
การตรวจเอกสาร

2.1 กุ้งกุลาดำ (P e n a e u s  m onodon , Fabricius, 1798)
จ ัด อ ย ู่ใน ช ั้น ค ร ัส เต เช ีย  (C r u sta c e a )  เป ็น ก ุ้ง ท ี่ม ีข น า ด ให ญ ่ท ี่ส ุด ใน ว ง ศ ์ P e n a e id a e  ม ีซ ื่อ  

ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ว ่า  P e n ae u s  m o no d o n  F a b r ic iu s  แ ล ะ ม ีช ือ เร ีย ก ภ า ษ า อ ัง ก ฤ ษ ว ่า  G ia n t b la c k  t ig e r  

p r a w n  หร ือ  T ig er  p raw n  หร ือ  J u m b o  t ig e r  p raw n  (ว ัล ล ภ  ค ง เพ ิม พ ูน , 2 5 3 4 )

2.1.1 ลักษณะทั่วไป
ก ุ้ง ก ุล า ด ำ เป ็น ส ัต ว ์ท ี่ไ ม ่ม ีก ร ะ ด ูก ล ัน ห ล ัง  ข น า ด ย า ว ป ร ะ ม า ณ  18-25 เซ น ต ิเม ต ร  ม ีเป ล ือ ก เร ีย บ  

แ ล ะ ม ัน เง า ห ุ้ม ต ัว อ ย ู่ภ า ย น อ ก  เป ล ือ ก ห ัว เก ล ี้ย ง ไ ม ่ม ีข น  ล ำ ต ัว ม ี 1 9  ป ล ้อ ง เป ็น ส ีม ่ว ง แ ด ง  ม ีแ ถ บ ล ืน ํ้า ต า ล  

ห ร ือ ด ำ พ า ด ข ว า ง เป ็น ป ล ้อ ง ๆ  ข า เด ิน ม ีล ืแ ด ง ป น ด ำ ข า ว ่า ย น ํ้า ม ีส ีน ํ้า ต า ล ป น น ํ้า เง ิน  โ ค น ข า 1ว ่า ย น ํ้า ม ีแ ถ บ  

ล ีเห ล ือ ง  ร ะ ย า ง ศ ์ม ัก ม ีส ีน ํ้า ต า ล แ ล ะ ม ีฃ น ส ีแ ด ง อ ย ู่' โด ย ร อ บ  ห น ว ด ม ีส ีด ำ ไ ม ่ม ีล า ย ซ ัด เจ น  โด ย ส ีข อ ง ก ุ้ง จ ะ  

เป ล ี่ย น แ ป ล ง ไ ป ต า ม ก า ร ป ร ับ ต ัว แ ล ะ ส ภ า พ แ ว ด ล ้อ ม  เซ ่น ก ุ้ง เล ี้ย ง ,ใน บ ่อ 'จ ะ ม ีส ีช ีด  เป ็น ต ้น  ฟ ัน ก ร ีด ้า น บ น  

มี 7-8 ซี่ ด ้า น ล ่า ง ม ี 3 ซ่ี ล ัน ก ร ีย า ว ต ร ง ข น า น ไ ป ก ับ ล ำ ต ัว  ร ่อ ง ข ้าง ก ร ีท ั้ง  2 ด ้า น ม ีล ัก ษ ณ ะ แ ค บ แ ล ะ ย า ว  

ไ ม ่ถ ึง ฟ ัน ก ร ีอ ัน ส ุด ท ้า ย  ท ี่ฃ า เด ิน ค ู่ท ี่ 5  ไม ่ม ีร ะ ย าง ค ์อ ัน 'น อ ก

2.1.2 ลักษณะนิลัย
ก ุ้ง ก ุล า ด ำ เป ็น ก ุ้ง ท ี่เจ ร ิญ เต ิบ โ ต เร ็ว  เจ ร ิญ ไ ด ้ใน น ํ้า ก ร ่อ ย แ ล ะ น ํ้า เค ็ม  ใน ธ ร ร ม ช า ต ิช อ บ อ า ศ ัย อ ย ู่ 

บ ร ิเว ณ น ํ้า ล ืก เข ต ร ้อ น ท ี่ม ีท ้อ ง ท ะ เล เป ็น โค ล น ป น ท ร า ย  ท น ต ่อ ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ต ่อ ส ภ า พ แ ว ด ล ้อ ม ไ ด ้ด ี

ส า ม า ร ถ ท น อ ย ู่ใน น ํ้า ท ี่ม ีช ่ว ง อ ุณ ห ภ ูม ิ 1 2 -3 6 ° ซ  แ ล ะ ท น ต ่อ ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ว า ม เค ็ม ไ ด ้ใน ช ่ว ง

ป ร ะ ม า ณ  0 .2 - 7 0  ส ่ว น ใน พ ัน ส ่ว น  ช อ บ ห ม ก ต ัว แ ล ะ อ ย ู่ต า ม ห น ้า ด ิน  ห า ก ิน ต า ม ก ้น พ ื้น บ ่อ ห ร ือ ผ ิว ด ิน โด ย  

ใช ้ข า เด ิน ค ู่ท ี่ 1 ห ร ือ  2  จ ับ อ า ห า ร แ ท ะ ก ิน  ก ุ้ง จ ะ ก ิน อ า ห า ร จ ำ พ ว ก พ ืช แ ล ะ ส ัต ว ์ท ี่ต า ย แ ล ้ว แ ล ะ ย ัง ม ีช ีว ิต อ ย ู่ 

ก ิน อ า ห า ร ไ ด ้ท ุก เว ล า  ใ น ช ่ว ง ท ี่ล อ ก ค ร า บ จ ะ ห ย ุด ก ิน อ า ห า ร แ ล ะ ก ิน ม า ก ห ล ัง จ า ก ท ี่ล อ ก ค ร า บ เส ร ็จ ให ม ่ๆ  

ล า ม า ร ถ เพ า ะ แ ล ะ แ พ ร ่พ ัน ธ ุไ ด ้จ า ก พ ่อ แ ม ่พ ัน ธ ุจ า ก ท ะ เล ห ร ือ จ า ก บ ่อ  ช อ บ ห ม ก ต ัว แ ล ะ ช อ บ อ ย ู่ต า ม ห น ้า  

ด ิน  ก ุ้ง ช น ิด น ี้ม ีก า ร แ พ ร ่ก ร ะ จ า ย พ ัน ธ ุอ ย ่า ง ก ว ้า ง ข ว า ง ใน  I n d o -W e s t  P a c if ic  แ ถ บ ต ะ ว ัน อ อ ก ข อ ง  

แ อ พ ่ร ิก า ถ ึง ท ะ เล แ ด ง  ม ห า ส ม ุท ร อ ิน เด ีย  จ ีน  ฮ ่อ ง ก ง  ไต ้ห ว ัน  ต อ น ใต ้ข อ ง ณ ี่ป ุน  เก า ห ล ี ไท ย  ม า เล เซ ีย  

ส ิง ค โป ร ์ อ ิน โด น ีเซ ีย  ฟ ิจ ิ แ ล ะ ต อ น เห น ือ ข อ ง อ อ ล เต ร เร ีย  ใน ป ร ะ เท ศ ไ ท ย พ บ แ พ ร ่ก ร ะ จ า ย ท ั้ว ไ ป  พ บ ม า ก  

บ ร ิเว ณ เก า ะ ช ้า ง  บ ร ิเว ณ น อ ก ฝ ัง ช ุม พ ร ถ ึง น ค ร ศ ร ีธ ร ร ม ร าช  ท า ง ฝ ัง อ ัน ด า ม ัน จ ะ พ บ ม า ก ท ี่ภ ูเก ็ต แ ล ะ ร ะ น อ ง

2.1.3 วงจรชีวิต

ม ีอ า ย ุข ัย ป ร ะ ม า ณ  1 8 -2 4  เด ือ น  ข น า ด ข อ ง ก ุ้ง เพ ศ เม ีย จ ะ ใ ห ญ ่ก ว ่า เพ ศ ผ ู้ โด ย แ ม ่ก ุ้ง ว า ง ไ ข ่ใน น ํ้า  

ท ะ เล ล ึก  3 0 - 4 0  เม ต ร  ใก ล ้ก ับ พ ื้น ด ิน  ไ ข ่ท ี่ผ ส ม แ ล ้ว จ ะ จ ม ม ีล ัก ษ ณ ะ ก ล ม ล ีเห ล ือ ง อ ม เข ีย ว  ข น า ด เล ็ก



เล้นผ่าศูนย์กลางเฉล่ีย 0.29 มิลลิเมตร เม่ือไข่ฟักออกเป็นตัว ลูกกุ้งวัยอ่อนจะเคล่ือนท่ีเข้าส่ชายฝัง 
ล่องลอยตามบริเวณผิวนำเหมือนพวกแพลงตอนสัตว์ท่ัวไป และเจริญเติบโตโดยวธีลอกคราบ พอลูก 
กุ้งเจริญเติบโตถึงข้ันสุดท้ายก็จะกลายเป็นกุ้งวัยรุ่นช่ึงมืลักษณะต่าง  ๆ ครบลมบูรณ์ลามารถแยกเพศ
จากลักษณะของอวัยวะช่วยสืบพันธุภายนอกได้ชัดเจน ช่วงน้ีจะเดินทางมาเจริญเติบโตบริเวณน้ํา
กร่อย เน่ืองจากมีอาหารอุดมสมบูรณ์ และจะเร่ิมเดินทางกลับออกส่ทะเลเม่ือมีขนาดประมาณ 50 กรัม 
เพ่ือทำการผสมพันธุและวางไข่ต่อไป กุ้งท่ีลมบูรณ์เพศแล้วสามารถอยู่ได้ในน้ําท่ีมืความลึกถึง 160 
เมตร แต่พบมากท่ีความลึก 20-70 เมตร
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รูปที่ 2.1 กุ้งกุลาดำ (P e n a e u s  m onod on , Fabricius, 1798)

2.1.4 การเลี้ยงกุ้งกุลาดำ
ประเทศไทยมีการเพาะเล้ียงหลายรูปแบบ ได้แก่ แบบธรรมชาติ แบบก่ึงพัฒนา และแบบ 

พัฒนา ซ่ึงกุ้งชนิดน้ีจะเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 25-30°ซ ความเค็มของน้ํา 15-30 ส่วนในพันส่วน ปรมาณ 

ออกซิเจนท่ีละลายในน้ําไม่น้อยกว่า 3-5 ส่วนในล้านส่วน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) พีเอซของน้ํา 7.5-8.5 

แอมโมเนียไม่ควรเกิน 0.1 ส่วนในล้านส่วน ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ไม่ควรเกิน 0.033 ส่วนในล้านส่วน มี 

ธาตุอาหารจำพวกไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซิลิกาไม,มากเกินไป น้ําท่ีใช้เพาะเล้ียงต้องปราศจาก I

I ทอสบุดกลาง สำนักงานวิทยทรัพยากร 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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สารพิษต่างๆ ได้แก่ ยาปราบศัตรูพืช ยาฆ่าแมลง และโลหะหนัก จำพวกปรอท ทองแดง ลังกะสี 

แคดเมียม เป็นต้น และสภาพพ้ืนบ่อไม'ควรเน่าเสีย ป้องกันโดยการดูแลควบคุมอาหารท่ีให้และควบคุม 

ปริมาณของแพลงตอนพืชในบ่อ (ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2535; วัลลภ คงเพ่ิมพูน, 2534)

2.2 โรค'วิ'บริ'โอ?ส
การเพาะเล้ียงกุ้งกุลาดำประสบปัญหาจากการตายอันเน่ืองมาจากการติดเช้ือต่างๆ เซ่น เช้ือ 

