
บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 สมบตทางส้ณฐานวิทยาของ V. v u ln if icu s  พ (ว, พ ธ  และ V. m im ic u s

ดังแสดงในตารางที่4 .1และ4.2

ตารางที่ 4.1 ลมบัติทางสัณฐาน'วิทยาของ V. v u ln if ic u s  พ(ว, VVB และ V. m im ic u s

สมบัติ V. v u ln if ic u s V. v u ln if ic u s V. m im ic u s

v v c VVB DMST15142
ลี,โคโลนีบนอาหาร TSA ครีม ครีม ครีม
การติดสีแกรม แกรมลบ แกรมลบ แกรมลบ
รูปร่าง แท่ง แท่ง แท่ง
การ swarm บน TSA ผสม 2% - - -
NaCI
สีของโคโลนีบนอาหาร TCBS เขียว เขียว เขียว
MIO

การเคลื่อนท่ี - + +
Indole production - - -
Ornithine decarboxylase - - -

หมายเหตุ TSA = Tryptic soy agar
TCBS = Thiosulfate citrate bile salt
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ตารางที่ 4.2 สมบัติทางชีวเคมีของ 14 vu ln if ic u s  พ (ว, VVB และ 1/. m im ic u s  โดยชุดทดสอบ
API 20E (BioMérieux, France)

สมบัติ (API 20 E) V. v u ln if icu s

v vc
V. v u ln if ic u s  

VVB
V. m im ic u s  

DMST 15142
(3-galactosidase(ONPG) + + +
Arginine dihydrolase(ADH) - - -
Lysine decarboxylase (LDC) + - +
Ornithine decarboxylase (ODC) - - +
Citrate utilization - - -
H2S production (H2S) - - -
Urease (URE) - - -
Trytophane 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) - - -
Cytochrome-oxidase (Ox) + + +
N02 production + - +
O/F +/+ +/+ +/+

หมายเหตุ + = ผลบวก, - = ผลลบ
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4.2 การผลิตโมโนโคลนอลจำเพาะต่อ V. vu ln if icu s  VVC
4.2.1 ความจำเพาะของแอนติi f ม

เก็บแอนติซีรัม (พอลิโคลนอลแอนติบอดี) ของหนูขาว 3 ตัว หลังจากปลูกภูมิคุ้มกันครังที่ 
4 มาดูดซับด้วย V .  h a r v e y i  639 แล้วนำมาตรวจสอบความจำเพาะกับ VVC โดยวิธี Western 
blotting พบว่าแอนติซีรัมของหนูตัวท่ี 3 ลามารถจับกับแถบโปรตีนของ VVC ได้ดีท่ีลุด เม่ือ 
เปรียบเทียบกับแอนติซีรัมของหนูตัวอ่ืน ๆ

4.2.2 การผลิตเซลลิไฮบริโดมา
ผลิตเซลล้ไฮบริ'โดมาท้ังหมด 30 ถาด ทำการคัดเลือก,ขันท่ี 1 ด้วยวิธี Dot blotting ได้ 

เซลล้ไฮบริโดมาที่ให้ผลบวกซัดเจน2 1 5 โคลนการคัดเลือกขั้นที่2 ด้วยการวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้าม 
ด้วย Dot blotting, Western blotting และ เทาทานทohistochemistry (IHC) ในเนือเยือกุ้งกุลาดำ 
ได้เซลล้ไฮบริโดมาท่ีตอบสนองดี 14 โคลน สามารถแบ่งเป็น 3 กลุ่ม ตังแสดงในตารางท่ี 4.3

4.2.3 ลักษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
กลุ่มท่ี 1 (10 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 50 

และ 39 กิโลดาลตัน ตามลำตับ โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มน้ีไม่แสดงปฏิกิริยากับ
V. v u ln if ic u s  สายพันธุอื่นที่นำมาทดสอบ (รูปท่ี 4.1 และ 4.2) ลามารถตรวจสอบการติดเชื้อ VVC 
ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC (รูปท่ี 4.4)

กลุ่มท่ี 2 (2 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยา 
ข้ามกับ V .  flu v ia lis  แต่ไม่แสดงปฏิกิริยากับ V. v u ln if ic u s  สายพันธุอ่ืน (รูปท่ี 4.1)

กลุ่มท่ี 3 (2 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยา 
ข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอ (รูปท่ี 4.1 และตารางที่ 4.3)

กลุ่มท่ี 2 และ 3 ไม่สามารถตรวจสอบการติดเชื้อ VVC ในเน้ือเย่ือกุ้งกุลาดำ ด้วยวิธี IHC 
(ตารางท่ี 4.3)

4.2.4 การวิเคราะห์ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot blotting
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ท้ัง 3 กลุ่ม มีความไวในการตรวจลอบ พ C ด้วยวิธี Dot 

blotting ที่ระตับความเข้มข้นเดียวกัน คือ —1.6x107 CFU/ml หรอ ~ า .6x104 เซลล์ต่อจุด 
(รูปท่ี 4.5 และตารางที่ 4.3)

4.2.5 การตรวจจำแนก isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ทัง 3 กลุ่ม มี isotype และ subisotype เป็น IgG, 

lgG2a และ lgG2b (ตารางที่ 4.3)
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4.2.6 การวิเคราะห์อิพ ิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี indirect ELISA

