemolyticus, V. 
harveyi, V. fluvialis ��' V. vulnificus   ��G�����"�������������������*G���� 6 ��G�� ��6��� 
1��������+������������������������!����� V. harveyi, V. fluvialis ��' V. vulnificus �G��
�"G�1�����������!������������������*G���� 6 (�<1��� 4.2) �����������*G����!������1����8?������,�/���
�����*�1�'��) 40 ���������� (�<1��� 4.3) 
 

4. ��	
	�%I����H����,�!���
�#%����%)���$�������������
������(�$�� � indirect ELISA 
 !�������"!$����&���1+��������!����!������������������������&�"G� �G����
�<���-��$�+��1���������'/"G��������!���'�������������*G���� 3 (VA45, VA70 ��' 
VA189) ��*G���� 4 (VA31 ��' VA105) ��*G���� 5 (VA57, VA58 ��' VA64) ��*G���� 6 (VA68 ��' 
VA151) ��'��*G���� 7 (VA90 ��' VA194) 8?���,��������������*G�����"������$��"���� 
(combine)  �G������&���+?����-����������1���������'/"G��������!���'���������8?�� �G ���,�
����������-�������<G����*G�����"������$��"���� (�������� 4.2) 8?���$���/��/6�"G������������
��*G�����"����������!�������&���1+��������!�����,��/�G�����"���/�-���������"��� ��+)'����G�
����<���-��$�+��1���������'/"G��������!���'�������������*G���� 1 (VA4, VA34 ��' 
VA128) ������-����������'/"G����*G�����"������"&�"G�������������� VA4 �/��G�����<���-�
�$���� �G�G��!��������������� VA34 ��' VA128 ��������G��-���,�������������� VA4 ��
�$��"����������������� VA34 /�-� VA128  &�"G��G�����<���-��$�+��1�����������G��&���
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$<�+?�� (�������� 4.2) 8?���$���/��/6�"G�������������� VA4 ���!�������&���1+��������!���
�,��/�G�����G��!�����!������������������ VA34 ��' VA128 ��6����� 
 
5. ��	%P���� class ��� subclass ,�!�������������
����� 

 ����������������������� 7 ��*G�������� ���� class ��' subclass �1I� IgG1, IgG2a ��' 

IgG2b ����$������������ 4.3 
 
6. ��	��I������/�,�!�������������
�����*���	
	�%+� V. alginolyticus ��$�� � Dot 

blot 

 �������������������������� ��$����k����������"!/� V. alginolyticus ���"�(� Dot 
blot ��"��"�� "���'����������G�����������G 104 k?� 106 CFU/��. (�������� 4.3 ��'�<1��� 4.5) 
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�<1��� 4.1 �$�������$���"��!,��&�'+�������8����!��/�<+�"���� 4 ��" ��"�"�(� Western blot 
����,� V. alginolyticus 14800 (VA1), V. alginolyticus Y16 (VA2), V. alginolyticus BY2 (VA3)   
��' V. parahaemolyticus (VP) �������"���'�$ �������"�,� 1�����1����!���!���$<G��G� �
����8��<��$ �,� 1�G���� mouse-anti V. alginolyticus antiserum !��/�<+�"��G�'��" (1-4) 
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�<1��� 4.2 �$�������$��1��������+��������������������-�� . +����"�������������
�������������*G��G�� . ��"�"�(� Dot blot ���/��������������bG��/������"��"������������G�
 �����8��<��$ (1  ��������/!*�) ��'�,� 1�G���"�������������������������G�� . ���
 ����G VA4, VA104, VA45, VA31, VA57, VA68 ��' VA90 8?�������������������$���������� 
 