ไวรัส (โรคหัวเหลือง โรคตัวแดงดวงขาว) เช้ือรา โพรโทรัว พยาธิ และแบคทีเรีย (Lightner และ 

Redman, 1998) ซ่ึงโรควิบริโอซิลเป็นสาเหตุการตายท่ีสำคัญของกุ้ง โรคน้ีเกิดจากแบคทีเรียสกุล 

วิบริ'โอ เซ่น V. harveyi (โรคเรืองแสง), V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. m im ic u s  และ 

l/. vulnificus (โรคเส้ียนดำ) เป็นต้น โดยแบคทีเรียสกุลวิบริโอส่วนใหญ่มักเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสใน 

กุ้งกุลาดำ (ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2543; ยอดย่ิง เทพธรานนท์, 2540; ปภาศริ ศรีโสภาภรณ์, 2532) มี 

รายงานว่าพบแบคทีเรียสกุลวิบริโอในกุ้งท่ีป่วยและตายด้วยโรคต่างๆ เซ่น หัวเหลือง ตัวแดงดวงขาว 

(ยอดย่ิง เทพธรานนท์, 2540) และพบ V. harveyi, V. anguillarum  และ V. Vulnifleus ในกุ้งที่ติดเช้ือ 

Monodon baculovirus (MBV) (Vaseeharan และ Ramasamy, 2003)

2.3 V ib rio  vu ln if ic u s
2.3.1 สกษณะของ V. vu ln if ic u s

V. vulnificus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง เคล่ือนท่ีได้โดยใช้โพลาร์แฟลกเจลลา สามารถ 

เจริญได้ท้ังในสภาพท่ีมีและไม่มีอากาศ ช่วงอุณหภูมิ 9-31๐ซ (Strom และ Paranjpy, 2000) ระคับ 

ความเค็ม 5-25 ส่วนในพันส่วน (Motes และคณะ, 1998) แบคทีเรียชนิดน้ีพบคร้ังแรกเม่ือปี 1964 ซ่ึง 

ในช่วงแรกคิดว่าเป็นสายพันธุหน่ึงของ V. parahaemolyticus  แต่หลังจากตรวจสอบพบว่าโครงสร้าง 

และการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนในดีเอนเอแตกต่างกัน จึงได้ต้ังช่ือให้ว่า B eneckea vulnifica 
จนกระท้ังในปี 1979 Farmer J.J. ได้ต้ังช่ือใหม่ว่า V. vulnificus (ยอดย่ิง เทพธรานนท์, 2540; Strom 

และ Paranjpy, 2000; Tison และ Kelly, 1989) สามารถแบ่งตามลักษณะทางกายวิภาคและเจ้าบ้าน 

ท่ีแตกต่างกันได้ 3 ไบโอไทป็ ได้แก่

2.3.1.1 V/. v u ln if ic u s  ไบโอไทป๋ 1
ก่อให้เกิดกระเพาะและลำไจ้อักเสบ (gastroenteritis) โลหิตเป็นพิษ (septicemia) และ 

การติดเช้ือทางบาดแผล โดยลักษณะอาการท่ีสัมพันธ์กับการติดเช้ือทางบาดแผลมีหลายลักษณะ ดัง 

แสดงในตารางท่ี 2.2 ไบโอไทป็น้ีจะเข้าสู่มนุษย์โดยการรับประทานอาหารทะเลดิบโดยเฉพาะอย่างย่ิง 

หอยนางรมหรือการท่ีบาดแผลสัมผัสกับนํ้าทะเลท่ีปนเปีอน
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2.3.1.2 V. vu ln ific u s  ไบโอไทป 2
ก่อให้เกิดโรคในหนูและปลาชนิดต่างๆ เช่น ปลาไหล ปัจจัยความรุนแรงของไบโอไทป๋ 2 จะ 

เหมือนกับใบโอไทป๋ 1 แต่ใบโอไทป๋ 2 จะสามารถทำให้เกิดความรุนแรงในปลาไหลได้ในท้ังภาวะท่ีมื 

แคปซูล และไม่มีแคปซูล (Linkous และ Oliver, 1999) นอกจากน้ียังพบว่าไบโอไทป็น้ีสามารถเป็น 

แบคทีเรียฉวยโอกาสในมนุษย์โดยมีรายงานการตรวจพบในบาดแผลของผู้ป่วย (Strom และ

Paranjpy, 2000; Linkous และ Oliver, 1999; Biosca และ Amaro, 1996)

ความแตกต่างทางชีวเคมีและกายภาพของไบโอไทป็ 1 และ 2 คือ ไบโอไทป๋ 1 จะสามารถ 

ผลิต indole และ ornithine decarboxylase นอกจากนียังมีไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ทหลากหลาย 

สามารถแบ่งได้ 5 กลุ่ม โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี ในขณะท่ีไบโอไทป็ 2 มีไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ 

เพียงชนิดเดียว คือ serovar E (Martin และ Siebeling, 1991)

2.3.2.3 V. vu ln if ic u s  ไบโอไทป 3
ก่อให้เกิดการติดเช้ือทางบาดแผลในมนุษย์ เป็น1ใบโอ1ไทป๋,ใหม่ท่ีมืการรายงานคร้ังแรก1ในปี 

1999โดยพบการระบาดในประเทศอิหร่าน ใบโอไทป๋น้ีจะมืโคโลนีสีเขียวเม่ือเล้ียงบนอาหาร TCBS ไม่ 

ลามารถเจริญในอาหาร Macconkey และไม่สามารถจำแนกโดยชุดตรวจ API 20E ลักษณะทาง 

ชีวเคมีของไบโอไทป๋น้ีจะคล้ายคลึงกับไบโอไทป็ 1 โดยจะมีความแตกต่างบางประการ ดังแสดงใน 

ตารางท่ี 2.3 (Bisharat และคณะ, 1999)

2.3.2 การแพร่กระจาย
พบแพร่กระจายท่ัวไปในน้ําทะเลเขตอบอุ่นบริเวณปากอ่าวและสัตว์นำ เช่นหอยปลาไรแดง 

และกุ้ง (Vaseeharan และ Ramasamy, 2003; Strom และ Paranjpy, 2000; Linkous และ 

Oliver,1999; Song และคณะ,1990)

2.3.3 'อาการของโรค
ทำให้เกิดกระเพาะและลำไล้อักเสบ โลหิตเป็นพิษ และการติดเช้ือทางบาดแผลในมนุษย์และ 

ก่อโรคในสัตว์น้ํา เช่น ปลา และกุ้ง ในกรณีโรคในกุ้งพบว่า v. vu ln if ic u s  ลามารถทำให้เกิดโรคได้ท้ัง 

ไบ'โอ1ไทป็ 1 และ 2 (Amaro และคณะ, 1999) โดยจะทำให้เกิดโรคเส้ียนดำในกุ้งกุลาดำ (ชลอ 

ล้ิมสุวรรณ, 2543; ปภาคิริ ศริโสภาภรณ์, 2532) และเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาส พบว่าสามารถอยู่ 

ร่วมกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอชนิดอ่ืนๆ ในน้ําเลือดกุ้งได้เป็นอย่างดี และมีความสัมพันธ์กับสัตว์ท่ีมืการ 

ติดเช้ือในเลือด (ยอดย่ิง เทพธรานนท์, 2540) โดยจะพบในกุ้งท่ีเป็นโรคและอ่อนแอ เช่น กุ้งกุลาดำท่ี 

ติดเชีอ M o no d o n  b a c u lo v iru s  (MBV) (Vaseeharan และ Ramasamy, 2003)



8

ตารางที่ 2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของ V. vulnificus (Holt, J.G. และคณะ., 1994)

สมบ้ติ V. vulnificus

3-12 polar flagella -

Lateral flagella on solid media -

Swarming -
Straight rod3 -
PHB accumulation -
Pigment -
Arginine dihydrolase -
Oxidase +

Nitrate reduction +

Luminescence -
D-glucose, gas -
Acetoin and/or diacetyl production -
Na+ required for growth +

Organic growth factor requirement -
4°c, growth -
30°c, growth +

35°c, growth +

40°c, growth +

Amylase +

Gelatinase +

Lipase +

Alginase -
Chitinase +

Utilization of :

Acetate +

Aconitate +

(3-Alanine -
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ต ารางท ี่ 2.1 (ต่อ)

ลมบติ V. vulnificus

D-Alanine +

L-Alanine +

y-Aminobutyrate -

Ô-Aminovalerate -

L-Arabinose -

L-Arginine +

L-Aspaetate +

Butyrate -
Caprate +

Caproate -
Caprylate +

Cellobiose +

Citrate +

Citrulline -
Ethanol -

D-Galactose +

D-Galacturonate -
D-Glucuronate +

L-Glutamate +

Glutarate -
D-Glucuronate +

DL-Glycerate +

Glycine -
Heptanoate in -
L-Histidine d

p-Hydroxybenzoate -
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ต ารางท ื่ 2.1 (ต่อ)

ลมบติ V. vulnificus

(3-Hydroxybutyrate -

myo-lnositol -
Isobutyrate -
Œ-Ketogluta rate +

DL-Lactose +

Lactose d

L-Leucine -

DL-Malate d

D-Manitol d

D-Mannose +

Meiibiose -

L-Ornithine -

Pelargonate -

L-Proline +

Propanol -

Propionate +

Putrescine -

Pyruvate +

Quinate -

L-Rhamnose -

D-Ribose +

S a lic in -

L -S er in e -

D -S orb ito l -

Sucrose -

T r e h a lo s e +

L -T y ro sin e +
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ต ารางท ี่ 2.1 (ต่อ)

สมบัติ V. v u ln if ic u s

Valerate -

D-Xylose -

หมายเหตุ + = แท่งตรง, - = แท่งโค้ง

+ = ผลบวก 90% ข้ึนไป, - = ผลลบ 90% ข้ึนไป, d= ผลบวก 11-89%

ตารางที่ 2.2 อาการท่ีสัมพันธ์กับการติดเช้ือทางบาดแผลของ V. vu ln if ic u s  (Oliver, 2005)

อาการ เปอร์เซ็นต์การเกิด (โ1=168)

เซลล์อักเสบ (cellulitis) ท่ีบริเวณแผล (cellulitis) 88

ตุ่มพอง (bullae) 88

เป็นไข้ (มากกว่า 37.8°ซ) 65

หนาวส่ัน 29

การเปล่ียนแปลงของสภาพจิตใจ3 18

อาการบวมเน่ืองจากโลหิตซึมออกจากหลอดเลือด (ecchymosis) 18

ความดันโลหิตต่ําb 12

ท้องร่วง 6

อาเจียน 6

หมายเหตุ a = การมึนชา หรอการไม่สามารถจดจำสถานท่ีหรอเพ่ือนได้ หรอการหลับใน 

ช = ความดันของการบีบตัวของหัวใจน้อยกว่า 90 มิลลิเมตรปรอท
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ตารางท่ี 2.3 การเปรียบเทียบลักษณะทางชีวเคมีของ V. vu ln if ic u s  แต่ละไบโอไทป็ (Bisharat และ 

คณะ, 1999)

ลักษณะ ไบโอไทป๋

1 2 3

Oxidase + + +

Arginine dihydrolase - - -
Lysine decarboxylase + + +

Sucrose fermentation - - -
Ornithine decarboxylase + - +

Indole production + - +

D-mannitol fermentation + - -
D-sorbitol fermentation - + -
Citrate (Simmon’s) + + -
Salicin fermentation + + -
Cellobiose fermentation + + -
Lactose fermentation + + -
ONPG test + + -

