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  5 แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตวัแดงดวงขาวจากการทํา       
                        indirect ELISA ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการเชื่อมเซลลคร้ังที่ 3      41 
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                       ในขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช  
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กุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate 
โดย วิธี indirect ELISA          86 
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การพัฒนาวิธีการทางอิมมูโนวิทยาในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ในกุงกุลาดํา โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

Development of Immunoassay for the Detection of White Spot  Syndrome Virus 

in Black Tiger Shrimp (Penaeus monodon ) Using Monoclonal Antibody 

 
คํานํา 

 

กุงกุลาดํามีความสําคัญทางการคาโดยเฉพาะอยางยิ่งเกีย่วกับธุรกิจการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
เนื่องจากรสชาติดี เปนกุงขนาดใหญ ทนทานตอการขนสง เล้ียงงาย โตเร็ว อัตรารอดสูงและเพาะ 
พันธุไดไมยาก ในภูมภิาคเอเชียแปซิฟกกุงกุลาดําเปนสัตวน้ําที่โดดเดนในเชิงพาณิชยมากกวาสัตว 

น้ําอ่ืนๆหลายชนิด  สําหรับเอเชียแรกเริ่มเดิมทีกุงกุลาดําเปนเพยีงผลพลอยไดจากการเลี้ยงปลานวล 
จันทรทะเลแบบธรรมชาติแลวถูกนํามาเลีย้งอยางจริงจังและคอยๆเปล่ียนเปนการเลี้ยงแบบพัฒนา 

 

 ประมาณป พ.ศ.2516 บุคคลหลายฝายที่เกีย่วของกับการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําในประเทศไทยได
ใหความสนใจกับกุงกุลาดํามากขึ้น มีการพฒันาการเพาะเลี้ยงอยางตอเนือ่ง เกิดผลผลิตจํานวนมาก 
และใหผล ตอบแทนทางเศรษฐกิจสูง ประมาณป พ.ศ. 2544 ประเทศไทยมีพื้นที่เล้ียงกุงกุลาดํา 
600,000 ไร ผลผลิตรวม 300,000 ตัน ทําเปนสินคาสงออก 255,500 ตนั มูลคา 98,680 ลานบาท   
สําหรับป 2547  สถานการณการผลิตกุงกุลาดําของไทยซบเซาลง เนื่องจากเกษตรกรชะลอการเลี้ยง 
เพราะไมมัน่ใจในเรื่องของราคากุงซ่ึงมีแนวโนมลดลง ความผันผวนของการทําธุรกิจกุงเกดิขึ้นหลาย
ปกอนหนาผลผลิตกุงลดลง  เนื่องจากปญหาผลกระทบของมลภาวะทีเ่กิดจากการเลี้ยงกุง โรคระบาด 
การใชยา และเคมีภัณฑดวยความเขาใจที่ไมถูกตอง 

 

 สําหรับการเกดิโรคระบาดเปนปญหาที่สรางความเสียหายตอผลผลิตกุงกุลาดําเปนอยางมาก 
การระบาดของโรคไวรัส โดยเฉพาะโรคไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงเกิดจากเชื้อไวรัส white spot 
syndrome virus (WSSV) เปนไวรัสชนิด DNA ที่มีความรุนแรงมาก สามารถแพรระบาดในแหลง
เล้ียงกุงทั่วประเทศไทยไดอยางรวดเร็ว เชือ้ไวรัสดังกลาวไดสรางความเสียหายใหแกผูเล้ียงกุงทั้งใน
ประเทศและอกีหลายประเทศทั่วโลก ทั้งในทวีปเอเชยี สหรัฐอเมริกา และประเทศในกลุมอเมริกาใต 
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เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถฆากุงในบอเล้ียงไดสูงถึง 90%  ภายในเวลา 3 ถึง 10 วัน และเปน
ตัวการสําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายในอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงของเอเชียในชวง 10 ปที่ผานมา   

 

 เพื่อใหการพัฒนาการเลี้ยงกุงกุลาดําเปนไปไดอยางตอเนือ่งหลายฝายไดตระหนักและ
เล็งเห็นความสําคัญและความจําเปนในการตรวจสอบเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําซ่ึง
จําเปนตองมวีธีิการตรวจสอบเชื้อไวรัสที่มปีระสิทธิภาพ เพื่อใชเปนเครื่องมือในการตรวจวนิิจฉัยโรค
ไดอยางถูกตอง นําไปสูการจดัการและควบคุมโรคไดอยางเหมาะสม ในปจจุบันการตรวจวินิจฉยัโรค
ไวรัสตัวแดงดวงขาวนยิมการตรวจดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) วิธีนี้เปนวิธีการวนิิจฉยั โรคที่มีความจําเพาะ (specificity) และมคีวามไว (sensitivity)  แตการ
ตรวจดวยวิธี PCR ตองอาศัยผูที่มีความรูและความชํานาญในการทํา รวมทั้งตองใชอุปกรณและ
สารเคมีที่มีราคาแพง ทําใหคาตรวจสูงตามไปดวย  มีอีกวิธีหนึ่งที่นาสนใจคือวิธีการตรวจทางอิมมูโน
วิทยา  ซ่ึงเปนวิธีการที่สามารถตรวจวินจิฉัย โรคไวรัสตัวแดงดวงขาวไดผลอยางรวดเร็วและแมนยาํ
วิธีหนึ่ง  และเมื่อเทียบกับวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี PCR  วิธีนี้ไมตองใชผู
ที่มีความรูความชํานาญมาก อีกทั้งคาใชจายในการตรวจก็นอยกวา ดังนั้นจึงนาสนใจที่จะพัฒนาการ
ตรวจวนิิจฉยัโรคไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา  

 

 การตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยาอาศยัคุณสมบัติการทํา
ปฏิกิริยาที่จําเพาะเจาะจงของแอนติเจนและแอนติบอดี ซ่ึงแอนติบอดทีี่ใชควรเปนโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ทีจ่ําเพาะตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้ไดจากเทคนิคไฮบริ
โดมา  และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจะนําไปใชพฒันาการตรวจหาไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยวิธี
ทางอิมมูโนวทิยาตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 

 

2.  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได  มาทําการทดลองใชในการตรวจหาไวรัสโรคตัวแดงดวง
ขาวโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา (indirect ELISA, dot-ELISA, BS-DAS ELISA, BS-dot ELISA) 

 

3.  ทดสอบหาวิธีการทางอิมมูโนวิทยาทีเ่หมาะสม และปรับปรุงวิธีการที่เลือกใชใหมปีระสิทธิภาพ
ในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวไดดยีิง่ขึ้น 
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การตรวจเอกสาร 
 

 1. กุงกุลาดํา

 

 กุงกุลาดํา เรียกชื่อตามภาษาไทย  มีช่ือสามัญที่รูจักกันทัว่ไปวา black tiger shrimp, black 
tiger prawn และ giant  tiger prawn มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Penaeus monodon Fabricius  อยูใน 
Phylum Arthropoda , Class Crustacea, Family Penaeus   (เบณจมินทร, 2547) กุงกุลาดําเปนกุงทะเล
ชนิดหนึ่งที่มีขนาดใหญ  มีแถบสีน้ําตาลหรือดําพาดขวาง มีเปลือกหัวเกล้ียงไมมีขน ฟนกรีดานบน  
7-8 ซ่ี ดานลาง 3 ซ่ี   ชองขางกรีทั้งสองดานแคบและยาวไมถึงฟนกรีสุดทาย ที่ขาเดินคูที่ 5 ไมมี
รยางคอันนอก (วัลลภ, 2532) กุงกุลาดําเปนสัตวน้ําเค็มที่มรีสชาติดี มีคุณคาทางอาหารสูง เปนสินคา
สงออกนํารายไดเขาประเทศมาเปนอันดับหนึ่งในบรรดาสินคาสัตวน้ํา 

 

1.1  ถ่ินอาศัยของกุงกุลาดํา 

 

      ถ่ินอาศัยของกุงกุลาดํา  ไดแก  นานน้ําแถบใตฟลิปปนส อินโดนีเชยี มาเลเซีย  และที่พบ
มาก ไดแก ออสเตรเลยี  อินเดีย  และไทย ซ่ึงในไทยพบแพรกระจายทัว่ไปในอาวไทย  และพบมาก
บริเวณนอกฝงทะเลจังหวัดชมุพรถึงจังหวดันครศรีธรรมราช   ทางฝงมหาสมุทรอินเดีย (ทะเลอันดา
มัน) บริเวณนอกฝงของจังหวัดภูเก็ตและระนอง (ปกรณ, 2531)  กุงชนดินี้อยูในเขตรอน สามารถทน
อยูไดในน้ําทีม่ีอุณหภูมิสูงและความเค็มต่าํ ชอบอยูในทีซ่ึ่งเปนดินทรายปนโคลน และสามารถ
ปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในแหลงน้ํากรอยหรือในบอเล้ียงได (สนั่น, 2518) 

 

1.2  ระยะการเจริญของกุงกุลาดํา 

 

      ในดานชวีวิทยาหรือการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํานัน้  หลังจากแมกุงวางไขตามสภาพ
ธรรมชาติ  ไขที่ฟกออกเปนตัวจะอยูรอดไดเพียงไมกี่เปอรเซ็นตเทานัน้  สวนลูกกุงที่ออกจากไขนั้น
จะมีรูปรางเปลี่ยนแปลงไปตามการเจริญเติบโต ซ่ึงการเจริญเติบโตของลูกกุงนี้สามารถแบงออกได
เปน 3 ระยะดวยกันคือ 
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      ระยะทีห่นึง่  หรือระยะนอเพลียส (Nauplius stage) เปนระยะที่กุงออกจากไขซ่ึงมองดวย
ตาเปลาจะเห็นไดยาก มีรูปรางคอนขางกลม กินอาหารจากถุงที่ติดตัวมา  มีการลอกคราบรวมทั้งหมด 
6 คร้ัง 

      ระยะที่สอง  หรือระยะโปรตัวซัว (Protozoea stage) นับจากลูกกุงฟกตัวออกมาเปนเวลา
ประมาณ 3-6 วัน  แตยังวายน้ําไดไมแข็งแรง ลูกกุงในระยะนีจ้ะเริ่มกินอาหารและเปนระยะที่สําคัญ
มากที่สุด  หากลูกกุงผานระยะนีไ้ปไดมกัมีอัตราการรอดสูง อาหารลูกกุงในระยะนี ้ไดแก แพลงตอน
พืช แพลงตอนสัตว มีการลอกคราบ 3 คร้ัง 

 

       ระยะที่สาม  หรือระยะไมซิส (Mysis stage) เปนระยะที่กินอาหารพวกแพลงตอนสัตว
เล็กๆ ลูกกุงวยันี้แข็งแรงขึ้นมาก ลักษณะเริ่มเปลี่ยนแปลงไปเหมือนของพอแมกุง  แบงการเจริญเติบ 
โตออกเปนสามขั้น เมื่อกุงเจริญเติบโตถึงขั้นที่สามหรือเรียก ขั้นโพสทลาวา (Postlarva stage) นั้น ลูก
กุงจะกนิอาหารไดมากชนดิขึ้น เชน เนื้อหอย เนื้อปลา เปนตน 

 

      นับจากระยะออกไขจนถงึขั้นโพสทลาวากินเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง ระยะหลังสุดนี้
ถึงแมวากุงจะมีรูปรางคลายกุงขนาดใหญมากขึ้น  แตอวยัวะตางๆ ก็ยังไมสมบูรณดีและมีความยาว 

ไมเกินครึ่งนิว้หรือประมาณ 10 มิลลิเมตร  ตอเมื่อไดเจรญิเติบโตดวยการลอกคราบหลายๆ คร้ังจึงมี
ลักษณะเหมือนกุงใหญโดยสมบรูณ จากกุงวัยออนจนถึงโตเต็มวัยจนกระทั่งถึงระยะที่จะสืบพันธุกนิ
เวลาประมาณ 3 เดือน  และกจ็ะวางไขในทะเลลึกวนเวยีนอยูเชนนี้ตลอดไป (พรรณิภา, 2531) 

 

1.3  ลักษณะทีสํ่าคัญของกุงกุลาดํา 

 

      กุงกุลาดําเปนสัตวที่มีกระดูกหุมเนื้อหรือมีเปลือกหุมหัวและตวัมลัีกษณะเปนแผนบาง
และคอนขางแข็งมี 2 ช้ัน ซอนกันอยูประกอบดวย สารไคติน (chitin) โปรตีน  และเกลือแคลเซียม
คารบอเนตอยูกับไคตินคอนขางสูง เปลือกกุงกุลาดําจะแบงออกเปนปลองๆ   แตละปลองจะเชื่อม
ติดกัน  เพื่อใหสะดวกในการเคลื่อนไหวของลําตัวและรยางค  เปลือกกุงกุลาดํามีสวนที่ยึดติดกับ
โครงรางภายในดวย  กุงกุลาดําเจริญเติบโตโดยการเพิ่มจํานวนเซลลและขนาดเซลลของกลามเนื้อกับ
การลอกคราบอยางสัมพันธกันและตอเนื่องกัน กอนลอกคราบกุงจะกนิอาหารเต็มที่เพื่อเตรียมสะสม
อาหารและแรธาตุในจํานวนมาก  เมื่อมีการลอกคราบเปลือกเกาจะถูกสลัดทิ้งเมื่อเปลือกใหมภายใน
ถูกสรางเสร็จ โดยเปลือกใหมจะมีขนาดใหญกวาเดิมเพือ่ใหกุงกุลาดําเจริญเติบโตขึ้นหรือมีขนาด
ใหญขึ้น เปลือกใหมจะมกีารแข็งตัวขึ้นอยางรวดเร็ว  เนื่องจากมีการสะสมแคลเซียมไว  หลังจากตัว
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กุงกุลาดํามีเปลือกใหมที่ขนาดใหญกวาเดมิ เปนชวงทีกุ่งกุลาดําเจริญเติบโตสรางเนื้อจนเต็ม เริ่ม
สะสมอาหารและแรธาตุเพื่อลอกคราบใหม 

 

       กุงกุลาดํา หายใจทางเหงอืกและผิวหนงั เนื่องจากออกซิเจนสามารถซึมผานผิวหนังเขา
ไปเพื่อใชในการหายใจได  แตหลักๆ แลวกุงกุลาดําตองใชเหงือกในการหายใจ เหงือกของกุงกุลาดาํ
นั้นบอบบางถากระทํารุนแรงกับมัน เชน ใสสารเคมีที่มีฤทธิ์กัดกรอนทัง้หลายในปริมาณมากเกินไป
สามารถทําใหเหงือกบอบซ้ําและเปอยยุยได  นอกจากนี้เหงือกกุงกุลาดาํมีลักษณะเปนซี่ๆ งายตอการ
เกาะตดิของตะกอนตางๆ  หรือโปรโตซัวที่เปนโทษตอตัวกุงกุลาดํา  เชน ซูโอแทมเนียม 
(Zoothamnium)  ที่ผูเลี้ยงกุงเรียกติดปากวา “ซู” ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการหายใจลดลง และสงผล
ใหเกิดการออนแอได  ดังนัน้ตองคอยสังเกตและดูแลสภาพเหงือกของกุงกุลาดํา 

 

       การกินอาหารของกุงกุลาดําจะใชหนวดคูที่ 2 และคูที่ 3 คอยจับอาหารเม็ดหรือเหยื่อที่มี
ขนาดพอที่จะจับไดสงเขาปาก  การใหอาหารเม็ดที่มีขนาดพอเหมาะกบัรยางคดังกลาวจะชวยใหกุง
กินอาหารไดดสีงผลดีตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุงกุลาดําดวย  สําหรับการหาอาหารของกุง
กุลาดําจะมเีสน ประสาทรับความรูสึกทางกลิ่นที่หนวด บริเวณปากขาเดิน หวั เหงือก ลําตัว และแพน
หาง  

 

       ระบบการยอยอาหารภายในของกุงกุลาดํา มีปากทําหนาที่บดหรือฉีกอาหารใหมขีนาด
เล็กลง แลวสงลงสูการยอยอีกครั้ง  แตเนื่องจากมันมีลําไสตรงและสั้น อาหารที่ดีจึงควรจะยอยงาย 
และสารอาหารที่ยอยเปนสารละลายแลวอยูในรูปที่สามารถดูดซึมเขาไปเลี้ยงรางกายไดดีดวย  

 (เบญจมินทร, 2547) 

 

1.4  ระบบภูมคิุมกันของกุงกุลาดํา 

 

      กุงกุลาดําเปนสัตวที่อยูในกลุมสัตวเปลือกแข็ง (crustacean) อาศัยอยูในสภาพแวดลอมที่
มีไวรัส  แบคทีเรีย ปรสิตและจุลินทรียชนิดตางๆ  ทั้งกอโรคและไมกอโรค  ดังนั้นกุงกุลาดําจึงตองมี
ความสามารถเพียงพอตอการปองกันตนเองจากสิ่งแวดลอมที่สามารถกอใหเกิดโรคตางๆ โดยนอก 
เหนือจากสวนเปลือกที่คอนขางแข็งแรงสามารถใชปองกันการบุกรุกเขาสูรางกายของสิ่งแปลกปลอม
และเชื้อกอโรคตางๆ ยังคงตองมีระบบภูมคิุมกันภายในที่มีประสิทธิภาพเพียงพอในการทําลายสิ่งที่
ผานเขาสูภายในรางกาย   ระบบภูมิคุมกันแบงออกเปน 2 ระบบหลักๆ คือ adaptive immune system 
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และ innate immune system  สัตวจําพวก crustacean จะไมมีระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immune 
system ซ่ึงก็คือไมมี memory cell ในระบบภูมิคุมกันนัน่เอง กุงกุลาดาํจะมีผนังของระบบการยอย
อาหารที่มีไคตนิเปนองคประกอบ และยังมกีรดหลายชนดิ อีกทั้งมีเอนไซมที่มีความสามารถในการ
ยอยไวรัสและแบคทีเรียหลายชนิด โดยสวนใหญแลวผิวหนังชั้นนอกกส็ามารถปองกันเชื้อโรคได
เกือบทั้งหมดแลวแตพบไดบอยวาจะเกิดโรคตอเมื่อผิวหนังชั้นนอกเกดิการฉีกขาดและเมื่อเชื้อโรค
เขาสูรางกายไปยังกระแสเลือดพบวาจะมกีลไกการทํางานของระบบภูมิกันที่ซับซอนขึ้น ซ่ึงจะเปน
กลไกที่เกีย่วของกับการตอบสนองทางเซลลภูมิคุมกัน (cellular responses)  มักจะใชเซลลเม็ดเลือด
เปนหลักในการตอสูและกําจดัสิ่งแปลกปลอม ซ่ึงมีวิธีการหลายวิธีไดแก ความสามารถเกาะจับทําให
ส่ิงแปลกปลอมและเชื้อกอโรคตกตะกอนจากนั้นจะทําลายโดยการกลนืเซลลโดยวิธี phagocytosis, 
การเกิด nodule (nodule formation) และการหอหุมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) ถาส่ิงแปลกปลอม
มีขนาดเล็กและมีจํานวนนอยจะถกูกําจดัโดยขบวนการ phagocytosis  ขบวนการนีน้บัเปนดานแรก
ในการปองกนัเมื่อมีพาราไซตหรือส่ิงแปลกปลอมบุกรุกผานชั้นผิวปกคลุมเขามาสูรางกาย  วิธีการ
กลืนเซลลส่ิงแปลกปลอมจะมีการยื่น cytoplasmไปลอมสิ่งแปลกปลอมแลว lysosome จะหลั่งสาร
ชวยยอยซ่ึงมีทัง้สารตอตานแบคทีเรียและ hydrolytic enzyme หลังจากทาํการยอยสลายแลวก็จะ
ปลอยสวนที่ถูกทําลายแลวออกมาจากเซลลสําหรับการเกิด nodule จะใชเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมเขามา
เปนจํานวนมาก สวนการหอหุมส่ิงแปลกปลอมจะเกิดเมือ่มีส่ิงแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญ ในสวน
การตอบสนองทางน้ําเลือด (humoral responses) ไดแก เลคติน (lectins) หรือ agglutinins หนาที่
สําคัญของเลคตินในระบบภมูิคุมกันนาจะมี 2 หนาที่ คือ หนาที่การกาํจัดเซลลที่ไมตองการทิ้งไปใน
ระหวางขบวนการเจริญเติบโต (metamorphosis) และหนาที่การมีสวนรวมในปฏิกิริยาการปองกัน
การติดเชื้อ (อภิชัย, 2549)  เอนไซม lysozyme ทําใหผนงัเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกแยกออก  
สําหรับแบคทีเรียแกรมลบ lysozyme มีฤทธิ์เล็กนอยไมสามารถทําใหเกดิการแยกของผนังเซลลแต
ชวยใหแบคทีเรียมีความไวมากขึ้นตอการกระทําของสารตอตานเชื้อแบคทีเรียตัวอ่ืน เอนไซม 
phenoloxidase เปนเอนไซมที่เกิดจากการกระตุนระบบ prophenoloxidase ของครัสตาเซียโดย 
lipopolysaccharide,  peptidoglycan และ b-1, 3-glucan ซ่ึงเปนสวน ประกอบผนังเซลลของเชื้อ
แบคทีเรีย  phenoloxidase จะไป oxidize สารกลุม phenol ใหเปน quinone แลวเปลี่ยนไปเปน 
melanin ตอไป หนาที่ของ melanin จะชวยในการยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของพวกเชื้อ
แบคทีเรีย  สารตอตานแบคทีเรีย (antibacterial substances) เปนสารประกอบขั้นสุดทายที่ไดจาก
กระบวนการของระบบ prophenoloxidase เชนเดียวกับเอนไซม phenoloxidase รวมทัง้คุณสมบัติใน
การปองกันการเจริญเติบโตของพวกแบคทีเรียและฟงไจ ( Jiravanichpaisal, 2005) 
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2.  ไวรัสตัวแดงดวงขาว

 ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนชื่อเรียก ภาษาไทย สวนในภาษาอังกฤษ จะมีช่ือเรียกหลายชือ่
ดวยกัน ไดแก prawn white spot bacilliform virus  ,white spot syndrome virus of shrimp, white spot 
bacilliform virus , white spot syndrome virus, white spot syndrome virus of penaeid shrimp , white 
spot syndrome baculovirus  และในปจจุบนั คณะกรรมการจัดจําแนกไวรัสนานาชาต ิ(International 
Committee on Taxonomy of Viruses)ไดจดัใหไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus, 
wssv)  เปน species ที่อยูใน genus Whispovirus , family Nimaviridae (Vlak et al., 2002)ไวรัสชนิดนี้
พบครั้งแรกในแถบเอเชียตะวนัออก เมื่อป คศ. 1992 จากนั้นก็ไดแพรกระจายไปยงั อเมริกากลาง และ
ละตินอเมริกา ไวรัสชนิดนีเ้ปนเชื้อสาเหตุหลักที่กอความเสียหายใหกับธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
ในประเทศไทยมีรายงานการคนพบครั้งแรกเมื่อ ปลายป พ.ศ.2537 พบมีการระบาดทีจ่ังหวดัทางภาค
ตะวนัออกและภาคใตตั้งแตจังหวดัชุมพร สุราษฎรธานี สงขลา นครศรีธรรมราช และปตตานี สวน
ภาคใตฝงตะวนัตกพบที่จังหวัดตรัง และมกีารระบาดตลอดจนถึงปจจบุัน (ชลอ, 2543) 

  2.1  อนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 

       เมื่อศึกษากลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาอนภุาคของไวรัสจะม ีenvelope หุมอยู 
รูปรางของเชื้อเปนแทงหรือรูปไข มีขนาดความยาวประมาณ 350 nm ความกวางประมาณ  150 nm 
อนุภาคไวรัสจะมีสวนที่เหมอืนหางหนึ่งเสนอยูตรงปลายอนุภาคไวรัส สวนของ nucleocapsid เปน
ทอนทรงกระบอก ขนาด 325 x 120 nm  ขนาดอนภุาคโดยสมบรูณ จะมขีนาดประมาณ  395 x 157 
nm (Zhan et al., 1998) จากการรวบรวมรายงานจีโนมทีส่มบูรณของไวรัสตัวแดงดวงขาว ในปจจบุัน
มีทั้งหมด  3 isolate ที่แตกตางกัน โดยมีขอมูลลําดับเบสอยูที่ GenBank Accession No. AF332093, 
AF369029 และ AF440570  จีโนมของไวรสัตัวแดงดวงขาวทั้ง 3 isolate ไดมาจาก ประเทศจนี 
ประเทศไทย และประเทศไตหวัน ตามลําดบั  Accession No. AF332093 ศึกษาจากไวรัสตัวแดงดวง
ขาวที่ไดจากกุงกุลาดําที่ติดเชื้อจากบอเพาะเลี้ยงในประเทศจีนพบวาไวรัสมีสารพันธุกรรมเปน          
ดีเอ็นเอ รูปแบบเปนวงกลมสายคู (double-stranded circular DNA) มีขนาด 305,107 bp  มีปริมาณ 
GC (G+C content)  41 เปอรเซ็นต  เมื่อทํา sequence analysis พบวามี 531 putative open reading 
frame (ORF) และมียนีที่มีหนาที่ถอดรหัสเปนโปรตีนเพยีง 181 ORFs เทานั้น (Chen et al., 2002)  ใน
สวน Accession No.  AF369029  พบจีโนม ดีเอ็นเอ  ขนาด 292,967 bp  มี ORFหลักอยู 184 ORFs  
จากการศึกษาสวนใหญพบวามียีนที่ถอดรหัสเปนโปรตีนที่ทําหนาเปนเอนไซมในเมทาบอลิซึม  การ
เพิ่มจํานวนของดีเอ็นเอและ protein modification คาดวามีเพียง 5 ORFs ที่เปนยีนสําหรับถอดรหัส
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สําหรับเปนโปรตีนโครงสรางของอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว (van Hulten et al., 2001) และ 
Accession No.AF440570  เปนจีโนมไวรัสที่แยกไดจากประเทศไตหวนัมี 307,287 bp ประกอบดวย
181 ORFs ซ่ึงสวนใหญยังไมทราบถึงหนาที่ของยีนเหลานี้ (Yang et al., 2001) 
 

2.2  โปรตีนที่เปนองคประกอบของอนุภาค 
 
       ในชวงแรกการศึกษาจําแนกโปรตีนทีเ่ปนองคประกอบของอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว 

(viral protein, VP) พบโปรตีนขนาดประมาณ 19, 28 kDa (VP19 และ VP28) เปนองคประกอบสวน 
envelope  และ 15, 24, 26 kDa (VP15, VP24 และ VP26) เปนองคประกอบสวน nucleocapsids 
โปรตีนดังกลาวเปนโปรตีนหลักที่พบอยูในไวรัส   VP28 และVP26  มีขนาดยนีประมาณ 615 
nucleotide ถอดรหัสได  204 amino acid และ VP28 ยังเกีย่วของกับกลไกการติดเชื้อของไวรัส 
( Marielle et al., 2000a; Marielle et al., 2001)  ในบางครัง้พบวา VP 24, VP26 และ VP28 มีขนาด 
ยีนใกลเคียงกนั ถอดรหัสไดประมาณ  206 amino acid  อาจมีความแตกตางกันที่ electrophoresis 
mobility , isoelectric point, conformation และ post-translational modification (Marielle et al., 
2000b)  VP19 มีขนาดยนีประมาณ 182 nucleotide  สวน VP15 เปนโปรตีนพื้นฐานมหีนาที่คลาย 
DNA-binding protein เกีย่วของกับขั้นตอนการประกอบจโีนมไวรัส มีขนาดยนีประมาณ 109 
nucleotide  ( Marielle et al., 2002; Witteveldt et al., 2005)  ในเวลาตอมาสนใจศึกษาจําแนกโปรตีน
ที่มีขนาดใหญขึ้น ดวยวิธี liquid chromatography-nano-electrosprayionization-mass spectrometry 
(LC-nano-ESI-MS/MS) พบ VP664  มียีนขนาดใหญ 18,234 nucleotide ถอดรหัสได 6,077  amino 
acid  เมื่อศึกษาตอโดยวิธี immunoelectron microscopy analysis พบโปรตีนชนิดนี้อยูในอนภุาคไวรสั 
มีรูปรางเปนวงแหวนกระจายอยูเปนชวงๆอยูรอบ nucleocapsid ซ่ึงในการศึกษานีย้ังมีการถกเถียงกัน
อยูวาเปนโปรตีนโครงสราง ของ nucleocapsid หรือไม (Tasi et al., 2004; Leu et al., 2005)    การ 
ศึกษาโปรตีนในระยะหลังสวนมากเปนโปรตีนที่เปนองคประกอบในสวน envelope  ไดแก VP39 มี
ยีนขนาด 849 nucleotide ถอดรหัสได 283 amino acid และ VP124 ยีนมีขนาด  3,582 nucleotide  
ถอดรหัสได 1,194 amino acid   สวน VP187 ยีนมีขนาด 4,818 nucleotide  ถอดรหัสได 1,606 amino 
acid ทั้งสามเปน late gene (Zhu et al., 2005a; Zhu et al.,2005b; Li et al., 2006)  การนาํโปรตีนที่เปน
องคประกอบสวน envelope  ชนิด  VP22/26, VP 28, VP31,VP68, VP281, VP292 และVP466  มา
ศึกษาความเกีย่วของกับกลไกการติดเชื้อของไวรัส โดยสรางแอนติบอดีจากโปรตีนไวรัส ทดสอบ 
neutralization พบโปรตีนไวรัส VP31, VP68, VP281และVP466 มีความเกี่ยวของในกลไกการติดเชื้อ
ของไวรัสตัวแดงดวงขาว สวนรายละเอยีดของกลไกตองมีการศึกษาตอไป (Li et al., 2005; 
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 Wu et al., 2005)   มีรายงานเกี่ยวกับโปรตนีไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยไดศึกษาจากเนือ้เยื่อสวนตางๆ
ของกุงกุลาดํา 50 ตัวโดย SDS-PAGE พบโปรตีนที่คาดวาเปนโปรตีนของไวรัสมากมายหลายขนาด 
รูปแบบของโปรตีนที่พบในแตละเนื้อเยื่อของกุงแตละตวัไมเหมือนกนัเกิดจากระดบัการติดเชื้อและ
ความจําเพาะภายในของกุงแตกตางกัน แตมีเพียงโปรตีนขนาด 53 kDa ที่พบในเนื้อเยือ่กลามเนื้อของ
กุงทุกตวั และเมื่อผลิตโมโนโคลนอลตอ VP53 ใชตรวจหาไวรัสตัวแดงขาวไดอยางมปีระสิทธิภาพ
จาก (Rameshthangam and Ramasamy, 2005)  
                                                                                                                                                                                                                           

3.  โรคตัวแดงดวงขาว
 

การศึกษาทางคุณสมบัติทางชีววิทยาของไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวาไวรัสชนิดนี้สามารถกอ
โรคในสัตวน้ําพวก กุง ปู (crustaceans) และพวก invertebrate ที่อยูในทั้งน้ําเค็ม  น้ํากรอย และน้ําจืด
เนื้อเยื่อที่เปนเปาหมายหลักในการติดเชื้อ คอื ectodermal และ mesodermal  เชน  เหงอืก  อวัยวะ
น้ําเหลือง และเยื่อบุผิวชั้นนอก  การเพิ่มจํานวนเริ่มตนในนิวเคลียสและเปนที่เกดิการประกอบตัวของ
อนุภาคไวรัส เมื่อออกจากเซลลโดยทําใหเซลลแตกออก (Vlak et al., 2002)  กุงที่เปนโรคจะมี
ลักษณะมีดวงสีขาวบริเวณเปลือก ลักษณะดวงที่เกดิขึ้นนี้เกิดจากความผิดปกติของการสะสมของ
แคลเซียมและฟอสฟอรัสที่ผิดปกติ ดวงสีขาวจะมีขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร พบมากคือบริเวณ
สวนหวัอาจมอีาการรวม เชน ลําตัวจะมีสีแดง กุงจะวายน้ําลอยเขาหาฝง ไมมีแรงดดีตัว กนิอาหาร
ลดลง  บางครั้งพบกุงลอกคราบไมออก  หรือลอกคราบแลวไมแข็งตวัและจะทยอยตายไปเรื่อยๆ อาจ
ตายหมดบอภายใน 3 ถึง 10 วัน  ในปจจุบนัการรักษาโรคในกุงกุลาดําที่เกิดจากเชื้อไวรัสทุกชนิดยงั
ไมมียาและสารเคมีชนิดใดรกัษาได (สุปราณี, 2546) 
 

4.  การตรวจวินิจฉัยโรคตัวแดงดวงขาว
 

4.1  การตรวจวินิจฉยัเชื้อไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวภายใตกลองจุลทรรศน 

 

        การตรวจวินิจฉยัภายใตกลองจุลทรรศนเปนการศกึษาทางพยาธิวิทยา โดยการนําเหงือก
และผิวใตเปลือกของกุงที่ปวยมายอมดวยฮีมาทอซิลินและอีโอชิน(H&E) ไวรัสชนดินี้จะทําใหเกดิ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของอวัยวะตางๆ  ไดแก  เหงือก  เซลลเยื่อบุผนังกระเพาะอาหาร  อวยัวะ
สรางเม็ดเลือด  ทอทางเดินอาหาร  โดยพบนิวเคลียสบวมโต  และเกดิ inclusion bodyในนวิเคลยีสที่
ยอมติดสีแดงถึงสีน้ําเงินดวยสีฮีมาทอซิลินและอีโอชิน (สุปราณี,2546) กรณีที่เกิดการติดเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาว จะพบ inclusion  body ในนวิเคลียสติดสีแดงถึงสีน้ําเงิน โดยถากุงเริ่มจะติดเชื้อระยะ 
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แรกจะพบ Cowdry A-type inclusion  ถาเปนการติดเชื้อระยะสุดทายพบลักษณะนวิเคลียสขยายใหญ 
ดัน Chromatin ไปติดที่ขอบเซลล (ชลอ, 2002)  การศึกษาพยาธิสภาพอวัยวะสวนตางๆ ของกุงพบวา
อวัยวะสวน eyestalk เปนอวัยวะทีเ่หมาะสมที่สุดในการศึกษาพยาธิสภาพเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาวเนือ่งจากสามารถตรวจพบเซลลในสวนนวิเคลียส (hypertrophied nuclei) แสดงการบวม
โตอยางชัดเจนในเวลา 36 ช่ัวโมง หลังการฉีดเชื้อ  เมื่อเทยีบกับการศกึษาในอวัยวะอ่ืนๆ ที่ตองใช
เวลานานกวาและอีกประการหนึ่งการศึกษาพยาธิสภาพของ eyestalk  จะไมทําใหกุงตาย 
(Yoganandhan et al., 2003) 

 

4.2  การตรวจวินิจฉยัเชื้อไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวโดยวธีิ PCR ( Polymerase Chain 
Reaction) 

 

      ไดทําการตรวจเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํวัยออนโดยใชการตรวจแบบ  

one-step PCR  สวนในพอแมพันธุและพาหะใชตรวจแบบ  two-step PCR  พบวากุงวยัออน 3,478 
ตัวอยาง ตดิเชือ้ 168 ตัวอยาง (4.83%)  พอแมพันธุกุง 864 ตัวอยาง ตดิเชื้อ 73 ตัวอยาง (8.45%)   

(สุดา และ ฉันทนา, 2543)  มีการพัฒนาวิธี PCRในการตรวจวินิจฉยัหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดย
วิธี Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เปนวิธีที่มี sensitivity สูง และรวดเรว็สามารถ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่มีอยูนอย เพียง 1 พิโคโมล เมื่อเทียบกับวิธี 
 nested –PCRซ่ึงตองใชดีเอน็เอใชถึง 10 พิโคโมล จึงจะสามารถตรวจวินจิฉัยหาเชือ้ไวรัสตัวแดงดวง
ขาวได ( Kono et al., 2004)  อวัยวะสวนตางๆของกุงที่ไดทําการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาวโดยวิธี PCR พบวาอวยัวะสวน eyestalk เปนอวยัวะทีเ่หมาะสมที่สุดในการใชตรวจสอบเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเนื่องจากสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเวลา 12 ช่ัวโมง หลังการ
ฉีดเชื้อ (Yoganandhan et al., 2003) 

        

4.3  การตรวจวินิจฉยัเชื้อไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวดวยวธีิทางอิมมูโนวิทยา 
 

       ในการตรวจวิธีทาง immunohistochemical โดยใช fluorescent antibody technique แยก
สวนของเซลลและเนื้อเยื่อทีต่ิดเชื้อโดยใชการจับของ probes ที่เปนยนีที่จําเพาะตอไวรัสตัวแดงดวง
ขาวและตดิฉลากดวย digoxigenin สามารถตรวจเนื้อเยื่อท่ีติดเชื้อได (Poulos et al., 2001)   มีรายงาน
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัส
โปรตีนขนาด 28 kDa และโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสโปรตีนขนาด 18 kDa  ศึกษาโดยวิธี 
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immunodot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดสามารถใชตรวจสอบหาเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวใน
กุง Penaeus monodon ได  แตมีขอจํากัดวาสามารถตรวจโปรตีนไวรัส ตั้งแต 500 pg ขึ้นไป  (Anil et 
al., 2002)   มีการผลิต 18 kDa antiserum ตอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวนํามาตรวจหาเชื้อไวรัสโดยวธีิ 
Western blot และ ELISA เมื่อตรวจอวยัวะตางๆของกุง Penaeus indicus  ที่ติดเชื้อไวรัสเนื้อเยื่อสวน
หาง  สวนหัว  และ กานตา (eyestalk) เปนอวัยวะที่ตรวจพบปริมาณเชื้อไวรัสในปริมาณที่สูงกวาเนื้อ
สวนอื่น  จาก นั้นไดพัฒนาวธีิ agglutination โดยการใช 18- kDa antiserum เคลือบ latex beads เพื่อ
ตรวจหาเชื้อไวรัสหลังกุงไดรับเชื้อ 24 ช่ัวโมง (Sathish et al., 2004)  การตรวจไดพฒันาวิธี reversed 
passive latex agglutination (RPLA) ตรวจเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารของกุง 
kuruma (Penaeus japonicus) โดยใชอนภุาค  high-density latex เคลือบดวย specific polyclonal 
antibody สามารถตรวจหาเชือ้ไวรัสไดหลังจากที่ incubate 4 ช่ัวโมง  และพบวาวิธีนีจ้ะตรวจหาเชือ้
ไวรัสไดจากเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารเทานัน้  เมื่อเปรียบเทียบระหวางวธีิ RPLA กับวธีิ PCR  วิธี 
RPLAไมตองการความชํานาญทางดานชีวเคมี นอกจากนี้สารละลายและอุปกรณตางๆที่ใชในการ
ทดสอบก็สามารถที่จะเตรียมเปนชุดตรวจสําเร็จรูปไดซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกในการตรวจหาเชื้อไวรัสใน
บอกุงหรือนากุง  (Okumura et al., 2004) 

 

5.  การปองกันโรคตัวแดงดวงขาว

 

ศึกษาในระดับยีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว เร่ิมจากคนหายีนที่มีความสมัพันธกับเชื้อตัวแดง
ดวงขาวโดยทาํ cDNA library จากเลือดกุงที่ติดเชื้อไวรัสและใชเทคนิค phage display พบ 
recombinant protein จากยีน (pC9 clone ) ขนาด 171 bp  ทําปฏิกิริยากบัโปรตีนเชื้อไวรัสโดยวิธี 
Western blot  จุดประสงคเพือ่นํายีนที่ไดมาผลิตโปรตีนปองกันเชื้อไวรัสเขาทําลายเซลลกุง (เอื้อมนัส 
และคณะ, 2545)   การปองกนัเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยใหวัคซีนทางปากโดยสราง subunit 
vaccine ที่มีองคประกอบของ envelope protein ของอนุภาคไวรัสแลวใหกุงกินอาหารที่เคลือบ 
recombinant protein VP19 (r-VP19) เปรียบเทียบกับ r- VP28 พบวากุงที่กินอาหารเคลือบ r- VP28 
รอดชีวิต 61 เปอรเซ็นต  สวน r-VP19 ไมพบวากุงรอดชวีิต (Witteveldt et al., 2004)  ในดานการ
พัฒนาใชเทคนิคทางโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการปองกันโรค เปนแนวทางหนึง่ที่นาสนใจมาก 
ในปจจุบนัไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโปรตีนไวรัสในสวน VP28 และ VP 19 ซ่ึง
โปรตีนทั้งสองเปนองคประกอบในสวน envelop โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใชทดสอบการ 
neutralizeไวรัสโดยทดลองใน in vitro ใชเซลลจาก lymphoid Oka organ และทดสอบใน in vivo 
โดยการฉีดกุง พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองมีประสิทธิภาพในการ neutralizeไวรัสและลด
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อัตราการตายของกุงติดเชื้อ ( Shih, 2004)  อีกงานวจิัยเปนการปองกันโดยเนนการศกึษาสวนโปรตีน
หลักของไวรสั คือ VP28 กบั VP19  เปนโปรตีนสวน envelope  และ VP26 กับ VP24  เปนโปรตีน
สวน nucleocapsid   ทํา recombinant proteins ของโปรตีนทั้ง 4 ชนิด รูปแบบ TrVP28:19, TrVP28, 
TrVP24 และ TrVP26  ผลิตแอนติบอดีทดสอบดวยวิธี immunoblot แอนติบอดีจาก TrVP28:19  
สามารถ neutralized เชื้อไวรัสไดอยางมีประสิทธิภาพ สามารถประยุกตใชเปน immunotherapeutic 
รักษาการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําตอไป (Kim et al., 2004)  
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อุปกรณและวิธีการ 
   

1.  การเตรียมเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
 

1.1  การเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 

      กุงกุลาดํา ( Penaeus monodon ) ที่ปลอดโรคจากฟารมเกษตรสมบรูณ จ.สุพรรณบุรี กุงที่
ใชมีน้ําหนักประมาณ 15-20 กรัม หรือ จํานวน 80-100 ตัว ตอกิโลกรัม  เล้ียงในบอพลาสติกขนาด 
250 ลิตร ความเค็ม 20 ppm ใหอากาศตลอดเวลาและใหอาหารเม็ดวนัละ 2 มื้อ เปลี่ยนน้ําวนัละ 1-2  
คร้ัง  เมื่อนํากุงกุลาดําจากฟารมมาเลี้ยงในบอพลาสติก ตองใหกุงกุลาดาํไดพักหลังจากขนสง เปน
เวลา 24 ช่ัวโมงกอนที่จะทําการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว อีกทั้งตองทําการแยกกุงกุลาดําไวเปน 
negative control ประมาณ 10 ตัว โดยเลี้ยงแยกจากกุงกุลาดําที่จะทําการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 

1.2  การฉีดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวและการทําเชื้อไวรัสตัวแดงใหบริสุทธิ์ 
 
             นําสารละลายเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากบริษทัซีพี 10 ml มาเจือจางประมาณ  
20 เทา ดวย  TN buffer (0.2 M NaCl, 0.02 M Tris-HCl, pH 7.4) แลวกรองดวย filter ขนาด 0.45 μm 
จากนั้นฉดีกุงดวยไวรัส ปริมาตร 200 μl เขาบริเวณ intramuscular สังเกตอาการของกุงที่ไดรับเชื้อ 
ไวรัสจากนัน้ทําการเก็บเลือดกุงจากหวัใจ โดยใชเข็มเบอร 24 พรอม syringe ขนาด 1 ml แทงเขา
บริเวณขาคูที่สามเพื่อดูดเลือดจากแองหวัใจนําเลือดกุงปน 8,000 g เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC   
จากนั้นแยกเอาสวนใสไปปน 100,000 gโดยใช ultracentrifuge   เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวแยกตะกอน
มาละลายใน 1 ml  ของ TN buffer ถายังไมนํามาแยกเชือ้ใหบริสุทธิ์ ใหเก็บไวที่ตูเยน็อุณหภูม-ิ70 oC   
 
2.  การแยกเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวใหบรสิุทธ์ิ 
 

       การนําสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวมาปนแยกใหบริสุทธิ์โดยผาน sucrose gradient 
 
       นําสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวใสลงบนสารละลายซูโครสที่เตรียมไว (ภาคผนวก ง )

จากนั้นนําไป ปน 100,000 g ที่อุณหภูมิ 4  oC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ถาปริมาณไวรัสมีมากจะพบแถบ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนสีขุนๆ  ถาไวรัสตัวแดงดวงขาวมีปริมาณนอย จะมองไมเห็นแถบไวรัสตัว
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แดงดวงขาวจงึตองเก็บสวนใสที่อยูดานลางของแถบ hemocyanin  เปนแตละ fraction  ยายแถบไวรัส
ตัวแดงดวงขาว หรือ fraction นั้นมาเจือจางใน TN buffer โดยใชเข็มเบอร 21 และ syringe ขนาด 10 
ml ในการดูด   จากนั้นปน 100,000 g ที่อุณหภูมิ  4 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนําตะกอนทีไ่ดมา
ละลายใน TN buffer เก็บที่ตูเย็นอุณหภมูิ -70 oC นําสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวมาตรวจ สอบดวย 
SDS-PAGE และหาปริมาณโปรตีนดวย Lowry method  (Lowry et al., 1951)  