�k"��� 1. (A) Vibrio alginolyticus 14800; (B) Vibrio alginolyticus Y16;  
  (C) Vibrio alginolyticus BY2; (D) Vibrio parahaemolyticus; (E) Vibrio mimicus 
�k"��� 2. (A) Vibrio harveyi; (B) Vibrio fluvialis; (C) Vibrio cholerae;  
 (D) Vibrio vulnificus; (E) Vibrio penaeicida 
�k"��� 3. (A) Aeromonas hydrophila; (B) Aeromonas sobria; (C) Aeromonas caviae;  
 (D) Plesiomonas shigelloides; (E) Escherichia coli 
�k"��� 4. (A) Salmonella Typhi; (B) Salmonella Typhimurium; (C) Salmonella Enteritidis; 
 (D) Shigella flexneri; (E) Morganella morganii 
�k"��� 5. (A) Enterobacter cloacae; (B) Klebsiella pneumoniae; (C) Proteus vulgaris;  
 (D) Pseudomonas aeruginosa; (E) Enterococcus faecalis 
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�<1��� 4.3 �$�������$���"��!,��&�'+�����������������������"�"�(� Western blot ����,� 
V. alginolyticus Y16 ��' BY2 �������"���'�$ �������"�,���"��G��$G"�/�?����������"�$� 
Coomassie brilliant blue R}250 (Y16 ��' BY2) /�-��,� 1�����1����!���!���$<G��G� ����
�8��<��$ ���"�,� 1�G������"��������������������������*G��G�� .  ����G VA4 (A), 
VA104 (B), VA45 (C), VA31 (D), VA57 (E), VA68 (F), VA90 (G) /�-� mouse-anti V. 
alginolyticus Y16 ��' BY2 antiserum (PAb) S1 = �1��������2����,�/��������*���,� S2 = 
�1��������2����,�/��������*�$<� 
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�<1��� 4.4 �$�������$���"��!,��&�'+�����������������������"�"�(� Immunohistochemistry 
���������-��+���*��+�" (1) ��'�,� $�+��1����� (2) 8?��k<�����,��/�������������-�� V. alginolyticus 
Y16 ��"�"�(����q�� ����,���"��G����-����-�� 1�G��������������������������� VA57 ��'�,� 1
���������"�$�����8�� 
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�<1��� 4.5 �$���"�� "+����������������������������"!/� V. alginolyticus Y16 ��"�"�(� 
Dot blot ���/���������������"���+��+���G�� . ���������G 4 x 107 k?� 2.56 x 103 CFU/��. ����
��G� �����8��<��$ (1  ��������/!*�) ��'�,� 1�G������"����������������������!��
��*G��G�� . �"���+��+��+������������������������$����������  
   �k" A : 4x107 CFU/��. 
   �k" B : 8x106 CFU/��. 
   �k" C : 1.6x106 CFU/��. 
   �k" D : 3.2x105 CFU/��. 
   �k" E : 6.4x104 CFU/��. 
   �k" F : 1.28x104 CFU/��. 
                             �k" F : 2.56x103 CFU/��. 
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�������� 4.2 �G�����<���-��$�+��1���������������+?���������"!$����&���1+��������!����!��
���������������������� VA �����G�� .  
 
                        ��*G����1                  ��*G����2                   ��*G����3                         ��*G����4                           ��*G����5 

MAbs 
1  

VA4 

2  

VA34 

3  

VA128 

4  

VA104 

5  

VA45 

6  

VA70 

7  

VA189 

8  

VA31 

9 

 VA105 

10  

VA57 

11  

VA58 

12  

VA64 

1 

VA4 
0.723 0.954 0.848 1.108 1.137 0.795 0.854 1.399 1.375 2.269 2.063 1.984 

2 

VA34 
 0.841 0.819 1.025 1.137 0.856 0.926 1.135 1.174 2.179 1.970 1.852 

3 

VA128 
  0.799 1.125 1.139 0.929 0.965 1.148 1.209 2.212 1.933 1.983 

4 

VA104 
   1.012 1.112 0.683 0.719 1.167 1.160 2.271 1.979 1.943 

5 

VA45 
    0.803 0.785 0.796 1.211 1.177 2.173 1.966 1.920 

6 

VA70 
     0.141 0.140 0.893 0.884 2.013 1.789 1.541 

7 

VA189 
      0.149 0.935 0.929 2.104 1.741 1.703 

8 

VA31 
       0.810 0.804 2.057 1.809 1.757 

9 

VA105 
        0.810 2.082 1.755 1.749 

10 

VA57 
         2.147 1.757 1.733 

11 

VA58 
          1.692 1.740 

12 

VA64 
           1.350 

 