หมายเหตุ + = ผลบวกเท่ากับหรือมากกว่า 75%, - = ผลลบเท่ากับหรือมากกว่า 75%
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2.3.4 การก่อให้เกิดโรค

2.3.4.1 ความรุนแรงของ V. vulnificus
ปัจจัยท่ีเก่ียวข้องกับความรุนแรงของ น. vulnificus เซ่น การสร้างฮีโมไลซินและไซโทไลชิน 

ทีหลังออกสู่นอกเซลล์ (extracellular hemolysin และ cytolysin) เมทัลโลโปรติเอส

(กาetalloprotease) การใช้ธาตุเหล็ก (iron utilization) การแสดงออกของ capsular polysaccharide 

(CPS) ไสโพพอลิแซ็กคาไรด์ และการทนทานต่อสารฆ่าแบคทีเรีย เป็นต้น การศึกษาปัจจัยท่ีเก่ียวข้อง 

กับความรุนแรงของ I/, vulnificus นิยมใช้หนูเป็นตัวแทนของสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม เซ่น ทำการฉีด 

น. vulnificus ไ บ โอไทป๋ 1 และ 2 สายพันธุท่ีรุนแรงเข้าท่ีช่องท้องของหนู พ บ ว่าปริมาณท่ีทำให้เกิดการ 

ตาย 50% (เ_อ50) มีค่าประมาณ 1x105 CFU/mouse (Strom และ Paranjpye, 2000; Linkous และ 

Oliver, 1999; Amaro และคณะ, 1994)

2.3.4.2 ปัจจัยของผิวเชลล์ (cell surface)

2.3.4.2.1 Capsular polysaccharide (CPS)

V. vu ln if ic u s  ลามารถสร้างแคปซูลบนผิวนอกของเซลล์ แคปซูลท่ีสร้างข้ึนจะมีความ 

เก่ียวข้องกับความรุนแรงของแบคทีเรียชนิดน้ี โดยช่วยให้สามารถทนทานต่อแบคเทอริชิดอล และช่วย 

ป้องกันเซลล์จากกระบวนการกลืนทำลายของแมโครฟาจ การแสดงออกของแคปซูลจะมีความ

สัมพันธ์กับลักษณะของโคโลนี สายพันธุท่ีสร้างแคปซูลจะมีความรุนแรง โคโลนีจะทึบแสง ส่วนสาย 

พันธุท่ีไม่สร้างแคปซูลจะไม่มีความรุนแรง โคโลนีจะโปร่งแสง แบคทีเรียชนิดน้ีจะสร้างแคปซูลได้ดีใน 

การเจริญช่วง log phase และท่ีอุณหภูมิ 30-37°ช ปัจจุบันพบว่ามียีนหลายชนิดท่ีเก่ียวข้องกับการ 

แสดงออก เช่น ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์น้ําตาลแรมโนส ยีนท่ีถอดรหัสเอนไซม์ sugar 

epimerase และยีน w za  ทีถอดรหัส outer membrane transporter ของแคปซูล หากยีนเหล่านีเกิด 

การกลายพันธุจะมีผลกระทบต่อการแสดงออกของแคปซูล ส่งผลให้ I/, vu ln if ic u s  มีความรุนแรง 

ลดลง (Gulig และคณะ, 2005; Strom และ Paranjpye, 2000; Linkous และ Oliver, 1999; Wright 

และคณะ, 1999)

Collado และคณะ (2000) ศึกษาความรุนแรงของ % vu ln if ic u s  ท่ีสร้างและไม่สร้าง 

แคปซูลในปลาไหล (A n g u illa  a ng u illa ) โดยการแช่เช้ือท้ัง 2 ชนิด (immersion) และฉีดเข้าท่ีช่องท้อง 

ของปลาไหล (intraperitoneal injection) พบว่าการฉีกมีค่า LD50 ตำกว่าการแช่เชือ และ \/. vu ln if ic u s  

ท่ีสร้างแคปซูลจะมีค่า LD„ ต่ํากว่าไม่สร้างแคปชล ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าแคปซูลเป็นปัจจัยการก่อโรคท่ีqj วบ <บ <บ

สำคัญในปลาไหล

2.3.4.2.2 ไสโพพ'อลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide)

ไลโพพอลิแซ็กคาไรด์หรีอเอนโดทอกชินของแบคทีเรียเป็นตัวกลางในการเกิดการช็อกท่ี 

เกิดจากโลหิตเป็นพิษ (septic shock) โดยการชักนำการตอบสนองต่อการเป็นไข้ (pyrogenic
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response) ของมนุษย์ซ่ึงไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ของ V. v u ln if ic u s  สามารถก่อให้เกิดการช็อกท่ีเกิดจาก 

โลหิตเป็นพิษได้ แมไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ของ V. v u ln if ic u s  จะมีความสามารถในการก่อให้เกิดการ 

เป็นไข้น้อยกว่าไสโพพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียแกรมลบท่ีก่อโรคชนิดอ่ืน  ๆ แต่ก็มีบทบาทสำคัญต่อ 

การตอบสนองของไซโทไคน์ (cytokine) ในเจ้าบ้าน โดยจะไปชักนำให้เกิดการอักเสบ การทำลาย 

เน้ือเย่ือ และการช็อกท่ีเกิดจากโลหิตเป็นพิษในระหว่างท่ีร่างกายติดเช้ือ (Strom และ Paranjpye,

2000)
ชนิดของไลโพพอลิแช็กคาไรด์สามารถใช้เป็นพ้ืนฐานในการจำแนกไบโอไทป๋ โดย

ไบโอไทป็ 1 จะมีลายโซ่ O-polysaccharide ท่ีหลากหลาย ลามารถแบ่งได้ 5 กลุ่ม โดยใช้ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี และเน่ืองด้วยไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ฃองไบโอไทป็ 1 มีความซับซ้อนของ 

antigenic heterogeneity สูง ดังน้ันจึงเป็นปัจจัยหน่ึงในการเพ่ิมความรุนแรงของ V. vu ln if ic u s  

(Martin และ Siebeling, 1991) ส่วนใบโอไทป็ 2 จะมีสายโซ่ O-polysaccharide 1 ชนิด คือ 

serovar E ซ่ึงจะก่อให้เกิดโรคในปลาไหล และยังพบว่าสายโซ่ O-polysaccharide ของไบโอไทป็น้ืจะ 

ทนทานต่อสารฆ่าแบคทีเรียของปลาไหล ในขณะท่ีไบโอไทป็ 1 จะถูกทำลาย (Amaro และคณะ, 

1997)

2.3.4.2.3 พิไล (pili)

เป็นระยางค์อยู่ภายนอกเซลล์มีลักษณะกลวงและเป็นพิเลาเมนต์ (filament) ท่ี

ประกอบด้วยโปรตีนย่ืนออกมาจากผิวเซลล์ มีหน้าท่ีทำให้แบคทีเรียสามารถเกาะติดกับเจ้าบ้านหรือ 

เกาะกันเอง และเก่ียวข้องกับการถ่ายทอดข้อมูลทางพันธุกรรมระหว่างเซลล์ (ยอดย่ิง เทพธรานนท์, 

2540) ยีนท่ีถอดรหัสองค์ประกอบในการสร้างพิไลไทป็ IV ของ V. v u ln if ic u s  คือ vvpA  โดย พิไลไทป๋ 

IV เป็นชนิดของพิไลท่ีพบท่ัวไปในแบคทีเรียแกรมลบ เช่น P se u d o m o n a s  a e ru g in o s a , A e ro m o na s  

h yd ro p h ila , N e is se r ia  g o n o rrh o e a e , M o ra xe lla  b o v is  และ V. c h o le ra e  (Strom และ 

Paranjpye, 2000)

Gander และ LaRocco (1989) แสดงพิไลบนเซลล์ V. vu ln if ic u s  เป็นคร้ังแรกโดยใช้ 

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน และศึกษาการเกาะติดของพิไลบนเย่ือบุผิวเซลล์มนุษย์ พบว่าจำนวนพิไลมี 

ผลต่อการเกาะติด โดยจำนวนพิไลของ V. vu ln if ic u s  ท่ีแยกได้จากเลือดหรือบาดแผลท่ีติดเช้ือจะมี 

มากกว่าท่ีแยกได้จากส่ิงแวดล้อม ส่งผลให้ V. vu ln if ic u s  ท่ีแยกจากส่ิงแวดล้อมเกาะติดกับเย่ือบุผิว 

เชลล์เจ้าบ้านได้น้อย

2.3.4.3 แฟลกเจลลา และการ เคลื่อนที่ของ V. vu ln ific u s

แฟลกเจลลา เป็นส่วนท่ีใช้ในการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย

Lee และคณะ (2004a) นำยีน flg E  ท่ีถอดรหัสการสร้างโปรตีนฮุคฃองแฟลกเจลลา 

(flagella core protein) มาทำการกลายพันธุ (flg E  mutant) เป็นผลให้ I/, vu ln if ic u s  ไม่มีการสร้าง
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แฟลกเจลลา และไม่ลามารถเคล่ือนท่ีได้ เม่ือทำการฉีด f lg E  mutant เข้าท่ีช่องท้องของหนูท่ีไม่มีการ 

เสรมธาตุเหล็กในอาหาร พบว่าค่า LD50 เพ่ิมข้ึน 10 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับหนูท่ีฉีดด้วยสายพันธุท่ี 

แยกได้จากผู้ป่วย และเม่ือฉีด f lg E  mutant เข้าท่ีใต้ผิวหนังของหนูท่ีมีการเสริมธาตุเหล็กและ 

เดกซ์แทรนในอาหาร พบว่าค่า LD50 เพ่ิมข้ึน 1000 เท่า ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า น. v u ln if ic u s  จะลดความ 

รุนแรงลงเม่ือขาดแฟลกเจลลาในการเคล่ือนท่ี

2.3.4.4 สารพิษและเอนไซม์

2.3.4.4.1 ฮีโมไล?น (hemolysin) และ ไซโทไล?น (cytolysin)

เป็นปัจจัยสำคัญท่ีเก่ียวข้องกับความรุนแรง และสามารถใช้ในการบ่งบอกถึงระดับ

ความรุนแรงของแบคทีเรีย (Munro และคณะ, 2003) โปรตีนของไซโทไลซิน มี 2 ชนิด คือ 56 และ 40 

กิโลดาลตัน ไซโทไลซินขนาด 56 กิโลดาลตัน นอกจากจะทำให้เซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว์เล้ียงลูก 

ด้วยนมแตกแล้ว ยังเป็นสาเหตุให้เกิดการซึมผ่านระบบท่อลำเลียง (vascular permeability) ท่ีผิวหนัง 

ของหนูตะเภาล่งผลให้หนูตาย ไซโทไลซินจะทำให้เซลล์แตกโดยการสร้างรูบนผนังเซลล์ และกระตุ้น 

เอนไซม์กวานิเลตไซเคลส ซ่ึงจะช่วยเพ่ิมระดับของ cyclic GMP ในเซลล์ทำให้เกิดการพองของเส้น 

เลือดและการบวมน้ํา ยีนท่ีถอดรหัสไซโทไลซินคือ vvhA  ปัจจุบันการศึกษาบทบาทของไซโทไลซินของ 

1/. vu ln if ic u s  ยังไม่ชัดเจน พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างลายพันธุท่ีมีความรุนแรง และสายพันธุ 

ท่ีไม่มีการแสดงออกของไซโทไลซิน (Strom และ Paranjpye, 2000)