กลุ่มท่ี 1 เคลือบ microculture plate (96 หลุมต่อถาด) ด้วยเชลล์ VVC ที่ผ่านการทำให้ 
แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 1x105 CFU/ml จำแนกตามอิพิโทปที่แตกต่างกันได้ 3 ชนิด 
ได้แก่ ชนิดท่ี 1 พ C 23 และ97 ชนิดท่ี 2 VVC 38, 121, 118, 14, 40, 42 และ 88 ชนิดท่ี 3 พ C 
43 ซ่ึง VVC 23 มีสัมพรรคภาพ (affinity) สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 2 เคลือบ 
microculture plate ด้วยเซลล์ VVC ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 5x104 
CFU/ml พบว่าเป็นอิพิโทปชนิดเดียวกัน ซ่ึง พ C 71 มีสัมพรรคภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบใน 
กลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 3 เคลือบ microculture plate ด้วยเซลล์ VVC ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี 
sonicate ความเข้มข้น 5x106 CFU/ml พบว่าเป็นอิพิโทปชนิดเดียวกัน ซ่ึง พ C 109 มี 
ส้มพรรคภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน (ตารางท่ี 4.4)
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A  B  C D  E  F
1
2
3
4
5
6

l . v v c  2 3

A  B  c  D  E  F

. i 1 ♦ I t*  *

2 . V V C  7 1

A  B  C  D  E  F

•  «  o  •  •

3 . V V C  1 0 9

รูปที่ 4.1 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ WC ด้วยวิธี Dot blotting 
โดยหยดแบคทีเรียรูปแบบคงสภาพลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส (า ไมโครลิตรต่อจุด) และนำไป 
บ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ได้แก่ WC 23, WC 71 และ VVC 109 
โดยแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบมีตังนี้

แถวที า: (A) V. v u ln if ic u s  (WB); (B) V. v u ln if ic u s  (VVC);
(C) V. v u ln if ic u s  ATCC 29307 (VVA,); (อ) V. v u ln if ic u s  ATCC 27562 (VVA2);
(E) V. v u ln if ic u s  M06-24/0 (WM); (F) V. v u ln if ic u s  BT 2-89/04/7052 (WBT)

แถวที 2: (A) V. v u ln if ic u s  MT 1506 (VVMT); (B) V. v u ln if ic u s  (VVBS);
(C) V. h a r v e y i  639 (VH); (อ) V. f lu v ia lis  (VF);
(E) V. a lg in o ly t ic u s  DMST 14800 (VA); (F) V. p e n a e i c i d a  (VPe)

แถวที 3: (A) V. m im ic u s  DMST 15142 (VM); (B) V. c h o le r a e  (VC);
(C) V. o r d a in  (VO); (อ) V. a n g u il la r u m  AVL01 (VAn);
(E) V. p a r a h a e m o ly t ic u s  (VP); (F) E s c h e r ic h ia  c o l i  ATCC 25922 (ECo)

แถวที 4: (A) A e r o m o n a s  h y d r o p h i la  VMARC 1234 (AH); (B) A . s o b r ia  DMST 12446 (AS); 
(C) A . c a v i a e  NICMB 13016 (AC); (อ) P le s io m o n a s  s h i g e l lo i d e s  (PS);
(E) P h o to b a c te r iu m  d a m s e l la e  ssp. p i s c i c i d a  (PD); (F) P r o te u s  v u lg a r is  (PV)

แถวที 5: (A) S a lm o n e l la  Typhi (ST); (B) S a lm o n e l la  Typhimurium (STm);
(C) S a lm o n e l la  Enteritidis (SE); (อ) S h ig e l la  f le x n e r i (SF);
(E) E d w a r d s ie l la  ta r d a  B88308 (ET); (F) Y e rs in ia  r u c k e r i B04023 (YR)

แถวที 6: (A) E n te r o b a c te r  c l o a c a e  (EC); (B) K le b s ie l la  p n e u m o n ia e  (KP);
(C) P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  (PA); (อ) M o r g a n e l la  m o r g a n ii (MM);
(E) B a c i l lu s  s u b t i l i s  (BS); (F) E n t e r o c o c c u s  f a e c a l i s  (EF)
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M  A B C D E F G H  (H) A B c  D E

l . v v c  23 l . v v c  23 * (I) (II)

รูปที่ 4.2 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVC ด้วยวิธี Western 
blotting โดยนำ W C และแบคทีเรียชนิดต่างๆ มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ จากน้ันนำ 
เจลมาย้ายโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วนำไปบ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุ่มท่ี 1 พ C 23
( I )  ประกอบด้วย vvc (A), VVB (B), V/. v u ln if ic u s  ATCC 29307 (C), V. v u ln if ic u s  ATCC 

27562 (อ), l/. v u ln if ic u s  M06-24/0 (E), V. v u ln if ic u s  BT 2-89/04/7052 (F), 
V. v u ln if ic u s  MT 1506 (G) และ V. v u ln if ic u s  VVBS (H)

(II)  ประกอบด้วย W C (A), VVB (B), A e r o m o n a s  h y d r o p h i la  VMARC 1234 (C), 
P le s io m o n a s  s h i g e l lo i d e s  (อ) และ P h o to b a c te r iu m  d a m s e l l a e  ssp. p i s c i c i d a  (E)
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รูปที่ 4.3 การวิเคราะห์ความจำเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ WC ด้วยวิธี Western 
blotting โดยนำ VVC มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ จากนั้นแบ่งเจลส่วนที่มีโปรตีนมาตรฐาน 
ไปย้อมลีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 0.1% และนำเจลอีกส่วนมาย้ายโปรตีนลงบน 
กระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วนำไปบ่มด้วยพอลิโคลนอลแอนติบอดี (P) และตัวแทนของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ได้แก่ VVC 23 (A), พ C 71 (B) และ VVC 109 (C)
ร = โปรตีนมาตรฐาน
VVC = แถบโปรตีนของ VVC เมื่อย้อมลีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 0.1%
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รูปท่ี 4.4 การวิเคราะห์ความจำเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVC กลุ่มท่ี 1 ( พ C 23) 
ด้วยวิธี Immunohistochemistry (IHC) ในตับ (1) กล้ามเนื้อ (2) หัวใจ (3) และเหงือก (4) ของ 
กุ้งกลาดำซึงชักนำให้เกิดการติดเชื้อด้วยการฉีด โดยนำลไลด์เนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำไปปมด้วยตัวแทน 
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มท่ี 1 (VVC 23) แล้วนำมาย้อมด้วยลีอีโอชิน
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A •  •  o  A
B G  B
c  1 c
D D
E E
F F