                ��*G����6                   ��*G����7 

MAbs 
13  

VA68 

14 

VA151 

15 

VA90 

16 

VA194 

13 

VA68 
0.892 0.760 1.025 0.935 

14 

VA151 
 0.712 1.063 0.902 

15 

VA90 
  0.494 0.498 

16 

VA194 
   0.461 
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�������� 4.3 �"��!,��&�'+���������������������8?����$����"�"�(� Dot blot, Western blot 
��' Immunohistochemistry �������+���$������1I���"�������+���������������������!��
��G�'��*G�8?������������$���G�� . IHC = Immunohistochemistry, VA-1 = V. alginolyticus 
14800, VA-Y16 = V. alginolyticus Y16, VA-BY2 = V. alginolyticus BY2, VC = V. cholerea,  
VF = V. fluvialis, VH = V. harveyi, VM = V. mimicus, VP = V. parahaemolyticus,  
VPN = V. penaeicida, VV = V. vulnificus, PS = Plesiomonas shigelloides. 
 

 

Group 

 

MAbs (isotype) Sensitivity of 

Dot blotting 

(CFU/ml) 

Detected 

antigen by 

Western 

blotting (kDa) 

 

IHC Bacterial 

Immunoreactivity  

(Dot blotting) 

 

1 

VA4 (IgG1),  

VA34, VA128 (IgG2b) 

3.2 x 10
5
 ~135 - VA-Y16 (+++) 

2 
VA104 (IgG2a) 6.4 x 10

4
 ~7 - 15 - 

VA-Y16, VA-BY2 

(+++) 

3 

VA45(IgG2b),  

VA70, VA189 (IgG1) 

3.2 x 10
5
 - - 

VA-1, VA-Y16, VP 

(+++), VA-BY2 (++) 

4 
VA31, VA105 (IgG2b) 3.2 x 10

5
 ~50 - 

VA-1, VA-Y16, 

VA-BY2, VP (+++) 

5 
VA57, VA58, VA64 (IgG2a) 6.4 x 10

4
  ~50 +++ 

VA-1, VA-Y16, 

VA-BY2, VP, VM, VH, , 

VF, VV, VPN (+++),  

VC (++) 

6 
VA68, VA151 (IgG1) 3.2 x 10

5
 - - 

VA-1, VA-Y16, 

VA-BY2, VP, VH, VF, 

VV (+++) 

