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 (1) 



 

 

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่                                                                                                                       หนา 
      1  แสดงจํานวนครั้งที่ทําการเลี้ยงกุงกุลาดําเพือ่เพิ่มจํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาว 
                           และปริมาณโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเพิ่มจํานวนใน 

แตละครั้ง           33 
      2  แสดงน้ําหนักโมเลกุลแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เตรยีม            

ไดจากการทดลองเปรียบเทียบกับผลงานวจิัยอ่ืนๆ                                               33 
      3      แสดงผลการเชื่อมเซลล (cell fusion)                                                                    39 
      4  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจาก     
                           การเชื่อมเซลลคร้ังที่ 2                        40 

  5 แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตวัแดงดวงขาวจากการทํา       
                        indirect ELISA ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการเชื่อมเซลลคร้ังที่ 3      41 
  6 แสดงคา OD ที่ 405 nm ของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ไดจาก                        
                        เซลลไฮบริโดมารหัส  3G3 และ 5G5  ในการหา isotype  โดยใช  

          Mouse MonoAb ID/SP Kit                                        46 
  7 แสดงคา OD ที่ 280 nm  และความเขมขนของสารละลายโปรตีน (IgG)           
                       ในขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช  
                       HiTrap TM Protein A (Amersham  Pharmacia Biotech)      50                            

      8  แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีการตาง ๆ ในการตรวจไวรสัตัวแดงดวงขาว 
                           ในกุงกุลาดาํ                                                                                                          75 
 
ตารางผนวกที่                                                                                                                           
        ก1  แสดงน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวทีม่ีการรายงาน               85 
        ก2               แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือด                 

กุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate 
โดย วิธี indirect ELISA          86 

        ก3  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือด                 
                           กุงกุลาดําปกติและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate โดย 
                           วิธี indirect ELISA                                                                         87 
 

        (2) 



 

 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่          หนา 
        ก4               แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหา titer ที่เหมาะสมของแอนติบอดตีอ            
                           ไวรัสตัวแดงดวงขาวในซร่ัีมหนู โดยวิธี indirect ELISA  ซ่ีงใชความ 
                           เขมขน ของแอนติเจน 5 µg/ml  และ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate 
                           เจือจางที่ 1: 10,000          88 
        ก5              แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดตีอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจาก         
                           ascitic  fluid  ของการเชื่อมเซลลคร้ังที่ 3        89 
        ก6          แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหา titer  ของแอนติเจนและโมโนโคลนอล   
                           แอนติบอดทีี่เหมาะสมเพือ่ใชในการตรวจไวรสัตัวแดงดวงขาว ในตวัอยาง 
                           กุงโดยวิธี indirect ELISA           90 
        ก7               แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหา sensitivity ของโมโนโคลนอล 
               แอนติบอดีในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี indirect ELISA                   91 
        ก8   แสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง              
                            แอนติเจนกบั conjugated biotin monoclonal antibody ตอ 
                           ไวรัสตัวแดงดวงขาว                                                                                    92 
        ก9               แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหา titer  ของแอนติเจนและ purified  
               immunoglobulin ที่เหมาะสม เพื่อใชในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว 
               ในตัวอยางกุงโดยวธีิ indirect ELISA                          93  
        ก10              แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหา sensitivity ของโมโนโคลนอล                    
                            แอนติบอดใีนการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี BS-DAS ELISA                 94                    
        ข1                แสดงคา OD ที่ 492 nm ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ที่ไดจากการเชื่อม           
                            เซลลคร้ังที่ 2 นํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชี้อไวรัส                    
                            ตัวแดงดวงขาว โดยวิธี indirect ELISA         97 
        ข2                แสดงคา OD ที่ 492 nm ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ที่ไดจากการเชื่อม       
                             เซลลคร้ังที่ 3 นํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอ 
                             เชี้อไวรัสตวัแดงดวงขาว โดยวิธี indirect ELISA       100 
        ค1                 การทดลองตรวจหาไวรสัตัวแดงดวงขาวโดยวิธี indirect ELISA                      110 
        ค2                 การทดลองตรวจหาไวรสัตัวแดงดวงขาวโดยวิธี BS-DAS ELISA                    113 

 

     (3) 



 

 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่                                                                                                                             หนา    
        จ1                แสดงคา OD ที่ 750 nm ของปริมาณโปรตีนมาตรฐานในแตละความเขมขน     130 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่                                    หนา 
   1           แสดงแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์และไมไดทําบริสุทธิ์          
                       เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน  และโปรตีนที่ไดจากเลือดกุงกุลาดําปกต ิ
                       ดวยวิธี SDS-PAGE แลวยอมดวยสี Coomassie brilliant blue R250    34 
   2          แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือดกุงติด             
                       เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate โดย 
                       วิธี indirect ELISA          36 
   3          แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือดกุงปกต ิ         
                       และ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate โดยวิธี indirect  ELISA     37 
   4          กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา chequerboard titration เพื่อหา             
                       คาความเจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดตีอไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่สามารถ 
                       แยกความแตกตางระหวางเลือดติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุงปกติ                                  38 
   5                 กราฟแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา indirect ELISA  เพื่อทดสอบความ       
                       จําเพาะของแอนติบอดี ตอไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่ผลิตไดจากไฮบริโดมารหัส  