1.VVC 23 2.VVC71 3.VVC 109

รูปที่ 4.5 การวิเคราะห์ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVC ด้วยวิธี Dot blotting โดย 
หยด VVC ที่มีความเข้มข้นต่างๆ กันตั้งแต่ประมาณ 2.56x104 ถึง 8x107 CFU/ml ลงบนกระดาษ 
ไนโตรเชลลูโลล (1 ไมโครลิตรต่อจุด) และนำไปบ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่ม 
ต่าง  ๆ ได้แก่ พ C 23 (A), W C 71 (ธ) และ W C 109 (C) ความเข้มข้นของ พ C ท่ีใช้ในการ 
วิเคราะห์มีดังนี้

แถว A: ~8x107 CFU/ml 
แถว ธ: -1.6X107 CFU/ml 
แถว C :-3.2x10e CFU/ml 
แถว อ: -6.4x10s CFU/ml 
แถว E: -1.28x10s CFU/ml 
แถว F: -2.56x104 CFU/ml
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ตารางที่ 4.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ I/, vu ln ificu s WC

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี Dot-blot 
(CFU กาโ1)

Western
blot

(kDa)

เทาทานno- 
histo- 

chemistry

ปฏิกิริยาข้าม

1 vvc.23,38 (IgG,) -1.6x107 -39, 50* +
พ C.43,121,118 (lgG2a)
พ C.14,40,42,88,97 
(lgG2b)

2 พ C.71,90 (lgG2a) -1.6x107 -50 - VF(++)
3 VVC.109 (IgG,) -1.6x107 -28 VP (+++)

WB, VVBT, VVMT, 
VH, VF, VA (++) 
WA,,WA2, WM, 
WBS, Van (+)

VVC.98 (lgG2b)

หมายเหตุ * = แถบโปรตีนหลัก
ตัวเลขพิมพ์ตัวหนา = ตัวแทนกลุ่มที่ใข้ในการวิเคราะห์เอกลักษณ์ของโมโนโคลนอล 
แอนติบอดี

ตารางที่ 4.4 การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ พ C ด้วยวิธี indirect 
ELISA

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี อิพิโทป
1 VVC 23*, 97 ชนิดเดียวกัน

VVC 38, 121, 118, 14 ,40 ,4 2 ,88 ชนิดเดียวกัน
VVC 43 มีชนิดเดียว

2 VVC 71*, 90 ชนิดเดียวกัน
3 VVC 98, 109* ชนิดเดียวกัน

หมายเหตุ * = โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่มีสัมพรรคภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่ม
เดียวกัน
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4.3 การผลิตโมโนโคลน'อลจำเพาะต่อ V .  v u l n i f i c u s  W B
4.3.1 ความจำเพาะของแอนติi รัม

เก็บแอนติซีรัม (พอลิโคลนอลแอนติบอดี) ของหนูขาว 4 ตัว หลังจากปลูกภูมิคุ้มกันครั้งที่ 
4 มาดูดซับด้วย V. h a rv e y i 639 แล้วนำมาตรวจสอบความจำเพาะกับ VVB โดยวิธี Western blot 
พบว่าแอนติซีรัมของหนูตัวท่ี 3 สามารถจับกับแถบโปรตีนของ VVB ได้ดีท่ีสุด เมือเปรยบเทียบกับ 
แอนติซีรัมของหนูตัวอ่ืน ๆ

4.3.2 การผลิตเซลล์ไฮบริโดมา
ผลิตเซลส์ใฮบริ'โดมาท้ังหมด 30 ถาด ทำการคัดเลือกขั้นที่ 1 ด้วยวิธี Dot blotting ได้เซลล ์

ไฮบริโดมาที่ให้ผลบวกซัดเจน 210 โคลน การคัดเลือกขั้นท่ี 2 ด้วยการวิเคราะห์ปฎิกัเยาข้ามด้วย 
Dot blotting, Western blotting และ เทาทาบทohistochemistry (IHC) ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำ ได ้
เซลล์ไฮบริโดมาท่ีตอบสนองดี 27 โคลน สามารถแบ่งเป็น 9 กลุ่ม ดังแสดงในตารางท่ี 4.5

4.3.3 ลิกษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอติ
กลุ่มท่ี 1 (6 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยา 

กับ V. v u ln if ic u s  สายพันธุอืนทีนำมาทดสอบ (รูปที 4.6, 4.7 และ 4.8) ไม่สามารถตรวจสอบการ 
ติดเช้ือ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC

กลุ่มท่ี 2 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนลักษณะเป็นสเมืยร์ตั้งแต่ประมาณ 3-14 
กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยากับ V. vu ln if ic u s  สายพันธุอ่ืนท่ีนำมาทดสอบ (รูปท่ี 4.6, 4.7 และ 4.8) 
สามารถตรวจลอบการติดเชื้อ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC (รูปท่ี 4.9)