 

 3.  การแยกโปรตีนองคประกอบของไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธี sodium dodesyl sulfate   

      polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

 

ผสมสารละลายไวรัสตวัแดงดวงขาวกับ sample buffer (SDS reducing buffer) ในอัตราสวน 
1:1 โดยใชสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาว 10 μl  ผสมกับ sample buffer 10 μl  นําไปใสใน heat 
block อุณหภมูิ  95 oC  นาน 5 นาที  และโปรตีนมาตรฐาน  นําไปหยอดชองเจล (ใช 12 %  resolving 
gel buffer และ 4 %  stacking gel buffer ) ปริมาตร 15 μl ตอชุดเจลเขากับ electrophoresis โดยใช
กระแสไฟฟา 100 V 50 mA  ทําการยอมสีโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R-250   

     

4.  การหาปริมาณโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 

เปนการหาปรมิาณโปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ และปริมาณโปรตีนเลือดกุงกุลาดําที่
ติดเชื้อและไมติดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว ดัดแปลงจากวธีิของ Lowry method  (Lowry et al., 1951)  
ทํากราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin ความเขมขน 8,000 ug/ml,  4,000 μg/ml, 2,000 μg/ml, 
1,000 μg/ml,  500 μg/ml,  250 μg/ml,  125 μg/ml,   62.5 μg/ml และ 31.25 μg/ml  เปรียบเทียบหา
โปรตีนที่ตองการ 

     

5.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

 

5.1  การฉีดกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  

 

                  เทคนิคการผลิตโมโนโคลนอลดัดแปลงจากวิธีของ Kohler and Milstein (1975) 



                                                                                                                             16

นําหนูเพศเมียสายพันธุ Balb/C อายุประมาณ 6-8 สัปดาห จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ ม.มหิดล 
 อ.ศาลายา จ.นครปฐม จํานวน 3 ตวั มาเลีย้งในกรงปลอดเชื้อที่อุณหภมูิ 25 oC แลวฉดีกระตุนดวย
สาร ละลายไวรัสตัวแดงดวงขาว ความเขมขน 20 μg  ตอคร้ัง  กอนฉีดกระตุนตองทําการกรองไวรสั
ดวย filter ขนาด 0.45 μm ปริมาณที่ใชฉีด 200 μl รวมกับ Freund’s complete adjuvant ในอัตราสวน 
1:1  ผสมใหกนัจนเปน water in oil emulsion เพื่อใหหนสูรางแอนติบอดีไดดีขึน้ แลวฉีดเขาใต
ผิวหนัง (subcutaneous injection) ใน ปริมาณ  0.2 ml  กอนฉีดครั้งแรกตองทําการเจาะเลือดหนูเพือ่
เปน negative control  การฉดีกระตุนจะทาํการฉีดทั้งหมด 4 คร้ัง  ใน 3 คร้ัง จะทําการฉีดหางกันครัง้
ละ 2 อาทิตย  และเมื่อฉีดครัง้ที่ 3 แลว  ตอมาอีก 2 สัปดาหทําการเจาะเลือดแลวนํามาตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว เมือ่ได titer ที่ดีแลวทําการฉีดครั้งสุดทาย (booster dose)  โดย
ใชสาร ละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวผสมกับ normal saline  ความเขมขนของ สารละลายไวรัสตวัแดง
ดวงขาว ในครัง้นี้สูงกวาครั้งแรก 4 เทา คือ 80 μg  แลวฉีดเขาชองทอง 

  

5.2  การหาความเขมขนของเลือดกุงติดเชื้อ เลือดกุงปกติ และconjugate ที่เหมาะสมในการ
ทํา indirect ELISA 

 

       5.2.1  นําเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เจือจางดวย coating buffer จนมี
ความเขมขน 5 μg /ml และ  2.5 μg /ml ใสลงใน ELISA plate ปริมาณหลุมละ 100  μl  จากนั้นนาํ 
plate ใสตูเย็นอุณหภูมิ 4 oC ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T 5 คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาที 

 

       5.2.2  เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl  นํา plate  ไปใสใน
กลองใหความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง เมือ่ครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T   5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

 

       5.2.3  เจือจาง แอนติบอดีซีร่ัมตอไวรัสตัวแดงดวงขาว  ที่ไดจากการเจาะเลือดหนูคร้ัง
สุดทายและหนูกอนฉีดไวรัส  เปน 1:4,000, 1: 8,000, 1:16,000, 1: 32,000, 1:64,000 และ 1:128,000
ใน blocking solution จากนัน้เติมแอนติบอดีที่เจือจางลงในหลุม ปริมาณ 100 μl หลุมที่เปน blank  
เติม blocking solution 100 μl   จากนัน้นํา plate ไปใสในกลองใหความชื้น และ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิ 
37 oC นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที เมื่อครบเวลา นํามาลางดวย PBS-T   5 คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาท ี 
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       5.2.4  เติม goat anti-mouse IgG- HRP โดยเจือจางดวย blocking solution ในอัตราสวน 
1:5,000 และ 1: 10,000 ลงในทุกหลุมปริมาณหลุมละ 100  μl จากนั้นนาํ plate ไปใสในกลองให
ความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   5  
คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

 

       5.2.5  นําสับสเตรท o-phenylenediamine (sigma) มาละลายดวย citrate-phosphate 
buffer ที่มี 30 % H2O2 ลงในทุกหลุมปริมาณหลุมละ 50 μl จากนั้นนาํ plateไปตั้งไวในที่มืดที่
อุณหภูมิหองรอจนกระทั่งเกดิสี ใชเวลาประมาณ  30 นาที 

 

      5.2.6  หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีโดยเติม 2N H2SO4 ลงในทุกหลุมปริมาณหลุมละ 50 μl 
จากนั้นนํา plate ไปวัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 492 nm ดวยเครื่อง ELISA plate reader 

  

5.3  การหา titer ของแอนตบิอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีอยูในซีร่ัมหน ูดวยวิธี indirect 
ELISA ขั้นตอนเหมือนทีไ่ดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อและเลือดกุงปกติ ความเขมขน  

5 μg /ml  เจือจางแอนติบอดซีีร่ัมตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเจาะเลือดหนูคร้ังสุดทายและ
หนูกอนฉดีไวรัส แบบ two fold dilution ตัง้แต1: 2,000 – 1: 2,048,000 ใน  blocking solution จากนัน้
เติมและ goat anti-mouse IgG- HRP ความเขมขน 1: 10,000                                                                                                 

 

5.4  การเชื่อมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา 

 

        นําเซลลมัยอีโลมาสายพันธุ P3-X63Ag8.653 ซ่ึงเปน HGPRT- จากหนูสายพันธุ Balb/C 
มาเลี้ยง ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI- 1640 (GIBCO) ที่มี fetal bovine serum (FBS) อยู 10 เปอรเซ็นต 
โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะ exponential phase ประมาณ 2-3 วัน และควรเลี้ยงเซลล
ใหปริมาณ  10x107 เซลล  ตอการเชื่อมเซลล 1 คร้ัง กอนการเชื่อมเซลลลางเซลลมัยอีโลมา 2 คร้ัง ปน 
300 g นาน 5 นาที  นํามามหนูออกมาโดยวิธี aseptic technique และบดมาม นําเซลลที่ไดมาปนลาง
ใน RPMI-1640 ปริมาณ 10 ml  ปน 300 g นาน 5 นาที จาํนวน 2 คร้ัง จากนั้น ละลายตะกอนเซลล
ดวย RPMI-1640 ใหมีปริมาณ 5 ml  นับเซลล ผสมเซลลมามกับเซลลมัยอีโลมาอัตราสวน 1:1 ใน
หลอดแกวฝาเกลียว ( screw cap tube)  ขนาดปริมาตร 15 ml เขยาเบาๆ ใหผสมกัน ปน 300 g  นาน   
5 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวคอยๆ หยดน้ํายาเชื่อมเซลลคือสารละลาย PGE ความเขมขน 50% อุณหภูมิ  
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37 oC ปริมาตร 1 ml  ลงในตะกอนเซลลพรอมกับใชปลายปเปตขนาด 1 ml กวนเบาๆและชา โดย
ควบคุมใหสารละลาย RPMI-1640 ไหลใหหมดภายใน 5 นาที นําไปตัง้ทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC 
นาน 5 นาที จงึนําไปปน 300 g นาน 5 นาที เพื่อลางสารละลาย PGE  เมื่อไดตะกอนเซลล เติม HAT 
medium (ภาคผนวก ง)  นําเซลลไปหยอดลงใน plate ที่ไดเล้ียงเซลลชนิด 96  หลุม  ที่มี feeder cell 
(ภาคผนวก ง) อยูแลว ปริมาตรหลุมละ 100 μl โดยหลุมที่อยูรอบนอกของ plate จะไมใชเล้ียงแตจะ
เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวลงไปจากนัน้นําไปเลี้ยงไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC ที่มี  5% CO 2  

 
6.  การเล้ียงและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาภายหลงัการเชื่อมเซลล 
 
 ภายหลังทําการเชื่อมเซลลวันรุงขึ้นใหสังเกตดูเซลลวาเกดิการปนเปอนหรือไมแลวใหเติม  
HAT medium ทุก 2-3 วัน และเมื่อผานไปแลว 5 วนั ตองคอยสังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุม
โดยใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope)  จะเห็นโคลนของไฮบริโดมามีลักษณะ
กลมวาวและโปรงแสง และตองสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีอาหารเลี้ยงเซลลดวยโดยถาเกิดการ
ปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย น้าํยาเลี้ยงเซลลจะมีสีเปลี่ยนแปลงเร็วกวาปกติ หรือเมื่อยก plate ดูที่กน
หลุมจะเห็นหลุมที่เกิดการปนเปอนมีลักษณะ ขุนมวัมาก ตองทําการกําจัดหลุมนัน้ทิ้งโดยเร็ว โดยใช 
2N NaOH  หรือ  10% NaN3 หยอดลงในหลุมที่เกิดการปนเปอน ทําการตรวจดูเซลลไฮบริโดมาเปน
ระยะๆ เมื่อพบวาเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 1/3 ของพื้นที่กนหลุมใหทําการดูดน้ําเลีย้งเซลล
สวนบนของหลุมปริมาตร 100 μl  นํามาตรวจหาแอนตบิอดีโดยวิธี indirect ELISA สวนเซลลไฮบริ
โดมาก็ทําการเลี้ยงดวย HAT medium ตออีก 2-3 วัน กอนจะเปลี่ยนมาเลีย้งโดย HT medium 
(ภาคผนวก ง)   
 
7.  การตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยวิธี
    indirect ELISA 
 
           ขั้นตอนเหมือนทีไ่ดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อและเลือดกุงปกติความเขมขน 5 μg/ml  
เติมน้ํายาเลีย้งเซลลไฮบริโดมาจากหลุมทีต่องการตรวจหาแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวไม
เจือจาง หลุมทีใ่ชเปน positive control ใหเตมิโพลีโคลนอลแอนติบอดีทีไ่ดจากซีร่ัมหนูในการเจาะ
เลือดครั้งสุดทาย  เจือจางดวย blocking solution ในอัตรา 1: 8,000  หลุมที่ใชเปน negative control 
เติมน้ําเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาไมเจือจาง หลุม blank เติม blocking solution 
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8.  การโคลนเซลลโดยวิธี limiting dilution  
 

 นําเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวมา
นับเซลลและทําใหเจือจางใน HT medium ที่มี FBS อยู 15 เปอรเซ็นต และ feeder cell รวมอยูดวย 
โดยปรับความเขมขนของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 cells/ml กอนนาํมาเจือจางแบบ two-fold 
dilution จนไดความเขมขนของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 cell/ml จากนัน้นําเซลลไฮบริโดมาแตละ
ความเขมขนไปหยอดลงใน plate เล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม จํานวนความเขมขนละ 2 แถว (24 หลุม) 
ปริมาตรหลุมละ 0.2 ml จะไดเซลลไฮบริโดมาประมาณ 8 เซลล 4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล ตอหลุม 
ตามลําดับนําไปเพาะเลี้ยงในตูบมที่อุณหภมูิ 37 oC ที่มี 5 %CO 2  ประมาณ 14 วนั กอนตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศนแบบหวักลับโดยทําเครื่องหมายหลุมที่มี 1 เซลล เมื่อเซลลเจริญได 1/3 ของพื้นที่กน
หลุม ใหนําน้ําเลี้ยงเซลลจากหลุมที่ไดทําเครื่องหมายไวแลวไปตรวจหาแอนติบอดีอีกครั้งดวยวิธี 
indirect ELISA กอนนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทาํการโคลนเซลลซํ้าเปนครั้งที่ 2 เพื่อใหแนใจ
วาเซลลที่ไดมาจากเซลลไฮบริโดมาเพียง 1 โคลนเทานั้น   
 
9.  การแชเเข็งเซลลไฮบริโดมา

 
เซลลไฮบริโดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI -1640 ที่มี FBS อยู 15 เปอรเซ็นต เมื่อมี

จํานวนเซลลประมาณ 10x10 6 เซลล  ปน 300 g นาน 5 นาที จากนัน้ดูดน้ําเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนออก
และเติมน้ํายาแชแข็งที่มีอุณหภูมิ 4 oC ลงไป 1mlใสใน  freeze box และนําไป แชที่ตูเย็นอณุหภูมิ -70 
oC  ขามคืน หลังจากนั้นจงึยายลงไปแชไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูม-ิ196   oC 

                                                                   
10.  การนําเซลลไฮบริโดมาที่แชแข็งแลวกลับมาเลี้ยงใหม 

 
 นําหลอดแชแข็งที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเกบ็ในไนโตรเจนเหลว นํามาละลายที่

อุณหภูมิ 37 oC ทันที เมื่อน้ํายาแชแข็งในหลอดละลายแลวใหถายเซลลลงหลอดที่มีน้ํายา RPMI-1640  
อุณหภูมิ  37 oC  ปริมาตร 10 ml  ลาง 2 คร้ัง ปน 300 g  นาน 5 นาที กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอที่มี HT 
medium ที่มี FBS อยู 15 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 ml วันรุงขึ้นใหดดูอาหารเลี้ยงเซลลออกครึ่งหนึ่งแลว
เติมอาหารเลี้ยงเซลลใหมกลับคืนเทาเดิมและเมื่อเซลลเจริญเพิ่มมากขึ้นใหเพิ่มปริมาตรอาหารเลี้ยง
เซลลเปน 10 ml จากนัน้ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลและถายเซลลทุก 2-3 วันเมือ่เซลลเจริญเต็ม
ขวด    



                                                                                                                             20

11.  การขยายการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
 
   11.1  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนหลอดทดลอง 
 
            เมื่อเล้ียงเซลลไฮบริโดมาในถาดเลีย้งเซลลชนิด 24 หลุม จนไดเซลลจํานวนมากแลว

จึงนําไปเลี้ยงขยายในขวดขนาดพื้นที่ 25 cm3 โดยเล้ียงในน้ํายาเลีย้งเซลล RPMI-1640 ที่มี FBS อยู 15 
เปอรเซ็นต  ปริมาตร 7 ml เมื่อเล้ียงได 24 วัน  อาหารเลีย้งเซลลจะเปลี่ยนจากสีสมแดงเปนสีเหลือง
ใหทําการเก็บอาหารเลี้ยงเซลล และปน 300 g นาน 5 นาที เพื่อแยกเซลลที่ตกตะกอนออก จากนัน้ 
แบงสวนหนึ่งของตะกอนเซลลไปทําการเลี้ยงขยายตอไปอีกโดยสวนหนึ่งนําไปเก็บโดยการแชแขง็
ในไนโตรเจนเหลว สําหรับอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงมีโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยูใหนํามาเก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 oC หรือ 20 oC กอนนําไปตรวจหา antibody titer และศกึษาคุณสมบัติของแอนติบอดี
ตอไป 

 
  11.2  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนหน ู
 
           นําหนูเพศเมียสายพันธุ Balb/C อายุประมาณ 8-9 สัปดาห จากสาํนักสัตวทดลอง

แหงชาติ  ม.มหิดล อ.ศาลายา จ.นครปฐม จํานวน 4 ตัว มาฉีดกระตุนดวย  Freund's incomplete 
adjuvant  ปริมาตร 200 ul เขาทางชองทอง หลังจากนัน้ 1 วัน ใหนําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่เล้ียงขยายไวในขวดเลี้ยงเซลลปน 300g นาน 5 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดไป
ปรับใหมีความเขมขนเทากบั  5 x 10 6 /0.2 μl ใน normal saline  แลวนําไปฉีดเขาชองทองหนู และทิ้ง
ระยะเวลาหลังฉีดประมาณ 12-14 วัน จะเหน็ทองหนูโตขึน้อยางชัดเจน จึงใชเข็มเบอร 18  ทําการ
เจาะชองทองและนํา ascitic fluid ที่ไดปน 300 g นาน 5 นาที  ascitic fluid ที่ไดแชที่อุณหภูมิ -70  oC 
กอนนําไปตรวจหา antibody titer และศึกษาคุณสมบัติของแอนติบอดตีอไป สวนตะกอนเซลลที่ปน
แยกใหแชแข็งที่ อุณหภูมิ  - 196  oC ในไนโตรเจนเหลว 

 
12.  การศึกษาคุณสมบัตขิองโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีคดัเลือกได 

 12.1  การศึกษาชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

          ใชชุดทดสอบ Mouse MonoAb ID/SD Kit (Zymed) โดยมีขั้นตอนดังนี้  
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        12.1.1  ทําการเคลือบ plate ( 96 well plate MaxiSorp, Nunc) ดวยสารละลายไวรสัตัว
แดงดวงขาวบริสุทธิ์ ความเขมขน 5 μg/ml  ปริมาตรหลุมละ 100 μl จํานวน 10 หลุม  จากนั้นนํา plate 
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  oC  ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   5  คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาที 

        12.1.2   เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 μl นํา plate ไปใส
ในกลองความชื้น  และตั้งทิ้งไวในตูบม อุณหภูมิ 37   oC  นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T  5 คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

        12.1.3  เติมน้ํายาเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ตองการตรวจสอบ  ปริมาตรหลุมละ 100  μl 
จากนั้นนํา plate  ไปใสในกลองใหความชืน้ และตั้งทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37  oC  นาน 2 ช่ัวโมง  เมื่อ
ครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   5  คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาที 

                      12.1.4  เติม biotinylate anti-mouse IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM, kappa และ 
lambda หลุมละ 1 หยด ( เติม PBS ในหลุมที่เปน blank และเติม biotinylate normal immunoglobulin 
ในหลุมที่ใชเปน negative control และ positive control ตามลําดับ) จากนั้นนํา plate ไปใสกลองให
ความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบม ตูบมอุณหภมูิ 37   oC  นาน 30 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T   5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

       12.1.5  เติม HRP streptavidin (horseradish peroxidase-streptavidin conjugate) ความ
เขมขน 1 เทาลงในทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 μl (เตรียมจาก HRP-stereptavidin ความเขมขน 50 
เทา 1 หยด + PBS-T 2.5 ml ) จากนั้นนํา plate ไปใสในกลองใหความชืน้ และตั้งทิ้งไวในตูบม
อุณหภูมิ 37   oC  นาน 30 นาที เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5 คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที  

       12.1.6  เติม ABTS [2,2’ –azino-di(3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid-6) ammonium 
salt] ความเขมขน 1 เทา ซ่ึงเปนสับสเตรทสําหรับ (horseradish peroxidase)  ปริมาตร  50 μl (เตรียม
จาก ABTS ความเขมขน 50 เทา 1 หยด + substrate buffer ความเขมขน 10 เทา 5 หยด + น้ํากลั่น 2.5  
ml )  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  30 นาที หรือรอจนเกิดส ี

       12.1.7  หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M citric acid +0.1 %NaN3 35 μl/wellจากนัน้นําไปวัด คา 
OD ที่ความยาวคลื่น 405 nm ดวย เครื่อง ELISA plate reader  
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13.  การทํา Western blot 

Western blot  เปนการทดสอบปฏิกิริยาของโมโนโคลนอลแอนติบอดี กบัโปรตีนที่เปน
องคประกอบของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ภายหลังจากการแยกขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 
และถายโปรตนีตางๆ ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสแลว จงึทดสอบดวยวิธีทางเซรุมวทิยา เพื่อดู
ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว (ภาคผนวก ง)     

14.  การทดสอบหา antibody titer ของโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอไวรัสตัวแดงดวงขาว ท่ีไดจาก  

       ascitic fluid โดยวิธี indirect ELISA 

 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่ไดจาก ascitic fluid 
แบบ two fold dilution ตั้งแต 1: 2,500- 1: 5,120,000 

15.  การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ ( purification of monoclonal antibody) 

 เพื่อทําการกําจัดโปรตีนอื่นๆ ที่อาจปนเปอนมากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได เชน 
สวนประกอบอาหารที่ใชเล้ียงเซลลไฮบริโดมา ซ่ึงอาจเปนสาเหตุใหเกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ วิธีการ
ทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผาน affinity chromatography column HiTrap TM Protein 
A ( Amersham phamacia biotech) มีขั้นตอนดังนี ้

15.1  ประกอบชุด  HiTarp TM  Protein A โดยนําจกุที่ปดบริเวณดานปลายบน และดานลาง 
affinity chromatography column ออก และนําตัวเชื่อมมาใสที่ปลายดานบนเพื่อใหตอกับเข็มฉีดยาได
พอด ี

  15.2  ลาง column โดยใชเขม็ฉีดยาคอยๆ หยด binding buffer ( 20 mM sodium-phosphate 
pH 7.0) ปริมาตร 5 ml ลงใน column และควบคุมอัตราการไหลของละลายภายใน column ใหได      
1 ml ตอ 1 นาที เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียว 

   15.3  ลาง column ดวย binding buffer ปริมาตร 5-10 เทาของปริมาตรของ column และเก็บ
สารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียว 
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   15.4  ทําการชะโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อยูใน column ดวย elution buffer ( 0.1 M citric 
acid pH 3.0) และเก็บสารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียวที่เตมิ 1 M Tris-HCl  pH 9.0 
ปริมาตร 60-200 μl ไวเพื่อปรับ pH ใหเปนกลาง 

   15.5  ลาง column ดวย binding buffer ปริมาตร 5-10 เทาของปริมาตรของ column และเก็บ
สารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียว 