         1B5, 3G3, 4D11, 5G5 หลังการทํา limting dilution                                                 43       
   6                  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา indirect ELISA  เพื่อหา titer          
                       ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจาก ascitic fluid   
                       ของหนูที่ฉีดเซลลไฮบริโดมา        44 
   7           แสดงผลการศึกษาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี                
                        Western blot          48 
   8                  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 280 nm ที่ไดจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี        
                       ใหบริสุทธิ์ดวยวิธี  affinity chromatography โดยใช HiTrap TM Protein A              51 
   9                   แสดงแถบโปรตีน ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5  ทําบริสุทธิ์เทียบ            
                        กับ ascitic fluid ที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ (ความเขมขนของโปรตีน 
                        เทากับ 10 µg)  ดวยวิธี SDS-PAGE                                                                       52 
  10                  กราฟแสดงผล chequerboard titration เลือดกุงกุลาดําที่ตดิเชื้อไวรัสและเลือด           
                        กุงปกติ กับโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก culture fluid                    54       

   
 

            (5) 



 

 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่                                    หนา 
   11                กราฟแสดงผล chequerboard titration เลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสและเลือด                
                       กุงปกติ (แอนติเจน) กับโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก ascitic fluid             55 
  12                การทดลองตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในตัวอยางกุงโดยวิธี indirect ELISA      56 
   13                กราฟแสดงผล sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ                       
                       ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา โดยวิธี indirect ELISA                                       57                             
   14                กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง                       
                       แอนติเจน กับ biotin conjugated monoclonal antibody  ตอเชื้อ 
                       ไวรัสตัวแดงดวงขาว                                                                                               59 
   15                กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง         
                       แอนติเจนกับ purified immunoglobulin 5G5 โดยวิธี BS - DAS ELISA                60 
   16                การทดลองตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในตัวอยางกุงโดยวิธี                                   
                       BS-DAS ELISA                                                                                                     61 
   17                กราฟแสดงผล sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ                      
                       ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา โดยวิธี BS-DAS ELISA                                    62 
   18                แสดงผลการหา dilution ของแอนติเจน (เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว             
                       กับเลือกกุงปกติ) ที่เหมาะสมในการทําปฏิกริิยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
                       5G5 (culture fluid)โดยวิธี dot ELISA                                                                    64              
   19                แสดงผลตรวจหาไวรัสตวัแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง                          
                       เปรียบเทียบกบักุงปกติ 10 ตวัอยาง โดยวิธี dot ELISA                                          65 
   20                แสดงผลการหา sensitivity ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหา                      
                       ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี dot ELISA                                                                 66 
   21                แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ                         
                       ไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวิธี dot ELISA ใช  
                       biotin conjugated monoclonal antibody 1:1,600                                                   68 
 
 
 

                   (6) 



 

 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่                                  หนา 
   22                    แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ                         
                           ไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวิธี dot ELISA ใช 
                           biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200                                                69 
   23                    แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ                          
                           ไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวิธี dot ELISA ใช 
                           biotin conjugated monoclonal antibody 1:6,400                                                70 
   24                    แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา จากตัวอยางกุง40 ตัวอยาง          
                           เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยางของแอนติเจน 1:400 โดยวิธี 
                           BS-dot  ELISA ใช  biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200                71 
   25                   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา จากตัวอยางกุง  
                          40 ตัวอยาง เปรียบเทียบกบักุงปกติ 10 ตวัอยางของแอนติเจน 1:800  
                          โดยวิธี BS-dot  ELISAใช  biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200      72                              
   26                   แสดงผลการหา sensitivity ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหา                
                          ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวธีิ BS-dot ELISA                                                        73 
 
ภาพผนวกที่  
     จ1                  แสดงคา OD ที่ 750 nm เปรียบเทียบกบัปริมาณโปรตีนในการสรางกราฟ          
                           มาตรฐาน                                                                                                          130 
 

         (7) 
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การพัฒนาวิธีการทางอิมมูโนวิทยาในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ในกุงกุลาดํา โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

Development of Immunoassay for the Detection of White Spot  Syndrome Virus 

in Black Tiger Shrimp (Penaeus monodon ) Using Monoclonal Antibody 

 
คํานํา 

 

กุงกุลาดํามีความสําคัญทางการคาโดยเฉพาะอยางยิ่งเกีย่วกับธุรกิจการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
เนื่องจากรสชาติดี เปนกุงขนาดใหญ ทนทานตอการขนสง เล้ียงงาย โตเร็ว อัตรารอดสูงและเพาะ 
พันธุไดไมยาก ในภูมภิาคเอเชียแปซิฟกกุงกุลาดําเปนสัตวน้ําที่โดดเดนในเชิงพาณิชยมากกวาสัตว 