7 
VA90, VA194 (IgG1) 3.2 x 10

5
 ~40  - 

VA-1, VA-Y16, 

VA-BY2, VP (+++),  

VH, VF, VV (++) 
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 !�������"!$���"��!,��&�'+�������8���������6� ��!��/�<+�"���� 4 ��"���"�(� Western 
blot &�"G�/�<+�"���� 4 ��"�/�������$����G�������!� (V. alginolyticus Y16 ��' BY2) 
����G�������� 1 8?��/�<+�"��"��� 1 �/�������$��������$*����&��k��1�����1I�!,��"����
��'����!��"G�/�<+�"��"�-�� . ����$�����<1��� 4.1 !������������!'$�����&��k�+��
������!�����k�8?����1�����/��/6���G�� V. alginolyticus Y16 /�-��� V. alginolyticus  Y16 
��' BY2 ��G����������� �G��1�����/��/6��� V. alginolyticus 14800 ��' V. parahaemolyticus 8?��
�$���/��/6�k?��"������G���'/"G�� V. alginolyticus Y16 ��' BY2 ��� V. alginolyticus 14800 
��' V. parahaemolyticus �������!?� ���,�/�<��"��� 1 �����������������������������������
��������������"G�!'�,��/� ������������������������$����k!,���� V. alginolyticus Y16 /�-� 
V. alginolyticus BY2 ���!�� V. alginolyticus 14800 ��'����������-�� . ���!��������$�����&�
�k�+��������!�����k�8?����1�����/��/6������� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*% ��' V. 
parahaemolyticus 8?���$���/��/6�"G����������������"�������������/�G������������!���������"���
�G"������<G 
 !��������������������������&�"G�$����k�����-��������������������� ��
����/�� 16 ���� ��'$����k��G���� ���1I� 7 ��*G�����"��!,��&�'����$������������ 4.3 ��
�������������������*G���� 1 ���"��!,��&�'�G� V. alginolyticus Y16 ��G����� ��G �G!,��&�'��� V. 
alginolyticus BY2 ��' 14800 ��'��������������-�� . (�<1��� 4.2) 8?���$���/��/6�"G� V. 
alginolyticus Y16 �������"������G��!�� V. alginolyticus BY2 ��' 14800 ��'����������
�����������*G����$����k����"������G������ �� �����������������������*G���� 1 ���!�����
�k�+��������!�8?������,�/��������*�1�'��) 135 ���������� 8?���k�+��������!������G�"���
�����������k�+��������!�8?����1�����/��/6���G�� V. alginolyticus Y16 ��G������������$��
�"��!,��&�'+�������8������"�"�(� Western blot (�<1��� 4.1 ��' 4.3) !?��,��/��������������*G����
!,��&�'�&�����G V. alginolyticus Y16 ��G�����  
 ���������������������*G���� 2 !,��&�'�G� V. alginolyticus Y16 ��' BY2 ��G �G
!,��&�'�G� V. alginolyticus 14800 ��'�����������$�������-�� . ����$�����<1��� 4.2 ����
�����������������*G����!������k�+��������!�8?������,�/��������*�������G 7 k?� 15 ���������� 
��'���"G��1I�$G"�����1I� LPS +��������!� 8?���k������G�"��������������k�+��������!�8?����
1�����/��/6���G�� V. alginolyticus Y16 ��' V. alginolyticus BY2 ��G����� (�<1��� 4.1 ��' 4.3) !?�
�,��/��������������*G����!,��&�'�&�����G V. alginolyticus Y16 ��' BY2    
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 ���������������������*G���� 3 ��' 4 !,��&�'�G� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*% ��' 
V. parahaemolyticus  (�<1��� 4.2) ��G�������������*G���� 3 ���� �G!������k�+��������!��� . ��
�����$����"�"�(� Western blot ��+)'����������������*G���� 4 ����!������k�+��������!�8?����
��,�/��������*�1�'��) 50 ���������� (�<1��� 4.3) ��-���,������"!$����&���1+��������!����
!����������������������������$����*G�������"&�"G����������$����*G����!�������&���1+��
������!��������G����� ��-���!���G�����<���-��$�+��1�����������G��&���+?����-���,����������!��
����$����*G�������$��������$������������ 4.2 ��!�1I� 1 ��"G���&���1�������G����������������<G����
�� V. alginolyticus Y16, BY2, 14800 ��' V. parahaemolyticus ��G �G����<G�������������$��
�����-�� . !?��,��/��������������*G���� 3 ��' 4 �������!,��&�'�G� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*% 
��' V. parahaemolyticus ���"G��k�+��������!�8?������,�/��������*�1�'��) 50 �������������
!������������������*G���� 4 �����-� H antigen 8?������<G�������!���+������ V. alginolyticus 
��' V. parahaemolyticus ������"�!��+�� Chen ��'�)' (1992) 8?�� ���,������������������
����������G� Vibrio spp. &�"G��������������������8?��!,��&�'�G� V. alginolyticus ��' V. 
parahaemolyticus �����,�1�����������������!�8?������,�/��������*� 52 ���������� ��'!�����
��"!$��&�"G�������!������-� H antigen 8?�� H antigen ���k<�&�"G��1I�������!��������<G�G"����
�� V. alginolyticus ��' V. parahaemolyticus (Baumann ��'�)', 1984)  
 ���������������������*G���� 5 �1I����������8?���,�1�����������������!�8?������,�/���
�����*�1�'��) 50 ������������G�����"����������������*G���� 4 (�<1��� 4.3) ��G!�������$��
1��������+��������������������-�� . &�"G��������������*G���� 5 ������"��!,��&�'�G��!��
�������������*G���� 4 ���!,��&�'�G������������$�*�"�������*������������������$�� (�<1��� 
4.2) !�������"!$����&���1+��������!����!����������������������������$����*G�������"
&�"G����������$����*G����!�������&���1+��������!��������G����� (�������� 4.2) �1I� 1 ��
"G���&���1+��������!����!��������������������������*G���� 5 ����1I���&���1���&� �����" 1
�������������$�*�"������ ���������-���,��������������$����*G���� 1��$��1��������+������
��������������-�� . !?��/��������$���������G����� k?����"G��������������$����*G����!'!�����
������!��������,�/��������*�����"����6��� 
 ���������������������*G���� 6 ��' 7 !,��&�'�G� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*%��'
�$��1��������+������ V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. fluvialis ��' V. vulnificus ����$����
�<1��� 4.2 8?��1��������+��������G�"��������/�-�����1��������+�������������������������������
��*G���� 5 ������������� (�<1��� 3.2) ��G!�������$���"��!,��&�'+������������
������������"�(� Western blot &�"G��������������*G���� 6 ���� �G!������k�������!��� . 
��+)'����������������*G���� 7 !������k�+��������!�8?������,�/��������*�1�'��) 40 ����
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������ (�<1��� 4.3) $G"������������*G���� 5 ��� ��!�������������!������k�+��������!�8?����
��,�/��������*�1�'��) 25 ���������� (�<1��� 3.3) ��-���,������"!$����&���1+��������!����
!��������������������������*G���� 6 ��' 7 ���"&�"G����������$����*G����!�������&���1
+��������!��������G����� ��-���!���G�����<���-��$�+��1�����������G��&���+?����-���,����������
!������$����*G�������$��������$������������ 4.2 8?����!�1I� 1 ��"G���&���1�������G������������
����<G�� V. alginolyticus ���� 3 $��&��(*% ��'�� V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. fluvialis ��' 
V. vulnificus  
 !�������$���"�� "+����������������������������"!/� V. alginolyticus 
��"�"�(� Dot blot &�"G����������������������*G���� 2 ��' 5 ���"�� "�������"!$<����$*� (3.2 