   15.6  เติม 20 % ethanol  ลงใน column เพื่อปองกันการปนเปอนจากแบคทีเรีย และเชื้อรา 
และเก็บรักษา  column ไวทีอุ่ณหภูมิ  4 oC 

   15.7  นําสารละลายแตละหลอดที่เก็บไวไปวัดคาดดูกลนืแสงที่ 280 nm และนํามาสราง
กราฟเลือกสวนที่ใหคา OD สูงที่สุด เก็บไวสําหรับใชในการทดลองตอไป 

   15.8   เก็บโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ไวที่ -20 oC สําหรับการ
ทดลองขั้นตอไป 

16.  การวัดปรมิาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีผานการทําใหบริสุทธ์ิ 

         โดยการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 
nm ซ่ึงทําการเจือจาง ตัวอยางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีความเขมขนที่เหมาะสม สําหรับการ
วัดดวย spectrophotometer จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

Protein concentration = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได x 0.69 x dilution factor หนวยเปน 
mg/ml 

 โดยคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm = 1 mg/ml มีคาเทากับคาดูดกลืนแสง 0.69 
of mouse immunoglobulin 

 เมื่อทราบปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ไดแลวจะสามารถทําการเตรียม  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมสําหรับการทดลองในขั้นตอไป 
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17.  การเชื่อมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีบรสิุทธ์ิ กับ biotin 

 เพื่อเพิ่มความไวของการทดสอบดวยวิธี ELISA โดยอาศยัหลักการทีว่า biotin และ 
streptavidin มีคุณสมบัติที่สามารถเกาะเกีย่วกันไดสูงมาก และใช streptavidin เปนตัวกลางเชื่อมโยง
ระหวาง biotin และ enzyme แทน anti-mouse immunoglobulin ในการตรวจวเิคราะห ดวยวิธี ELISA 
การ conjugate โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีบ่ริสุทธิ์กับ biotin มีวิธีการดงันี้ 

       17.1  เจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่บริสุทธิ์ดวย PBS  pH 7.2 ใหมีปริมาณโปรตีน
เทากับ 1 mg/ml 

       17.2  นําไป dialyse ในสารละลาย 0.1 M NaHCO3  buffer pH 8.2 คางคืน แลว เปล่ียน 
buffer ใหม dialyse ตออีก 1-2 ช่ัวโมง 

       17.3  ผสมโมโนนอลแอนติบอดีที่ไดกบัสารละลาย biotinyl-N-hydroxysuccinimide 
ester (BNHS,Sigma) 1 mg/ml ใน DMSO ในอัตราสวน 8:2 แลวนําไปเขยา เปนเวลา 4 ช่ัวโมงที่
อุณหภูมิหอง 

       17.4  นําสวนผสมที่ได dialyse ในสารละลาย PBS pH 7.2 คางคืน แลวเปลี่ยน buffer 
ใหม dialysis ตออีก 1-2 ช่ัวโมง 

       17.5  ผสม biotin conjugated monoclonal antibody ที่ไดกับ glycerol ในอัตราสวน 1 :1 
แบงใสหลอดทดลองขนาดเล็ก เก็บไวที่ -20 oC 

18.  การทดลองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  indirect ELISA 

 

18.1  ทํา chequerboard titration หาคาเจือจางของเลือดกุงติดเชื้อไวรัสและกุงปกติโดยใช  

โมโนโคลนอลแอนติบอดี จาก culture fluid (โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากน้าํยาเลี้ยงเซลลไฮบริโด
มา) และ ascitic fluid โดยวิธี  indirect ELISA 

 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติที่
เจือจาง five fold จาก 1:5-1:15,625  ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก culture fluid เจอืจาง แบบ two 
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fold 1:8-1:64  สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก ascitic fluid เจือจางแบบ five fold จาก 1:6,400-
1:800,000 

 

18.2  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี indirect ELISA 

 

         ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและกุง
ปกติที่เจือจางจาก 1:25 และ culture fluid เจือจาง 1:32 

 

19.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  indirect ELISA   

     

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติที่
เจือจาง two fold จากความเขมขน 12.5-0.012 μg/ml ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดจีาก  culture fluid 
ไมเจือจาง                                                                                   

                                                               

20.  การทดลองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน             

       กุงกุลาดําโดยวิธี biotin-sterptavidin double  antibody  sandwich ELISA  

       (BS-DAS ELISA) 

 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการนํา biotin conjugate monoclonal antibody ไปใชในการ
ทดสอบดวยวธีิ BS-DAS ELISA 

 หลังจากทําการเตรียม biotin conjugated monoclonal antibody แลวกอนที่จะนําไปใชงาน
จริงในการทดสอบหาไวรัสตัวแดงดวงขาว ตองทําการหาสภาวะที่เหมาะสม (condition) ในการ
ทดสอบดวยวธีิ BS-DAS ELISA  

20.1  การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ แอนติเจนเลือดติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และ 
biotin conjugated monoclonal antibody ที่จะนําไปใชในการทดสอบ BS-DAS ELISA 
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         ทํา chequerboard titration ระหวาง แอนติเจนทีใ่ชเคลือบ plate และ biotin conjugate 
monoclonal antibody ที่จะนาํไปใชเปน secondary antibody โดยมีวิธีการดังนี ้

         20.1.1  เคลือบ plate ดวย แอนติเจนที่เจือจางดวย coating buffer ความเขมขน            
20 μg/ml, 10 μg/ml และ 5 μg/ml  ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนาํ plate ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 oC 
ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 

         20.1.2  เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl กอนนํา plate ไป
ใสในกลองใหความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมที่อุณหภูมิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลาง
ดวย  PBS-T  5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

         20.1.3  เติม biotin conjugate monoclonal antibody ที่เจือจางแบบ two fold ดวย 
blocking solution ที่ความเจือตั้งแต 1:100 – 1: 12,800  หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภูมิ   
37  oC นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

         20.1.4  เติม streptavidin  HRP  เจือจาง 1:100 ดวย  blocking solution จากนัน้หนอด
หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภมูิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   
5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

         20.1.5  นําสับสเตรท o-phenylenediamine (sigma) มาละลายดวย citrate-phosphate 
buffer ที่มี 30% H2O2 เติมลงในหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนาํ plate ไปตั้งไวในที่มดืที่
อุณหภูมิหองและรอจนกระทั่งเกิดสีซ่ึงใชเวลาประมาณ 30 นาที 

         20.1.6 หยุดปฏิกิริยาการเกิดสี โดยเตมิสารละลาย 2 N H2SO4 หลุมละ 50 ul แลวนําไป
วัดคา OD ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 492 nm 

20.2  ทํา chequerboard titration ระหวาง purified immunoglobulin  ที่ใชเคลือบ plate กับ
แอนติเจน โดยมีวิธี BS-DAS ELISA 

          20.2.1  เคลือบ plate ดวย purified immunoglobulin  แอนติเจนที่เจือจางแบบ two fold 
1:1,000 -1:2,048,000 ดวย coating buffer   ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนํา plate ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 oC ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 



                                                                                                                             27

         20.2.2  เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl กอนนํา plate ไป
ใสในกลองใหความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมที่อุณหภูมิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลาง
ดวย  PBS-T   5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

                       20.2.3  แอนติเจนที่เจือจางแบบ 1:10 ดวย blocking solution  ปริมาณหลุมละ 100 μl 
จากนั้นนํา plate ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T  5 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 

         20.2.4  เติม biotin conjugated monoclonal antibody ที่เจือจาง1:100 ดวย blocking 
solution หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภูมิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T  5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

         20.2.5  เติม streptavidin  HRP  เจือจาง 1:100 ดวย  blocking solution จากนัน้หยอด
หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภมูิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   
5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

         20.2.6  นําสับสเตรท o-phenylenediamine (sigma) มาละลายดวย citrate-phosphate 
buffer ที่มี 30% H2O2 เติมลงในหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนาํ plate ไปตั้งไวในที่มดืที่
อุณหภูมิหองและรอจนกระทั่งเกิดสีซ่ึงใชเวลาประมาณ 30 นาที 

         20.2.7  หยุดปฏิกิริยาการเกิดสี โดยเติมสารละลาย 2 N H2SO4 หลุมละ 50 μl แลวนําไป
วัดคา OD ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 492  

20.3 การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี  BS-DAS ELISA 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใช purified immunoglobulin เจือจาง 1:12,800  เลือด
ของตัวอยางกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติ  เจือจาง 1:10   
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21.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  BS-DAS ELISA   

 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติที่
เจือจาง two fold จากความเขมขน 200-0.195 μg/ml                                         

                            

22.  การทดลองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน             

       กุงกุลาดําโดยวิธี  dot ELISA 

 

 22.1  หาความคาความเจือจางและคาความเขมขันที่เหมาะสมของแอนติเจน  (เลือดตดิเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลือดกุงปกต)ิ 

          22.1.1  ตัดแผนไนโตรเซลลูโลส (Whatman ; 0.45 μm ) พื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร ตอ
หนึ่งตวัอยาง   

          22.1.2  หยดเลือดกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและเลือดกุงปกติ เจือจางแบบ two 
flod  1:25-1:51,200  จากนั้นหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 2 μl  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 
นาน 10-15 นาที  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  3 คร้ัง นาน คร้ังละ 5 นาท ี

          22.1.3  เติม blocking solution  แลวนาํไป rotate เปนเวลานาน  1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลา
นํามาลางดวย  PBS-T  3 คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

          22.1.4  เตมิโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากน้าํเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ที่เจือจางแบบ  1:2 
ดวย blocking solution จากนัน้ rotate ที่ อุณหภูมหิอง  นาน 1  ช่ัวโมง 30 นาที  เมื่อครบเวลานํามา
ลางดวย PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 

          22.1.5  เติม goat anti-mouse IgG- HRP  ที่เจือจางแบบ  1:10,000 ดวย blocking 
solution จากนัน้   rotate ที่ อุณหภูมิหอง  นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลานาํมาลางดวย PBS-T   3  คร้ัง 
นานครั้งละ 5 นาที 
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                       22.1.6  เติมสารละลายสับสเตรท TMB Membrane Peroxidase Substrate (1-C) (KPL) 
แลว rotate เปน  เวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งปรากฏแถบสีน้ําตาลเกิดขึ้น จากนัน้หยดุปฏิกิริยาดวยน้ํา
กล่ัน 

22.2  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี  dot ELISA 

        ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและ
เลือดกุงปกติ เจือจาง 1:400   

23.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  dot ELISA   

 

 ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลอืดกุง
ปกติ เจือจางแบบ two fold ตั้งแต 50- 0.390 μg/ml  และใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก culture 
fluid เจือจาง1:2 

 

24.  การนํา biotin conjugate monoclonal antibody ไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว 

       ในกุงกุลาดําโดยวิธี BS-dot ELISA   

24.1  หาคาความเจือจางของ biotin conjugated monoclonal antibody  ที่เหมาะสม 

         24.1.1  ตัดแผนไนโตรเซลลูโลส (Whatman ; 0.45 μm ) พื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตรตอ
หนึ่งตวัอยาง   

         24.1.2  หยดตวัอยางเลือดกุงที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาว และเลือดกุงปกติ  ที่เจือจาง 
1:400 – 1:25,600 จากนั้นหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 2 μl  ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 
10-15 นาที  เมือ่ครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  3 คร้ัง นาน คร้ังละ 5 นาที 

         24.1.3  เติม blocking solution  แลวนาํไป rotate เปนเวลานาน  1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลา
นํามาลางดวย  PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 
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         24.1.4  เติม biotin conjugated monoclonal antibody  ที่เจือจางแบบ  1:1,600, 1:3,200  
และ 1:6,400 ดวย blocking solution จากนัน้   rotate ที่ อุณหภูมิหอง  นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลา
นํามาลางดวย PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 

         24.1.5  เติม streptavidin  HRP  เจือจาง 1:100 ดวย  blocking solution จากนัน้ rotate ที่
อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 

         24.1.6  เติมสารละลายสับสเตรท TMB Membrane Peroxidase Substrate (1-C) (KPL) 
แลว rotate เปน  เวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งปรากฏแถบสีน้ําตาลเกิดขึ้น จากนัน้หยดุปฏิกิริยาดวยน้ํา
กล่ัน 

24.2  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี  BS-dot ELISA 

           ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและ
เลือดกุงปกติ เจือจาง 1:400 และ 1:800  ใช biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200 

25.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  BS-dot ELISA   

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลอืดกุง
ปกติ เจือจางแบบ two fold ตั้งแตความเขมขน 200-0.098 μg/ml  ใช biotin conjugated monoclonal 
antibody 1:3,200 
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

1.  การเพิ่มจํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
 

จากการเลี้ยงกุงกุลาดําเพื่อฉดีเชื้อเพิ่มจํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวเตรียมไวเปน
แอนติเจน ไดทําการเลี้ยงกุงกุลาดําทั้งหมด 3 คร้ัง ในแตละครั้งจะทําการเก็บเลือดและเหงือกกุง
เพราะในเลือดกุงจะมไีวรัสในปริมาณมากรองลงมาคือเหงือกกุง การเลี้ยงกุงเพื่อเพิม่จํานวน
ไวรัสครั้งแรก ขั้นตอนการทาํใหไวรัสบริสุทธิ์จากเลือดกุงและเหงือกกุงไดไวรัสปริมาณนอย
มาก สังเกตไดจากขนาดของตะกอนไวรัสกอนนํามาผาน sucrose gradient  มีขนาดเล็กมาก  เมื่อ
ผานขั้นตอนการทํา sucrose gradient  ทําการปนตกตะกอน พบวาตะกอนของไวรัสยิง่มีขนาด
เล็กลงมาก หลังจากเทสวนใสทิ้งทําใหตะกอนไวรัสหลุดออกบางสวน อาจเปนเพราะขั้นตอน  
ในการปนตกตะกอนไวรัสใชเวลานอยเพียง1ช่ัวโมง ปริมาณตะกอนนอยและตกอยูกนหลอดไม
แนนพอ ดังนัน้จึงเพิ่มเวลาในการปนตก ตะกอนไวรัสเปน 2 ช่ัวโมง  จากการเพิ่มเวลาในการปน
ตกตะกอนไวรัสในการเลี้ยงกุง คร้ังที่ 2  ไดปริมาณไวรสัตัวแดงดวงขาว ถึง 770 µg/ml  แตไม
เพียงพอในการทดลอง จงึเลี้ยงกุงครั้งที่ 3ไดปริมาณไวรสั 885 µg/ml  เพียง พอสําหรับการ
ทดลอง (ตารางที่ 1) วิธีที่ใชถือไดวาเตรียมไวรัสไดนอย ในการเพิ่มจาํนวนไวรัสในกุง crayfish 
จะไดปริมาณไวรัสมากกวาในกุงกุลาดํา (Xie et al., 2005) เพราะตวักุงมขีนาดใหญกวาถึง 1-2 
เทา และแข็งแรงกวาไมตายงายจากการติดเชื้อจุลินทรียชนิดอื่น แตในปจจุบันในประเทศไทยยัง
มีการเพาะเลีย้งนอยและมีราคาสูง มีอีกวิธีหนึ่งที่แยกไวรัสไดปริมาณมากคือการใช CsCl2 
gradient แตวธีินี้ตองใชเวลาปนนานถึง 48 ช่ัวโมง (Huang et al, 2002) ซ่ึงในการทดลองนี้ไม
สามารถทําไดเนื่องจากเครื่อง centrifuge เปนเครื่องรุนเกาใชปนไดนานสุดครั้งละ 2 ช่ัวโมง
เทานั้น                                       
 
2.  อาการของกุงกุลาดําหลังจากที่ไดรับเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 

เมื่อทําการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเขากลามเนื้อสวนหางของกุงกุลาดําพบวามี
ประมาณ 20 เปอรเซ็นต ที่ตายภายใน 48 ช่ัวโมงหลังฉีดเชื้อไวรัส กุงอาจตายเนื่องจากการบาด 
เจ็บในระหวางการฉีดเชื้อไมไดตายจากการติดเชื้อไวรัส จึงไมไดเก็บเลือดกุงพวกนีไ้ว เก็บเลือด
กุงที่รับเชื้อไวรัสเมื่อกุงมีอาการของโรคตัวแดงดวงขาวตรงกับที่มีการรายงานไว  (สุปราณี, 
2546) คือ มีอาการออนแรง ตัวกุงเริ่มเอยีง ไมวายน้ําไปมา  อยูนิ่งๆบริเวณกนบอ    
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ไมกินอาหาร ตัวเร่ิมแดงและบริเวณเปลือกมีจุดขาวทั่วเปลือก ในเวลาใกลเคียงกันคอืประมาณ 
48-72 ช่ัวโมง ระยะเวลาตั้งแตฉีดไวรัสจนเริ่มมีอาการโรคคือมากกวา 48 ช่ัวโมง กุงจะตายหมด  
ทําการเก็บเลือดกุงโดยใชเขม็เบอร 24  แทงตรงชองขาวายน้ําคูที่สามและดูดเลือดบรเิวณแอง
หัวใจกุงกุลาดาํ 1 ตัวสามารถเจาะเลือดได ประมาณ 0.7 ml โดยเลือดทีเ่จาะไดจากกุงเปนโรคจะ
ไมมีการแข็งตวัของเลือด (clot) เก็บเลือดกุงไวที่ตู – 70 Co  กุงกุลาดําที่เล้ียงไวเปน negative 
control  คือกุงกุลาดําที่ไมไดฉีดเชื้อไวรัส ทําการเก็บเลือดกุงปกต ิเมื่อเก็บเลือดกุงกุลาดําที่ติด
เชื้อไวรัสหมดทุกตัว เลือดกุงกุลาดําที่ใชเปน negative control เปนกุงปกติที่สุขภาพดไีมเปนโรค 
เมื่อเจาะเลือดจะเกิดการแข็งตัวของเลือดอยางรวดเร็ว ดังนั้นจึงตองใส NTE buffer ลงไปผสมใน
อัตราสวน NTE buffer 1 สวน ตอเลือด 10 สวน จากนั้นนาํไปเก็บไวที่ตู – 70 Co  
 
3.  การทํา SDS-PAGE  วิเคราะหโปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาว 
      
           การทํา SDS-PAGE  โดยใช 12 % polyacrylamide gel วิเคราะหโปรตีนไวรัสตวัแดงดวง
ขาว พบโปรตีนทั้งหมด 6 แถบโปรตีน ไดแกโปรตีนขนาดประมาณ 24, 28, 40, 43, 120 และ 
180 kDa   ขั้นตอนในการแยกไวรัสตัวแดงดวงขาวไดไวรัสปริมาณนอย  พบแถบโปรตีนไวรัส 
 2 แถบโปรตีนซึ่งตรงกับงานวิจยัอ่ืน คือ 24 และ 28 kDa  โปรตีนขนาด 180 kDa นาจะเปน
โปรตีนของไวรัสเพราะเปนโปรตีนที่ไมพบในกุงปกติ และมีงานวิจัยพบโปรตีนไวรัสตัวแดง
ดวงขาวขนาด 187 kDa (Li et al, 2006) ซ่ึงเปนขนาดที่ใกลเคียงกัน  สวนโปรตีนขนาด 40, 43 
และ 120 kDa เปนโปรตีนทีไ่มพบในกุงปกติและยังไมมกีารรายงานวาเปนโปรตีนของไวรัส
หรือมีโปรตีนไวรัสขนาดที่ใกลเคียง (ตารางผนวกที่ ก1, ตารางที่2, ภาพที่1) 
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ตารางที่ 1  แสดงจํานวนครั้งที่ทําการเลี้ยงกุงกุลาดําเพื่อเพิม่จํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวและ 
           ปริมาณโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเพิ่มจํานวนในแตละครั้ง 
 
 

        จํานวนครั้ง              จํานวนกุงกุลาดํา                               ปริมาณโปรตีน WSSV (µg) 
ในการเลี้ยงกุงกุลาดํา                                                   เลือดกุง              เหงือกกุง               รวม       
               1                                 120                               ND                         ND                    0 
               2                                   70                              535                         235                   770 
               3                                 180                              885                         ND                   885 
                                                                                                                                           1,655    
 
หมายเหต ุ ND; Not Determined 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 2  แสดงน้ําหนักโมเลกุลแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เตรียมไดจากการ 
                 ทดลองเปรียบเทียบกับผลงานวจิัยอ่ืนๆ 
 
    รายงานโดย                                                                      น้ําหนักโมเลกุล (kDa)                          
 ผลงานวิจัยตางๆ                         15, 19, 22, 24, 26, 28, 31, 39, 53, 124, 187, 281, 292, 466, 664  
( อางอิงตารางผนวกที่ ก1) 
ผลจากการทดลอง                       24, 28, 40, 43, 120, 180 
แถบโปรตีนที่ตรงกับงานวจิยั     24, 28                                                                                          
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ภาพที่1  แสดงแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวบริสุทธิ์และไมไดทําใหบริสุทธิ์  

เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนที่ไดจากเลอืดกุงกุลาดําปกติ ดวยวิธี SDS-
PAGE แลวยอมดวยสี Coomassie brilliant blue R250, lane M; protein molecular 
weight marker (kDa), lane 1; purified WSSV (10 µg), lane 2;  haemolymph from 
WSSV infected shrimp (10 µg), lane 3; haemolymph from normal shrimp (10 µg). 
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4.  การหาความเขมขนของแอนติเจน (เลือดกุงตดิเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลือดกุงปกต)ิ      
     และ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate ท่ีเหมาะสมในการทํา indirect ELISA 
 
            เมื่อหลังจากฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ในครั้งที่สามแลวไดทําการเจาะเลือดหนู 
เพื่อตรวจดู titer ของแอนตบิอดีตอเชื้อไวรัสโดยวิธี indirect ELISA โดยการหา titerไดทดลอง
หาคาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจนและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugateโดยวิธี 
indirect ELISA พบวาไดคา OD จะสูงเกิน 2 เมื่อมีความเขมขนของแอนติบอดีสูง 1:4,000  แต
เมื่อเจือจางลงคาOD ก็จะลดต่ําลง ความเขมขนของแอนติเจนทั้งสองทีใ่ชเคลือบ plate ทั้งความ
เขมขน  5 µg/ml และ 2.5 µg/ml ให OD ตางกันประมาณ 0.5 และมแีนวโนมเลือดกุงติดเชื้อกับ
เลือดกุงปกตแิยกออกจากกนัไดแตไมชัดเจน สวนความเขมขนของ conjugate ใชไดทั้ง 1:5,000 
และ 1:10,000  เลือกคาความเจือจางที่ 1:10,000 เปนคาที่เหมาะสมเพื่อความประหยัด  สวนความ
เขมขนของเลือดกุงติดเชื้อไวรัสและเลือดกุงปกติเลือกใชความเขมขนที่ 5µg/ml ซ่ึงเปนความ
เขมขนที่สูงไวกอน เพราะในการทดลองตอๆไปจะใชทดสอบกับแอนตบิอดีที่ไดจาก culture 
fluid  ซ่ึงความเขมขนนอยกวาแอนติบอดจีาก serum หน ู (ตารางผนวกที ่ก2, ก3 และภาพที่ 2,3)                                
                                                                                                                       
5.  การหา titer ของแอนตบิอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวทีมี่อยูในซีร่ัมหน ู
 
            การหา titer แอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวทีม่ีอยูในซีร่ัมหนู เพื่อตองการทราบความ
เจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีในการตรวจแยกเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุง
กุลาดําปกติออกจากกันโดยชดัเจน และเพื่อดูแนวโนมการสรางแอนติบอดีตอไวรัสและใช
เตรียมเปน positive control  แอนติเจนไดแกเลือดกุงติดเชือ้ไวรัสและเลอืดกุงปกติโดยใชความ
เขมขน 5 µg/ml  และความเขมขน goat anti-mouse IgG- HRP conjugate  เปน 1: 10,000 สวน
แอนติบอดจีะเริ่มเจือจางตั้งแต 1:2,000  แบบ two fold จนถึง 1: 2,048,000 พบวาคาความเจือจาง
ที่แยกความแตกตางระหวางเลือดกุงติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุงปกต ิอยูในชวง 1:2,000-1:12,800    
( ตารางผนวกที่ ก4, ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 2  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือดกุงติดเชื้อไวรัส 
               ตัวแดงดวงขาวและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugateโดยวิธี indirect ELISA, 

  ; polyclonal antibody (immunized) react with haemolymph from WSSV   
  infected shrimp antigen (5 µg/ml), ; polyclonal antibody (immunized) react   
  with haemolymph from WSSV infected shrimp antigen (2.5 µg/ml),  ;   
  polyclonal  antibody (preimmunized) react with haemolymph from WSSV infected  
  shrimp antigen  (5 µg/ml),  ; polyclonal antibody (preimmunized) react with  
  haemolymph from  WSSV infected shrimp antigen (2.5 µg/ml), ; blank. 
 