น้ําอ่ืนๆหลายชนิด  สําหรับเอเชียแรกเริ่มเดิมทีกุงกุลาดําเปนเพยีงผลพลอยไดจากการเลี้ยงปลานวล 
จันทรทะเลแบบธรรมชาติแลวถูกนํามาเลีย้งอยางจริงจังและคอยๆเปล่ียนเปนการเลี้ยงแบบพัฒนา 

 

 ประมาณป พ.ศ.2516 บุคคลหลายฝายที่เกีย่วของกับการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําในประเทศไทยได
ใหความสนใจกับกุงกุลาดํามากขึ้น มีการพฒันาการเพาะเลี้ยงอยางตอเนือ่ง เกิดผลผลิตจํานวนมาก 
และใหผล ตอบแทนทางเศรษฐกิจสูง ประมาณป พ.ศ. 2544 ประเทศไทยมีพื้นที่เล้ียงกุงกุลาดํา 
600,000 ไร ผลผลิตรวม 300,000 ตัน ทําเปนสินคาสงออก 255,500 ตนั มูลคา 98,680 ลานบาท   
สําหรับป 2547  สถานการณการผลิตกุงกุลาดําของไทยซบเซาลง เนื่องจากเกษตรกรชะลอการเลี้ยง 
เพราะไมมัน่ใจในเรื่องของราคากุงซ่ึงมีแนวโนมลดลง ความผันผวนของการทําธุรกิจกุงเกดิขึ้นหลาย
ปกอนหนาผลผลิตกุงลดลง  เนื่องจากปญหาผลกระทบของมลภาวะทีเ่กิดจากการเลี้ยงกุง โรคระบาด 
การใชยา และเคมีภัณฑดวยความเขาใจที่ไมถูกตอง 

 

 สําหรับการเกดิโรคระบาดเปนปญหาที่สรางความเสียหายตอผลผลิตกุงกุลาดําเปนอยางมาก 
การระบาดของโรคไวรัส โดยเฉพาะโรคไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงเกิดจากเชื้อไวรัส white spot 
syndrome virus (WSSV) เปนไวรัสชนิด DNA ที่มีความรุนแรงมาก สามารถแพรระบาดในแหลง
เล้ียงกุงทั่วประเทศไทยไดอยางรวดเร็ว เชือ้ไวรัสดังกลาวไดสรางความเสียหายใหแกผูเล้ียงกุงทั้งใน
ประเทศและอกีหลายประเทศทั่วโลก ทั้งในทวีปเอเชยี สหรัฐอเมริกา และประเทศในกลุมอเมริกาใต 
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เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถฆากุงในบอเล้ียงไดสูงถึง 90%  ภายในเวลา 3 ถึง 10 วัน และเปน
ตัวการสําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายในอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงของเอเชียในชวง 10 ปที่ผานมา   

 

 เพื่อใหการพัฒนาการเลี้ยงกุงกุลาดําเปนไปไดอยางตอเนือ่งหลายฝายไดตระหนักและ
เล็งเห็นความสําคัญและความจําเปนในการตรวจสอบเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําซ่ึง
จําเปนตองมวีธีิการตรวจสอบเชื้อไวรัสที่มปีระสิทธิภาพ เพื่อใชเปนเครื่องมือในการตรวจวนิิจฉัยโรค
ไดอยางถูกตอง นําไปสูการจดัการและควบคุมโรคไดอยางเหมาะสม ในปจจุบันการตรวจวินิจฉยัโรค
ไวรัสตัวแดงดวงขาวนยิมการตรวจดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) วิธีนี้เปนวิธีการวนิิจฉยั โรคที่มีความจําเพาะ (specificity) และมคีวามไว (sensitivity)  แตการ
ตรวจดวยวิธี PCR ตองอาศัยผูที่มีความรูและความชํานาญในการทํา รวมทั้งตองใชอุปกรณและ
สารเคมีที่มีราคาแพง ทําใหคาตรวจสูงตามไปดวย  มีอีกวิธีหนึ่งที่นาสนใจคือวิธีการตรวจทางอิมมูโน
วิทยา  ซ่ึงเปนวิธีการที่สามารถตรวจวินจิฉัย โรคไวรัสตัวแดงดวงขาวไดผลอยางรวดเร็วและแมนยาํ
วิธีหนึ่ง  และเมื่อเทียบกับวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี PCR  วิธีนี้ไมตองใชผู
ที่มีความรูความชํานาญมาก อีกทั้งคาใชจายในการตรวจก็นอยกวา ดังนั้นจึงนาสนใจที่จะพัฒนาการ
ตรวจวนิิจฉยัโรคไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา  

 

 การตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยาอาศยัคุณสมบัติการทํา
ปฏิกิริยาที่จําเพาะเจาะจงของแอนติเจนและแอนติบอดี ซ่ึงแอนติบอดทีี่ใชควรเปนโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ทีจ่ําเพาะตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้ไดจากเทคนิคไฮบริ
โดมา  และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจะนําไปใชพฒันาการตรวจหาไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยวิธี
ทางอิมมูโนวทิยาตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 