Lee และคณะ (2004b) ทำการทดลองในระดับหลอดทดลอง (in vitro) ด้วยการเติม 

ไซโทไลซินพบว่า trifluoperazin และ calcium-calmodulin antagonist ลามารถยับยังการเพิมการซึม 

ผ่านของผนังเซลล์เอนโดทีเลียมได้ และเม่ือนำ trifluoperazin ไปทดลองในหนู พบว่าหนูมีอัตราการ 

รอดชีวิตเพ่ิมข้ึน

ฮีโมไลซินขนาด 40 กิโลดาลตัน มียีนท่ีถอดรหัส คือ v llY  ลำดับเบสของยีนน้ียังมี 

ความเหมือนกับลำดับเบสของโลจิโอไลซิน (logiolysin) ทีสร้างโดย L o g io n e lla  p n e u m o p h ila  ซึง 

บทบาทของ V llY  ต่อความรุนแรงของ V. vu ln if ic u s  ยังไม่มีผู้ทำการศึกษา (Gulig และคณะ, 2005; 

Strom และ Paranjpye, 2000)

2.3.4.4.2 เมทโลโลโปรติเอส (metalloprotease)

เมทเทลโลโปรติเอล {V . v u ln if ic u s  protease, VVP) เป็นโปรติเอสท่ีหล่ังออกมานอก 

เซลล์ มีขนาด 45 กิโลดาลตัน พ P จะทำให้เกิดการเพ่ิมการซึมผ่านระบบท่อลำเลียง การบวมน้ํา และ 

เป็นลาเหตุให้เส้นเลือดถูกทำลาย โดยมีสังกะสีเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา เม่ือฉีด พ P เข้าท่ีช่องท้อง หรีอเส้น 

เลือด หรีอใต้ผิวหนังของหนู พบว่าทำให้เน้ือเย่ือผิวหนังของหนูตาย (dermonecrosis) เป็นบริเวณ 

กว้างอย่างรวดเร็ว พ P จะมีความคล้ายคลึงกับโปรติเอสท่ีผลิตจาก V. a n g u illa ru m  (EmpA), 

V. c h o le ra e  (HprC) และ V. p ro te o ly t ic u s  (NprP) ยีนทีถอดรหัส WP คือ vvp  หรีอ e m p V  หรอ
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v vp E  และการแสดงออกของ vvp  จะเพ่ิมข้ึนเม่ือการเจรณอยู่ในช่วง stationary phase ในการศึกษา 

ระดับหลอดทดลอง พบว่าใบโอไทป็ 1 และ 2 สามารถสร้าง VVP ได้ แต่มีเพียงใบโอไทป็ 1 เท่าน้ันท่ี 

สามารถเจริญและหล่ัง VVP ออกมาในร่างกายมนุษย์ (Gulig และคณะ, 2005; Watanabe และคณะ, 

2004; Strom และ Paranjpye, 2000)

2.3.4.4.3 เอนเทอโรท,อก?น (enterotoxin)

เป็นสารพิษจากแบคทีเรียชนิดเอกโชทอกชิน (exotoxin) ซ่ึงจะมีเป้าหมายของการ 

เป็นพิษอยู่ท่ีลำได้ มีผลทำให้เกิดท้องร่วง และลำได้อักเสบ (ยอดย่ิง เทพธรานนท์, 2540)

stelma และคณะ (1988) ศึกษาการผลิตเอนเทอโรทอกชินของ V. v u ln if ic u s  โดย 

สามารถแยกเอนเทอโรทอกชินซ่ึงตอบสนองต่ออาการทางเดินอาหารอักเสบ และโลหิตเป็นพิษ

2.3.4.4.4 โปรตีนที่หลั่งออกมาสู,นอกเซลล์ (extracellular protein; ECPs) อื่น ๆ

I/, v u ln if ic u s  ลายพันธุท่ีแยกได้จากผู้ป่วยและส่ิงแวดล้อมสามารถผลิต ECPs ได้อีก 

หลายชนิด ได้แก่ อะไมเลล ไคติเนส คอนดรอยติเนส เซลลาจีเนส ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส อิลาสเทส 

เจลาติเนส แลคชิทิเนส มิวชิเนส ฟอสฟอไลเปส ไฮยาลูโรนิเดส และ ดีเอ็นเอล ซ่ึง ECPs เหล่าน้ีอาจมี 

ผลต่อความรุนแรงของ V. vu ln if ic u s  เช่น I/, vu ln if ic u s  จะสร้างไคติเนสข้ึนเพ่ือย่อยสลาย 

สารประกอบท่ีมีขนาดใหญ่ ดังน้ันอาจเป็นไปได้ว่าเอนไซม์ชนิดน้ีจำเป็นต่อการเจริญในส่ิงมีชีวิต

จำพวกครัสเตเชีย (Crustacea) และชูโอแพลงก์ตอน (zooplankton) โดยกระบวนการไฮโดรไลซีสของ 

ไคตินต้องอาศัยการทำงานของไคติณส 2 ชนิด คือ เอนโดไคติเนส (endochitinase) และ ไคติไบเอส 

(chitobiase) นอกจากน้ียังมีการศึกษาอิลาสเทส พบว่าสามารถก่อให้เกิดความเป็นพิษได้ในหนู

(Strom และ Paranjpye, 2000; Linkous และ Oliver, 1999)

2.3.4.5 การใช้ธาตุเหล็ก (iron utilization)

การเพ่ิมระดับธาตุเหล็กในซีรัมเป็นปัจจัยสำคัญในการก่อโรค และมีความสัมพันธ์กับความ 

รุนแรง V. vu ln if ic u s  จะมีกลไกการผลิตซิเดอโรฟอร์ เพ่ือนำธาตุเหล็กจากส่วนประกอบของเจ้าบ้านท่ีมี 

ธาตุเหล็กเป็นองค์ประกอบ เช่น ทรานลเพ่อริน แลคโตเพ่อริน ฮีโมโกลบิน เมทเทอโมโกลบิน และ 

เฮปโตโกลบิน ออกมา แล้วส่งต่อให้เซลล์แบคทีเรีย หากไม่สามารถผลิตชิเดอโรพ่อร์ได้จะทำให้ความ 

รุนแรงลดลง V. vu ln if ic u s  สามารถผลิตชิเดอโรพ่อร์ได้ 2 ชนิด คือ ทีเนาเลท หรือ แคททีโคล 

(phenalate หรือ catechol) และ ไฮโดรซาเมท (hydroxamate) นอกจากน้ีมีการศึกษาพบว่า 

V. vu ln if ic u s  จะไม่เจริญในซีรัมของมนุษย์ท่ีปราศจากธาตุเหล็ก (Gulig และคณะ, 2005; Strom และ 

Paranjpye, 2000; Linkous และ Oliver, 1999)
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2.4 โรคเส้ียนดำ
โรคเส้ียนดำเกิดจาก I/, vu ln if ic u s  โดยแบคทีเรียชนิดน้ีจะทำให้กุ้งเป็นโรคได้!นบางโอกาส 

เท่าน้ัน (Song และคณะ, 1989) และมักพบในการเล้ียงกุ้งท่ีมีระบบความเค็มต่ํา หรอการเล้ียงท่ีมี 

ระบบความเค็มปกติแต่เป็นช่วงน้ําจืดหรือหน้าฝน (ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2543) การระบาดของโรคเส้ียน 

ดำในประเทศไทยมีรายงานคร้ังแรกปี พ.ศ.2531 ซ่ึงเป็นช่วงท่ีธุรกิจการเล้ียงกุ้งเร่ิมมีการขยายตัว กุ้ง 

กุลาดำท่ีเป็นโรคน้ีจะมีจุดหรือเส้ียนสีดำหรือลีน้ําตาลท่ีตำแหน่งใต้เปลือก โดยเฉพาะบรืเวณรอยต่อ

ระหว่างเปลือกของแต่ละปล้องและแพนหาง จุดหรือเส้ียนเหล่าน้ีสามารถแทงทะลุผ่านกล้ามเน้ือกุ้งท้ัง 

2 ด้าน หรือด้านเดียวเข้าไปฝังอยู่ภายใน โดยจะมีขนาดแตกต่างกัน หากมีการฝังในกล้ามเน้ือแม้กุ้งจะ 

มีการลอกคราบแล้วเส้ียนจะยังคงฝังอยู่ภายในกล้ามเน้ือ เม่ือนำกุ้งท่ีเป็นโรคเส้ียนดำไปต้มจนสุก

ลักษณะจุดหรือเส้ียนสีดำจะปรากฏเด่นซัด ทำให้เป็นปัญหาต่อการขายภายในประเทศและส่งออก

ต่างประเทศ พยาธิสภาพของเน้ือเย่ือบริเวณท่ีเป็นจุดหรือเส้ียนจะเป็นเน้ือเย่ือเก่ียวพันเน่ืองจากมี

ปริมาณเซลล์เม็ดเลือดจำนวนมาก (ปภาศร ศรีโสภาภรณ์, 2538) การเกิดจุดหรือเส้ียนสิดำเป็นผลมา 

จากระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งท่ีเรียกว่าระบบโพรพีเนอลออกชิเดล

ระบบโพรพีเนอลออกซิเดสเป็นกลไกการป้องกันส่ิงแปลกปลอมโดยเซลล์ท่ีสำคัญในสัตวํไม่มี 

กระดูกลันหลังโดยเฉพาะอย่างย่ิงกลุ่มครัสเตเชีย โดยเซลล์เม็ดเลือด'ชนิดเซมิแกรนูลาและแกรนูลา

เซลล์เป็นแหล่งท่ีสร้างและเก็บเอนไซม์ในระบบน้ี (Sritunyalucksana และ Soderhàll, 2000) ซ่ึงเม็ด 

เลือดเหล่าน้ืจะถูกกระตุ้นโดยผนังเซลล์จุลินทรีย์ท่ีมีองค์ประกอบของคาร์โบไฮเดรต (Torbjorn และ 

Soderhàll, 1999) ได้แก่ ไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide) เปปทิโดไกลแคน

(peptidoglycan) ท่ีเป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรีย และบีตา-1,3-กลูแคน ท่ีเป็น

ส่วนประกอบของผนังเซลล์ราและยีสต์ ให้เกิดดีแกรนูเลซัน หล่ังเอนไซม์กระตุ้นโพรพีเนอลออกซิเดล 

(prophenoloxidase activating enzyme; ppA) ได้แก่ เซอรืน'โปรติเอส (serine protease) และ 

โพรพี!นอลออกชิเดสออก'จากเม็ดแกรนูล จากน้ันเซอรืนโปรติเอสจะถูกกระตุ้นโดยผนังเซลล์จุลินทรีย์ท่ี 

มีองค์ประกอบของคาร์โบไฮเดรตให้กลายเป็นเซอรืนโปรติเอสท่ีอยู่ในรูปแอคทีฟ ซ่ึงจะไปเปล่ียน

โพรพีเนอลออกซิเดลให้เป็นพีเนอลออกซิเดล และพีเนอลออกซิเดลจะออกซิไดซ์พีเนอลให้เปล่ียนเป็น

ควิโนน จากน้ันควิโนนจะเกิดการจัดเรียงตัวใหม่เป็นโดพาโครม (dopachrome) เกาะรวมตัวเป็นเม็ด 

สีดำ (เมลานิน) (Johanson และ Soderhàll, 1989) โดยมีรายงานว่าเม็ดลีดำและควิโนนทำหน้าท่ีใน 

การยับย้ังเอนไซม์ของแบคทีเรียและเป็นฟังจิสตาติก (fungistatic) (Sung และคณะ, 1998)
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2.5 V ib rio  m im ic u s