x 10
5
 CFU/��.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดทั้งหมด 27 โคลน โดยสามารถแบงออกไดเปน 
13 กลุมตามความจําเพาะ 

2. โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 มีความจําเพาะตอ V. alginolyticus 14800 
3. โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 มีความจําเพาะตอ V. alginolyticus Y16 
4. โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 มีความจําเพาะตอ V. alginolyticus Y16 และ BY2 
5. โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 4 มีความจําเพาะตอ V. alginolyticus 14800, Y16 และ BY2 
6. โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6 มีความจําเพาะตอแบคทีเรียในสกุลวิบริโอทุกชนิดที่ใช

ในการทดสอบ 
7. สามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 และ 2 ไปใชจําแนกสายพันธุของ V. 

alginolyticus  
8. สามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 4 และ 5 ไปใชแยก V. alginolyticus ออกจาก 

Vibrio spp. ตาง ๆ และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ  
9. สามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6 ไปใชแยก Vibrio spp. ออกจากแบคทีเรีย

ชนิดอื่น ๆ  
10. สามารถนําโมโนโคลนอลแอนติกลุมที่ 1 4 5 และ 6 ไปใชตรวจหาตําแหนงของการติดเชื้อ 

V. alginolyticus ในเนื้อเยื่อดวยวิธี Immunohistochemistry  
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ตารางที่ 4.4 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. alginolyticus ซ่ึงผลิตไดในการทดลองครั้งนี้ 
และความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีซ่ึงทดสอบดวยวิธี Dot blot, Western blot และ 
Immunohistochemistry โคลนที่ขีดเสนใตเปนตัวแทนโคลนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากแต
ละกลุมซ่ึงใชในการทดสอบตาง ๆ IHC = Immunohistochemistry, VA-1 = V. alginolyticus 14800, 
VA-Y16 = V. alginolyticus Y16, VA-BY2 = V. alginolyticus BY2, VC = V. cholerae,  
VF = V. fluvialis, VH = V. harveyi, VM = V. mimicus, VP = V. parahaemolyticus,  
VPN = V. penaeicida, VV = V. vulnificus 
 

 

Group 
 

MAbs (isotype) Sensitivity of 

Dot blotting 

(CFU/ml) 

Detected 

antigen by 

Western 

blotting (kDa) 

 
IHC Bacterial 

Immunoreactivity  

(Dot blotting) 
 

1 VAL83, VAL13 (IgG2b) 3.2 x 106 ~12 – 25 +++ VA-1 (+++) 

2 

VA4 (IgG1),  

VA34, VA128 (IgG2b) 
3.2 x 105 ~135 - VA-Y16 (+++) 

3 VA104 (IgG2a) 6.4 x 104 ~7 - 15 - 
VA-Y16, VA-BY2 

(+++) 

4 

VAL165, VAL40, VAL59 

(IgG2a) 
1.6 x 107 ~10, 20 +++ 

VA-1, VA-Y16,  

VA-BY2 (+++) 

5 

VAL176, VAL98 (IgG2a), 

VAL62 (IgG2b)  
1.6 x 107 ~300 +++ 

VA-1, VA-Y16 (+++), 

VA-BY2 (++) 

6 VA57, VA58, VA64 (IgG2a) 6.4 x 104  ~50 +++ 

VA-1, VA-Y16, 

VA-BY2, VP, VM, VH, 

VF, VV, VPN (+++),  

VC (++) 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) 
 

ทริปโตน (Tryptone)     17.0  กรัม 
ผงสกัดถ่ัวเหลือง (Soytone)      3.0  กรัม 
เด็กซโตรส (Dextrose)         2.5   กรัม 

โซเดคียมคลอไรด (NaCl)       5.0  กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.5  กรัม 

 น้ํากลั่น                                                                                1000.0                    มล. 
ปรับพีเอชเปน  7.3 + 0.2 

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

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)       5.0  กรัม 

โปรตีโอสเปปโตน เบอร 3 (Proteose peptone No.3) 10.0  กรัม 
โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2) 10.0  กรัม 
โซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O3)    10.0  กรัม 
ออกซกอล (Oxgall)        8.0  กรัม 

แซคคาโรส (Saccharose)    20.0  กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)     10.0  กรัม 
เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe.5H2O)     1.0  กรัม 
บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue)   0.04  กรัม 
วุนผง (Agar)      15.0  กรัม 

 น้ํากลั่น                                                                                1000.0                    มล. 
ปรับพีเอชเปน  7.3 + 0.2 
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอรและสารเคมี 

 
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ไธโอเลทเข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) 

5.9525 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 องศาเซลเซียส  

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 องศาเซลเซียสกอนนํามาใช 
 

5.  สารละลายสําหรับแชแข็งเซลลไฮบริโดมา (Dimethylsulfoxide เขมขน 12%) 

   ไดเมธิลซัลฟอกไซด (Dimethylsulfoxide) (Sigma) 12.0 มล. 
       RPMI medium (1) 88.0 มล. 

      เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสกอนนํามาใช 
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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 เปอรเซ็นต 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate)     50.0  กรัม 
    น้ํากลั่น                                                                                500.0  มล. 
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1.5 แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน10 เปอรเซ็นต (เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช)  

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต   0.1  กรัม 
น้ํากลั่น   1.0  มล. 