 

2.  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได  มาทําการทดลองใชในการตรวจหาไวรัสโรคตัวแดงดวง
ขาวโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา (indirect ELISA, dot-ELISA, BS-DAS ELISA, BS-dot ELISA) 

 

3.  ทดสอบหาวิธีการทางอิมมูโนวิทยาทีเ่หมาะสม และปรับปรุงวิธีการที่เลือกใชใหมปีระสิทธิภาพ
ในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวไดดยีิง่ขึ้น 
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การตรวจเอกสาร 
 

 1. กุงกุลาดํา

 

 กุงกุลาดํา เรียกชื่อตามภาษาไทย  มีช่ือสามัญที่รูจักกันทัว่ไปวา black tiger shrimp, black 
tiger prawn และ giant  tiger prawn มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Penaeus monodon Fabricius  อยูใน 
Phylum Arthropoda , Class Crustacea, Family Penaeus   (เบณจมินทร, 2547) กุงกุลาดําเปนกุงทะเล
ชนิดหนึ่งที่มีขนาดใหญ  มีแถบสีน้ําตาลหรือดําพาดขวาง มีเปลือกหัวเกล้ียงไมมีขน ฟนกรีดานบน  
7-8 ซ่ี ดานลาง 3 ซ่ี   ชองขางกรีทั้งสองดานแคบและยาวไมถึงฟนกรีสุดทาย ที่ขาเดินคูที่ 5 ไมมี
รยางคอันนอก (วัลลภ, 2532) กุงกุลาดําเปนสัตวน้ําเค็มที่มรีสชาติดี มีคุณคาทางอาหารสูง เปนสินคา
สงออกนํารายไดเขาประเทศมาเปนอันดับหนึ่งในบรรดาสินคาสัตวน้ํา 

 

1.1  ถ่ินอาศัยของกุงกุลาดํา 

 

      ถ่ินอาศัยของกุงกุลาดํา  ไดแก  นานน้ําแถบใตฟลิปปนส อินโดนีเชยี มาเลเซีย  และที่พบ
มาก ไดแก ออสเตรเลยี  อินเดีย  และไทย ซ่ึงในไทยพบแพรกระจายทัว่ไปในอาวไทย  และพบมาก
บริเวณนอกฝงทะเลจังหวัดชมุพรถึงจังหวดันครศรีธรรมราช   ทางฝงมหาสมุทรอินเดีย (ทะเลอันดา
มัน) บริเวณนอกฝงของจังหวัดภูเก็ตและระนอง (ปกรณ, 2531)  กุงชนดินี้อยูในเขตรอน สามารถทน
อยูไดในน้ําทีม่ีอุณหภูมิสูงและความเค็มต่าํ ชอบอยูในทีซ่ึ่งเปนดินทรายปนโคลน และสามารถ
ปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในแหลงน้ํากรอยหรือในบอเล้ียงได (สนั่น, 2518) 

 

1.2  ระยะการเจริญของกุงกุลาดํา 

 

      ในดานชวีวิทยาหรือการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํานัน้  หลังจากแมกุงวางไขตามสภาพ
ธรรมชาติ  ไขที่ฟกออกเปนตัวจะอยูรอดไดเพียงไมกี่เปอรเซ็นตเทานัน้  สวนลูกกุงที่ออกจากไขนั้น
จะมีรูปรางเปลี่ยนแปลงไปตามการเจริญเติบโต ซ่ึงการเจริญเติบโตของลูกกุงนี้สามารถแบงออกได
เปน 3 ระยะดวยกันคือ 
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      ระยะทีห่นึง่  หรือระยะนอเพลียส (Nauplius stage) เปนระยะที่กุงออกจากไขซ่ึงมองดวย
ตาเปลาจะเห็นไดยาก มีรูปรางคอนขางกลม กินอาหารจากถุงที่ติดตัวมา  มีการลอกคราบรวมทั้งหมด 
6 คร้ัง 

      ระยะที่สอง  หรือระยะโปรตัวซัว (Protozoea stage) นับจากลูกกุงฟกตัวออกมาเปนเวลา
ประมาณ 3-6 วัน  แตยังวายน้ําไดไมแข็งแรง ลูกกุงในระยะนีจ้ะเริ่มกินอาหารและเปนระยะที่สําคัญ
มากที่สุด  หากลูกกุงผานระยะนีไ้ปไดมกัมีอัตราการรอดสูง อาหารลูกกุงในระยะนี ้ไดแก แพลงตอน
พืช แพลงตอนสัตว มีการลอกคราบ 3 คร้ัง 

 