กลุ่มท่ี 3 (4 โคลน) กลุ่มนื้ไม่จำเพาะต่อแถบโปรตีนในการวิเคราะห์ด้วย Western blotting 
แสดงปฏิกิริยากับ V. vu ln if ic u s  สายพันธุอ่ืนท่ีนำมาทดสอบ (รูปท่ี 4.6) ไม่สามารถตรวจลอบการ 
ติดเช้ือ พ B ในเนื้อเย่ือกุ้งกุลาดำ ด้วยวิธี IHC

กลุ่มท่ี 4 (3 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 39 
และ 46 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอ ไม่สามารถตรวจลอบ 
การติดเชื้อ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC

กลุ่มท่ี 5 (5 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 39 
และ 40 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอ สามารถตรวจสอบ 
การติดเชื้อ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC

กลุ่มท่ี 6 (3 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยา 
ข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียในวงล์ Vibrionaceae ลามารถตรวจสอบการติดเชื้อ 
พ B ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC
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กลุ่มท่ี 7 (2 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 40 
และ 28 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิปริโอและแบคทีเรียในวงศ์ 
Vibrionaceae ลามารถตรวจสอบการติดเชื้อ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC

กลุ่มท่ี 8 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 5, 6 
และ 15 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบรีโอและแบคทีเรียในวงศ์ 
Vibrionaceae ไม่สามารถตรวจสอบการติดเชื้อ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี IHC

กลุ่มท่ี 9 (2 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 54, 
55, 50, 46, 53 และ 58 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและ 
แบคทีเรียในวงศ์ Vibrionaceae สามารถตรวจสอบการติดเชื้อ VVB ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้วยวิธี 
IHC (รูปที' 4.6, 4.8 และตารางท่ี 4.5)

4.3.4 การวิเคราะห์ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot blotting
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ท้ัง 9 กลุ่ม มีความไวในการตรวจสอบ VVB ท่ีระดับ 

ตั้งแต่ประมาณ 105 ถึง 108 CFU/ml (รูปท่ี 4.10 และตารางท่ี 4.5)
4.3.5 การตรวจจำแนก isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผลิตได้ทัง 9 กลุ่ม มี isotype และ subisotype เป็น IgG,, 
lgG2a, lgG,b และ IgM (ตารางท่ี 4.5)

4.3.6 การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี indirect ELISA
กลุ่มท่ี 1 เคลือบ microculture plate (96 หลุมต่อถาด) ด้วยเซลล์ VVB ที่ผ่านการทำให ้

แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 1x105 CFU/ml พบ1ว่าเป็นอิพิโ'ทปชนิดเดียวกัน ซ่ึง VVB 48 มี 
ลัมพรรคภาพ (affinity) สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 3 เคลือบ microculture 
plate ด้วยเซลล์ VVB ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี sonicate ของ VVB ความเข้มข้น 1x106 
CFU/ml พบว่าเป็นอิพิโทปชนิดเดียวกัน ซ่ึง VVB 152 มีสัมพรรคภาพสูงที่สุดเม่ือเปรียบเทียบใน 
กลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 4 เคลือบ microculture plate ด้วยเซลล์ VVB ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี 
sonicate ความเข้มข้น 5x10s CFU/ml พบว่าเป็นอิพิโทปซนิดเดียวกัน ซ่ึง VVB 29 มีลัมพรรคภาพ 
สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 5 เคลือบ microculture plate ด้วยเซลล์ VVB ท่ี 
ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 1x105 CFU/ml จำแนกตามอิพิโทปที่แตกต่างกัน 
ได้ 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดท่ี 1 VVB 56, 64, 92, 172 และ 180 ชนิดท่ี 2 VVB 125 ซ่ึง VVB 56 มี 
ส้มพรรคภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 6 เคลือบ microculture plate ด้วย 
เซลล์ VVB ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 1x105 CFU/ml พบว่าเป็นอิพิโทป 
ชนิดเดียวกัน ซ่ึง VVB 53 มีลัมพรรคภาพสูงที่ลุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน กลุ่มท่ี 7 เคลือบ 
microculture plate ด้วยเซลล์ VVB ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 1x105
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CFU/ml จำแนกตามอิพิโทปที่แตกต่างกันได้ 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดท่ี 1 W B 68 ชนิดท่ี 2 WB 123 
ซ่ึง W B 68 มีสัมพรรคภาพลูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน ไนกลุ่มท่ี 2, 8 และ 9 ไม่ได้ทำ 
การวิเคราะห์อิพิโทปเนื่องจากกลุ่มเหล่าน้ีประกอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มละ 1 โคลน 
(ตารางที่ 4.6)

A B C D E F  A B C D E F
1
2
3
4
5
6

1 .V V B  4 8 2 .V V B  158

A B C D E F
•  • !  •

♦  t i l *  
3 .V V B  152

1
2
3
4
5
6

4 .V V B  2 9 5 .V V B  5 6

•  •  O O

6 .V V B  5 3

1 •  # % 9
2 •
3 •  •  •
4 •
5

7 .V V B  6 8

•  •  •  #  •  •
# # 9 9 #
•  9  •  •

• .  ะ-, # 9 9 9
9  9
•  ' 9 *  ' © # ;

8 .V V B  1 00  9 . V V B 1 1

ร ูป ท ี่ 4 .6  การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ W B ด้วยวิธี Dot blotting 
โดยหยดแบคทีเรียรูปแบบคงสภาพลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรต่อจุด) และนำไป 
บ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ได้แก่ VVB 48, พ ร  158, พ B 152, 
VVB 29, VVB 56, VVB 53, VVB 68, VVB 100 และ VVB 11 ซึ่งแบคทีเรียท่ีใข้ทดสอบมีดังน้ี
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แถวที 1: (A) V. v u ln if ic u s  (พ ธ); (ธ) V. v u ln if ic u s  ( พ C);
(C) V. v u ln if ic u s  ATCC 29307 (พ A1); (อ) V. v u ln if ic u s  ATCC 27562-(WAj);
(E) V. v u ln if ic u s  M06-24/0 (WM); (F) V. v u ln if ic u s  BT 2-89/04/7052 (พ ธ !)