2.5.1 ลักษณะของ V. m im ic u s

V. m im ic u s  เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง เคล่ือนท่ีได้โดยใช้โพลาร์แฟลกเจลลา สามารถ 

เจริญได้ในภาวะท่ีมีเกลือ 0-7% ช่วง pH ประมาณ 6.8-8 และอุณหภูมิมีผลต่อการเจริญ โดยจะไม่พบ 

% m im ic u s  ใน'ช่วงอุณหภูมิท่ีต่ํากว่า 10°ซ (Rodkhum และคณะ, 2001; Chowdhury และคณะ, 

1989) แบคทีเรียชนิดน้ีมีลักษณะทางชีวเคมีคล้ายกับ % c h o le ra e  โดยความแตกต่างระหว่าง 

2 สายพันธุ ท่ีสำคัญคือ % m im ic u s  จะไม่สามารถผลิตกรดจากน้ําตาลซูโครส ทำให้โคโลนีเป็นลีเชียว 

เม่ือเจริญบนอาหาร TCBS และให้ผลเป็นลบเม่ือทดสอบกับ V oges-Proskauer (Lee และคณะ, 

2002) ซ่ึงการค้นพบ % m im ic u s  ในช่วงแรกมีการรายงานว่าเป็น % c h o le ra e - \\ /s \œ -  

decarboxylase negative หรือ % c h o le ra e -mannitol negative หรือ V. c h o le ra e -sucrose 
negative ต่อมา Davis และคณะ (1981) ได้ทำการวิเคราะห์ DNA hybridization และลักษณะทาง 

กายภาพของ 1/ c h o le ra e  พบว่ามี % c h o le ra e  ท่ีมีลักษณะแตกต่างจาก 17 cho le ra e  กลุ่มอ่ืนๆ จึง 

ระบุว่าเป็น % c h o le ra e  สายพันธุท่ีไม่ปกติ (atypical strains of % c h o le ra e) และภายหลังได้มีการ 

ต้ังช่ือใหม่เป็น % m im ic u s  ลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีของ % m im ic u s  และ \7 c h o le ra e  ดัง 

แสดงในตารางท่ี 2.4

2.5.2 การแพร่กระจาย

สามารถพบ % m im ic u s  ได้'จากคน'ไข้ท่ีปวยเป็น'โรคท้องร่วง และติดเช้ือท่ีหู นอกจากน้ียังพบ 

ท่ัวไปในส่ิงแวดล้อม เช่น หอยนางรม กุ้ง แพลงก์ตอนลัตว์ แพลงก์ตอนพืช ปลา ไข่เต่า และแหล่ง 

น้ํากร่อย เป็นต้น (Jermyn และ Boyd, 2005; Vieira และคณะ, 2001; Acuna และคณะ, 1999; 

Chun และคณะ, 1999; Davis และคณะ, 1981)

2.5.3 อาการของโรค

% m im ic u s  จะเข้าลู่มนุษยํโดยการรับประทานอาหารดิบ เช่น หอยนางรม และไข่เต่า ท่ี 

ปนเปีอน แบคทีเรียชนิดน้ีจะเป็นลาเหตุให้เกิดอาการท้องร่วง คล่ืนไล้ อาเจียน กล้ามเน้ือเป็นตะคริว 

กระเพาะและลำไล้อักเสบ (gastroenteritis) หูอักเสบ เป็นไข้ และโลหิตเป็นพิษ (hemorrhagic 

septicemia) ในมนุษย์ (Lee และคณะ, 2002; Kang และคณะ, 1998; Chowdhury และคณะ, 1989) 

นอกจากน้ียังมีรายงานว่าพบ V. m im ic u s  ในกุ้งท่ีป่วยเป็นโรค และมีการศึกษาการเกิดโรคของ 

V. m im ic u s  ในกุ้งโดยการแช่เช้ือ พบว่ากุ้งมีอัตราการตายสูงถึง 80% (Oanh และคณะ [online])
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ต า ร า ง ท ี่ 2 .4  ล ัก ษ ณ ะ ท า ง ก า ย ภ า พ แ ล ะ ช ีว เค ม ีข อ ง  I/, mim icus แ ล ะ  V. cholerae (Rodkhum แ ล ะ  

ค ณ ะ , 2 0 0 1 )

สมบัติ V. m im icus % cholerae

Hemolysis บน blood agar + +

โคโลนีบน TCBS เขียว เหลือง
«=> 'ะะ)

การตดสแกรม แกรมลบ แกรมลบ

รูปร่าง แท่งส้ัน แท่งส้ัน

Oxidase + +
À «jการเคลอนท + +

0/F F F

Decarboxylation of :

Arginine - -

Lysine + +

Ornithine d d

Nitrate Reduction + +

Voges-Proskauer + +

Growth in :

0% NaCI (พ/V) + +

5% NaCI (พ/V) d d

7% NaCI (W/V) d -

10% NaCI (W/V) - -

Production of

Indole + +

Urease - -

Acid from :

Salicin - -

Lactose V -

Arabinose - -

Sucrose - +

ห ม า ย เห ต ุ +  : ผ ล บ ว ก  85-100%, - : ผ ล บ ว ก  0-15%, d  : ผ ล บ ว ก  16-84%, V : ไม ่ค ง ท ี่
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2.5.4 การก่อให้เกิดโรค

ปัจจัยทีเกียวข้องกับความรุนแรงของ V. ทาim icus เช่น cholera toxin (CT), Escherich ia  co li 

heat stable enterotoxin-like toxin, heat-labile hemolysin, heat-stable hemolysin และ cytotoxin 

นอกจากน้ี V. m im icus ยังมีการสร้างโปรตีนท่ีสัมพันธ์กับการก่อโรคอีกหลายชนิด เช่น ฮีแมกกลูทีนิน 

เมทัลโลโปรติเอส โปรติเอส ไลเปล และ ฟอสฟอไลเปล

2.5.4.1 Cholera toxin (CT)

สามารถผลิต cholera toxin ได้เช่นเดียวกับ V. cho lerae  ซึง cholera toxin เป็น 

เอนเทอโรทอกชินท่ีมีสมปติไม่ทนกรด ไม่ทนความร้อน และเป็นสาเหตุให้เกิดอาการท้องร่วง (Lee และ 

คณะ, 2002; Acuna และคณะ, 1999; Miyoshi และคณะ, 1997; Campos และคณะ, 1996)

2.5.4.2 ฮโมไลชิน (hemolysin)

ทำให้เกิดอาการท้องร่วง โดยฮีโมไสชินจะไปทำลายเซลล์เม็ดเลือดแดงด้วยการเกาะและทำ 

ให้เกิดรูทีผนังเซลล์ V. m im icus จะผลิตฮีโมไลชิน 2 ชนิด คือ heat-labile hemolysin และ heat- 

stable hemolysin (Miyoshi และคณะ, 1997)

2.5.4.3 ฮืแมกกลูท ิน ิน (hemagglutinin; HAs)

มีบทบาทสำคัญในการเกาะกับช้ันเย่ือเมือกของผนังลำไล์เล็ก และตกตะกอนเซลล์เม็ดเลือด 

แดง ซ่ึงคาดว่าผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงน้ีมีฮอมอลอก (homolog) ของสารเมือกท่ีเก่ียวข้องกับการเกาะ 

ของ V. m im icus แบคทีเรียชนิดน้ีผลิตฮีแมกกลูทินิน 3 ชนิด คือ เมทัลโลโปรติเอส, ไลโพพอลิแซ็กคา 

ไรด์ (VM-LPSHA) และ outer membrane protein ขนาด 39 กิโลดาลตัน (VM-OMPHA) 

ฮีแมกกลูทีนินท้ัง 3 ชนิดจะทำงานร่วมกันในการเกาะกับช้ันเย่ือเมือกของผนังลำไล์เล็ก (Alam และ 

คณะ, 1997)

2.5.4.3.1 ไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ และ outer membrane protein ขนาด 39 กิโลดาล 

ตัน
V. m im icus จะเกาะกับช้ันเย่ือเมือกของผนังลำไล์เล็ก และตกตะกอนเซลล์เม็ดเลือด 

แดง โดยใช้ VM-LPSHA และ VM-OMPHA ซ่ึงจะถูกยับย้ังการทำงานโดยไกลโคโปรตีน เช่น มิวชิน 

(mucin) พีเตูอิน (fetuin) และ เอเชียโลพีเตูอิน (asialofetuin) (Alam และคณะ, 1997)

2.5.4.3.2 เมทเทลโลโปรติเอส (ทาetalloprotease)

เป็นเอนไซม์สำคัญในการเพ่ิมการซึมผ่านระบบท่อลำเลียง (vascular permeability) 

ท่ีผิวหนัง และเพ่ิมการสะสมของเหลวท่ี ileal loop ของกระต่าย I/, m im icus จะผลิต

เมทเทลโลโปรติเอส 2 ชนิด คือ 31 กิโลดาลตัน (VMP) และ 61 กิโลดาลตัน (VMC) VMP จะมีแอคติวิตี 

คล้ายกับฮีแมกกลูทีนิ,น/โปรติเอส (hemagglutinin/protease; Hap) ของ V. cholerae ซึง Hap มี
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ห น ้า ท ี่ก ร ะ ต ุ้น  c h o le r a  tox in  แ ล ะ ส ล า ย โ ป ร ต ีน ท ี่ส ำ ค ัญ ข อ ง เจ ้า บ ้า น  เช ่น  แ ล ค โต เพ ่อ ร น  (la cto ferr in )  

ไพ ่บ ร ีโน เน ค ต ิน  (f ib r in o n e c tin ) แ ล ะ  ม ิวซ ิน  (m u c in ) (L e e  แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 0 5 ,2 0 0 3 )
2.5.4.4 ฟ,อสฟอไลเปส (phospholipase)

จ ะ ไ ป ท ำ ล า ย เน ื้อ เย ื่อ ข อ ง เจ ้า บ ้า น  โด ย จ ะ ท ำ ให ้เก ิด ก ร ะ บ ว น ก า ร ไ ฮ โด ร ล ิซ ิส  (h y d r o ly s is )  

ฟ อ ส พ ่อ ไ ล เป ล ใน ผ น ัง เซ ล ล ์เจ ้า บ ้า น  (L e e  แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 0 2 )  ฟ อ ส ฟ อ ไ ล เป ส ม ีข น า ด โป ร ต ีน  5 3  ก ิโ ล ด า ล  

ต ัน  แ ล ะ ย ีน ท ี่ถ อ ด ร ห ัส  ค ือ  phi (K a n g  แ ล ะ ค ณ ะ , 1 9 9 8 )

2.6 การตรวจว ิเคราะห ์ V. v u ln if ic u s  และ V. m im ic u s

ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ก า ร ต ิด เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโอ ส า ม า ร ถ ท ำ ไ ด ้ห ล า ย ว ิธ ี ไ ด ้แ ก ่ ว ิธ ีก า ร แ บ บ  

ด ั้ง เด ิม  เป ็น ก า ร ใช ้เท ค น ิค ท า ง จ ุล ช ีว ว ิท ย า แ ล ะ ช ีว เค ม ีใน ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์แ ล ะ จ ำ แ น ก แ บ ค ท ีเร ีย  ซ ึ่งว ิธ ีน ี ้

ต ้อ ง ใช ้เว ล า น า น จ ึง จ ะ ท ร า บ ผ ล ก า ร ต ร ว จ  แ ล ะ จ ำ เป ็น ต ้อ ง ใช้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ม ีค ว า ม จ ำ เพ า ะ  (Sanjuan 