       ระยะที่สาม  หรือระยะไมซิส (Mysis stage) เปนระยะที่กินอาหารพวกแพลงตอนสัตว
เล็กๆ ลูกกุงวยันี้แข็งแรงขึ้นมาก ลักษณะเริ่มเปลี่ยนแปลงไปเหมือนของพอแมกุง  แบงการเจริญเติบ 
โตออกเปนสามขั้น เมื่อกุงเจริญเติบโตถึงขั้นที่สามหรือเรียก ขั้นโพสทลาวา (Postlarva stage) นั้น ลูก
กุงจะกนิอาหารไดมากชนดิขึ้น เชน เนื้อหอย เนื้อปลา เปนตน 

 

      นับจากระยะออกไขจนถงึขั้นโพสทลาวากินเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง ระยะหลังสุดนี้
ถึงแมวากุงจะมีรูปรางคลายกุงขนาดใหญมากขึ้น  แตอวยัวะตางๆ ก็ยังไมสมบูรณดีและมีความยาว 

ไมเกินครึ่งนิว้หรือประมาณ 10 มิลลิเมตร  ตอเมื่อไดเจรญิเติบโตดวยการลอกคราบหลายๆ คร้ังจึงมี
ลักษณะเหมือนกุงใหญโดยสมบรูณ จากกุงวัยออนจนถึงโตเต็มวัยจนกระทั่งถึงระยะที่จะสืบพันธุกนิ
เวลาประมาณ 3 เดือน  และกจ็ะวางไขในทะเลลึกวนเวยีนอยูเชนนี้ตลอดไป (พรรณิภา, 2531) 

 

1.3  ลักษณะทีสํ่าคัญของกุงกุลาดํา 

 

      กุงกุลาดําเปนสัตวที่มีกระดูกหุมเนื้อหรือมีเปลือกหุมหัวและตวัมลัีกษณะเปนแผนบาง
และคอนขางแข็งมี 2 ช้ัน ซอนกันอยูประกอบดวย สารไคติน (chitin) โปรตีน  และเกลือแคลเซียม
คารบอเนตอยูกับไคตินคอนขางสูง เปลือกกุงกุลาดําจะแบงออกเปนปลองๆ   แตละปลองจะเชื่อม
ติดกัน  เพื่อใหสะดวกในการเคลื่อนไหวของลําตัวและรยางค  เปลือกกุงกุลาดํามีสวนที่ยึดติดกับ
โครงรางภายในดวย  กุงกุลาดําเจริญเติบโตโดยการเพิ่มจํานวนเซลลและขนาดเซลลของกลามเนื้อกับ
การลอกคราบอยางสัมพันธกันและตอเนื่องกัน กอนลอกคราบกุงจะกนิอาหารเต็มที่เพื่อเตรียมสะสม
อาหารและแรธาตุในจํานวนมาก  เมื่อมีการลอกคราบเปลือกเกาจะถูกสลัดทิ้งเมื่อเปลือกใหมภายใน
ถูกสรางเสร็จ โดยเปลือกใหมจะมีขนาดใหญกวาเดิมเพือ่ใหกุงกุลาดําเจริญเติบโตขึ้นหรือมีขนาด
ใหญขึ้น เปลือกใหมจะมกีารแข็งตัวขึ้นอยางรวดเร็ว  เนื่องจากมีการสะสมแคลเซียมไว  หลังจากตัว
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กุงกุลาดํามีเปลือกใหมที่ขนาดใหญกวาเดมิ เปนชวงทีกุ่งกุลาดําเจริญเติบโตสรางเนื้อจนเต็ม เริ่ม
สะสมอาหารและแรธาตุเพื่อลอกคราบใหม 

 

       กุงกุลาดํา หายใจทางเหงอืกและผิวหนงั เนื่องจากออกซิเจนสามารถซึมผานผิวหนังเขา
ไปเพื่อใชในการหายใจได  แตหลักๆ แลวกุงกุลาดําตองใชเหงือกในการหายใจ เหงือกของกุงกุลาดาํ
นั้นบอบบางถากระทํารุนแรงกับมัน เชน ใสสารเคมีที่มีฤทธิ์กัดกรอนทัง้หลายในปริมาณมากเกินไป
สามารถทําใหเหงือกบอบซ้ําและเปอยยุยได  นอกจากนี้เหงือกกุงกุลาดาํมีลักษณะเปนซี่ๆ งายตอการ
เกาะตดิของตะกอนตางๆ  หรือโปรโตซัวที่เปนโทษตอตัวกุงกุลาดํา  เชน ซูโอแทมเนียม 
(Zoothamnium)  ที่ผูเลี้ยงกุงเรียกติดปากวา “ซู” ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการหายใจลดลง และสงผล
ใหเกิดการออนแอได  ดังนัน้ตองคอยสังเกตและดูแลสภาพเหงือกของกุงกุลาดํา 

 

       การกินอาหารของกุงกุลาดําจะใชหนวดคูที่ 2 และคูที่ 3 คอยจับอาหารเม็ดหรือเหยื่อที่มี
ขนาดพอที่จะจับไดสงเขาปาก  การใหอาหารเม็ดที่มีขนาดพอเหมาะกบัรยางคดังกลาวจะชวยใหกุง
กินอาหารไดดสีงผลดีตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุงกุลาดําดวย  สําหรับการหาอาหารของกุง
กุลาดําจะมเีสน ประสาทรับความรูสึกทางกลิ่นที่หนวด บริเวณปากขาเดิน หวั เหงือก ลําตัว และแพน
หาง  