แถวที 2: (A) V. v u ln if ic u s  MT 1506 (WMT); (ธ) V. v u ln if ic u s  (พธร);
(C) V. h a r v e y i  639 (VH); (อ) V. f lu v ia lis  (VF);
(E) V. a lg in o ly t ic u s  DMST 14800 (VA); (F) V. p e n a e i c i d a  (VPe)

แถวที 3: (A) V. m im ic u s  DMST 15142 (VM); (ธ) V. c h o le r a e  (VC);
(C) V. o r d a in  (VO); (อ) V. a n g u il la r u m  AVL01 (VAn);
(E) V. p a r a h a e m o ly t ic u s  (VP); (F) E s c h e r ic h ia  c o l i  ATCC 25922 (ECo)

แถวที 4: (A) A e r o m o n a s  h y d r o p h i la  VMARC 1234 (AH); (ธ) A . s o b r ia  DMST 12446 (AS); 
(C) A . c a v i a e  NICMB 13016 (AC); (อ) P le s io m o n a s  s h i g e l lo i d e s  (PS);
(E) P h o to b a c te r iu m  d a m s e l la e  ssp. p i s c i c i d a  (PD); (F) P r o te u s  v u lg a r is  (PV)

แถวที 5: (A) S a lm o n e l la  Typhi (ST); (ธ) S a lm o n e l la  Typhimurium (STm);
(C) S a lm o n e l la  Enteritidis (SE); (อ) S h ig e lla  f le x n e r i (SF);
(E) E d w a r d s ie l la  ta r d a  ธ88308 (ET); (F) Y e rs in ia  r u c k e r i B04023 (YR)

แถวที 6: (A) E n te r o b a c te r  c l o a c a e  (EC); (ธ) K le b s ie l la  p n e u m o n ia e  (KP);
(C) P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  (PA); (อ) M o r g a n e l la  m o r g a n ii (MM);
(E) B a c i l lu s  s u b t i l i s  (BS); (F) E n t e r o c o c c u s  f a e c a l i s  (EF)
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( I )  A B C D E F G H  A  B c  D E

1.

2. A ft

รูปที่ 4.7 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ W B ด้วยวิธี Western 
blotting โดยนำ WB และแบคทีเรียลายพันธุต่างๆ มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ นำเจลมา 
ย้ายโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วนำไปบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มที' 2
W B 158 (2) จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาไนสารละลายซับลเตรต DAB 0.03% และ แ20 2 0.006% 
ใน PBS และนำไปบ่มอีกคร้ังด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มท่ี 1 VVB 48 (1)
( I)  ประกอบด้วย v v c  (A), VVB (B), V. v u ln if ic u s  M C C  29307 (C), % v u ln if ic u s  ATCC 

27562 (อ), V. v u ln if ic u s  M06-24/0 (E), V. v u ln if ic u s  BT 2-89/04/7052 (F), 
V. v u ln if ic u s  MT 1506 (G) และ V. v u ln if ic u s  VVBS (H) (II)

(II) ประกอบด้วย VVC (A), VVB (B), A e r o m o n a s  h y d r o p h i la  VMARC 1234 (C), 
P le s io m o n a s  s h ig e l lo i d e s  (อ) และ P h o to b a c te r iu m  d a m s e l l a e  ssp. p i s c i c i d a  (E)
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k D a  ร V V B  P A B C D E F G  H I

66 —

36 —
29

รูปที่ 4.8 การวิเคราะห์ความจำเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVB ด้วยวิธี Western 
blotting โดยนำ VVB มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ จากน้ันแบ่งเจลส่วนท่ีมี'โปรตีนมาตรฐาน 
ไปย้อมลีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 0.1% และนำเจลอีกส่วนมาย้ายโปรตีนลงบน 
กระดาษไนโตรเซลลูโลล แล้วนำไปบ่มด้วยพอลิโคลนอลแอนติบอดี (P) และตัวแทนของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ได้แก่ VVB 48 (A), VVB 158 (B), VVB 152 (C), VVB 29 (อ), 
WB 56 (E), VVB 53 (F), VVB 68 (G), VVB 100 (H) และ VVB 11 (I)
ร = โปรตีนมาตรฐาน
WB = แถบโปรตีนของ VVB เมือย้อมลีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 0.1%
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รูปท ี่ 4.9 การวิเคราะห์ความจำเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVB กลุ่มที่ 2 (W B 1 5 8 )  

ด้วยวิธี Immunohistochemistry (IHC) ในตับ (1) ระยางค์ (2) subcuticular gland (3) และ 
ระยางค์ (4) ของกุ้งกุลาดำซึ่งซักนำให้เกิดการติดเชื้อด้วยการฉีด โดยนำสไลด์เนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำไป 
บ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มที่ 2 ( พ ธ  158) แล้วนำย้อมด้วยสีอีโอชิน
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AB
cD
EF

o
o o

•  •  A•  B
Ô

EF
I.VVB48 2.พ ร ! 58 3.VVBI52 4.VVB29 5.VVB56 6.VVB53 7.VVB68 8VVBI00 9.VVBI1

ร ูปท ี่ 4.10 การวิเคราะห์ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ W B  ด้วยวิธี Dot blotting โดย 
หยด W B  ทีมค'วามเข้มข้นต่าง  ๆ กันตั้งแต่ประมาณ 3.3x104 ถึง 1x108 CFU/ml ลงบนกระดาษ 
ไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรต่อจุด) และนำไปบ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่ม 
ต่างๆ ได้แก่ VVB 48, VVB 158, W B  152, VVB 29, VVB 56, W B  53, VVB 68, W B  100 และ 
W B  11 ความเข้มข้นของ W B  ที่ใข้ในการวิเคราะห์มีตังนี้