แ ล ะ  Amaro, 2004; Macian แ ล ะ ค ณ ะ , 2000; H0I แ ล ะ ค ณ ะ , 1998) ท ำ ให ้ต ้น ท ุน ใน ก า ร ต ร ว จ ล อ บ  

สูง น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ต ้อ ง อ า ศ ัย บ ุค ล า ก ร ท ี่ม ีค ว า ม เช ี่ย ว ช า ญ เฉ พ า ะ ท า ง  จ ึง ส ่ง ผ ล ให ้ก า ร ศ ึก ษ า ก า ร ร ะ บ า ด  

ข อ ง โร ค ท ำ ไ ด ้ย า ก  ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย เท ค น ิค ท า ง โม เล ก ุล  (Fukushima แ ล ะ  Seki, 2004; Nilsson แ ล ะ  

ค ณ ะ , 2003) เป ็น อ ีก ห น ท า ง ห น ึ่ง ท ี่ร ว ด เร ็ว แ ล ะ ม ีค ว า ม ไ ว ส ูง  แ ต ่ม ีข ้อ จ ำ ก ัด เร ื่อ ง ค ่า ใช ้จ ่า ย ท ี่ส ูง  ต ้อ ง ก า ร  

บ ุค ล า ก ร ท ี่ม ีค ว า ม ช ำ น า ญ  แ ล ะ ห ้อ ง ป ฏ ิบ ัต ิก า ร เฉ พ า ะ ด ้า น  เท ค น ิค ท า ง ว ิท ย า ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน เป ็น อ ีก เท ค น ิค  

ห น ึ่ง ท ี่น ำ โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีม า ป ร ะ ย ุก ต ์ใช ้ใน ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ แ ล ะ ว ิน ิจ ฉ ัย โร ค ต ิด เช ื้อ จ า ก

แ บ ค ท ีเร ีย

2.7 โมโนโคลนอลแอนติบอดี

โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี ค ือ  แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ส ร ้า ง จ า ก ก ล ุ่ม เช ล ล ์พ ล า ส ม า  ซ ึ่ง ก ำ เน ิด จ า ก

บ ีล ิม โฟ ไ ซ ต ์เซ ล ล ์เด ีย ว  ท ำ ให ้ท ุก โ ม เล ก ุล ข อ ง แ อ น ต ิเจ น เห ล ่า น ี้ม ีส ม บ ัต ิเห ม ือ น ก ัน ท ุก ป ร ะ ก า ร  ท ั้ง ใน ด ้า น  

ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ต ่อ อ ิพ ิโ ท ป เด ีย ว ข อ ง แ อ น ต ิเจ น  แ ล ะ ใน ด ้า น ช น ิด ข อ ง ล า ย ย า ว  (h e a v y  c h a in )  แ ล ะ ล า ย ส ั้น  

(ligh t c h a in )  ข อ ง อ ิม ม ูโน โก ล บ ูล ิน  ซ ึ่ง เป ็น ต ัว ก ำ ห น ด ส ม บ ัต ิท า ง ช ีว ภ า พ ข อ ง แ อ น ต ิเจ น น ั้น

ต า ม ป ก ต ิเม ื่อ ม ีแ อ น ต ิเจ น แ ป ล ก ป ล อ ม เข ้า ส ่ร ่า ง ก า ย จ ะ ม ีส ร ้า ง โ ม โ น โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีห ล า ย ๆ  

ช น ิด ร ว ม ก ัน  ซ ึ่ง แ อ น ต ิเจ น แ ต ่ล ะ ชนิดม ัก ม ีห ล า ย อ ิพ ิโท ป จ ึง ส า ม า ร ถ ก ร ะ ต ุ้น ก า ร ต อ บ ส น อ ง ข อ ง บ ีล ิม โพ ่

ไ ซ ต ์จ ำ น ว น ม า ก ท ี่ม า ต ร ว จ จ ับ แ ต ่ล ะ อ ิพ ิโท ป  เป ็น ผ ล ให ้ม ีก า ร ส ร ้า ง แ อ น ต ิบ อ ด ีห ล า ย ช น ิด ท ี่ท ำ ห น ้า ท ี่ต ่า ง ๆ  

ก ัน ป ะ ป น อ ย ู่ใน ซ ีร ัม เร ีย ก ว ่า  พ อ ล ิโค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี แ อ น ต ิบ อ ด ีช น ิด น ี้จ ะ ล า ม า ร ถ ซ ัก น ำ ก า ร ต อ บ ส น อ ง  

ร ูป แ บ บ ต ่า ง ๆ  แ ต ่ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ข อ ง ซ ีร ัม บ า ง ค ร ั้ง อ า จ ล ด ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ  ห ร ือ ก ่อ ให ้เก ิด ป ัญ ห า ใน ก า ร  

ใช ้น อ ก ร ่า ง ก า ย  เน ื่อ ง จ า ก ก า ร เก ิด ป ฏ ิก ัร ย า ข ้า ม ข อ ง แ อ น ต ิบ อ ด ีก ับ แ อ น ต ิเจ น ท ี่ป น เป ีอ น  ด ัง น ั้น ก า ร ใช ้

ห อ ส ย ุด ก ล า ง  ส ำ น ัก ง า น ว ิท ย ท ร ัพ ย า ก ร  
ธ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์’ม ห า ว ิท ย า ล ัย
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2.7.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี มี 2 ว ิธ ีได ้แก ่

2.7.1.1 ว ิธ ี somatic hybridization

ใ น ป ีค .ศ .1 9 7 5  George Kôhler แ ล ะ  Cesar Milestein ค ิด ค ้น ว ิธ ีก า ร ผ ล ิต โม โน โค ล น อ ล  

แ อ น ต ิบ อ ด ี ด ้ว ย ก า ร เช ื่อ ม เซ ล ล ์บ ีล ิม โฟ ไ ซ ต ็ช ึ่ง ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิใน ก า ร ส ร ้า ง แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ต ้อ ง ก า ร เข ้า ก ับ

เซ ล ล ์ม ะ เร ็ง ข อ ง เซ ล ล ์พ ล า ส ม า ห ร อ เซ ล ล ์ม ัย อ ิโ ล ม า  (myeloma cell) ท ี่ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิใน ก า ร แ บ ่ง เพ ิ่ม  

จ ำ น ว น เช ล ล ์ไ ด ้อ ย ่า ง ไ ม ่จ ำ ก ัด  ว ิธ ีก า ร น ี้ท ำ ให ้ไ ด ้เซ ล ล ์ล ูก ผ ส ม ท ี่เร ิย ก ว ่า  เซ ล ล ์ใฮ บ ร ิโด ม า  (hybridoma 

cell) ท ี่ม ีส ม บ ัต ิพ ิเศ ษ ข อ ง เซ ล ล ์ต ้น ก ำ เน ิด ท ั้ง  2  ฝ ่าย  ท ำ ให ้ส า ม า ร ถ ผ ล ิต แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ต ้อ ง ก า ร ไ ด ใน  

ป ร ิม า ณ ม า ก  (ไ พ ศ าล  ส ิท ธ ิก ร ก ุล , 2 5 4 8 ;  ธ า ร า ร ัช ด ์ธ า ร า ก ุล  แ ล ะ ส ิร ิฤ ก ษ ์ท ร ง ด ีว ิไ ล , 2 5 3 7 )

2.7.1.2 วธทางวศวกรรมพนธุศาสตร (genetically engineered antibody)

วิธีนี้เป็นการดัดแปลงในระดับยีนทำให้โมเลกุลแอนติบอดีมีคุณสมบัติเปลี่ยนไปตามที่ต้องการ 

(ธารารัชด์ธารากุล และสิริฤกษ์ทรงดีวิไล, 2537)

2.7.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีด ้วยวิธ ี somatic hybridization

ก า ร ผ ล ิต เช ล ล ์ใฮ บ ร ิโด ม า เก ิด จ า ก ก า ร ห ล อ ม ร ว ม ก ัน ร ะ ห ว ่า ง เซ ล ล ์บ ีล ิม โฟ ไ ซ ด ์จ า ก ส ัต ว ์ท ี่ป ล ูก  

ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ด ้ว ย แ อ น ต ิเจ น ท ี่ต ้อ ง ก า ร ก ับ เซ ล ล ์ม ัย อ ิโ ล ม า โ ด ย ก า ร ใช ้พ อ ล ิเอ ท ิล ีน ไ ก ล ค อ ล  ซ ึ่ง ใน ท า ง ป ฏ ิบ ัต ิ 

ไ ม ่ส า ม า ร ถ ห ล อ ม ร ว ม ท ุก เซ ล ล ์เพ ื่อ ผ ล ิต เซ ล ล ์ไ ฮ บ ร ิโด ม า ไ ด ้ท ั้ง ห ม ด  แ ต ่จ ะ ม ีท ั้ง เซ ล ล ์ท ี่ห ล อ ม ร ว ม ก ัน เอ ง  

เซ ล ล ์ไม ,ห ล อ ม ร ว ม ก ัน  แ ล ะ เซ ล ล ์ไ ฮ บ ร ิโ ด ม า ป ะ ป น อ ย ู่จ ำ น ว น ม า ก  ด ัง น ั้น จ ึง ต ้อ ง ห า ส ภ า พ ท ี่ด ัด เล ือ ก

เฉ พ า ะ เซ ล ล ์ใฮ บ ร ิโด ม า เท ่า น ั้น ท ี่ส า ม า ร ถ ม ีช ีว ิต ร อ ด แ ล ะ เจ ร ิญ ไ ด ้ ว ิธ ี-ท ี่ใช ้'ท ั่ว1โป  ไ ด ้แ ก ่ ก าร 'ใช ้เซ ล ล ์ม ัย อ ิ 

โล ม า ท ม ีค ว า ม บ ก พ ร ่อ ง ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ HGPRT (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase) 

ท ี่เก ี่ย ว ก ับ แ น ว ท า ง ก า ร ส ัง เค ร า ะ ห ์น ิว ค ล ีโอ ไ ท ด ัใน ว ิถ ี salvage ท ำ ให ้ห ล ัง จ า ก ท ี่ห ล อ ม ร ว ม เซ ล ล ์

มัยอ โ ล ม า ด ัง ก ล ่า ว ก ับ เซ ล ล ์บ ีล ิม โ ฟ ,ไซ ด ์แล ้ว  เซ ล ล ์ม ัย อ ิโล ม า ท ี่ไ ม ่ถ ูก ห ล อ ม ร ว ม จ ึง ถ ูก ก ำ จ ัด ไ ป ไ ด ้ด ้ว ย ก า ร  

เล ีย ง ใ น อ า ห า ร เล ย ง เซ ล ล ์ HAT medium ท ีเส ร ิม ด ้ว ย  hypoxanthine, aminopterin แ ล ะ  thymidine 

โด ย  aminopterin จ ะ ย ับ ย ัง ว ิถ ี de novo ข อ ง ก า ร ส ร ้า ง น ิว ค ล ีไ ท ด ์ ส ่ว น เซ ล ล ์บ ีล ิม โฟ ไ ซ ด ์จ ะ ม ีช ีว ิต ร อ ด  

เพ ีย ง ร ะ ย ะ ส ัน ๅ  แ ล ะ จ ะ ต า ย เอ ง  ด ัง น ัน จ ึง ม ีเพ ีย ง เซ ล ล ์ใฮ บ ร ิโ ด ม า เท ่า น ั้น ท ี่จ ะ ส า ม า ร ถ เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ไ ด ้ใน  