 
 
 
 
 
 
 

         1:4,000   1:8,000    1:16,000  1:32,000    1:64,000   1:128,000                    1:4,000    1:8,000    1:16,000   1:32,000  1:64,000  1:128,000 

       dilution of  serum                                                                 dilution of  serum          

     dilution of conjugate 1:5,000                                            dilution of conjugate 1: 10,000      
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ภาพที ่3  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือดกุงปกตแิละ  
               goat anti-mouse IgG- HRP conjugate โดยวิธี indirect  ELISA,  ; polyclonal         
               antibody (immunized) react with haemolymph from normal shrimp antigen    
               (5 µg/ml), ;  polyclonal antibody (immunized) react with haemolymph from   
               normal shrimp antigen (2.5 µg/ml),  ; polyclonal antibody (preimmunized) react  
               with haemolymph from normal shrimp antigen (5 µg/ml),  ; polyclonal antibody 
               (preimmunized) react with haemolymph from normal shrimp antigen (2.5 µg/ml), 
               ; blank. 
   

                
                
 

      1:4,000   1:8,000   1:16,000  1:32,000    1:64,000   1:128,000                    1:4,000   1:8,000   1:16,000   1:32,000  1:64,000  1:128,000                                   
dilution of  serum     

dilution of conjugate 1: 5,000                                        dilution of conjugate 1: 10,000                  

                                  
dilution of  serum     
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ภาพที่ 4  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา chequerboard titration เพื่อหาคาความ  
               เจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่สามารถแยกความแตกตาง     

 ระหวาง เลือดติดเชื้อไวรัสกบัเลือดกุงปกต,ิ  ; polyclonal antibody (immunized)    
                react with haemolymph from WSSV infected shrimp antigen (5 µg/ml),  ;   

  polyclonal antibody (immunized) react with haemolymph from normal shrimp    
  antigen (5 µg/ml) ,   ;  blank.   
 
        

 
 
 
 
 
 
 
 

       2          4            8          16           32          64        128        256         512     1,024      2,048 

       reciprocal dilution of polyclonal antibody ( x103 ) 
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6.  การเชื่อมเซลล 
 
           การทดลองเชื่อมเซลลทั้งหมด 3 คร้ัง  คร้ังแรกการเชื่อมเซลลไมพบการเกิดเซลลไฮบริโด
มาสวนการเชือ่มเซลลคร้ังที่ 2 ไดเซลลไฮบริโดมา 57 หลุม จาก 420 หลุม และเซลลไฮบริโดมา 
57 หลุม ตรวจสอบการสรางแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธี indirect ELISA และวดั 
OD ที่ 492 nm พบมีเซลลไฮบริโดมา 4 หลุม ที่สรางแอนติบอดีตอไวรัส คิดเปน 7 เปอรเซ็นต 
จากหลุมไฮบรโิดมาทั้งหมด ไดแก หลุมไฮบริโดมารหัส 1B2, 4F9, 5E7, 6G11 เมื่อเล้ียงเพื่อ
ขยายจํานวนเซลลภายในระยะเวลา 1 สัปดาห สังเกตวาเซลลไฮบริโดมา 4 ชนิด ไมแบงตัวเพิ่ม
จํานวน ไมสรางแอนติบอดแีละเซลลเริ่มตายไป เปนผลจากเซลลไดรับปริมาณ CO2  สูงเกินปกติ 
เกิดจากความผิดปกติของตู incubator  เมื่อเชื่อมเซลลคร้ังที่ 3 ไดเซลลไฮบริโดมา 183 หลุม จาก
ทั้งหมด 300 หลุมและทําการตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA และวดั OD ที่ 492 nm พบวามี
เซลลไฮบริโดมาหลุมที่ผลิตแอนติบอดี 32 หลุม คิดเปน 17 เปอรเซ็นต จากไฮบริโดมาทั้งหมด
และคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีคา OD  ระหวางเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุงกุลาดํา
ปกติตางกันมากที่สุด คัดเลือกไดเซลลไฮบริโดมา 4 หลุม ไดแกไฮบริโดมารหัส 1B5, 3G3, 
4D11, 5G5  นําไปทํา limiting dilution พบวาโคลน 5G5 สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตอไวรัสไดจําเพาะกวา 3 โคลน  ตอมาโคลน 1B5 และ 4D11ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
นอยลงจึงศึกษาเฉพาะโคลน 5G5 และ 3G3 (ตารางที่ 3,4 และ 5 , ภาพที ่5, ตารางผนวกที่ ข1
และ ข2) 
 
 
 
 
ตารางที่ 3   แสดงผลการเชื่อมเซลล (cell fusion) 
 
การเช่ือมเซลล             อัตราสวน                          จํานวนหลุมที่เกิดเซลลไฮบริโดมา        จํานวนหลุมทีม่ีการสราง         เปอรเซ็นตการสราง แอนติบอด ี
    คร้ังที่           hybridoma: spleen cell                        ตอจํานวนหลมุทั้งหมด                   แอนติบอดีตอ WSSV           ตอ WSSV ในหนึ่งการเชื่อมเซลล 

    1                1:2                                 0 /0                              0                                      0 
    2                1:1                               57/420                           4                                      7 
    3                1:1                              183/300                         32                                     17 
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ตารางที่ 4   แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเชื่อม                  
                   เซลลคร้ังที่ 2    
 

 
หมายเหต ุ HAE-WSSV ; haemolymph from WSSV infected shrimp, HAE-N ;  haemolymph   
                 from normal shrimp, PC ; positive control (polyclonal antibody), NC ;  negative  
                 control (myeloma culture fluid),  cutoff =  X + 2SD = 0.055+ 0.003 = 0.058 

 
 
                

                                                                1 st screening                                               2 nd screening 
    Code of hybridoma         HAE-WSSV     HAE-N      OD difference          HAE-WSSV      HAE-N      OD difference        
 
                 1B2                        0.741            0.402           0.339                 0.044             0.042         0.002 
                 4F9                        1.333             0.694           0.639                 0.041            0.040          0.001 
                 5E7                        1.181             0.532           0.649                 0.044            0.042          0.002 
                6G11                       0.481            0.290           0.191                 0.045            0.042           0.003 
                  PC                         2.920            2.799           0.121                 2.428            2.207           0.221 
                  NC                        0.058             0.058               0                   0.052             0.054         - 0.002 
                Blank                      0.054             0.049           0.005                0.032             0.030           0.002           
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ตารางที่ 5  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวจากการ ทาํ indirect 
                 ELISA ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการเชื่อมเซลลคร้ังที่ 3 
         

 

  No.         Code of hybridoma              HAE- WSSV        HAE – N         OD difference            
    1                     1B5*                                1.505                 0.847                         0.658 
    2                     1B9                                  0.574                 0.314                         0.260  
    3                     1G3                                  0.828                 0.409                         0.419 
    4                     1G9                                  0.692                 0.326                         0.366                       
    5                     2B3                                  0.737                 0.429                         0.308 
    6                     2B9                                  0.617                 0.283                         0.334 
    7                     2E 6                                 0.616                 0.498                         0.118    
    8                     2F5                                  0.951                 0.702                         0.249   
    9                     2F7                                  0.692                 0.315                         0.377 
   10                    2F8                                  0.629                 0.308                         0.321 
   11                    3C8                                  1.181                0.873                          0.308 
   12                    3C11                                0.853                0.340                          0.513 
   13                    3D2                                  0.334                0.193                          0.141   
   14                    3E7                                  0.764                0.327                          0.437   
   15                    3F3                                   0.810                0.298                          0.512 
   16                    3G3*                                1.301                 0.656                          0.645 
   17                    3G6                                  0.814                 0.333                          0.481  
   18                    4B5                                  0.988                 0.458                          0.530            
   19                    4B8                                  0.979                 0.425                          0.554       
   20                    4C4                                  0.988                 0.458                          0.530  
   21                    4C5                                  0.982                 0.470                          0.512 
   22                    4C10                                0.718                 0.353                          0.365 
   23                    4D2                                  0.251                 0.082                          0.169   
   24                    4D11*                              1.469                 0.671                          0.798 
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ตารางที่ 5 (ตอ)    
 

                                     
 
หมายเหต ุ  * เปนไฮบริโดมาเซลลที่ผลิตแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการเชือ่มเซลลคร้ัง           
                      ที่ 3ใหคาOD ที่ 492 nm สูงกวาไฮบริโดมาเซลลรหัสอื่นและเลี้ยงเพิ่มจาํนวนตอไป,  
                      HAE-WSSV ;  haemolymph from WSSV infected shrimp, HAE-N; haemolymph  
                      from normal shrimp, PC;  positive control (polyclonal antibody), NC;  negative  
                      control (myeloma culture fluid), cutoff =  X + 2SD = 0.052+ 0.001 = 0.053 
 
 

   No.         Code of hybridoma              HAE- WSSV        HAE – N          OD difference            
   25                    4F6                                   0.251                 0.082                          0.169 
   26                    4F9                                   0.610                 0.140                          0.470 
   27                    4G3                                  0.612                 0.259                          0.353        
   28                   4G5                                   0.643                 0.310                          0.333 
   29                   5C11                                 0.410                 0.189                           0.221 
   30                   5D3                                   0.544                 0.389                           0.155 
   31                   5D9                                   1.128                 0.699                           0.429 
   32                   5G5*                                  2.924                0.328                            2.535 
                           PC                                     2.207                2.153                            0.054 
                           NC                                    0.053                0.051                             0.002 
                           Blank                                0.047                0.042                             0.005 
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ภาพที่ 5   กราฟแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา indirect ELISA  เพือ่ทดสอบความจําเพาะของ 
                แอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่ผลิตไดจากไฮบริโดมารหัส 1B5, 3G3, 4D11, 5G5  

  หลังการทํา limiting  dilution,       ;  haemolymph from WSSV infected shrimp,  
        ; haemolymph from normal shrimp,        ;  OD difference,  positive control   
  (polyclonal antibody), negative control (myeloma culture fluid). 
 

 
   
   
 
 
     

      1B5                 3G3             4D11              5G5              PC                NC                blank          

      hybridoma 
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7.  การผลิตเพิม่ปริมาณโมโนโคลนอลแอนบอดีในชองทองหน ู
 
              การทดลองนี้ไดฉีดเซลลไฮบริโดมารหัส 1B5, 3G3, 4D11, 5G5  เขาชองทองหนูเพื่อเพิ่ม
ความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีของแตละโคลน จากการตรวจสอบดวยวิธี indirect 
ELISA  ซ่ึงผลที่ไดสามารถเพิ่มความเขมขนโมโนโคลนอลแอนติบอดไีด 2 โคลน  คือรหัส 5G5 ที่มี
ความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณทีสู่งมากไดระดบัไตเตอร  1:1,280,000  และ
อีกโคลนคือ รหัส 3G3  แตมคีวามเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณทีไ่มสูงมากเทา 
กับโคลนที่ 5G5  โดยมีคาไตเตอรเทากับ 1: 640,000  สวนไฮบรโิดมารหัส 1B5 และ 4D11 ไมพบ
การสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี ใน ascitic fluid ดังนั้นจากผลการทดลองนี้จึงเลอืกโมโม
โคลนอลแอนติบอดี รหัส 5G5 ไปทําการศึกษาตอไป (ภาพที่ 6, ตารางผนวกที่ ก5 ) 
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ภาพที่ 6    กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา indirect ELISA  เพื่อหา titer  ของ 
                 โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจาก ascitic fluid  ของหนูที ่
                 ฉีดเซลลไฮบริโดมา, ;  hybridoma code 1B5, ; hybridoma code 3G3, 
                 ; hybridoma code  4D11, ;  hybridoma code 5G5, ; negative   
                 control ( myeloma culture fluid).   
 

reciprocal dilution of monoclonal antibody to WSSV  (x10 3) 

  2.5        5        10         20        40         80       160       320      640     1,280    2,560   5,120 
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8.  การตรวจหาชนดิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (isotype) โดยใช Mouse MonoAb ID/SP Kit 
      และวิธี indirect ELISA 
 
            การตรวจหา isotype  เปนการตรวจดูชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยผลตรวจโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากเซลลไฮบริโดมาโคลนรหัส 3G3  พบวา เปน IgM โดยมี light chain 
เปนชนิด kappa  สวนเซลลไฮบริโดมาโคลนรหัส 5G5  พบวา เปน IgG2a  โดยมี light chain เปน
ชนิด kappa (ตารางที่ 6)  การทดลองนี้ไดเลือกโมโนโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดที่เปน IgG ซ่ึง
สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดงายกวา IgM เพราะมีโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวาและมี affinity ในการจับกับ 
staphylococcus protein A ไดดีกวา IgM ในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ ( อรวดี, 2539)  
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9.  การศึกษาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธี  
Western blot 

 
             จากการศึกษาความจําเพาะโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากเซลล
โคลน 5G5  ซ่ึงในการศึกษาจะทําการเปรยีบเทียบแถบโปรตีนที่ไดจากการทํา SDS-PAGE  ของ
สารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว  เลือดกุงปกติและ
สารละลายไวรัสหัวเหลืองบริสุทธิ์ กับแถบโปรตีนที่ไดจากการทํา Western blot  พบวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีทําปฏิกริิยากับโปรตีนน้ําหนกัโมเลกลุขนาด 180 kDa  ที่พบทั้งในสารละลาย
ไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์และเลือดกุงกลุาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเพยีงแถบเดียว (ภาพที่7) 
แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5 มีความจําเพาะกับโปรตนีของไวรัสตัวแดงดวงขาว
ขนาด 180 kDa  โปรตีนไวรสัที่ไดขนาดใกลเคียงกับรายงานวิจยัที่มีการศึกษาโปรตีนไวรัสขนาด 
187 kDa  ซ่ึงพบเปนสวน envelope (Li, 2006)
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                                                   A                                                       B 
                                                                 

                 
        
              
 
ภาพที่ 7    แสดงผลการศึกษาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี  Western blot 
                 (A) SDS-PAGE.  Lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; purified     
                 WSSV,  lane 2; haemolymp from WSSV infected shrimp, lane 3; haemolymph   
                 from  normal shrimp, lane 4; purified Yellow head virus.  (B) Western blot.  Lane 1; 

   purified WSSV, lane 2; haemolymp from WSSV infected shrimp, lane 3;   
                 haemolymph from normal shrimp, lane 4; purified Yellow head virus.       

 
 

 
 
 
 
 
 
 

200 
116.25 
97.4 
66.2 
 

kDa         M                      1          2           3           4             1            2            3          4    
180 180 180 180 

45 
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10.  การทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีบรสิุทธ ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช 
        HiTrap TM Protein A 
         

เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี รหัส 5G5  ที่อยูในรูป ascitic fluid มาทําใหบริสุทธิ์ดวย
วิธี affinity chromatography  โดยใช  HiTrap TM Protein A ทําการชะสารละลายดวย elution buffer 
ออกจาก column แลวพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกชะอยูในหลอดที่ 34, 35  และ 36 ซ่ึง
คํานวณคาความเขมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีได 0.129 µg/ml, 0.316 µg/ml และ 0.179 µg/ml  
ตามลําดับ  หลังจากที่นําทั้ง 3 หลอดมารวมกัน  แลวตรวจดูดวยการทํา SDS-PAGE  พบวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความบริสุทธิ์ สังเกตไดจากการเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนที่ไดจาก 
ascitic fluid  แถบโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่แยกได  จะตองมี 2 แถบดวยกัน  คือสวน 
heavy chain กับ light chain  ( ตารางที่ 7, ภาพที่ 8, ภาพที่ 9) 
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ตารางที่ 7    แสดงคา OD ที่ 280 nm  และความเขมขนของสารละลายโปรตีน (IgG)  ใน     
                    ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช HiTrap TM  
                     Protein A  (Amersham  Pharmacia Biotech) 
 
 

fraction of protein OD 280 nm   concentration of protein solution  (IgG )   
                           (mg/ml) 

1-5  
6-10 
11-15 
16-20 
21-25 
26-30 

31 
32 
33 

  34* 
   35 * 
  36* 
37 
38 
39 
40 

0.750 
2.249 
0.308 
0.029 
0.053 
0.067 
0.035 
0.045 
0.046 
0.187 
0.458 
0.260 
0.036 
0.003 
0.003 
0.016 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.129 
0.316 
0.179 

- 
- 
- 
- 
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ภาพที่ 8    กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 280 nm ที่ไดจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให 
                 บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช HiTrap TM Protein A       
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

              1-5    6-10   11-15     16-20  21-25  26-30    31      32       33       34      35      36      37      38        39      40  

fraction number 
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ภาพที่ 9  แสดงแถบโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5  ทําบริสุทธิ์เทียบกับ ascitic   
               fluid ที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ (ความเขมขนของโปรตีนเทากับ 10 µg ) ดวย  
              วิธี SDS-PAGE, Lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; purified   
              IgG (clone 5G5), lane 2;  ascitic fluid.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

116 
66.2 
 
 
45 
35 
 
 
25 
 
18.4 
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heavy chain 
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11.  การทดลองใชโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี indirect 
       ELISA 
 
             ในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวจากตัวอยางกุงตองทํา chequerboard titration เลือด
กุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสและเลือดกุงปกติ (แอนติเจน) กบัโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก 
culture fluid และ ascitic fluidโดยวิธี indirect  ELISA  กอน ซ่ึงจากผลที่ไดถาใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดี จาก culture fluid คา dilution ที่เหมาะสม คือ 1: 32  และแอนติเจนที่ใช 
dilution 1:25  ได OD ตอเลือดติดเชื้อ 1.734 และ OD  0.616 ตอเลือดกุงปกติ ผลตางเปน 1.118  
สวนโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก ascitic fluid  คา dilution ที่เหมาะสม คือ 1: 6,400 
และแอนติเจนที่ใช dilution 1:5 ได OD 1.874 ตอเลือดติดเชื้อและ OD 0.564 ตอเลือดกุงปกต ิ
ผลตางเปน 1.310  โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้งสองแหลงสามารถนํามาใชตรวจหาไวรัส
ไดเปนอยางดี (ตารางผนวกที่ ก6, ภาพที่ 10, ภาพที่ 11)    เมื่อทดลองตรวจหาไวรัสตวัแดงดวง
ขาวในตวัอยางกุงโดยวิธี indirect ELISA ตรวจพบไวรสัทั้งหมด 37 ตัวอยาง จากตวัอยาง
ทั้งหมด 40 ตวัอยาง คิดเปน 92.5 เปอรเซ็นต เห็นไดวามปีระสิทธิภาพในการตรวจไวรัสได
เปนอยางด ี( ภาพที่ 12, ตารางที่ 8 และตารางผนวกที่ ค1 )  และในการทดลองหา sensitivity 
ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5  พบวาเลอืดกุงติดเชื้อทีค่วามเขมขนนอยสุดที่โมโคลนอล
แอนติบอดี 5G5 สามารถตรวจพบคือ 0.195 µg/ml ( ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 10  กราฟแสดงผล chequerboard titration เลือดกุงกุลาดําที่ติดเชือ้ไวรัสและเลอืด 
                 กุงปกติกับโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก culture fluid, ;  monoclonal                     
                  antibody (culture fluid 1:8) react with haemolymph form WSSV infected shrimp   
                  antigen,  ; monoclonal antibody (culture fluid 1:16)  react with haemolymph  
                  form WSSV infected shrimp antigen,  ;  monoclonal  antibody (culture fluid  
                  1:32) react with haemolymph form WSSV infected shrimp antigen, ;  
                  monoclonal antibody (culture fluid 1:64) react with haemolymph  form WSSV  
                  infected shrimp antigen,  ;  monoclonal antibody (culture fluid 1:8) react  
                  with haemolymph form normal shrimp antigen,  ;  monoclonal antibody  
                  (culture fluid 1:16)  react with haemolymph form normal shrimp antigen,  ;  
                  monoclonal antibody (culture fluid 1:32)  react with haemolymph form normal  
                 shrimp antigen,  ;  monoclonal antibody (culture fluid 1:64)  react with  
                 haemolymph form normal shrimp antigen,  ; blank. 
 