แถว A: ~1x108 CFU/ml 
แถว B: ~2x107 CFU/ml 
แถว C: -4x10® CFU/ml 
แถวอ: -8x105 CFU/ml 
แถว E: -1.6x10® CFU/ml 
แถว F: -3.3x10J CFU/ml

a 
o
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ตารางทื่ 4.5 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ V. vulnificus MVB

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี D o t - b lo t  

(C F U  m l ' 1)

W e s t e r n

b lo t

( k D a )

เทา m u n o -  

h is to -  

c h e m is t r y

ปฏิกิริยาข้าม

1 VVB 4,12,47,48,110,174 
(IgG,)

~4x106 -40 W A 1,WA2, WM, 
WMT (++)

VVB 163 (IgM)
2 VVB 158 (lgG2b) -1.6x105 -3-14 + WM (+++)
3 VVB 34,202 (IgGjb) ~8x105 “ - WA,, WM (+++)

VVB 3,152 (IgGj)
4 VVB 45 (lgG2a) -8x105 -39*, 46 w a 2, w b t , w b s ,

VF, VP (+++) 
w c ,  WMT, VA (++)

VVB 16,29 (lgG2b)

5 VVB 56 (IgG,) -8x105 -39*, 40 + W A 21 WBT, WBS, 
VP (+++)
WC, WA,, WM, 
WMT, VF, VA (++) 
VH, VM (+)
VPe, vc, Van (+/-)

VVB 64,92 (lgG2a)
VVB 172,180 (lgG2b)
VVB 125 (IgM)

6 VVB 58,63 (IgG,) -4x106 -40 + W A,,W A2, WM, 
WMT, WBS, VM,VC, 
Van, PS (++)
VH (++)
VF, VPe, AH, AC, (+)

VVB 53 (lgG2a)

7 VVB 68,123 (lgG2a) -4x106 -28, 40* ++ Van (+++) 
W A,,W A?1 WM, 
WMT, VM, VC, PS
(++)
WBT, WBS, VH, VP 
(+)
WC, VF, VA(+/-)
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ตารางที่ 4 .5  (ต ่อ)

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี D o t - b lo t  

(C F U  m l '1)

W e s t e r n

blot
(kDa)

เทากานท0 -  

h is to -  

c h e m is t r y

ปฏิกิริยาข้าม

8 VVB 100 (lgG2a) ~8x105 ~5*, 6, 
15

พ A1,WA.,, WM, 
WBT, WMT, WBS, 
VA (+++)
w c , VH, VF, VM, VC 
Van, VP, PS (++)

9 VVB 11 (lgG2a) ~4x106 ~46, 50, 
53, 54*, 
55, 58

+ + W A21 WMT, WBS
(+++)
WA,, WM, WBT, 
VA, VM, VP (++) 
VH, VF, VC, Van, 
PS(+)

หมายเหตุ * = แถบโปรตีนหลัก
ตัวเลขพิมพ์ตัวหนา = ตัวแทนกลุ่มที่ใช้โนการวิเคราะห์เอกลักษณ์ของ MAb

ตารางที่ 4.6 การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ W B  ด้วยวิธี indirect 
ELISA

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี อิพิโทป
1 VVB 4, 12,47,48*, 110, 174, 163 ชนิดเดียวกัน
3 VVB 3, 34, 202, 152* ชนิดเดียวกัน
4 VVB 16, 29*, 45 ชนิดเดียวกัน
5 VVB 56*, 64, 92, 172, 180 ชนิดเดียวกัน

VVB 125 มีชนิดเดียว
6 VVB 53*, 58, 63 ชนิดเดียวกัน
7 VVB 68* มีชนิดเดียว

VVB 123 มีชนิดเดียว
หมายเหตุ * = โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่มีลัมพรรคภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่ม

เดยวกิน
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4.4 การผล ิตโมโนโคลนอลจำเพาะต ่อ V. m im icus  DMST 15142 (VM)

4.4.1 ความจำเพาะของแอนติซ ีร ิ'ม
เก็บแอนติรีรัม (พอลิโคลนอลแอนติบอดี) ของหนูขาว 4 ตัว หลังจากปลูกภูมิคุ้มกันครั้งที่ 

4 มาดูดซับด้วย V. h a rv e y i 639 แล้วนำมาตรวจสอบความจำเพาะกับ VM โดยวิธี Western 
blotting พบว่าแอนติซีรัมของหนตัูวท่ี 3 ลามารทจับกับแถบโปรตีนของ VM ได้ดีที่ลุด เม่ือ 
เปรียบเทียบกับแอนติซีรัมของหนูตัวอื่น ๆ

4.4.2 การผล ิตเซลล ์ไฮบริโดมา
ผลิตเซลล์ใฮบริโดมาทั้งหมด 30 ถาด ทำการคัดเลือกขั้นที่ 1 ด้วยวิธี Dot blotting ได้เซลล์ 