HAT medium โ ด ย ใช ้ว ิถ ี salvage ซ ึง อ า ศ ัย  hypoxanthine แ ล ะ  thymidine จ า ก  HAT medium แ ล ะ  

อ า ศ ัย เอ น ไ ซ ม ์ HGPRT จ า ก ย ีน ป ก ต ิข อ ง เซ ล ล ์บ ีล ิม โฟไซ ด ์ (ไพ ศ าล  ส ิท ธ ิก ร ก ุล , 2548) (ร ูปท ี่ 2.2 แ ล ะ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีท ี่สร้างจากบีลิมโฟไซด์ 1 เชลล ์ ซ ึ่งม ีความจำเพาะต ่ออ ิพ ิโทปเด ียวของ
แอนต ิเจนจะสามารถแก ้ป ัญ หาน ี้ได ้

2.3)
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แอนติเจน
ฉีดแอนติเจนให้หนูเพื่อกระตุ้นให้ 

เซลล์บีลิมโฟไซล์ลร้างแอนติบอดีต่อ 

แอนติเจนท่ีต้องการ

แอนติบอดี

เชลล์บลิมโฟไชต์

เชลล์Iฮบริโลมา ---- 1

ดัดเลือกเซลล์๒ บริโลมาท่ี 

ผลิตโมโนโคลนอล 

แอนติบอดีที่ต้องการ

เซลล์มัยอโลมา

หลอมรวมเซลล์บีลิมโฟ่ไซต์ 

กับเชลล์มยอิโลมา

โมโนโคลนอลแอนติบอดี

รูปที่ 2,2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี somatic hybridization

(ดัดแปลงจาก http://images.encarta.msn.com/xrefmedia/aencmed/targets/illus/ilt/T059309A,gif)

http://images.encarta.msn.com/xrefmedia/aencmed/targets/illus/ilt/T059309A,gif
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วิถ ี De Novo ว ิถ ี S a lv a g e

R ib o s e - 5 - p h o s p h a t e

I
I
I

ข ัด ข ว า ง โด ย  

a m in o p te r in

T h y m id in e H y p o x a n th in e

i
1  TK"

1
HGPRT*

▼  (Thymidine kinase) 1  (H ypoxanthine Guanine

1
Phosphoribosyl Transferase)

N u c le o t id e s

I
D N A

ร ูป ท ี่ 2 .3  แ น ว ท า ง ก า ร ส ัง เค ร า ะ ห ์ด ีเอ น เอ  แ ล ะ ก า ร ย ับ ย ั้ง ข อ ง  a m in o p te r in  ใน ก า ร ส ัง เค ร า ะ ห ์ด ีเอ น เอ  

ใน ว ิถ ี d e  n o v o  ( A b b a s  แ ล ะ ค ณ ะ ,1 9 9 1 )

2.7.3 การคัดเลือกเซลลพบริ'โดมา
ล า ม า ร ค ัด เล ือ ก เซ ล ล ํใฮ บ ร โ ด ม า ไ ด ้ห ล า ย ว ิธ ี เช ่น  ELISA แ ล ะ  W e s te r n  b lo t เป ็น ต ้น  ข ึ้น อ ย ู่ก ับ  

ว ัต ถ ุป ร ะ ส ง ค ์ท ี่ต ั้ง ไ ว ้ ห ล ัง จ า ก ค ัด เล ือ ก เซ ล ล ์ท ี่ต ้อ ง ก า ร แ ล ้ว ต้องท ำ ก า ร โค ล น ซ ํ้า  ( r e d o n e )  เพ ื่อ ให ้แ น ่ใจ  

ว ่า เซ ล ล ์น ั้น ม ีต ้น ก ำ เน ิด จ า ก เซ ล ล ์เด ีย ว จ ร ง  แ ล ะ ข ย า ย เพ ิ่ม จ ำ น ว น เพ ื่อ ผ ล ิต โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี

ป ร ิม า ณ ท ี่ต ้อ ง ก า ร  (ไ พ ศ าล  ส ิท ธ ิก ร ก ุล , 2 5 4 8 )
2.7.4 ประโยชน์ของโมโนโคลนอล แอนติบอดี

โ ม โ น โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีส า ม า ร ถ น ำ ไ ป ใ ช ้ป ร ะ โ ย ช น ์อ ย ่า ง ม า ก ใน ท า ง ก า ร แ พ ท ย ์ ท ัง ใน แ ง ่ก า ร  

ก าร ต ร ว จ  แ ล ะ ก า ร ร ัก ษ า โ ร ค ต ่า ง ๆ  เช ่น  ก า ร ว ัด ป ร ิม า ณ ย า ต ่า ง ๆ  ใ น เล ือ ด  ก า ร ว ิน ิจ ฉ ัย ก า ร ต ัง ค ร ร ภ ์ โรค  

จ า ก จ ุล ิน ท ร ีย ์ ก า ร ต ร ว จ แ อ น ต ิเจ น ท ี่เก ี่ย ว ข ้อ ง ก ัน  ค ว า ม เข ้า ก ัน ไ ด ้ข อ ง เน ือ เย ื่อ  แ ล ะ ก า ร ต ร ว จ แ อ น ต ิเจ น  

ข อ ง เซ ล ล ์ม ะ เร ็ง บ า ง ช น ิด  เป ็น ต ้น  น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ล า ม า ร ถ น ำ ม า ใช ้ป ร ะ โ ย ช น ์ใ น ท า ง ก า ร ว ิจ ัย  เน ื่อ ง จ า ก  

โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย แ อ น ต ิบ อ ด ีช น ิด เด ีย ว  ท ี่ม ีค ว า ม จ ำ เพ า ะ ต ่อ อ ิพ ิโ ท ป เพ ีย ง

1 ต ำ แ ห น ่ง บ น แ อ น ต ิเจ น  ด ัง น ั้น จ ึง น ำ ไ ป ใช ้ใน ก า ร พ ิส ูจ น ์ท ร า บ  ว ัด ป ร ิม า ณ  ต ร ว จ ห า ต ำ แ ห น ่ง ข อ ง โม เล ก ุล
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เซ ล ล ์ห ร ือ จ ุล ิน ท ร ย ์ต ่า ง ๆ  ไ ด ้อ ย ่า ง ถ ูก ต ้อ ง แ ม ่น ย ำ  เซ ่น  ก า ร ต ร ว จ ห า ต ำ แ ห น ่ง ข อ ง  I/, harveyi ใ น เน ื้อ เย ื่อ  

ก ุ้ง ก ุล า ด ำ ท ี่ต ิด โ ร ค ด ้ว ย ว ิธ ี I m m u n o h is to c h e m is tr y  (P h ia n p h a k  แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 0 5 )  เป ็น ต ้น

S im o n s o n  แ ล ะ  S ie b e l in g  ( 1 9 8 8 )  ผ ล ิต โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีจ ำ เพ า ะ ต ่อ โป ร ต ีน แ ก น ข อ ง  

แ ฟ ล ก เจ ล ล า  (H ) ข อ ง V. cholerae แ ล ะ  V. vulnificus โด ย ใช ้เท ค น ิค  ELISA ใน ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ก า ร ผ ล ิต โ ม โ น โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีจ ำ เพ า ะ ต ่อ โ ป ร ต ีน แ ก น ข อ ง แ ฟ ล ก เจ ล ล า  (H ) ของ I/, cholerae ไ ด ้ 

โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ั้ง ห ม ด  1 2  โค ล น  ค ือ  โ ม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่จ ำ เพ า ะ ต ่อ โป ร ต ีน แ ก น ข อ ง  

แ พ เล ก เจ ล ล าข อ ง  V. cholerae แ ล ะ  V. m im icus 4  โค ล น  แ ล ะ ท ี่แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ก ับ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล  

ว ิบ ร ืโ อ ช น ิด อ ื่น ท ี่น ำ ม า ท ด ส อ บ  8  โค ล น  ก า ร ผ ล ิต โม โ น โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีจ ำ เพ า ะ ต ่อ โป ร ต ีน แ ก น ข อ ง  

แ พ เล ก เจ ล ล า  (H ) ข อ ง I/, vulnificus ได ้โม โน 'โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี 1 โค ล น  ท ี่ผ ล ิต ไ ด ้ส ่ว น ให ญ ่เป ็น  lg G 2  

แ ล ะ  lg G 3  ม ี IgM เพ ีย ง  2  โค ล น  ฝ ัว ิจ ัย ไ ด ้น ำ โม โน โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่จ ำ เพ า ะ ต ่อ โ ป ร ต ีน แ ก น ข อ ง  

แ พ เล ก เจ ล ล าข อ ง  V. cho le rae1 V. m im icus แ ล ะ  V/. vulnificus ไ ป ท ด ส อ บ ก ับ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโอ ท ี 

แ ย ก จ า ก ผ ู้ป ่ว ย แ ล ะ ส ิ่ง แ ว ด ล ้อ ม  พ บ ว ่า ร ะ บ ุเป ็น  V. cholerae แ ล ะ  V. m im icus 4 7  ต ัว อ ย ่า ง  จ า ก  1 0 3  

ต ัว อ ย ่า ง  แ ล ะ ร ะ บ ุเป ็น  V. vulnificus 2 0  ต ัว อ ย ่า ง  จ า ก  31 ต ัว อ ย ่า ง

M artin แ ล ะ  S ie b e l in g  ( 1 9 9 1 )  ศ ึก ษ า ก า ร ผ ล ิต พ อ ล ิโ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีต ่อ  I/, vulnificus โด ย  

ป ล ูก ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ใน ก ร ะ ต ่า ย ด ้ว ย  h e a t-k ille d  w h o le  c e l l  พ บ ว ่า แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ก ับ ส า ย พ ัน ธ ุอ ื่น  แ ล ะ  

ท ำ ก า ร ผ ล ิต โม โน โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีต ่อ ไ ล โ พ พ อ ล ิแ ซ ็ก ค า ไ ร ด ์โด ย น ำ ม ้า ม ข อ ง ห น ู BALB/C ท ี่ป ล ูก

ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ด ้ว ย  form a lin -k illed  c e l l  ม า ห ล อ ม ร ว ม ก ับ เซ ล ล ์ม ัย อ ิโล ม า  S P 2 / 0 - A g 1 4  แ ล ะ ค ัด เล ือ ก เซ ล ล ์ 

ไ ฮ บ ร ิโ ด ม า โ ด ย ใช ้ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ ELISA ข อ ง ไ ล โพ พ อ ล ิแ ซ ็ก ค า ไ ร ด ์แ ล ะ  w h o le  c e l l  พ บ ว ่า ได ้โม โน  

โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ใช ้ส า ม า ร ถ จ ำ แ น ก  s e r o v a r  ข อ ง ไล โพ พ อ ล ิแ ซ ็ก ค าไ ร ด ์ข อ ง  V. vulnificus อ อ ก เป ็น  

5  s e r o v a r  V. dam sela แ ล ะ  V. hollisae อ ย ่า ง ล ะ  1 s e r o v a r  ซ ึง โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ีผ ล ิต ฃ ึน น  ี

ไ ม ่แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ร ะ ห ว ่า ง  V. vulnificus แ ล ะ  1/. dam sela หรือ V. hollisae

T a m p lin  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 9 1 )  ผ ล ิต โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีต ่อ  \/. vulnificus โด ย น ำ ม ้า ม ข อ ง ห น ู 

BALB/C ท ี่ป ล ูก ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ด ้ว ย  fo rm a lin -k illed  c e l l  ม า ห ล อ ม ร ว ม ก ับ เช ล ล ์ม ัย อ ิโ ล ม า  S P 2 / 0  แ ล ะ  