 

 

       1:5                  1:25                1:125                1:625                1: 3,125          1:15,625 

 antigen dilution 
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ภาพที่ 11  กราฟแสดงผล chequerboard titration เลือดกุงกุลาดําที่ติดเชือ้ไวรัสและเลอืด 
                 กุงปกติกับโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก ascitic fluid,  ;  monoclonal   
           antibody ( ascitic fluid 1:6,400) react with haemolymph form WSSV infected  
           shrimp antigen,  ; monoclonal antibody (ascitic fluid 1:32,000) react with  
           haemolymph form WSSV infected shrimp antigen,  ;  monoclonal antibody  
           (ascitic fluid 1:160,000) react with haemolymph form WSSV infected shrimp  
           antigen, ; monoclonal antibody (ascitic fluid 1:800,000) react with  
           haemolymph form WSSV infected shrimp antigen,  ; monoclonal antibody  
           (ascitic fluid 1:6,400) react with haemolymph form normal shrimp antigen, ;  
           monoclonal antibody (ascitic fluid 1:32,000)  react with haemolymph form normal  
           shrimp antigen,  ; monoclonal antibody (ascitic fluid 1:160,000)  react with  
           haemolymph form normal shrimp antigen, ;  monoclonal antibody (ascitic   
           fluid 1:800,000)  react with haemolymph form normal shrimp antigen,  ;   
           blank. 

 1:5                   1:25                  1:125                1:625               1:3,125              1:15,625              

antigen dilution 
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ภาพที่ 13   กราฟแสดงผล sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ  
                  ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา โดยวิธี indirect ELISA,  ; haemolymph  
                  from WSSV infected shrimp,   ;  haemolymph from normal shrimp,   ;  
                  blank. 
 
 
 
 
                    
 
 
 
 
 
 
 

reciprocal dilution of antigen (µg/ml) 

      12.5      6.25       3.125      1.562       0.781    0.390       0.195    0.098     0.049     0.024      0.012 
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12.  การทดลองตรวจหาไวรสัตัวแดงดวงขาวโดยวิธี BS-DAS ELISA ( biotin streptavidin    
       double sandwich antibody ELISA ) โดยใช  biotin conjugated monoclonal antibody  
 

ในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวจากตวัอยางกุงตองรูความเขมขนของ biotin 
conjugated monoclonal antibody ตอไวรัสตัวแดงดวงขาว  dilution ของแอนติเจนที่จะใช 
 และ dilution ของ purified immunoglobulin 5G5 สําหรับ coat plate โดยวิธี indirect ELISA    
 
                คา dilution ของ biotin conjugate monoclonal antibody ที่เหมาะสม คือ 1:100 
ดูจากคา OD ที่ 492 nm ของการ coat ดวยแอนตเิจนเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวสาม
ความเขมขน คือ 20 µg/ml, 10 µg/ml และ 5 µg/ml คา OD ที่ไดจะมีคาสูงอยูในชวง 2.215-
1.605  แอนติเจนที่เปนเลือดกุงปกติ จะมีคา OD ที่ต่ํา อยูในชวง 0.398-0.155 ( ภาพที่ 14, 
ตารางผนวกที ่ก8 ) 
 
                 คา dilution ของ  purified immunoglobulin 5G5 ที่ เหมาะสม คืออยูในชวง  
1: 12,800 ถึง 1: 256,000 คา OD ที่ 492nm  ตอเลือดติดเชือ้ไวรัสได OD  0.685-0.610 และตอ
เลือดกุงปกติ ได OD 0.256-0.220  คา OD ที่ไดจากการทดลองไมสูงมากนักแตสามารถที่จะใช
ตรวจแยกกุงทีต่ิดเชื้อกับกุงปกติได สวน dilution ของแอนติเจนในครั้งแรกไดทดลองที่ 1: 10  
พบวาไดผลดีจงึไดนํามาใชในการทดลองตอไป (ภาพที่ 15 และตารางผนวกที่ ก9) 
 
                 ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี BS-DAS ELISA โดยใช  biotin conjugated 
monoclonal antibody เจือจาง 1:100, purified immunoglobulin 5G5 เจือจาง  1: 12,800 และ
แอนติเจนเจือจาง 1: 10  สามารถตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวจากตวัอยางกุงไดทั้งหมด 35 
ตัวอยางจาก 40 ตัวอยาง คิดเปน 87.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงตรวจไดพบนอยกวาวิธี indirect ELISA  
(ภาพที่ 16, ตารางที่ 8 และตารางผนวกที่ ค2) ในการทดลองหา sensitivity ของโมโคลนอล
แอนติบอดี 5G5 พบวาเลือดกุงติดเชื้อที่ความเขมขนนอยสุดที่โมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 
สามารถตรวจพบคือ 1.562 µg/ml ( ภาพที ่17) 
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ภาพที่ 14  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง  
                 แอนติเจนกับ biotin conjugated monoclonal antibody ตอไวรัสตัวแดงดวงขาว 
                 , ; haemolymph from WSSV infected shrimp concentration 20 µg/ml,  ;  
           haemolymph from WSSV infected shrimp concentration 10 µg/ml,  ;  
                 haemolymph from WSSV infected shrimp concentration 5 µg/ml,  ;  
                 haemolymph from normal shrimp concentration 20 µg/ml, =  haemolymph  
                 from normal shrimp concentration 10 µg/ml,  = haemolymph from normal  
                 shrimp concentration 5 µg/ml  = blank. 
 
 
 
 
     
                          

   100            200             400              800             1,600           3,200           6,400         12,800 
reciprocal dilution of biotin conjugated monoclonal antibody to WSSV 
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ภาพที่ 15  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง 
                 แอนติเจนกับ purified immunoglobulin 5G5 โดยวิธี BS - DAS ELISA,  ; 
                 haemolymph from WSSV infected shrimp, ;  haemolymph from normal 
                 shrimp,  ; blank.                                                                                             
                                                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

reciprocal dilution of purified immunoglobulin 5G5   
                     1            2            4          8          16         32         64       128         256      512      1,024     2,048    (x103) 



 
               61 

 
  

 



                62 

0

0.5

1

1.5

2
OD

492
nm

 
 
  
 
ภาพที่ 17  กราฟแสดงผล sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ  
                 ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา โดยวิธี BS-DAS ELISA,  ;  haemolymph  
                 from WSSV infected shrimp,   ;  haemolymph from normal shrimp,           
                 ;blank 
 
                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 200          100          50             25        12.5       6.25      3.125       1.562       0.781     0.390    0.195         

reciprocal dilution of antigen (µg/ml) 
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13.  การทดลองใช โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี dot  
       ELISA 
 
             เมื่อทําการตรวจไวรสัตัวแดงดวงขาวตองทราบ dilution ของเลือดติดเชื้อไวรัสกับ
เลือดปกติที่เหมาะสม ซ่ึง dilution ที่ต่ํากวานั้น จะเกดิ non specific ขึ้นที่เลือดกุงปกตเิล็กนอย 
ตั้งแต dilution 1:25-1:100  อาจเปนผลรบกวนในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว เพือ่
ปองกันการรบกวนของ non specific เมื่อทําการตรวจตวัอยางกุง dilution ที่เหมาะสมควรเปน 
1: 400  (ภาพที ่18) 
 
             จากการทดลองตรวจหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงที่ติดเชื้อทั้งหมด40 ตัวอยาง 
สามารถตรวจพบไวรัสไดทัง้ 40 ตัวอยาง คิดเปน 100 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับผลของเลือดกุง
ปกติ  ตัวอยางที่ตรวจพบแลวมีการทําปฏิกริิยาระหวางแอนติเจนกับโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
5G5 ในปริมาณนอย มี 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 29, 32 และ 37 ซ่ึงคาดวาแอนตเิจนของทั้ง 3 
ตัวอยาง มีอยูในปริมาณที่นอย (ภาพที่ 19)  การทดสอบดู sensitivity ของโมโคลนอล
แอนติบอดี 5G5  สามารถตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวในเลือดกุงทีต่ิดเชื้อ ความเขมขนของ
ไวรัสที่นอยทีสุ่ดที่สามารถตรวจพบไดคอื 50 µg/ml (ภาพที่ 20)  
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ภาพที่ 18   แสดงผลการหา dilution ของแอนติเจน (เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวกับ 
                  เลือกกุงปกต)ิ ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5  
                  (culture fluid)  โดยวิธี dot ELISA,  positive control ; polyclonal antibody,   
                  negative control ; myeloma culture fluid. 
 
 
 

แอนติเจนเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว (dilution) 
1.  1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 
2. 1:1,600 1:3,200 1:6,400 1:12,800 1:25,000 1:51,200 

แอนติเจนเลือดกุงปกติ (dilution) 
3.   1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 
4. 1:1,600 1:3,200 1:6,400 1:12,800 1:25,000 1:51,200 
positive control              negative control 

   PC                      NC 

1 
 
2 
 
3 
 
4 
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ภาพที่ 19   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง  
                  เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี dot ELISA, positive control ;  
                  polyclonal antibody, negative control ; myeloma culture fluid. 
 
   
 
 
 
 

               1. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 1-8 
               2. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 9-16 
               3. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 17-24 
               4. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 25-32 
               5.. เลือดกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 33-40 
                                6.  เลือดกุงกุลาดําปกต ิตัวอยาง 1-8  
                                7.  เลือดกุงกลุาดําปกต ิตัวอยาง 9-10 
positive control    positive control    negative control    negative control    

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

PC          PC         NC           NC 
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ภาพที่ 20   แสดงผลการหา sensitivity ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหาไวรสัตัวแดง 
                  ดวงขาวโดยวิธี dot ELISA,  positive control ; polyclonal antibody,  negative  
                  control ; myeloma culture fluid. 
 
 
 
 
 

                  PC                                                   NC 

    ก. เลือดกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน (µg/ml) 
1.     200          100           50          25          12.5       
2.     6.25        3.125      1.562      0.781      0.390   
    ข. เลือดกุงกุลาดําปกติ ความเขมขน (µg/ml) 
1.     200          100           50          25          12.5       
2.     6.25        3.125      1.562      0.781      0.390   
                                     positive control                       negative control       

1 
 
2 
 
3 
 
4 
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14.  การทดลองใช biotin conjugated monoclonal antibody  5G5 ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวง 
       ขาวโดยวธีิ biotin streptavidin (BS dot ELISA) 
 
           ในการตรวจหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี biotin streptavidin dot ELISA ตองหา 
dilution ของ biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 (stock, 0.5 mg/ml) ที่เหมาะสมใน
การนํามาใช  สังเกตผลจากแอนติเจน 1: 400 ใหสีที่ชัดเจนในการทําปฏิกิริยาดีที่สุดระหวาง
แอนติบอดกีับแอนติเจน โดย dilution ของ biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 ที่
เหมาะสม คือ 1: 3,200 (0.156 µg/ml)  ในสวน dilution 1:1,600 (0.312 µg/ml)  จะเกิด non 
specific ที่เลือดปกติ และในสวน dilution 1:6,400 (0.078 µg/ml) ผลการเกิดปฏิกิริยานอย
เกินไปแตไมพบ non specific (ภาพที่ 21, 22, 23)  
 
            เมื่อใช  biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 ที่ dilution 1:3,200 (0.156 µg/ml) 
และเจือจางแอนติเจนเปน 1:400 และ 1: 800 ในการตรวจตัวอยางกุงติดเชื้อทั้งหมด 40 
ตัวอยาง สามารถตรวจและใหผลอยางชัดเจน ทั้ง 40 ตัวอยาง คิดเปน 100 เปอรเซ็นต 
เปรียบเทียบกบักุงปกติ  สวนการใชแอนตเิจน 1:800 ผลที่ไดไมมีความชัดเจน ไดแกตัวอยาง
กุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 2, 18, 20, 29, 32, 37, และตวัอยางที่ 38 ใหสีของ
ปฏิกิริยาจางมากจนเกือบไมเห็นสี  ดังนัน้พบวาการตรวจหาเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยวิธี 
BS-dot ELISA ใชความเขมขนของ biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 เปน 0.156 
µg/ml และแอนติเจนเจือจาง 1:400 มีประสิทธิภาพที่สุดในการใชตรวจไวรัส  (ภาพที่ 24, 25)  
และผลการหา sensitivity ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหาไวรสัตัวแดงดวง พบวา
ความเขมขนของเลือดกุงติดเชื้อที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจพบ คือ 0.390 µg/ml (ภาพที่ 26)   
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ภาพที่ 21    แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดง                    
                   ดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวิธี dot ELISA ใช biotin conjugated monoclonal   
                   antibody 1:1,600, positive control  ; polyclonal antibody, negative control ;  
                   myeloma culture fluid. 
 
 
 

1. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
2. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
3. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
4. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
5. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 3 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600   1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
 
positive control                negative control 

1 

 
4 
 

PC        NC 

2 

3 

 
5 
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ภาพที่ 22   แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดง 
                  ดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวธีิ dot ELISA ใช biotin conjugated monoclonal  
                  antibody 1:3,200, positive control  ; polyclonal antibody. negative control ;  
                  myeloma culture fluid. 
 

1. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
2. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
3. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 1 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
4. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
5. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 3 เจือจาง 
    1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
 
positive control                negative control 

 1 

PC        NC 

     2 

 3 

4 

   5 
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ภาพที่ 23   แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดง 
                  ดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวธีิ dot ELISA ใช biotin conjugated monoclonal 
                  antibody 1:6,400, positive control; polyclonal antibody,  negative control ;  
                  myeloma culture fluid. 
 
 

1 

3 

1. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
2. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
3. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 1 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
4. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
5. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 3 เจือจาง 
    1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
 
positive control                negative control 

PC        NC 

   5 

   4 

 2 
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ภาพที่ 24   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง  
                  เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี BS-dot ELISA เจือจางแอนติเจน 1:400  
                 ใช biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200,  positive control;  polyclonal 
                  antibody, negative control;  myeloma culture fluid. 
 
 
 
 
                   
 

               1. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 1-10 
               2. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 11-20 
               3. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 21-30 
               4. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 31-40 
               5.  เลือดกุงกุลาดําปกติ ตัวอยาง 1-10 
positive control    positive control    negative control    negative control    

1 

2 

3 
    4 

  5 

PC        PC             NC             NC              
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ภาพที่ 25   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง  
                  เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี BS-dot  ELISA  เจือจางแอนติเจน 
                  1:800 ใช  biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200,  positive control ;  
                  polyclonal antibody, negative control ; myeloma culture fluid. 
 
 
 
 
 
 
                
 

               1. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 1-10 
               2. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 11-20 
               3. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 21-30 
               4. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 31-40 
               5.  เลือดกุงกุลาดําปกติ ตัวอยาง 1-10 
positive control    positive control    negative control    negative control    

1 

3 

2 

4 

5 

PC        PC             NC             NC              
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ภาพที่ 26   แสดงผลการหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหา 
                  ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี BS-dot ELISA, positive control;  polyclonal 
                  antibody, negative control;  myeloma culture fluid. 
 
 
 
 
 
 

    ก. เลือดกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน (µg/ml) 
1.     200          100           50          25          12.5      6.25         
2.     3.125      1.562      0.781      0.390       0.195    0.098 
    ข. เลือดกุงกุลาดําปกติความเขมขน (µg/ml) 
3.     200          100           50          25          12.5      6.25         
4.     3.125      1.562      0.781      0.390       0.195    0.098 
  positive control       negative control              

PC          NC 

1 

2 

3 

4 
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15.  การเปรียบเทียบวิธีการตาง ๆในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา  
               
             จากการทดลองใชโมโนโคลนอลที่ผลิตจากไฮบริโดมารหัส 5G5 ในการตรวจหาเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชวิธี indirect ELISA , BS-DAS ELISA , dot ELISA , BS-dot 
ELISA  พบวามีความแตกตางกันดานระยะเวลาที่ใชในการตรวจสอบ  ความถูกตองในการ
ตรวจและ sensitivity โดยวิธีที่ใชเวลาในการตรวจนอยทีสุ่ด คือ  BS- dot ELISA ใชเวลา 4 
ช่ัวโมง 20 นาที และมีความถูกตองในการตรวจ 100 เปอรเซ็นต มี sensitivity สูง สามารถ
ตรวจพบไวรสัไดนอยที่สุด 0.390 µg/ml วิธีที่ดีรองลงมาคือวิธี dot ELISA  ใชเวลา 4 ช่ัวโมง 
50 นาที มีความถูกตองในการตรวจ 100 เปอรเซ็นต แตมี sensitivity ต่ํา สามารถตรวจพบ
ไวรัสนอยที่สุด 50 µg/ml  สวน indirect ELISA  เปนวิธีที่ใชเวลา 5 ช่ัวโมง มีความถูกตองใน
การตรวจ 92.5 เปอรเซ็นต  และมี sensitivity สูงมาก สามารถตรวจพบไวรัสนอยที่สุด 0.195 
µg/ml  ในสวน BS-DAS ELISA เปนวิธีที่ใชเวลาในการตรวจมากที่สุดคือ 6 ช่ัวโมง 15 นาที 
และมีความถูกตอง เพียง 87.5 เปอรเซ็นต และมี sensitivityในการตรวจพบไวรัสนอยที่สุด 
1.562 µg/ml  เปรียบเทียบผลการทดลองระหวางวธีิ BS-dot ELISA กับ dot ELISA พบวาการ
ใช  biotin streptavidin  conjugate สามารถพัฒนาการตรวจ ชวยเพิ่ม sensitivity และความถูก
ตองในการตรวจเพราะ biotin กับ streptavidin สามารถจับกันไดอยางแนนหนา  แตเมือ่เทียบ
วิธี indirect ELISA กับวิธี BS-DAS ELISA พบวาวิธี indirect ELISA มี sensitivity และ
ความถูกตองในการตรวจมากกวาวิธี BS-DAS ELISA ทั้งนี้อาจเปนเพราะ condition ของวิธี 
BS-DAS ELISA ยังไมเหมาะสมเทาที่ควรและมีขั้นตอนที่มากกวา ในการตรวจไวรสัทั้งสอง
วิธีนี้มีความถกูตองในการตรวจไมถึง 100 เปอรเซ็นต อาจเปนผลมาจาก non specific สวนเมื่อ
เปรียบเทียบวธีิ BS- dot ELISA กับวิธี indirect ELISA ถึงแมวิธี indirect ELISA จะม ี
sensitivity สูงกวา แตความถกูตองในการตรวจนอยกวาและระยะเวลาทีใ่ชมากกวา  ดงันั้นวิธี 
BS-dot ELISA จึงเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการใชตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
อีกทั้งไมตองใชเครื่องมือในการอานผลแตสามารถอานผลดวยตาเปลาได  (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8   แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีการตาง ๆ ในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว 
                   ในกุงกุลาดํา 
  
วิธีการตรวจ         กุงติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ตรวจพบ/     คิดเปนเปอรเซ็นต         ความไวในการตรวจ             เวลาท่ีใช 
                                      กุงติดเชือ้ท้ังหมด (ตัวอยาง)                                                      (µg/ml)                     (ชั่วโมง) 
indirect ELISA              37/40                                  92.5                    0.195                       5 
BS-DAS ELISA            35/40                                  87.5                    1.562                     6.15 
dot ELISA                     40/40                                  100                       50                        4.50 
BS –dot ELISA             40/40                                  100                    0. 390                     4.20 
                   
หมายเหต ุ BS-DAS ELISA; biotin streptavidin double antibody sandwich ELISA 
                  BS-ELISA; biotin streptavidin  dot ELISA
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สรุปผลการทดลอง 
 

              เตรียมไวรัสตัวแดงดวงขาวจากเลอืดกุงและเหงอืกกุงกุลาดําทีต่ิดเชื้อ ใหบริสุทธิ์โดยการ
ปนแยกใน 10-50 % continuous sucrose gradient และเมือ่นําไวรัสบริสุทธิ์ มาตรวจดูแถบโปรตีน
ของไวรัสโดยวิธี SDS-PAGE  พบแถบโปรตีนทั้งหมด 6  แถบโปรตีน ไดแกโปรตีน ขนาด 24, 28, 
40, 43, 120 และ 180 kDa  พบวาโปรตีนของไวรัสที่ตรงกับงานวจิัยอ่ืนมี 2 แถบ ไดแกโปรตีนขนาด 
24 และ 28 kDa 
 
             ทําการเชื่อมเซลลมามหนู Balb/c ที่ผานการฉีดกระตุนดวยไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ กับ 
myeloma cell (P3-X63- Ag.8.653) ไดไฮบริโดมาทั้งหมด 240 หลุม จากการเชื่อมเซลลทั้งหมด  
3 คร้ัง  ตรวจพบวามีการสรางแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาว ทั้งหมด 36 หลุม  ผลการทดลอง
พบวาไดเซลลไฮบริโดมา 1 โคลน ที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาํเพาะกับไวรสัตัวแดงดวงขาว 
คือโคลน 5G5  ซ่ึงเมื่อนํามาเตรียมในรูป ascitic fluid พบวาใหระดับ antibody titer สูงถึง 
1:1,280,000  
                                                                                                               

ผลจากการตรวจหาชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (isotype)  พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 5G5 เปน IgG2a มี light chain เปนชนิด kappa  และในการ
ทดลองดูความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 5G5 ตอไวรัสตัว
แดงดวงขาว โดยวิธี Western blot  พบวามคีวามจําเพาะกบัแถบโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว
ขนาด 180 kDa โดยที่ไมมี cross reaction กับไวรัสหวัเหลือง (yellow head virus) 
 
               ทดลองนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 5G5 มาใชในการ
ตรวจหาไวรัสตัวแดงดาวขาว ในตวัอยางกุงกุลาดําติดเชือ้ไวรัส 40 ตัวอยาง เทียบกับการตรวจในกุง
ปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี indirect ELISA, biotin streptavidin double antibody sandwich antibody 
ELISA (BS-DAS ELISA), dot ELISA และ  biotin streptavidin dot ELISA ( BS-dot ELISA)  
พบวาวิธี  BS-dot ELISA  เปนวิธีที่ใหผลในการตรวจพบไวรัสถูกตอง 100 เปอรเซ็นต มี sensitivity 
สูง ตรวจพบไวรัสความเขมขนต่ําสุด 0.390 µg/ml  และเวลาที่ใชในการตรวจเพยีง 4 ช่ัวโมง 20 นาที 
การอานผลการตรวจสามารถดูไดดวยตาเปลา  การตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในเลือดกุงโดยใช
โมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี BS-dot ELISA เปนวธีีที่งายและสะดวก  เหมาะทีจ่ะใชตรวจหา
ไวรัสตัวแดงดวงขาวในฟารมกุงกุลาดํา 
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ตารางผนวกที ่ก1  แสดงน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มกีารรายงาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รายงานผลการวิจัย                                                 น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนWSSV (kDa) 
Mariella et al. (2000a,b)                                                               19, 24, 26, 28 
Mariella et al. (2002)                                                                    15, 19, 24, 26, 28 
Wu et al.  (2005)                                                                           22, 26, 28, 68, 281, 292, 466   
Zhu et al. (2005b)                                                                          124 
Zhu et al. (2005a)                                                                          39 
Li et al. (2005)                                                                               31 
Witteveldt et al. (2005)                                                                  15  
Rameshthangam and Ramasamy (2005)                                       53                                            
Leu et al .(2005)                                                                            664  
Li et al. (2006)                                                                              187 
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ภาคผนวก ข  
 