ไฮบริโดมาที่ให้ผลบวกชัดเจน 191 โคลน การคัดเลือกขั้นที่ 2 ด้วยการวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามด้วย 
Dot blotting, Western blotting และ Immunohistochemistry (IHC) ในเนือเยื่อกุ้งกุลาดำ ได้ 
เซลล์ไฮบริโดมาที่ตอบลนองดี 12 โคลน ลามารถแบ่งเป็น 7 กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่ 4.7

4 .4 .3  ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง โม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ี

กลุ่มที่ 1 (3 โคลน) จำเพาะต่อแถบ,โปรตีนลักษณะเป็นสเมียร์ตั้งแต่ประมาณ 19-32 
กิโลดาลตัน ไม่แสดงปฏิกิริยากับ V. m im icus  ATCC 33653 และแบคทีเรียลายพันธุอื่นที่นำมา 
ทดสอบ

กลุ่มที่ 2 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 3 และ 
10 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยากับ V. m im icus  ATCC 33653 และไม่แสดงปฏิกิริยา 
ข้ามกับแบคทีเรียลายพันธุอื่นที่นำมาทดลอบ (ร ูปท ี่4.11,4.12,4.13 และตารางที่4.7)

กลุ่มที' 3 (4 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 41 
และ 55 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียในวงคั Vibrionaceae

กลุ่มที่ 4 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 3 และ 
10 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียในวงศ์ 
Vibrionaceae

กลุ่มที, 5 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนขนาดประมาณ 22 กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยา 
ข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียในวงศ์ Vibrionaceae

กลุ่มที่ 6 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนขนาดประมาณ 24 กิโลดาลตัน แสดงปฏิกิริยา 
ข้ามกับแบคทีเรียสกุล'วิบริ'โอและแบคทีเรีย'ใน'วงศ์ Vibrionaceae

กลุ่มที่ 7 (1 โคลน) จำเพาะต่อแถบโปรตีนหลักและแถบโปรตีนรองขนาดประมาณ 29 
และ 44 กิโลดาลตัน ตามลำดับ แสดงปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียในวงศ์ 
Vibrionaceae (ร ูปท ี่4 .11 ,4 .13และตารางที่4.7)



โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้นีสามารถตรวจลอบการติดเช้ือ VM ในเน้ือเย่ือกุ้ง
กุลาดำ ด้วยวิธี IHC ได้เพียงกลุ่มเดียว คือ กลุ่มท่ี 3 (ตารางท่ี 4.7)

4.4.4 การว ิเคราะห ์ความไวของโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีด ้วยว ิธ ี Dot blotting
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ท้ัง 7 กลุ่ม มีความไวในการตรวจลอบ VM ท่ีระดับต้ังแต่ 

ประมาณ 104 ถึง 108CFU/ml (รูปท่ี 4.14 และตารางท่ี 4.7)
4.4.5 การตรวจจำแนก isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ี

โมโนโคลนอลแอนติบอดทผลิตได้ทัง 7 กลุ่ม มี isotype และ subisotype เป็น IgG,, 
lgG2a, lgG2b และ IgM (ตารางท่ี 4.7)

4.4.6 การว ิเคราะห ์อ ิพ ิโทปของโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ี ด ้วยวิธ ี indirect ELISA
กลุ่มที่ า เคลือบ microculture plate (96 หลุมต่อถาด) ด้วยเซลล์ VM ที่ผ่านการทำให้ 

แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 5x105 CFU/ml พบว่าเป็นอิพิโทปชนิดเดียวกัน ซึ่ง VM 93 
มืส์มพรรคภาพ (affinity) สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน กลุ่มที่ 3 เคลือบ microculture 
plate ด้วยเซลล์ VM ที่ผ่านการทำให้แตกโดยวิธี sonicate ความเข้มข้น 5x105 CFU/ml จำแนก 
ตามอิพิโทปที่แตกต่างกันได้ 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดที่ 1 VM 3 และ 77 ชนิดที่ 2 VM 46 และ 79 ซึ่ง VM 
7 7 มีลัมพรรคภาพสูงที่ลุดเมือเปรียบเทียบในกลุ่มเดียวกัน ในกลุ่มที่ 2 ,4, 5, 6 แล ะ7 ไม่ได้ทำการ 
วิเคราะห์อิพีโท ป เนื่องจากกลุ่มเหล่านี้ประกอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มละ 1 โคลน
(ตารางที่ 4.8)
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1
2
3
4
5

A B c  D E F A B C D E F A B C D E F
• •

A B C D E F

I. VM 93 2. VM 7 3. VM 77 4. VM 10
1 • • ป ี
2
3 •
4
5

•  •  o  o •  •  o o •  • 
•  •  • •

t * i I T

5.VM9 6. VM 4 7. VM 14

ร ูปท ี่ 4.11 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VM ด้วยวิธี Dot blotting 
โดยหยดแบคทีเรียรูปแบบคงสภาพลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรต่อจุด) และนำไป 
บ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ได้แก่ VM 93, VM 7, VM 77, VM 10, 
VM 9, VM 4 และ VM 14 ซึ่งแบคทีเรียที่ใซ้ทดสอบมีตังนี้
แถวที่ 1: (A) V. mimicus DMST 15142 (VM); (B) V. mimicus ATCC 33653 (VMA);

(C) V. cholerae (VC); (อ) V. vulnificus (VVC);
(E) V. vulnificus (พ ธ ); (F) V. parahaemolyticus (VP)

แถวที 2: (A) V. ordain (VO); (B) V. anguillarum AVL01 (VAn);
(C) V. harveyi 639 (VH); (อ) V. fluvialis (VF);
(E) V. alginolyticus DMST 14800 (VA); (F) V. penaeicida (VPe)