1.6 Running gel overlay  

Tris เขมขน 0.15 โมลาร (1.2) 25.0  มล. 
SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต (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 เปอรเซ็นต (1.4) 4.0  มล. 
กลีเซอรอล 2.0  มล. 
2-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 เปอรเซ็นต(1.4)        0.3  มล. 
    น้ํากลั่น        6.75  มล. 
    แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เขมขน 10 เปอรเซ็นต (1.5)       150.0  ไมโครลิตร 
    TEMED                                                                     20.0  ไมโครลิตร
  

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

            สารละลายโมโนเมอร (1.1)  2.66  มล. 
            tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3)  5.0  มล. 
            SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต(1.4)  0.2  มล. 
            น้ํากลั่น 12.2  มล. 
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            แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นต (1.5)     100.0        ไมโครลิตร 
            TEMED      10.0  ไมโครลิตร 

ตารางที่ 1ง  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 เปอรเซ็นต   0.3    มล.   0.2    มล. 
น้ํากลั่น   6.75   มล. 12.2    มล. 

ผสมและใชปมสุญญากาศดึงอากาศออกจากสารละลาย 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (1.5) 150     ไมโครลิตร 100    ไมโครลิตร 

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 เปอรเซนต (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 เปอรเซ็นต) 

           สี Coomassie blue R-250     1.0  กรัม 
           น้ํากลั่น 100.0  มล. 
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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าเบา ๆ เปนเวลา 2-4  
    ช่ัวโมง ลางเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 1 (4.2.1) เขยาเบา ๆ เปนเวลา ½-1 ช่ัวโมง 
    จนเห็นแถบโปรตีน จากนั้นแชเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 2 (4.2.2) จนกระทั่งสี
    พื้นใสปราศจากสี     
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5. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma)  

    -Myosin, rabbit muscle 205  กิโลดาลตัน 

    -β-Galactosidase, Escherichia  coli  116  กิโลดาลตัน 

    -Phosphorylase b, rabbit  muscle   97  กิโลดาลตัน 

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

    -Albumin,  bovine  serum   66  กิโลดาลตัน 

    -Glutamic dehydrogenase, bovine liver                  55              กิโลดาลตัน 

    -Ovalbumin,  chicken egg     45  กิโลดาลตัน 

    -Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,       36            กิโลดาลตัน 
      rabbit muscle 
    -Carbonic anhydrase,  bovine  erythrocytes   29  กิโลดาลตัน 

    -Trypsinogen, bovine pancreas   24              กิโลดาลตัน 

    -Trypsin inhibitor, soybean                                     20            กิโลดาลตัน 

    -α-Lactalbumin, bovine milk                                  14.2           กิโลดาลตัน 

    -Aprotinin, bovine lung                                            6.5          กิโลดาลตัน 

 

6. Towbin transfer buffer pH 8.8 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 

 

 

 

 

 

 



 75

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 subsotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี 

sandwich ELISA (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
 

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 oC เปนเวลา 8-12 ช่ัวโมง 

2. สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที 

3. เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุม ลงในแตละแถวตั้งแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
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4. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ 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     
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6. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรจํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที 
              7. เติม HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจาง 1:1500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/
หลุม บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
              8.  ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ 10 นาที 
              9. เติมสารละลาย substrate ซ่ึงประกอบดวย O-phenelenediamine (OPD) 1 มก./มล. 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 
ตั้งทิ้งไว 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยกรด 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 เปอรเซ็นต (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 dihydrochloride (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 เปอรเซ็นต                                                   30.0             มล. 
 ฟอรมาลินเขมขน 100 เปอรเซ็นต                                                 20.0             มล. 
 Glacial acetic acid                                                              10.0             มล. 
 น้ํากลั่น                                                                                             30.0             มล. 

2. 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. 
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5. สี Enrilich’s acid hematoxylin 

 สี Hematoxylin   8.0         กรัม 

 เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต                                                  400.0         มล. 
 อลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต   8.0         กรัม 
 น้ํากลั่น                                                                                     400.0          มล. 
 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 เปอรเซ็นต                                                  100.0          มล. 

