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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ Vibrio vulnificus ( พ C และ พ B) และ Vibrio 
mimicus DMST 15142 (VM) ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อให้เกิดโรคในคนและกุ้งกุลาดำ โดยการปลูก 
ภูมิคุ้มกันให้หนูขาวด้วยเซลล์รูปแบบ heat killed และ SDS-mercaptoethanol treated ของ 
พ C1 VVB และ VM ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ V. vulnificus 41 โคลน แบ่งเป็น 12 กลุ่ม ตาม 
ความจำเพาะต่อโปรตีนในช่วงประมาณ 3-58 กิโลดาลตัน โมโนโคลนอลแอนติบอดี 4 กลุ่ม มี 
ความจำเพาะต่อ V. vulnificus โดยไม่แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรีย 
สกุลอื่นที่นำมาทดสอบ โคลนที่จับกับแถบโปรตีนช่วงประมาณ 3-14 กิโลดาลตัน มีความไวในการ 
ตรวจลอบ V. vulnificus ด้วยวิธี Dot blotting ที่ระดับความเข้มข้นประมาณ 1.6x105 CFU/ml 
(ประมาณ 1.6x102 เซลล์ต่อจุด) นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดีบางโคลนสามารถตรวจสอบ 
การติดเรือ V. vulnificus ในเนือเยือกุ้งกุลาดำด้วย'วิธี Immunohistochemistry ได้ ส่วน 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีอีก 8 กลุ่ม แสดงปฏิกิริยาข้ามกับสายพันธุอื่นๆ ของวิบริโอและแบคทีเรีย 
สกุลอืนๆ ในวงศ์ Vibrionaceae

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ V. mimicus DMST 15142 ได้ 12 โคลน แบ่งเป็น 
7 กลุ่ม ตามความจำเพาะต่อโปรตีนในช่วงประมาณ 3-55 กิโลดาลตัน โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
2 กลุ่ม มีความจำเพาะต่อ V. mimicus โดยไม่แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและ 
แบคทีเรียสกุลอื่นที่นำมาทดสอบ โคลนที่จับกับแถบโปรตีนช่วงประมาณ 19-32 กิโลดาลตัน มี 
ความไวในการตรวจสอบ V. mimicus DMST 15142 ด้วยวิธี Dot blotting ที่ระดับความเข้มข้น 
ประมาณ 3.3x104 CFU/ml (ประมาณ 3.3x101 เชลล์ต่อจุด) ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีก 
5 กลุ่ม แสดงปฏิกิริยาข้ามกับสายพันธุอื่นๆ ของวิบริโอและแบคทีเรียสกุลอื่นๆ ในวงศ์
Vibrionaceae มีเพียงกลุ่มที,จับกับแถบโปรตีนขนาดประมาณ 41 และ 55 กิโลดาลตันเท่านั้นที่ 
ลามารถตรวจสอบการติดเรือ V. mimicus ในเนือเยือกุ้งกุลาดำด้วยวิธี Immunohistochemistry 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมได้จากการศึกษานี้สามารถนำไปพัฒนาเป็นซดตรวจเพื่อ 
ใช้จำแนกแบคทีเรียบนพื้นฐานทางวิทยาภูมิคุ้มกันd9 Hi

ส า ข า ว ิช า ........เท ค โน โลย ีช ีวภ าพ ...........  ล าย ม ือ ซ ื่อ น ิส ิต ............. ................... ............................_ . .  ..

ป ีก า ร ศ ึก ษ า . . . .2 5 4 8 .................................  ล าย ม ือ ซ ื่อ อ าจ าร ย ์ท ี่,ป ร ึก ษ า .......... ..........................................



4 6 7 2 5 2 2 8 2 3 : B IO T E C H N O LO G Y

KEY WORDS: MONOCLONAL ANTIBODIES / Vibrio vulnificus / Vibrio mimicus / DOT 
BLOTTING / IMMUNOHISTOCHEMISTRY

SUTTINEE PUSIRIRIT: PRODUCTION OF MONOCLONAL ANTIBODIES
AGAINST Vibrio vulnificus AND Vibrio mimicus. THESIS ADVISOR : ASSOC.
PROF. SIRIRAT RENGPIPAT, Ph.D., 108 pp. ISBN : 974-14-2161-3

Monoclonal antibodies (MAbs) against V. vulnificus (VVC and VVB) and 
V. mimicus DMST 15142 (VM) that cause diseases in human and black tiger shrimp, 
using heat killed and SDS-mercaptoethanol treated form of VVC, VVB and VM for 
immunizing Swiss mice were performed. Fourty-one MAbs against V. vulnificus were 
selected and divided into 12 groups according to their specificities to various proteins 
range from -3-58 kDa. Four groups were specific to V. vulnificus without cross reactivity 
to other Vibrio spp. and other bacteria. MAbs binding to proteins range from -3-14 kDa 
were able to detect V. vulnificus by Dot blotting with high sensitivity at ~1.6x105 CFU/ml 
(~1.6x102 cells/spot). เท addition, some MAbs were able to recognize V. vulnificus in 
tissues by means of เทาทานทohistochemistry. The remaining groups demonstrated cross 
reactivity to other Vibrio spp. and other genera of family Vibrionaceae.

Twelve MAbs against V. mimicus DMST 15142 were selected and divided into 
7 groups according to their specificities to various proteins range from -3-55 kDa. Two 
groups were specific to V. mimicus without cross reactivity to other Vibrio spp. and 
other bacteria. MAbs binding to proteins range from -19-32 kDa could detect 
V. mimicus DMST 15142 by Dot blotting with high sensitivity at -3.3x1 o4 CFU/ml 
(-3.3x1 o’cells/spot). The remaining groups demonstrated cross reactivity to other Vibrio 
spp. and other genera of family Vibrionaceae. Only a group of proteins binding to 
molecular mass of -41 and 55 kDa recognized the V. mimicus in tissue by means of 
เทาทานทohistochemistry.

MAbs prepared from this study can be used to identify bacteria classification 
on the basic of immunology.
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ซม. ชั่วโมง
๐ซ องศาเซลเซียส
มก. = มิลลิกรัม
มล. มิลลลิตร
CFU/ml โคโลนต่อมิลลลิตร
DAB 3,ร-ไดอะมิโนเบนซิดีนเททราไฮโดรคลอไรด์
DMSO ไดเมทิลซัลฟอกไซด์
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FCS Fetal calf serum
g กรัม
GAM-HRP = goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish 

peroxidase conjugate
GAR-HRP = goat anti-rabbit IgG heavy and light chain horseradish 

peroxidase conjugate
IHC เทาทาน nohistochemistry
kDa กิโลดาลตัน
MAb โมโนโคลนอลแอนติบอดี
,ul ไมโครลิตร
OPD o-phenylenediamine dihydrochloride
PAGE พอลิอะคริลาไมด์ เจล อิเล็กโทรฟอเรซิส
PAb พอลิโคลนอลแอนติบอดี
PBS Phosphate buffer saline
RAM-IgG = Rabbit anti กาouse-IgG
SDS Sodium dodecyl sulphate
TCBS Thiosulfate citrate bile salt
TSA Tryptic soy agar
VM Vibrio ทาเทาICUS
VVB Vibrio vulnificus Burapha
v v c Vibrio vulnificus Chulalongkorn
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