 

       ระบบการยอยอาหารภายในของกุงกุลาดํา มีปากทําหนาที่บดหรือฉีกอาหารใหมขีนาด
เล็กลง แลวสงลงสูการยอยอีกครั้ง  แตเนื่องจากมันมีลําไสตรงและสั้น อาหารที่ดีจึงควรจะยอยงาย 
และสารอาหารที่ยอยเปนสารละลายแลวอยูในรูปที่สามารถดูดซึมเขาไปเลี้ยงรางกายไดดีดวย  

 (เบญจมินทร, 2547) 

 

1.4  ระบบภูมคิุมกันของกุงกุลาดํา 

 

      กุงกุลาดําเปนสัตวที่อยูในกลุมสัตวเปลือกแข็ง (crustacean) อาศัยอยูในสภาพแวดลอมที่
มีไวรัส  แบคทีเรีย ปรสิตและจุลินทรียชนิดตางๆ  ทั้งกอโรคและไมกอโรค  ดังนั้นกุงกุลาดําจึงตองมี
ความสามารถเพียงพอตอการปองกันตนเองจากสิ่งแวดลอมที่สามารถกอใหเกิดโรคตางๆ โดยนอก 
เหนือจากสวนเปลือกที่คอนขางแข็งแรงสามารถใชปองกันการบุกรุกเขาสูรางกายของสิ่งแปลกปลอม
และเชื้อกอโรคตางๆ ยังคงตองมีระบบภูมคิุมกันภายในที่มีประสิทธิภาพเพียงพอในการทําลายสิ่งที่
ผานเขาสูภายในรางกาย   ระบบภูมิคุมกันแบงออกเปน 2 ระบบหลักๆ คือ adaptive immune system 
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และ innate immune system  สัตวจําพวก crustacean จะไมมีระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immune 
system ซ่ึงก็คือไมมี memory cell ในระบบภูมิคุมกันนัน่เอง กุงกุลาดาํจะมีผนังของระบบการยอย
อาหารที่มีไคตนิเปนองคประกอบ และยังมกีรดหลายชนดิ อีกทั้งมีเอนไซมที่มีความสามารถในการ
ยอยไวรัสและแบคทีเรียหลายชนิด โดยสวนใหญแลวผิวหนังชั้นนอกกส็ามารถปองกันเชื้อโรคได
เกือบทั้งหมดแลวแตพบไดบอยวาจะเกิดโรคตอเมื่อผิวหนังชั้นนอกเกดิการฉีกขาดและเมื่อเชื้อโรค
เขาสูรางกายไปยังกระแสเลือดพบวาจะมกีลไกการทํางานของระบบภูมิกันที่ซับซอนขึ้น ซ่ึงจะเปน
กลไกที่เกีย่วของกับการตอบสนองทางเซลลภูมิคุมกัน (cellular responses)  มักจะใชเซลลเม็ดเลือด
เปนหลักในการตอสูและกําจดัสิ่งแปลกปลอม ซ่ึงมีวิธีการหลายวิธีไดแก ความสามารถเกาะจับทําให
ส่ิงแปลกปลอมและเชื้อกอโรคตกตะกอนจากนั้นจะทําลายโดยการกลนืเซลลโดยวิธี phagocytosis, 
การเกิด nodule (nodule formation) และการหอหุมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) ถาส่ิงแปลกปลอม
มีขนาดเล็กและมีจํานวนนอยจะถกูกําจดัโดยขบวนการ phagocytosis  ขบวนการนีน้บัเปนดานแรก
ในการปองกนัเมื่อมีพาราไซตหรือส่ิงแปลกปลอมบุกรุกผานชั้นผิวปกคลุมเขามาสูรางกาย  วิธีการ
กลืนเซลลส่ิงแปลกปลอมจะมีการยื่น cytoplasmไปลอมสิ่งแปลกปลอมแลว lysosome จะหลั่งสาร
ชวยยอยซ่ึงมีทัง้สารตอตานแบคทีเรียและ hydrolytic enzyme หลังจากทาํการยอยสลายแลวก็จะ
ปลอยสวนที่ถูกทําลายแลวออกมาจากเซลลสําหรับการเกิด nodule จะใชเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมเขามา
เปนจํานวนมาก สวนการหอหุมส่ิงแปลกปลอมจะเกิดเมือ่มีส่ิงแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญ ในสวน
การตอบสนองทางน้ําเลือด (humoral responses) ไดแก เลคติน (lectins) หรือ agglutinins หนาที่
สําคัญของเลคตินในระบบภมูิคุมกันนาจะมี 2 หนาที่ คือ หนาที่การกาํจัดเซลลที่ไมตองการทิ้งไปใน
ระหวางขบวนการเจริญเติบโต (metamorphosis) และหนาที่การมีสวนรวมในปฏิกิริยาการปองกัน
การติดเชื้อ (อภิชัย, 2549)  เอนไซม lysozyme ทําใหผนงัเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกแยกออก  
สําหรับแบคทีเรียแกรมลบ lysozyme มีฤทธิ์เล็กนอยไมสามารถทําใหเกดิการแยกของผนังเซลลแต
ชวยใหแบคทีเรียมีความไวมากขึ้นตอการกระทําของสารตอตานเชื้อแบคทีเรียตัวอ่ืน เอนไซม 
phenoloxidase เปนเอนไซมที่เกิดจากการกระตุนระบบ prophenoloxidase ของครัสตาเซียโดย 
lipopolysaccharide,  peptidoglycan และ b-1, 3-glucan ซ่ึงเปนสวน ประกอบผนังเซลลของเชื้อ
แบคทีเรีย  phenoloxidase จะไป oxidize สารกลุม phenol ใหเปน quinone แลวเปลี่ยนไปเปน 
melanin ตอไป หนาที่ของ melanin จะชวยในการยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของพวกเชื้อ
แบคทีเรีย  สารตอตานแบคทีเรีย (antibacterial substances) เปนสารประกอบขั้นสุดทายที่ไดจาก
กระบวนการของระบบ prophenoloxidase เชนเดียวกับเอนไซม phenoloxidase รวมทัง้คุณสมบัติใน
การปองกันการเจริญเติบโตของพวกแบคทีเรียและฟงไจ ( Jiravanichpaisal, 2005) 
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2.  ไวรัสตัวแดงดวงขาว

 ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนชื่อเรียก ภาษาไทย สวนในภาษาอังกฤษ จะมีช่ือเรียกหลายชือ่
ดวยกัน ไดแก 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  และในปจจุบนั คณะกรรมการจัดจําแนกไวรัสนานาชาต ิ(International 
Committee on Taxonomy of Viruses)ไดจดัใหไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus, 
wssv)  เปน species ที่อยูใน genus Whispovirus , family Nimaviridae (Vlak et al., 2002)ไวรัสชนิดนี้
พบครั้งแรกในแถบเอเชียตะวนัออก เมื่อป คศ. 1992 จากนั้นก็ไดแพรกระจายไปยงั อเมริกากลาง และ
ละตินอเมริกา ไวรัสชนิดนีเ้ปนเชื้อสาเหตุหลักที่กอความเสียหายใหกับธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
ในประเทศไทยมีรายงานการคนพบครั้งแรกเมื่อ ปลายป พ.ศ.2537 พบมีการระบาดทีจ่ังหวดัทางภาค
ตะวนัออกและภาคใตตั้งแตจังหวดัชุมพร สุราษฎรธานี สงขลา นครศรีธรรมราช และปตตานี สวน
ภาคใตฝงตะวนัตกพบที่จังหวัดตรัง และมกีารระบาดตลอดจนถึงปจจบุัน (ชลอ, 2543) 

  2.1  อนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 

       เมื่อศึกษากลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาอนภุาคของไวรัสจะม ีenvelope หุมอยู 
รูปรางของเชื้อเปนแทงหรือรูปไข มีขนาดความยาวประมาณ 350 nm ความกวางประมาณ  150 nm 
อนุภาคไวรัสจะมีสวนที่เหมอืนหางหนึ่งเสนอยูตรงปลายอนุภาคไวรัส สวนของ nucleocapsid เปน
ทอนทรงกระบอก ขนาด 325 x 120 nm  ขนาดอนภุาคโดยสมบรูณ จะมขีนาดประมาณ  395 x 157 
nm (Zhan et al., 1998) จากการรวบรวมรายงานจีโนมทีส่มบูรณของไวรัสตัวแดงดวงขาว ในปจจบุัน
มีทั้งหมด  3 isolate ที่แตกตางกัน โดยมีขอมูลลําดับเบสอยูที่ GenBank Accession No. AF332093, 
AF369029 และ AF440570  จีโนมของไวรสัตัวแดงดวงขาวทั้ง 3 isolate ไดมาจาก ประเทศจนี 
ประเทศไทย และประเทศไตหวัน ตามลําดบั  Accession No. AF332093 ศึกษาจากไวรัสตัวแดงดวง
ขาวที่ไดจากกุงกุลาดําที่ติดเชื้อจากบอเพาะเลี้ยงในประเทศจีนพบวาไวรัสมีสารพันธุกรรมเปน          
ดีเอ็นเอ รูปแบบเปนวงกลมสายคู (double-stranded circular DNA) มีขนาด 305,107 bp  มีปริมาณ 
GC (G+C content)  41 เปอรเซ็นต  เมื่อทํา sequence analysis พบวามี 531 putative open reading 
frame (ORF) และมียนีที่มีหนาที่ถอดรหัสเปนโปรตีนเพยีง 181 ORFs เทานั้น (Chen et al., 2002)  ใน
สวน Accession No.  AF369029  พบจีโนม ดีเอ็นเอ  ขนาด 292,967 bp  มี ORFหลักอยู 184 ORFs  
จากการศึกษาสวนใหญพบวามียีนที่ถอดรหัสเปนโปรตีนที่ทําหนาเปนเอนไซมในเมทาบอลิซึม  การ
เพิ่มจํานวนของดีเอ็นเอและ protein modification คาดวามีเพียง 5 ORFs ที่เปนยีนสําหรับถอดรหัส
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สําหรับเปนโปรตีนโครงสรางของอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว (van Hulten et al., 2001) และ 
Accession No.AF440570  เปนจีโนมไวรัสที่แยกไดจากประเทศไตหวนัมี 307,287 bp ประกอบดวย
181 ORFs ซ่ึงสวนใหญยังไมทราบถึงหนาที่ของยีนเหลานี้ (Yang et al., 2001) 
 