ค ัด เล ือ ก เซ ล ส ่ใฮ บ ร ิโ ด ม า โ ด ย เท ค น ิค  ELISA โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ผ ล ิต ไ ด ้ค ือ  F B R T 37 แ ล ะ เม ื่อ  

น ำ ม า ใ ช ้จ ำ แ น ก  V. vulnificus ท ี่แ ย ก ไ ด ้จ า ก น ํ้า ท ะ เล  ต ะ ก อ น  แ ล ะ ห อ ย น า ง ร ม  โด ย ใช ้เท ค น ิค  ELISA  

พ บ ว ่า ม ีค ว า ม ถ ูก ต ้อ ง ส ูง ถ ึง  9 9 .7 %  เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย ว ิธ ีท า ง ช ีว เค ม ี แ ล ะ ร ะ ด ับ ต ํ่า  

ท ี่ส ุด ท ี่ล า ม า ร ถ ต ร ว จ ส อ บ โด ย เท ค น ิค  EL A S  A  ค ือ  ป ร ะ ม า ณ  2 x 1 0 3 เช ล ล ์ต ่อ ห ล ุม

C h e n  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 9 2 )  ศ ึก ษ า ก า ร ผ ล ิต โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีต ่อ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโ อ  

(V. alginolyticus, V. anguilla rum, V. carchariae, V. cholerae, V. damsela, V. furnissii, 

V. harveyi, V. ordain, V. parahaem olyticus แ ล ะ  V. vulnificus) ท ีก ่อ โ ร ค ใ น ม น ุษ ย ์ ป ล า  แ ล ะ ห อ ย  

โด ย ใ ช ้เท ค น ิค  ELISA ใ น ก า ร ค ัด เล ือ ก  พ บ ว ่า ไ ด ้โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ั้ง ห ม ด  3  ก ล ุ่ม  ไ ด ้แ ก ่ ก ล ุ่ม ท ี่ 1
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จ ำ เพ า ะ ต ่อ ส า ย พ ัน ธ ุเด ีย ว เท ่า น ั้น  ก ล ุ่ม ท ี่ 2  แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ก ับ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ม ีค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ 

ใก ล ้ช ิด ก ัน  เช ่น  โ ม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ร ะ ห ว ่า ง  U. alginolyticus ก ับ

V. parahaem olyticus 2 2  โค ล น  แ ล ะ ท ี่จ ำ เพ า ะ ก ับ แ ฟ ล ก เจ ล ล า  H ข น าด  5 2  ก ิโ ล ด า ล ต ัน  ของ  

I/. alginolyticus แ ล ะ  V. parahaem olyticus 6  โค ล น  ก ล ุ่ม ท ี 3  เป ็น ก ล ุ่ม ท แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ก ับ  

แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโอ ท ุก ช น ิด  แ ต ่ไ ม ่เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ก ับ แ บ ค ท ีเร ีย ใน ว ง ศ ์ V ib r io n a c e a e  แ ล ะ แ บ ค ท ีเร ีย  

แ ก ร ม ล บ ช น ิด อ ื่น  ซ ึ่ง ก ล ุ่ม ส ุด ท ้า ย น ี้ไ ว ่ใช ้จ ำ แ น ก แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโอ จ า ก แ บ ค ท ีเร ีย ช น ิด อ ื่น  น อ ก จ า ก น ี ้

ย ัง ล า ม า ร ถ น ำ โ ม โ น โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีม า ใช ้จ ำ แ น ก แ บ ค ท ีเร ีย ไ ด ้ 3  ร ูป แ บ บ  ค ือ  ร ูป แ บ บ ม ีช ีว ิต  ร ูป แ บ บ  

fo rm a lin -fix e d  แ ล ะ  ร ูป แ บ บ  s o d iu m  a z id e -k ille d

P a rk er  แ ล ะ  L e v is  ( 1 9 9 5 )  ศ ึก ษ า ก า ร ผ ล ิต  anti-V . vulnificus h e m o ly s in  โ ด ย ป ล ูก ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน  

ใ น ก ร ะ ต ่า ย แ ล ะ แ พ ะ  จากน ั้นน ำ anti-V . vulnificus h e m o ly s in  ท ี่ผ ล ิต ไ ด ้ม า ใช ้ต ร ว จ ส อ บ  V. vulnificus 

ใ น ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ไ ด ้จ า ก ส ิ่ง แ ว ด ล ้อ ม  (ห อ ย น าง ร ม  ต ะ ก อ น  แ ล ะ น ั้า ท ะ เล )  ด ้ว ย เท ค น ิค  s a n d w ic h  ELISA  

พ บ ว ่า เท ค น ิค น ี้ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ส อ บ โค โล น ีข อ ง  V. vulnificus ไ ด ้ถ ูก ต ้อ ง  9 5 %  จ า ก ป ร ะ ม า ณ  3 4 0  

ต ัว อ ย ่า ง  ท ี่ส ัน น ิษ ฐ า น ว ่า เป ็น โค โล น ีข อ ง  V. vulnificus แ ล ะ เท ค น ิค น ี้ให ้ผ ล ล บ แ ม ่น ย ำ  9 9 %  เม ื่อ ท ด ส อ บ  

ก ับ โค โล น ีท ีไ ม ่ใช ่ V. vulnificus

W righ t แ ล ะ ค ณ ะ  (1999) ศ ึก ษ า ก า ร ผ ล ิต โ ม โ น โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่จ ำ เพ า ะ ต ่อ  c a p s u la r  

p o ly s a c c h a r id e  (C P S ) ของ V. vulnificus ล า ย พ ัน ธ ุ M 0 6 -2 4 /O  แ ล ้ว น ำ โม โน โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ไ ด ้ 

(7 /G 4 -D 2 )  ม า ใช ้ใน ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  C P S  เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  V. vulnificus ส าย พ ัน ธ ุ 

C V D 7 5 2  ( เป ็น  a c a p s u la r  t r a n s p o s o n  m u ta n t ข อ ง ส า ย พ ัน ธ ุ M 0 6 -2 4 /T  ซ ึง ไ ม ่ส า ม า ร ถ ส ร ้า ง  C P S  ได ้) 

M 0 6 -2 4 /T  ( เป ็น  s p o n t a n e o u s  tr a n s lu c e n t  p h a s e  v a r ia n t ท ีม ีก า ร ส ร ้า ง  C P S  ล ด ล ง ) แ ล ะ  

M 0 6 -2 4 /3 1 T  ( เป ็น ส า ย พ ัน ธ ุท ี่ส ร ้า ง  C P S  ไ ด ้แ ต ่ไ ม ่ม ีก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง แ ค ป ซ ูล ท ี่ผ ิว น อ ก ข อ ง เซ ล ล ์)  ด ้วย  

ว ิธ ี ELISA, flo w  c y to m e tr y (F C ) แ ล ะ  im m u n o e le c tr o n  m ic r o s c o p y  พ บ ว ่า ส า ย พ ัน ธ ุ M 0 6 -2 4 /O  ให  ้

ผ ล ด ีท ี่ส ุด  จ า ก น ั้น ผ ูว ิจ ัย ไ ด ้น ำ โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี 7 /G 4 -D 2  ม า ใ ช ้ใ น ก า ร ศ ึก ษ า ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง  

ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  C P S  โ ด ย ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ FC พ บ ว ่า  V. vulnificus ม ีก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  C P S  ได ้ด ีท ี่ส ุด  

ใน ก า ร เจ ร ิญ ช ่ว ง  lo g  p h a s e  แ ล ะ ล ด ล ง ใน ช ่ว ง  s ta t io n a r y  p h a s e  น อ ก จ า ก น ี้ย ัง พ บ ว ่า ภ า ว ะ แ ว ด ล ้อ ม ม ี 

ผ ล ก ร ะ ท บ ต ่อ ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง  C P S  โด ย ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ๐ ช จ ะ แ ส ด ง อ อ ก ไ ด ้ด ีก ว ่า ท ี่ 3 7 ° ซ

J u n g  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 2 0 0 1 )  ผ ล ิต โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีจ ำ เพ า ะ ต ่อ  Photobacterium

dam selae  s s p .  p isc ic id a  โ ด ย ป ล ูก ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ใน ห น ูด ้ว ย  h e a t-k ille d  ข อ ง Photobacterium  

dam selae  s s p .  p isc ic id a  ไ ด ้ 5  โค ล น ท ี่จ ำ เพ า ะ ต ่อ โป ร ต ีน ท ี่ต ำ แ ห น ่ง  d y e  front, 1 8  แ ล ะ  2 2  

ก ิโ ล ด า ล ต ัน  แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ก ับ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล ว ิบ ร ิโ อ  5  ส า ย พ ัน ธ ุ บ า ง โ ค ล น ล า ม า ร ถ ใ ช ้แ ย ก ค ว า ม  

แ ต ก ต ่า ง ร ะ ห ว ่า ง  Photobacterium  dam selae s s p .  p isc ic id a  ก ับ  Photobacterium  dam selae s s p .
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dam selae  ด ้ว ย ว ิธ ี ELISA แ ล ะ ใช ้ต ร ว จ ส อ บ ก า ร ต ิด เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย ใน เน ื้อ เย ื่อ ป ล า ก ะ พ ง  (Dicentrarchus 

labrax) ด ้ว ย ว ิธ ี I m m u n o h is to c h e m is tr y

P h ia n p h a k  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 2 0 0 5 )  ผ ล ิต โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีต ่อ  V/. harveyi โด ย ป ล ูก  

ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ใน ห น ูด ้ว ย  h e a t-k ille d  แ ล ะ  ร อ ร - ท า e r c a p to e th a n o l  tr e a te d  ข อ ง \/. harveyi ส าย พ ัน ธ ุ 6 3 9  

ไ ด ้โ ม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี 1 5  โค ล น  ท ี่จ ำ เพ า ะ ต ่อ โป ร ต ีน ท ี่ม ีฃ น า ด ต ั้ง แ ต ่ 8 - 4 9  ก ิโ ล ด า ล ต ัน  แ บ ่ง เป ็น  

6  ก ล ุ่ม  โด ย โ ม โน โ ค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีท ุก โ ค ล น ไ ม ่แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ีย า ข ้า ม ก ับ แ บ ค ท ีเร ีย ส ก ุล วิบริโ อ แ ล ะ

แ บ ค ท ีเร ีย ส า ย พ ัน ธ ุอ ื่น ท ี่น ำ ม า ท ด ส อ บ  ย ก เว ้น  V H 3 9 -4 E  ท ี่แ ส ด ง ป ฏ ิก ิร ีย า ข ้า ม เล ็ก น ้อ ย ก ับ  Aeromonas 

hydrophila เม ือ ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย เท ค น ิค  เท าทาน ก o d o t  b lo t พ บ ว ่า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  \/. harveyi ที่ 

โ ม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีบ า ง โค ล น ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ส อ บ ไ ด ้ค ือ  1 0 4 C F U /m l น อ ก 'จ า ก น ี้ย ัง ล า ม า ร ถ 'ใช  ้

โม โ น โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี 2  ก ล ุ่ม  ท ี่ผ ล ิต ไ ด ้ม า ใช ้ใน ก า ร ร ะ บ ุต ำ แ ห น ่ง ข อ ง  14 harveyi ใน เน ื้อ เย ื่อ ข อ ง ก ุ้ง  

ก ุล า ด ำ ท ีต ิด โ ร ค เร ือ ง แ ล ง ด ้ว ย ว ิธ ี Im m u n o h is to c h e m is tr y
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