การตรวจการติดเชื้อ V. alginolyticus ในเนื้อเยื่อดวยวิธี immunohistochemistry และวิธี 

indirect immunoperoxidase (Sithigorngul และคณะ, 2000; 2002) 
 

1. วิธี Immunohistochemistry (IHC) 

1.1 ตัดสวนหัว (cephalothoraxes) ของกุงขาวที่เกิดการติดเชื้อ V. alginolyticus แลวนําไป
แชในน้ํายาคงสภาพเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

1.2 นํามาลางโดยใหน้ําประปาไหลผานเปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
1.3 ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กัน และนอรมัลบิว

ทิลแอลกอฮอล ตามลําดับดังนี้ 
1.3.1 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  
1.3.2 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
1.3.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 2 คร้ัง ๆ ละ 24 ช่ัวโมง 
1.3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
1.3.5 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 1 ช่ัว

โมง 
1.3.6 แชในไซลีน 2 คร้ัง ๆ ละ 1 ช่ัวโมง 
1.3.7 แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บในตูอบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี

1.3.8 แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 30 นาท ี
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1.4 นําเนื้อเยื่อของกุงที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (embed) ในพาราพลาสตที่อยู
ในบล็อกสี่เหล่ียม 

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 โดยหยด
น้ํากลั่นลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนั้นนําแถวของเซคชัน
ไปวางบนหยดน้ําประมาณ 3-4 เซคชันตอ 1 แถว แลวนําไปวางบนแทนอุนสไลดที่ตั้ง
อุณหภูมิไวที่ 50 องศาเซลเซียส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดจนไมมีการซอนทับของเนื้อเยื่อแลว ดูด
น้ําออกซับใหแหงจะไดเนื้อเยื่อที่ติดตรึงอยูบนสไลด นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

1.7 นําสไลดที่มีเซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ (deparafinization) โดย
วางสไลดลงบนตะกรา (slide basket) แลวนําไปจุมในโถแกวที่บรรจุไซลีน และดึงนําเขา
สูเนื้อเยื่อ (rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กันดังนี้  

 

1.7.1 แชในไซลีน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.7.2 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาที 
1.7.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.4 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.5 แชในเอทิลแอลกอฮอล 80% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.6 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.7 ลางดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.8 แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง เปนเวลา 10 นาท ี

1.7.9 ลางดวยน้ํากลั่น 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.7.10 ลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.8 นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปมสุญญากาศ 
(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มในที่ช้ืนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  
2.2 การใสแอนติบอดีตัวแรก 

2.2.1 ดูดสารละลาย P1
+ ในแตละเซคชันออก 
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2.2.2 หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละเซคชัน (แอนติบอดีตัวแรกคือโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. alginolyticus) 

2.2.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง 
2.2.4 ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว 

2.2.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

2.3 การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
2.3.1 ดูด PBS ในแตละเซคชันออก 

2.3.2 หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (goat anti-mouse horseradish peroxidase 

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

2.3.3 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
2.3.4 ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว 

2.3.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

2.4 นําเซคชันมาทําปฏิกิริยากับ 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 0.03% 

และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 0.006% ใน PBS เปนเวลา 5 นาท ี

2.5 ลางเซคชันดวยน้ําประปา 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที 

3. การยอมเนื้อเยื่อทับดวยสีอิโอซิน 

3.1    ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทิลแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% คร้ังละ 5 นาที 
3.2 ยอมทับดวยสีอิโอซิน 0.02% ในเอทิลแอลกอฮอล 95% และลางสีสวนเกินออกดวย 

เอทิลแอลกอฮอล 95% 
3.3   แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาที 
3.4   แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาท ี

3.5   แชในไซลีนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3.6   ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (mount) ดวยตัวกลางผนึก (permount)  

3.7   นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซ่ึงเนื้อเยื่อที่ใหผลบวกกับแอนติบอดีจะ  
เห็นเปนสีน้ําตาล 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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ศึกษา 2545 เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546 และสําเร็จการศึกษาในภาคการศึกษา
ปลาย ปการศึกษา 2548 
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