ตารางแสดงคา OD ท่ี 492 nm ของน้าํเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ท่ีไดจากการเชื่อมเซลล
ท้ัง 3 ครั้ง  นาํมาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชี้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดย

วิธี indirect ELISA 
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การเชื่อมเซลลในครั้งแรกไมมีผลแสดง 
 

เนื่องจากการเชื่อมเซลลคร้ังแรก ไมมีหลุมไหนที่ไดเซลลไฮบริโดมาเลย จึงไมมีการ
นําน้ําเลี้ยงเซลลนํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดตีอเชี้อไวรัสตวัแดงดวงขาว โดยวิธี  
indirect ELISA 
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ตารางผนวกที ่ข1   แสดงคา OD ที่ 492 nm ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการเชื่อม  
                               เซลลคร้ัง ที่ 2 นํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดง  
                               ดวงขาว โดยวิธี indirect ELISA 

 
                                                                                                OD 492 nm  
                 
No.        Code of hybridoma                 1 st screening                                 2 nd screening            

                                                                             
                                                                      HAE (wssv)          HAE (normal)         HAE (wssv)     HAE (normal)   
        1                  1B2*                    0.741                  0.402                   0.044                 0.042 
        2                  1B3                      0.300                  0.459                       -                        -         
        3                  1B7                      0.597                  0.814                       -                        -      
        4                  1C2                      0.392                  0.249                       -                        - 
        5                  1D4                      0.267                  0.177                       -                        - 
        6                  1E5                       0.230                  0.140                      -                        - 
        7                  1F10                     0.301                  0.215                      -                        - 
        8                  2B10                     0.349                  0.244                      -                        - 
        9                  2C5                       0.329                  0.238                      -                        - 
       10                 2C6                       0.271                  0.174                      -                        - 
       11                 2D7                       0.325                  0.223                      -                        - 
       12                 2D11                     1.284                  1.532                      -                        - 
       13                 2E3                        0.242                 0.159                      -                         - 
       14                 2E11                      0.216                 0.144                      -                         - 
       15                 2F2                        0.332                 0.228                      -                         - 
       16                 2G3                        0.303                0.176                      -                         -        
        17                 2G6                       0.343                0.204                      -                         - 
        18                 3C3                       0.217                 0.128                     -                         -         
        19                 3C6                       0.232                 0.259                     -                         - 
        20                 3F3                        1.278                1.796                     -                         - 
        21                 3F4                        0.536                 0.448                    -                         -  
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ตารางผนวกที ่ข1 (ตอ) 
 
                                                                                              OD 492 nm  
                 
       No.     Code of hybridoma              1st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                          HAE (wssv)         HAE (normal)     HAE (wssv)     HAE (normal) 

        22                3F6                            0.181                0.153                    -                        - 
        23                3F11                          0.112                0.093                    -                        - 
        24                3G2                           0.260                0.223                    -                         - 
        25                4B8                           0.255                0.180                    -                         - 
        26                4C3                           0.274                0.261                    -                         - 
        27                4C7                           0.271                0.211                    -                         - 
        28                4C8                           0.206                0.188                    -                         - 
        29                4C9                           0.307                0.252                     -                         - 
        30                4C10                         0.315                0.305                     -                         - 
        31                4E3                           0.172                0.145                     -                         - 
        32                4F2                           0.207                0.189                     -                         - 
        33                4F5                           0.173                0.150                     -                         - 
        34                4F6                           0.167                0.134                     -                         - 
        35                4F8                           1.994                1.911                     -                         - 
        36                4F9*                         1.333                0.694                 0.041                 0.040 
        37                4G2                          0.282                0.215                     -                         - 
        38                4G4                          0.200                0.170                     -                         - 
        39                4G6                          0.274                0.209                     -                         - 
        40                 5B2                          0.925               1.115                    -                         -  
        41                 5B5                          0.262               0.229                    -                         -    
        42                 5B10                        0.462               0.542                    -                         -         
        43                 5C7                          0.344               0.241                    -                         - 
        44                 5E5                          0.240               0.213                    -                         - 
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ตารางผนวกที ่ข1 (ตอ) 
 
                                                                                                       OD 492 nm  
                 
        No.      Code of hybridoma                 1 st screening                                2 nd screening         

                                                                             
                                                                   HAE (wssv)          HAE (normal)         HAE (wssv)     HAE (normal) 

        45                 5E8                           0.329               0.321                  -                         - 
        46                 5E7*                         1.181               0.532              0.044                  0.042 
        47                 5F3                           0.243               0.225                   -                         - 
        48                 5F7                           0.233               0.191                   -                         - 
        49                 5F9                           0.180               0.217                   -                         - 
        50                 5G2                          0.282               0.221                   -                         -  
        51                 6G11*                      0.481               0.290               0.045                0.044 
        52                 7D2                          0.471               0.393                  -                         - 
        53                 6F11                         0.415               0.242                  -                         - 
        54                 1B4                           0.578               0.444                 -                         - 
        55                 1G6                           0.226               0.228                 -                         - 
        56                 3D7                           0.854               0.837                 -                         - 
        57                 1B10                         0.248               0.196                 -                          - 
                            PC                              2.920               2.799              2.428                 2.207 
                            NC                              0.058              0.058               0.052                0.054 
                            Blank                          0.054              0.049               0.032                0.030       
 
หมายเหต ุ ไฮบริโดมา เซลลรหัส 1B2*, 4F9*, 5E7*, 6G11*เปนไฮบริโดมาเซลลที่ ผลิต 
                   แอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการเชือ่มเซลล คร้ังที่ 2 ที่ใหคา OD สูง       
                   กวาไฮบริโดมาเซลลรหัสอื่น, HAE(wssv);  haemolymph from WSSV infected  

                               shrimp, HAE (normal); haemolymph from normal shrimp, PC;  positive control  

                              (polyclonal antibody), NC;  negative control (myeloma culture fluid) , cutoff =   
                  X + 2SD = 0.055+ 0.003 = 0.058 
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ตารางผนวกที ่ข2   แสดงคา OD ที่ 492 nm ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ที่ไดจากการเชื่อม 
                               เซลลคร้ังที่ 3 นํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดง 
                               ดวงขาวโดยวิธี indirect ELISA  

                                                                                                         OD 492 nm  
                 
         No.     Code of hybridoma               1 st screening                                2 nd screening           

                                                                             
                                                                   HAE (wssv)      HAE (normal)      HAE (wssv)     HAE (normal) 

          1                1B3                             0.133               0.212                    -                       - 
          2                1B4                             0.710               0.716                    -                       -   
          3                1B5**                         1.505               0.847                 1.227                0.652 
          4                1B6                             0.528               0.627                    -                        - 
          5                1B7                             0.074               0.065                    -                        - 
          6                1B8                             0.073               0.082                    -                        - 
          7                1B9*                           0.574               0.314                    -                        - 
          8                1B10                           0.307                0.351                   -                        - 
          9                1B11                           0.064                0.074                   -                        - 
         10                1C2                            0.054                0.069                   -                        - 
         11                1C3                            0.299                0.335                   -                        -    
         12                1C4                            0.059                0.083                   -                        - 
         13                1C7                            0.073                0.064                   -                        - 
         14                1C8                            0.091                0.091                   -                        - 
         15                1C9                            0.050                0.055                  -                         - 
         16                1C10                          0.048                0.048                  -                         - 
         17                1C11                          0.075                0.085                  -                         - 
         18                1D3                            1.341                1.621                  -                         - 
         19                1D4                            0.386                0.406                  -                         -  
         20                1D7                            0.339                0.314                  -                         - 
         21                1D9                            0.135                0.183                  -                         - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                      OD 492 nm  
                 
         No.    Code of hybridoma              1 st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                 HAE (wssv)       HAE (normal)       HAE (wssv)     HAE (normal) 

        22                 1D11                          0.057                 0.083                   -                         - 
        23                 1E7                            0.137                 0.145                    -                         - 
        24                 1E9                            0.279                 0.301                    -                         - 
        25                 1E10                          0.061                 0.069                    -                         - 
        26                 1E11                          0.122                0.200                     -                         - 
        27                 1F2                            0.252                0.278                     -                         - 
        28                 1F3                            0.170                0.221                     -                         - 
        29                 1F5                            0.448                0.467                     -                         - 
        30                 1F7                            2.908                2.075                     -                         - 
        31                 1F8                            0.422                0.475                     -                         -  
        32                 1F10                           0.064               0.069                     -                         - 
        33                 1F11                           0.092               0.105                     -                         - 
        34                 1G2                            0.068               0.069                     -                         -      
        35                 1G3*                          0.828               0.409                     -                         - 
        36                 1G7                            0.154               0.174                     -                         - 
        37                 1G8                            0.388               0.563                     -                         - 
        38                 1G9*                          0.692               0.326                     -                         - 
        39                 1G10                          0.374               0.408                     -                         - 
        40                 1G11                          0.077               0.094                     -                         - 
        41                 2B2                            0.161               0.159                     -                         - 
        42                 2B3*                          1.331               0.729                  0.737                0.429  
        43                 2B4                            0.122               0.133                     -                         - 
        44                 2B6                            0.129               0.171                     -                         -      
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                       OD 492 nm  
                 
         No.      Code of hybridoma              1st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                 HAE (wssv)       HAE (normal)       HAE (wssv)     HAE (normal) 

        45                 2B7                            0.407               0.437                    -                          - 
        46                 2B9*                          0.617               0.283                    -                          - 
        47                 2B8                            0.078               0.078                    -                          - 
        48                 2B10                          0.316               0.333                    -                          - 
        49                 2B11                          0.211               0.426                    -                          - 
        50                 2C2                            0.096               0.098                    -                          - 
        51                 2C3                            0.088               0.131                    -                          -     
        52                 2C6                           0.195                 0.196                   -                          - 
        53                 2C9                           0.120                 0.134                   -                          -  
        54                 2C10                         0.067                 0.100                   -                          - 
        55                 2C11                         0.065                 0.064                   -                          -      
        56                 2D2                           0.135                 0.167                   -                          - 
        57                 2D3                           0.237                 0.249                   -                          - 
        58                 2D5                           0.661                 0.910                   -                          - 
        59                 2D6                           0.069                 0.069                   -                          - 
        60                 2D10                         0.270                 0.303                   -                          -      
        61                 2D11                         0.180                 0.254                   -                          - 
        62                 2E2                            0.093                0.085                   -                          - 
        63                 2E3                            0.056                0.053                    -                          -     
        64                 2E5                            0.067                0.063                    -                          - 
        65                 2E6*                          0.616                0.498                    -                          - 
        66                 2E7                            0.159                0.426                    -                          - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                      OD 492 nm  
                 
        No.     Code of hybridoma           1st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                   HAE (wssv)          HAE (normal)         HAE (wssv)     HAE (normal) 

        67                 2E8                         0.328                0.431                     -                        - 
        68                 2E10                       0.276                0.270                     -                        - 
        69                 2F3                         0.254                0.306                     -                        - 
        70                 2F4                         0.726                1.511                     -                        -  
        71                 2F5*                       1.359                0.651                0.951                0.702       
        72                 2F7*                       0.692                0.315                     -                       - 
        73                 2F8*                       1.274                0.605                 0.629               0.308 
        74                 2F9                         0.264                0.295                     -                       - 
        75                 2F10                       0.477                0.345                     -                       -          
        76                 2F11                       0.078                0.096                     -                       - 
        77                 2G2                         0.099               0.105                     -                        -          
        78                 2G4                         0.105               0.099                    -                        - 
        79                 2G7                         1.210                2.353                    -                        - 
        80                 2G8                          0.307               0.318                    -                        - 
        81                 2G10                        0.088               0.094                     -                       - 
        82                 2G11                        0.184               0.198                    -                       - 
        83                 3B2                           0.065               0.085                     -                       - 
        84                 3B3                           0.079               0.084                     -                       - 
        85                 3B4                           0.610               0.624                     -                       - 
        86                 3B7                           0.162               0.235                     -                       - 
        87                 3B8                           0.103               0.124                     -                       - 
        88                 3B9                           0.068               0.071                     -                       - 
        89                 3B10                         0.059               0.083                    -                       - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                      OD 492 nm  
                 
         No.   Code of hybridoma                 1 st screening                                2 nd screening           

                                                                             
                                                                           HAE (wssv)       HAE (normal)      HAE (wssv)     HAE (normal)   

        90                 3B11                        0.120                0.141                    -                       - 
        91                 3C3                          1.784               1.867                     -                       - 
        92                 3C8*                        1.181               0.873                     -                       - 
        93                 3C9                          0.413               0.476                     -                       - 
        94                 3C10                        0.176                0.244                    -                       - 
        95                 3C11*                      0.853                0.340                    -                       - 
        96                 3D2*                        0.334               0.193                     -                       - 
        97                 3D4                          0.067               0.080                     -                       - 
        98                 3D7                          0.727               0.789                     -                       - 
        99                 3D8                          0.105              0.120                      -                       - 
        100                3E7*                        0.764               0.327                     -                       - 
        101                3F3*                        0.810              0.298                      -                      - 
        102                3F10                        0.713              0.694                      -                      - 
        103                3F11                        0.095              0.104                      -                      - 
        104                3G2                         0.113              0.145                       -                     - 
        105                3G3**                     1.301              0.656                    0.651             0.316    
        106                3G4                         0.091              0.080                       -                      - 
        107                3G5                         0.098              0.156                       -                      - 
        108                3G6*                       0.814              0.333                       -                      - 
        109                3G7                         0.461              0.453                       -                      - 
        110                3G9                         0.151              0.203                       -                      - 
        111                3G11                       0.320              0.376                       -                      - 
        112                4B2                         0.911              0.586                       -                      - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)    
 
                                                                                                      OD 492 nm  
                 
         No.   Code of hybridoma                1st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                           HAE (wssv)       HAE (normal)      HAE (wssv)     HAE (normal) 

        113                4B4                       1.456              1.429                    -                          - 
        114                4B5*                     0.988              0.458                    -                          - 
        115                4B6                       0.168              0.209                    -                          - 
        116                4B7                       0.062              0.063                    -                          - 
        117                4B8*                     0.979              0.425                    -                          - 
        118                4B10                     0.101              0.123                    -                          - 
        119                4C3                       0.176              0.187                    -                          - 
        120                4C4*                     0.988              0.458                    -                          - 
        121                4C5*                     0.982              0.470                    -                          - 
        122                4C6                       0.230              0.311                    -                          - 
        123                4C8                       2.424              2.331                    -                          - 
        124                4C10*                   0.718              0.353                    -                          - 
        125                4D2*                     0.239              0.147                    -                          - 
        126                4D3                       0.198              0.177                    -                          - 
        127                4D5                       0.203              0.114                    -                          - 
        128                4D11**                 1.469              0.671                0.612                   0.279 
        129                4E2                       0.107               0.124                   -                           - 
        130                4E3                       0.278               0.282                   -                           - 
        131                4E5                       0.408               0.384                   -                           - 
        132                4E7                       0.114                 0.142                 -                           - 
        133                4E11                     0.238                 0.268                 -                           -          
        134                4F2                       0.523                 0.523                 -                           - 
        135                4F3                       0.059                 0.063                 -                           - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                      OD 492 nm  
                 
         No.   Code of hybridoma               1st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                           HAE (wssv)       HAE (normal)      HAE (wssv)     HAE (normal) 

        136                4F5                       0.046                 0.066                 -                        - 
        137                4F6*                     0.251                 0.082                 -                        - 
        138                4F7                       0.056                 0.064                 -                        - 
        139                4F9*                     0.610                 0.140                 -                        - 
        140                4F11                     0.053                 0.053                 -                        - 
        141                4G3*                     0.612                0.259                -                         - 
        142                4G4                        1.321                2.122                -                         - 
        143                4G5*                      0.643                0.310                -                         - 
        144                4G7                        0.175                0.244                -                         - 
        145                4G8                        0.424                0.461                -                         - 
        146                4G9                        1.034                1.249                -                         - 
        147                5B2                         0.242                0.300                -                         - 
        148                5B3                         0.088                0.124                -                         - 
        149                5B5                         0.248                0.240                -                         - 
        150                5B6                         1.760                1.150                -                         - 
        151                5B7                         0.473                0.490                 -                         - 
        152                5B8                         0.086                0.084                 -                         -        
        153                5B10                       1.006                0.963                 -                         - 
        154                5B11                       0.071                0.072                 -                         -  
        155                5C2                         1.696                1.972                 -                         - 
        156                5C3                         0.239                0.229                 -                         - 
        157                5C4                         0.218                0.201                 -                         - 
        158                5C6                         0.155                0.220                 -                         - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                             OD 492 nm  
                 
         No.        Code of hybridoma              1st screening                                2 nd screening          

                                                                             
                                                                           HAE (wssv)       HAE (normal)      HAE (wssv)     HAE (normal) 

        159                5C7                        0.110               0.106                    -                         - 
        160                5C8                        0.153               0.250                    -                         - 
        161                5C11*                    0.410              0.189                    -                          - 
        162                5D3*                      0.544               0.389                    -                          - 
        163                5D4                        0.162               0.231                   -                          - 
        164                5D5                        0.155               0.212                   -                          - 
        165                5D6                        0.097               0.170                   -                          -  
        166                5D9*                      1.128               0.699                 0.145                 0.169 
        167                5D10                       0.258              0.296                    -                         -   
        168                5D11                       0.067              0.067                    -                         - 
        169                5E2                          0.218              0.272                    -                          - 
        170                5E11                        0.131              0.187                    -                         - 
        171                5F2                          0.335              0.391                    -                          - 
        172                5F5                          0.101              0.058                    -                          - 
        173                5F6                          0.178              0.228                    -                          - 
        174                5F10                        0.093              0.155                    -                          - 
        175                5F11                        0.060              0.082                    -                          -     
        176                5G2                         0.446              0.412                    -                          - 
        177                5G3                         0.136              0.176                    -                          - 
        178                5G5**                     1.203              0.047                  2.924                 0.528 
        179                5G6                         0.069              0.054                    -                          -      
        180                5G7                         0.086              0.123                    -                          - 
        181                5G8                         0.073              0.090                    -                          - 
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ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                      OD 492 nm  
                 
         No.   Code of hybridoma                1st screening                                2 nd screening            

                                                                             
                                                                           HAE (wssv)       HAE (normal)      HAE (wssv)     HAE (normal) 

        182                5G9                     0.156              0.372                     -                        - 
        183                5G10                   0.106              0.107                     -                        -  
                               PC                      2.207              2.153                  2.512               2.226 
                               NC                     0.053               0.051                  0.083                0.078 
                               Blank                 0.047               0.042                0.063                 0.065 

 
 
หมายเหต ุ  *   เปนไฮบริโดมาเซลลที่ ผลิตแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการเชื่อม  
                   เซลลคร้ังที่ 3 ที่ใหคา OD นอย,** เปนไฮบริโดมาเซลลที่ ผลิตแอนติบอดตีอไวรัส 
                   ตัวแดงดวงขาวในการเชื่อมเซลล คร้ังที่  3 ที่ใหคาOD สูงกวาไฮบริโดมาเซลลรหัส  
                   อ่ืน, HAE (wssv);  haemolymph from WSSV infected shrimp, HAE (normal);   
                   haemolymph from normal shrimp, PC;  positive control (polyclonal antibody),  
                   NC;  negative control (myeloma culture fluid), cutoff =  X + 2SD = 0.052+  
                   0.001 = 0.053 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางแสดงคา OD ท่ี 492 nm ของการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว จากตัวอยาง 
กุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง เทียบกับตัวอยางกุงปกติ  10 ตัวอยาง  

โดยวิธี indirect ELISA และ BS-DAS ELISA 
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ตารางผนวกที ่ค1  การทดลองตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี indirect ELISA  
 

    ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                    OD 492 nm                     การแปลผล   
                                 1                                                              1.175                           positive 
                                 2                                                              1.047                           positive 
                                 3                                                              0.988                           positive 
                                 4                                                              0.731                           positive 
                                 5                                                              0.591                           positive 
                                 6                                                              1.180                           positive 
                                 7                                                              0.943                           positive 
                                 8                                                              0.704                           positive 
                                 9                                                              0.704                           positive 
                                 10                                                            0.753                           positive 
                                 11                                                            0.404                           positive 
                                 12                                                            0.302                           positive 
                                 13                                                            0.483                           positive 
                                 14                                                            0.499                           positive 
                                 15                                                            0.658                           positive 
                                 16                                                            0.267                           positive 
                                 17                                                            1.170                           positive 
                                 18                                                            0.836                           positive 
                                 19                                                            1.076                           positive 
                                 20                                                            0.613                           positive 
                                 21                                                            0.679                           positive 
                                 22                                                            1.031                           positive 
                                 23                                                            0.887                           positive 
                                 24                                                            1.083                           positive   
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ตารางผนวกที ่ค1 (ตอ)  
 
     ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                        OD 492 nm               การแปลผล   
                                 25                                                                1.001                     positive       
                                 26                                                                0.894                     positive 
                                 27                                                                0.540                     positive 
                                 28                                                                0.779                     positive 
                                 29                                                                0.555                     positive 
                                 30                                                                0.641                     positive 
                                 31                                                                1.048                     positive 
                                 32                                                                 0.134                    negative 
                                 33                                                                 0.868                    positive 
                                 34                                                                 0.227                    positive 
                                 35                                                                 0.696                    positive 
                                 36                                                                 0.958                    positive 
                                 37                                                                 0.105                    negative 
                                 38                                                                 0.601                    positive 
                                 39                                                                 1.078                    positive 
                                 40                                                                 0.178                    negative 
                                blank                                                             0.041 
                                 PC                                                                1.191 
                                 NC                                                                0.053 
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ตารางผนวกที ่ค1 (ตอ)   
 
                ตัวอยางกุงกุลาดําปกติ                                                                OD 492 nm                  
                                 1                                                                                   0.140                        
                                 2                                                                                   0.167 
                                 3                                                                                   0.165 
                                 4                                                                                   0.144 
                                 5                                                                                   0.174 
                                 6                                                                                   0.123 
                                 7                                                                                   0.200 
                                 8                                                                                   0.146 
                                 9                                                                                   0.184 
                                10                                                                                  0.155 
                                blank                                                                             0.041 
                                 PC                                                                                1.191 
                                 NC                                                                               0.053 
X = 0.159 
Standard deviation (SD) = 0.023 
cutoff =  X + 2SD = 0.159+0.046 = 0.205 
 