แถวที 3: (A) Aeromonas hydrophila VMARC 1234 (AH); (B) A. sobria DMST 12446 (AS); 
(C) A. caviae NICMB 13016 (AC); (D) Plesiomonas shigelloides (PS);
(E) Photobacterium damsellae ssp. piscicida (PD); (F) Proteus vulgaris (PV)

แถวที 4: (A) Salmonella Typhi (ST); (B) Salmonella Typhimurium (STm);
(C) Salmonella Enteritidis (SE); (D) Shigella flexneri (SF);
(E) Edwardsiella tarda B88308 (ET); (F) Yersinia ruckeri B04023 (YR)

แถวที่ 5: (A) Enterobacter cloacae (EC); (B) Klebsiella pneumoniae (KP);
(C) Pseudomonas aeruginosa (PA); (D) Morganella morganii (MM);
(E) Escherichia coli ATCC 25922 (ECo); (F) Enterococcus faecalis (EF)
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A B C D E F G H  ^  A B C D E F G H

1.VM93 2. vm 7 * V.

รูปท ี่ 4.12 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VM ด้วยวิธี Western 
blotting โดยนำ VM และแบคทีเรียลายพันธุต่างๆ มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 80 โวลต ์ จากน้ันนำ 
เจลมาย้ายโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วนำไปบ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุ่มที่ 1 VM 93 (I) และกลุ่มที่ 2 VM 7 (II)  แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ 1/. mimicus 
DMST 15142 (A), V. mimic US ATCC 33653 (B), V. cholerae (C), V. vulnificus vv c  (D),
V. vulnificus พ ธ  (E), Aeromonas hydrophila VMARC 1234 (F), Plesiomonas shigelloides 
(G) และ Photobacterium damsellae ssp. piscicida (H)
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kD a  ร  V M  P A  B  c  D  E  F  G

ร ูปท ี่ 4 .13 การวิเคราะห์ความจำเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VM ด้วยวิธี Western 
blotting โดยนำ VM มาแยกด้วยกระแลไฟฟ้า 80 โวลต์ จากนั้นแบ่งเจลส่วนที่มีโปรตีนมาตรฐาน 
ไปย้อมลีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 0.1% และนำเจลอีกส่วนมาย้ายโปรตีนลงบน 
กระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วนำไปบ่มด้วยพอลิโคลนอลแอนติบอดี (P) และตัวแทนของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ได้แก่ VM 93 (A), VM 7 (B), VM 77 (C), VM 10 (อ), VM 9 
(E), VM 4 (F) และ VM 14 (G)
ร = โปรตีนมาตรฐาน
VM = แถบโปรตีนของ VM เมื่อย้อมลีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 0.1%
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A •  •  •
B •
c  •
DE
F

๐

A
B
c
D
E
F

I .พ !  93 2.พ !  7 3.พ !  77 4.VM 10 5.VM 9 6.พ !  4 7.VM  14

ร ูปท ี่ 4.14 การวิเคราะห์ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VM ด้วยวิธี Dot blotting โดย 
หยด VM ที่มีค'วามเข้มข้นต่าง  ๆ กันตั้งแต่ประมาณ 3.3x104 กึง 1x108 CFU/ml ลงบนกระดาษ 
ไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรต่อจุด) และนำไปบ่มด้วยตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่ม 
ต่างๆ ได้แก่ VM 93, VM 7, VM 77, VM 10, VM 9, VM 4 และ VM 14 ความเข้มข้นของ VM ที'ไข้ 
ในการวิเคราะห์มีตังนี้

แถว A: ~1x108 CFU/ml 
แถว B: ~2x107 CFU/ml 
แถว C: ~4x106 CFU/ml 
แ ถ ว อ : - 8x10® CFU/ml 
แถว E: -1.6x10® CFU/ml 
แถว F: -3 .3x104 CFU/ml
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ตารางที่ 4 .7 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ V. m im icus  DMST 15142 (VM)

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี Dot-blot 
(CFU ml'1)

Western
blot

(kDa)

Immuno-
histo-

chemistry

ปฏิกิริยาข้าม

1 VM 19 (lgG2b) -3.3x104 19-32 - -
VM 5, 93 (IgM)

2 VM 7 (lgG2b) -4x106 3*, 10 - VMA (+ ++)
3 VM 3, 46, 77, 79 (IgG,) -4x106 41*, 55 ++ VMA, PS (+++)
4 VM 10 (lgG2a) -8x105 3*, 10 - VMA, vc, PS (+++)
5 VM 9 (IgG,) -8x105 22 PS (+++)

VMA, VC, VVB, Van 
(++)

6 VM 4 (lgG2a) -4x10® 24 VVB, PS (+++)
WA, VC, VP, Van, VPe 
(++)
VF (+)
w c , VA, VH (+/-)

7 VM 14 (IgG,) -4x106 29*, 44 VMA, VP, VA, VH(+++) 
WC, VVB, VF, VA, PS
(++)
VC, VPe, AH, AS (+)

หมายเหตุ * = แถบโปรตีนหลัก
ตัวเลขพิมพ์ตัวหนา = ตัวแทนกลุ่มที่ใช้ในการวิเคราะห์เอกลักษณ์ของ MAb

ตารางที่ 4.8 การวิเคราะห์อิพิโทปฃองโมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ VM ด้วยวิธี indirect 
ELISA

กลุ่ม โมโนโคลนอลแอนติบอดี อิพิโทป
1 VM 5, 19, 93* ชนิดเดียวกัน
3 VM 3, 77* ชนิดเดียวกัน

VM 46, 79 ชนิดเดียวกัน
หมายเหตุ * = โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่มีลัมพรรคภาพลูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่ม 

เดียวกัน
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