 
 
หมายเหต ุ PC;  positive control (polyclonal antibody) 
                  NC;  negative control (myeloma culture fluid)  
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ตารางผนวกที ่ค2  การทดลองตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี BS-DAS ELISA  
 
    ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                      OD 492 nm                  การแปลผล   
                                 1                                                               0.471                          positive 
                                 2                                                               0.321                          positive 
                                 3                                                               0.393                          positive 
                                 4                                                               0.333                          positive 
                                 5                                                               0.272                          positive 
                                 6                                                               0.306                          positive 
                                 7                                                               0.350                          positive 
                                 8                                                               0.155                          positive 
                                 9                                                               0.144                          negative 
                                 10                                                             0.137                          negative 
                                 11                                                             0.107                          negative 
                                 12                                                             0.147                          negative 
                                 13                                                             0.221                          positive 
                                 14                                                             0.639                          positive 
                                 15                                                             0.356                          positive 
                                 16                                                             0.119                          negative 
                                 17                                                             0.264                          positive 
                                 18                                                             0.228                          positive 
                                 19                                                             0.367                          positive 
                                 20                                                             0.325                          positive 
                                 21                                                             0.248                          positive 
                                 22                                                             0.284                          positive 
                                 23                                                             0.281                          positive 
                                 24                                                             0.497                          positive 
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ตารางผนวกที ่ค2 (ตอ)  
 
 
     ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                 OD 492 nm                  การแปลผล 
                                 25                                                        0.346                           positive                  
                                 26                                                        0.637                           positive 
                                 27                                                        0.327                           positive 
                                 28                                                        0.435                           positive 
                                 29                                                        0.190                           positive 
                                 30                                                        0.435                           positive 
                                 31                                                        0.283                           positive 
                                 32                                                        0.179                           positive 
                                 33                                                        1.103                           positive 
                                 34                                                        1.303                           positive 
                                 35                                                        0.432                           positive 
                                 36                                                        0.614                           positive 
                                 37                                                        0.283                           positive 
                                 38                                                        1.277                           positive 
                                 39                                                        1.273                           positive 
                                 40                                                         0.739                          positive 
                                blank                                                     0.069                           
                                 PC                                                        0.985 
                                 NC                                                       0.063 
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ตารางผนวกที ่ค2 (ตอ) 
 
                ตัวอยางกุงกุลาดําปกติ                                                                OD 492 nm                  
                                 1                                                                                   0.063 
                                 2                                                                                   0.095 
                                 3                                                                                   0.090                       
                                 4                                                                                   0.087 
                                 5                                                                                   0.099                        
                                 6                                                                                   0.072               
                                 7                                                                                   0.093      
                                 8                                                                                   0.083 
                                 9                                                                                   0.089 
                                10                                                                                  0.100                                 
                                blank                                                                             0.069 
                                 PC                                                                                0.985 
                                 NC                                                                               0.063 
X = 0.087 
Standard deviation (SD) = 0.033 
cutoff =  X + 2SD = 0.087+ 0.066 = 0.153  

 
หมายเหตุ  PC;  positive control (polyclonal antibody) 
                  NC;  negative control (myeloma culture fluid)  
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ภาคผนวก ง 

 
วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล และสารเคมีตางๆ ท่ีใชในการทดลอง 
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การเตรียมสารละลายสําหรับใชเตรียมเชื้อไวรัสตัวแดงดวงดวงขาว 
 
TN buffer (0.2 M NaCl, 0.02 M Tris-HCl pH 7.4) 
 Tris-HCl        2.4228 mg 
 NaCl         2.3376 mg 
 น้ํากลั่น         800  ml 
 ปรับ pH ใหได 7.4 และเติมน้ํากลั่นใหครบ 1  l 
 

 การเตรียมสารละลายซูโครสความเขมขน 10-50 % (continuous sucrose gradient) 
 

 ซูโครส 10 %  ปริมาตร 7 ml  และซูโครส 50 % ปริมาตร 7 ml  นําสารละลายน้ําตาล
ซูโครสใสลงในเครื่องทํา gradient โดยใสสารละลายซูโครส 50 %  ลงใน mixing chamber  ที่ทําการ
กวนในอัตราเร็ว 70 รอบตอนาที และใสสารละลายซูโครส 10 %  ลงใน containing chamber ที่เชื่อม 
ตอกับ mixing chamber ดวยสายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 mm ยาว 1 cm  เมื่อตองการทํา 
gradient จึงทําการเปดสายยางที่เชื่อมระหวาง 2 chamber และเปด peristaltic pump  โดยควบคุม
อัตราการไหล 4 ml ตอนาที และนําปลายสายยางที่ตอออกจาก peristaltic pump แตะไวที่ปลาย
หลอดหมุนเหวี่ยงเพื่อใหสายละลายซูโครสไหลลงอยางชาๆ จนมีปริมาตร 11 ml   
 

การเตรียมน้ํายาเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ 
 
HT (hypoxanthine และ thymidine) stock 100 เทา 
 Hypoxanthine (MW 131.1) 

(6-hydroxypurine:GibCo BRL, Cat.NO.16034-019)   68.05  mg
 น้ํากลั่นกรอง  (ละลายที่อุณหภูมิ 45-50  o C นาน 1 ช่ัวโมง)   25       ml 
 Thymidine (MW 242.2: GibCo BRL, Cat.NO.16495-038)   18.9   mg 
 ละลายในน้ํากลั่นกรอง        25      ml 
 นําสารละลายทั้งสองชนิดมารวมกันแลวกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  µm แบงใส 
 หลอดแกวหลอดละ 10  ml  เก็บไวที่อุณหภูมิ  –20  oC 
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aminopterin stock  
 aminopterin (MW 440.4,A5159, CAS. NO 54-62-6)    1 ขวด 
 (4-amino folic acid; 4-aminopteroyl-L- glutamic acid, 4-amino-PGA : Sigma) 
 ละลายดวย RPMI-1640+Fetal bovine serum 10 ml    10 ml 
 หุมดวยกระดาษอลูมิเนียมเพือ่ไมใหถูกแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oC 
 
น้ํายาเลี้ยงเซลล RPMI-1640 
 RPMI-1640( GibCo)  สําเร็จรูปที่นํามาใชไดเลย 

โดยละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาณ      900  ml  
 gentamycin (40mg/ml)  ใหมคีวามเขมขน 50 µg/ml   

เติม NaHCO3                                                                                                         2  g 
ปรับดวย pH ดวย  HCl ใหได pH ประมาณ 7.0-7.2  
เติมน้ํากลั่นฆาเชื้อใหมีปริมาตรครบ  1 l 
กรองอาหารดวย millipore ขนาด   
0.22 µm ในตู lamina flow แลวแบงใสขวดละ 500 ml เกบ็ไวในตูเย็นอณุหภูมิ 4 oC 

           
น้ํายาเลี้ยงเซลล HAT 
 น้ํายาเลี้ยงเซลล RPMI-1640      90 ml 
 fetal bovine serum (Hyclone)      10 ml 
 HT stock (100X)        1 ml 
 A  stock          2  ml 
 
น้ํายาเลี้ยงเซลล HT 
 น้ํายาเลี้ยงเซลล RPMI-1640      90 ml 

fetal bovine serum (Hyclone)      10 ml 
HT stock (100X)           1 ml 

 
การเตรียมสารละลาย PEG ความเขมขน 50% 
 นําสารละลาย PEG (P7777, MW 1,300-1,600:Sigma)    5    g 
              น้ํายาเลี้ยงเซลล RPMI-1640       5   ml 
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การเตรียมน้ํายาแข็ง 
 น้ํายาเลี้ยงเซลล RPMI-1640      5  ml 
 fetal bovine serum       4  ml 
 dimethyl sulfoxide       1  ml 
 ผสมใหเขากันนําไปแชที่อุณหภูมิ 0-4  oC 
 
การเตรียม feeder cell 

       feeder cell ทําหนาที่ชวยขจัดซากเซลลที่ตายแลวโดยกระบวนการ phagocytosis และ
ปลอย growth factor เพื่อชวยใหเซลลใฮบริโดมาเจริญเร็วขึ้น feeder cell ที่ใชจะเปนเซลลพวก 
splenocyte, peritoneum macrophage, thymocyte หรือ fibroblast  การทํา feeder ใชมามของหนู 
swiss albino เพศเมีย อายุ 2 เดือน จากสํานกัสัตวทดลองแหงชาติ ม.มหิดล อ.ศาลายา จ.นครปฐม 
โดยจะใช 1 ตวั ตอ 1 fusion เตรียมไดโดยทําการฆาหนดูวยวิธีเคลื่อนกระดกูคอ ( cervical 
dislocation) แลวเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธี aseptic technique  บดมามที่นําออกมาบน
ตะแกรงลวดตาถี่โดยใชดาม (plunger) ของหลอดฉีดยาขนาด 5 ml เปนตัวบด จากนัน้นําเซลลที่
ไดมาปนลางใน RPMI 1640 ที่ความเร็ว 300 g  นาน 5  นาที จํานวน 2 คร้ังกอนนํา feeder cell  ที่
ไดมาใสใน HAT medium โดยปรับความหนาแนนของ feeder cell ใหได 106 cell/ml จากนั้นหยด
ลง plate ขนาด 96 หลุม ปริมาณหลุมละ 100 µl รอไวใชหลังการเชื่อมเซลล โดยตองทํา feeder cell 
กอนการเชื่อมเซลล 1 วัน และเก็บไวที่ตูบม CO2  อุณหภูม ิ37 oC เพื่อตรวจสอบการปนเปอน 
 

การเตรียมสารละลายชนิดตางๆ ท่ีใชในการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA 
 
Coating buffer (carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6) 
 Na2CO3          1.59  g 

Na2HPO4. 12H2O           2.93   g 
ละลายน้ําใหไดปริมาณครบ      1  l 

 
PBS-T (PBS pH 7.4 + Tween 20  ความเขมขน 0.05 %) 

KH2PO4         0.2  g  
NaCl         0.8  g 
Na2HPO4 . 12H2O           2.9  g 
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KCl         0.2  g 
ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ      1 l 
Tween 20        0.5  ml 

 
Blocking solution 
 Skim milk power (Gibco)      2  g 
 PBS-T         100  ml 
 
Citrate phosphate buffer (pH 5.0 ) 
 Citric acid (monohydrate)      10.3  g 
 Sodium phosphate (Na2HPO4)      18.16  g 
 ละลายน้ํากลั่น        900  ml 
 ปรับ pH ใหได 5.0 โดยแลวเติมน้ําใหครบ 1l   
 
สารละลายสับสเตรท [ o-phenylenediamine (OPD) : Fermentas ] 
 OPD in citrate phosphate buffer pH 5.0  

(อัตราสวน 5 เม็ดตอ substrate buffer 12.5 ml) 
 ละลายใน citrate phosphate buffer pH 5.0     12.5  ml 
 เติม 30% H2O2        12.5   µl 
 ตองเตรียมใหมกอนใชทกุครั้ง 
 
สารละลายสําหรับหยดุปฏิกริิยา( 2N H2SO4) 

H2SO4         39.2  ml 
 น้ํากลั่น         160  ml 
 

สารละลายที่ใชหาความเขมขนของโปรตนี 
 
 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน ( 1000 mg/ml)   
 Bovine serum albumin       2   g 
   น้ํากลั่น         2   ml  
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สารละลาย A  
 Na2CO3         2 g 
 สารละลาย 0.1 M NaOH        100 ml 
 
สารละลาย B 
 CuSO4.5H2O        1 g 
 น้ํากลั่น         100  ml 
 
สารละลาย C 
 sodium-potassium tartrate      2  g 
 น้ํากลั่น         100  ml 
 เติมสารลาย A:B:C ( alkaline copper solution ) ในอัตราสวน 100:1:1 
 

การเตรียมสารสําหรับแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
 
Monomer  solution 
 Acrylamide        15  g 
 Bisacrylamide        0.4  g 
 เติมน้ํา  deionize  ใหครบ       50  ml 
 
Stacking gel buffer (0.5 M Tris-HCl pH 6.8) 
 Tris (FW 121.1)        9.075   g 
 เติมน้ํา deionize        38  ml 
 ปรับใหได pH 8.8 ดวย HCl 
 เติมน้ํา deionize ใหครบ       50  ml 
 
Stacking gel buffer (0.5 M Tris-HCl pH 6.8) 
 Tris (FW 121.1)        1.5  g 
 เติมน้ํา deionize        15   ml 
 ปรับใหได pH 6.8 ดวย HCl 
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 เติมน้ํา deionize ใหครบ       20  ml 
 
10% SDS 
 SDS (sodium dodesyl sufate)      2.5  ml 
 เติมน้ํา deionize ใหครบ       25   ml  
 
10% ammonium persulfate  
 ammonium persulfate       0.1  g 
 เติมน้ํา deionize ใหครบ       1  ml 
 
TEMMED  

สําหรับ TEMMED (N,N,N’N’ –tetramethyl ethylenediamine) ใชไดเลยโดยไมตองทาํให
เจือจางกอนใช 
 
Loading buffer 
 Stacking gel buffer       1.25  ml 
 10% SDS        2    ml 
 glycerol         1    ml 
 bromphenol  blue       1    mg 
 dithiothreitol (DDT ; FW 154.2)      0.256  g 
 เติมน้ํา deionize ใหครบ       5    ml 
 เก็บไวที่ -20  oC 
 
Tank buffer (0.025 M tris , 0.192 M glycine, 0.1 % SDS pH 8.3) 
 Tris(FW 121.1)        3.028  g 
 Glycine         14.41  g 
 SDS         1   g 
 เติมน้ํา deionize ใหครบ       1 l 
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Staining solution (0.025% coomassie brilliant blue R250, 40% methanol, 7% acetic acid) 
 Coomassie brilliant blue R      0.025   g 
 Methanol        400  ml 
 กวนจนกระทัง่ละลายแลวเตมิ acetic acid     70   ml 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ         1  l 
 
Destaining solution 1 (40% methanol,  7 % acetic acid) 
 methanol        400  ml 

acetic acid           70  ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ           1   l 

 
Destaining solution 2 ( 5% methanol,  7 % acetic acid) 
 methanol         50   ml 

acetic acid           70  ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ             1   l 

 
12 %  polyacrylamide gel ( 10 ml ) 

30 % acrylamide        4.0  ml 
resolving gel buffer        2.5  ml 
น้ํา deionize        3.4  ml 

  10% SDS        0.1 ml 
10% ammonium persulfate        50 µl 
TEMMED          5  µl 

 
15 %  polyacrylamide gel ( 10 ml ) 

30 % acrylamide        5.0  ml 
resolving gel buffer        2.5  ml 
น้ํา deionize        2.4  ml 

  10% SDS        0.1 ml 
10% ammonium persulfate        50 µl 
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TEMMED          5  µl 
 

4 %  polyacrylamide gel ( 10 ml ) 
30 % Acrylamide       1.3  ml 
stacking gel buffer       2.5  ml 
น้ํา deionize        6.1  ml 

  10% SDS            0.1  ml 
10% ammonium persulfate       50  µl 
TEMMED         10  µl 

 
 protein molecular weight marker ( BIORAD) 
 myosin                     200  kDa 

β-galactosidase                 116.25  kDa 
Phosphorylase  b                                                                                              97.4 kDa                                   
bovine serum albumin                  66.2 kDa 
ovalbumin                      45 kDa 
carbonic anhydrase                     31 kDa 
soybean trypsin inhibitor                  21.5 kDa 
lysozyme                  14.4 kDa 
aprotinin                       7 kDa 

  
protein molecular weight marker ( Fermentas) 

β-galactosidase          116 kDa 
bovine serum albumin       66.2 kDa 
ovalbumin        45 kDa 
lactate dehydrogenase       35 kDa 

 restriction endonuclease Bsp981       25 kDa 
 β-lactoglobulin        18.4 kDa 

lysozyme        14.4 kDa 
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การเตรียมสารสําหรับปฏิกิริยา Western blot 
 

Transfer buffer (25 mM tris, 192 mM glycine, 20% v/v methanol pH 8.3) 
 Tris         3.03  g 
 Glycine         14.4  g 
 Methanol        200  ml 

เติมน้ํากลั่นใหครบ       1  l 
 

Amido black B 
 Amido black        10  g 
 Methanol        40  ml 
 Glacial acetic acid       10  ml 
 น้ํากลั่น         50  ml 
 
Destain solution 
 Methanol        250  ml 
 Glacial acetic acid       100  ml 
 น้ํากลั่น         650  ml 
 
Blocking solution 
 Skim  milk powder (Gibco)      2    g 
 PBS-T         100  ml 
 
Washing buffer  
 PBS buffer        1     l 
 เติม tween 20        0.5  ml 
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การทํา Western blot analysis 

1.  ตัดแผนไนโตรเซลลูโลส (whatman :0.45 µm)  ใหมีขนาดเทากับแผน resolving gel 
แลว equilibrate แผน resolving gel แผนไนโตรเซลลูโลส กระดาษกรอง จํานวน 2 แผน และแผน
ฟองน้ํา( fiter pad) จํานวน 2 แผน โดยแชใน transfer buffer นาน ประมาณ 15-30 นาที 

              2. วาง fiter pad ลงบน gel holder cassette แลววางทับเปนชัน้ๆ ตอไปดวย กระดาษกรอง 
resolving gel แลว equlilibrate แผน resolving gel แผนไนโตรเซลลูโลส กระดาษกรอง จํานวน 2 
แผน และแผนฟองน้ํา (fiter pad) จํานวน 2 แผน โดยแชใน transfer buffer นานประมาณ 15 นาที ถึง 
1 ช่ัวโมง 

 3.  นําชุด cassette  ประกอบเขากับ electrode module แลวนําไปใสลงใน buffer tank  ที่มี
ชุดทําความเยน็บรรจุอยูภายใน ใส transfer buffer ลงไปใหทวม cassette และนํา buffer tank ที่
ประกอบเรียบรอยแลวไปตั้งบน magnetic stirrer ที่ปรับความเร็วที่ประมาณ 30 rpm เพื่อชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการถายโปรตีน 

 4.  ตอเครื่องจายกระแสไฟฟาเขากับชุด electrode module และเปดสวิตซโดยใชกระแส 
ไฟฟา 30 V 90 mA  นาน 16-18 ช่ัวโมง โดยเมื่อครบเวลาใหตัดแผนไนโตรเซลลูโลส สวนหนึ่งยอม
ดวยสี amido black นาน 10 นาที กอนใช destain solution ลางสีสวนเกนิออกเพื่อดูประสิทธิภาพ
การถายโปรตีนสวน resolving gel ที่ผานการถายโปรตีนแลวใหนํามายอมดวยสี Coomasie brilliant  
blue R -250 

               5.  สําหรับแผนไนโตรเซลลูโลสอีกสวนหนึ่งใหนํามาทําปฏกิิริยาทางอิมมโูนวิทยากับโม
โนโคลนอลแอนติบอดีโดยนํามาลางดวย PBS-T 3 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 

  6.  เติม blocking solution  ปริมาตร  10 ml ลงไปกอนนําไป rotateที่ อุณหภมูิหอง นาน 1 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาลางดวย PBS-T 3 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาท ี

  7.  เติมน้ํายาเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไมเจอืจาง ลงไปกอนนําไป rotateที่ อุณหภูมิ หอง 
นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที  หลังจากนั้นนํามาลางดวย PBS-T 3 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาท ี
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  8.  เติม  goat anti-mouse IgG- HRP โดยเจือจางดวย blocking solution ในอัตราสวน 1 : 
10,000  ลงไปกอนนําไป rotateที่ อุณหภูมหิอง นาน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาลางดวย PBS-T 3 
คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาท ี

                9.  เติมสารละลายสับสเตรท TMB (tetramethylbenzidine) แลว rotate เปน  เวลา 1 นาที 
หรือจนกระทัง่ปรากฏแถบสีน้ําตาลเกิดขึน้ จากนัน้หยุดปฏิกิริยาดวยน้าํกลั่น 
 

การเตรียมสารสําหรับการทดลอง dot ELISA 
 
PBS-T (PBS pH 7.4 + Tween 20  ความเขมขน 0.05 %) 
 KH2PO4         0.2  g 
 NaCl         0.8   g 

Na2HPO4. 12H2O       2.9    g 
ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ                    1  l 
Tween 20        0.5    ml 

 
Blocking solution 
 Skim milk power (Gibco)      2    g 
 PBS-T         100  ml 

การเตรียมสารสําหรับทําโมโนโคลนอลแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ 
 
Binging  buffer ( 20 mM sodium-phosphate pH 7.0) 
 Na2HPO4. 7H2O        3.27    g 

Na2HPO4        0.94    g 
เติมน้ํากลั่นใหครบ          1      l 
 

Elution buffer  ( 0.1 M citric acid  pH 3.0 ) 
 Citric  acid        10.507   g 

เติมน้ํากลั่นใหครบ           1        l 
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การเตรียมสารสําหรับ conjugate โมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธ์ิ กับ biotin 
 

PBS ( 0.1M phosphate/ 0.15 M NaCl pH 7.2) 
 KH2PO4         0.2   g 
 NaCl         8.0   g 

Na2HPO4. 12 H2O       2.9   g 
KCl         0.2   g 
ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ        1    l 

 
 0.1M  NaHCO3. pH 8.2 
 NaHCO3           8.394 g 

ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ      1    1 
 
สารละลาย biotinyl-N-hydroxysuccinimide ester (BNHS, Sigma) 
 biotinyl-N-hydroxysuccinimide ester (BNHS, Sigma)   1   mg 
 dimethylsulfoxide       1  ml 
 ละลายใน glass tube        
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ภาคผนวก จ 
 

กราฟโปรตีนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่จ1  แสดงคา OD ที่ 750 nm  ของปริมาณโปรตีนมาตรฐานในแตละความเขมขน 

 
 
 

standard cruve

y = 0.0001x + 0.0322
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กราฟผนวกที่ จ1   แสดงคา OD ที่ 750 nm เปรียบเทียบกบัปริมาณโปรตีนในการสรางกราฟ 
                             มาตรฐาน 

                   ปริมาณโปรตีน (µg/ml)                                     คา OD 750 nm                              
                           8,000                                                                  0.804 
                           4,000                                                                  0.491 
                           2,000                                                                  0.270 
                           1,000                                                                  0.159 
                            500                                                                    0.075 
                            250                                                                    0.059 
                            125                                                                    0.024 
                           62.5                                                                    0.016 
                           31.25                                                                  0.008          
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