2.2  โปรตีนที่เปนองคประกอบของอนุภาค 
 
       ในชวงแรกการศึกษาจําแนกโปรตีนทีเ่ปนองคประกอบของอนุภาคไวรัสตัวแดงดวงขาว 

(viral protein, VP) พบโปรตีนขนาดประมาณ 19, 28 kDa (VP19 และ VP28) เปนองคประกอบสวน 
envelope  และ 15, 24, 26 kDa (VP15, VP24 และ VP26) เปนองคประกอบสวน nucleocapsids 
โปรตีนดังกลาวเปนโปรตีนหลักที่พบอยูในไวรัส   VP28 และVP26  มีขนาดยนีประมาณ 615 
nucleotide ถอดรหัสได  204 amino acid และ VP28 ยังเกีย่วของกับกลไกการติดเชื้อของไวรัส 
( Marielle et al., 2000a; Marielle et al., 2001)  ในบางครัง้พบวา VP 24, VP26 และ VP28 มีขนาด 
ยีนใกลเคียงกนั ถอดรหัสไดประมาณ  206 amino acid  อาจมีความแตกตางกันที่ electrophoresis 
mobility , isoelectric point, conformation และ post-translational modification (Marielle et al., 
2000b)  VP19 มีขนาดยนีประมาณ 182 nucleotide  สวน VP15 เปนโปรตีนพื้นฐานมหีนาที่คลาย 
DNA-binding protein เกีย่วของกับขั้นตอนการประกอบจโีนมไวรัส มีขนาดยนีประมาณ 109 
nucleotide  ( Marielle et al., 2002; Witteveldt et al., 2005)  ในเวลาตอมาสนใจศึกษาจําแนกโปรตีน
ที่มีขนาดใหญขึ้น ดวยวิธี liquid chromatography-nano-electrosprayionization-mass spectrometry 
(LC-nano-ESI-MS/MS) พบ VP664  มียีนขนาดใหญ 18,234 nucleotide ถอดรหัสได 6,077  amino 
acid  เมื่อศึกษาตอโดยวิธี immunoelectron microscopy analysis พบโปรตีนชนิดนี้อยูในอนภุาคไวรสั 
มีรูปรางเปนวงแหวนกระจายอยูเปนชวงๆอยูรอบ nucleocapsid ซ่ึงในการศึกษานีย้ังมีการถกเถียงกัน
อยูวาเปนโปรตีนโครงสราง ของ nucleocapsid หรือไม (Tasi et al., 2004; Leu et al., 2005)    การ 
ศึกษาโปรตีนในระยะหลังสวนมากเปนโปรตีนที่เปนองคประกอบในสวน envelope  ไดแก VP39 มี
ยีนขนาด 849 nucleotide ถอดรหัสได 283 amino acid และ VP124 ยีนมีขนาด  3,582 nucleotide  
ถอดรหัสได 1,194 amino acid   สวน VP187 ยีนมีขนาด 4,818 nucleotide  ถอดรหัสได 1,606 amino 
acid ทั้งสามเปน late gene (Zhu et al., 2005a; Zhu et al.,2005b; Li et al., 2006)  การนาํโปรตีนที่เปน
องคประกอบสวน envelope  ชนิด  VP22/26, VP 28, VP31,VP68, VP281, VP292 และVP466  มา
ศึกษาความเกีย่วของกับกลไกการติดเชื้อของไวรัส โดยสรางแอนติบอดีจากโปรตีนไวรัส ทดสอบ 
neutralization พบโปรตีนไวรัส VP31, VP68, VP281และVP466 มีความเกี่ยวของในกลไกการติดเชื้อ
ของไวรัสตัวแดงดวงขาว สวนรายละเอยีดของกลไกตองมีการศึกษาตอไป (Li et al., 2005; 
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 Wu et al., 2005)   มีรายงานเกี่ยวกับโปรตนีไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยไดศึกษาจากเนือ้เยื่อสวนตางๆ
ของกุงกุลาดํา 50 ตัวโดย SDS-PAGE พบโปรตีนที่คาดวาเปนโปรตีนของไวรัสมากมายหลายขนาด 
รูปแบบของโปรตีนที่พบในแตละเนื้อเยื่อของกุงแตละตวัไมเหมือนกนัเกิดจากระดบัการติดเชื้อและ
ความจําเพาะภายในของกุงแตกตางกัน แตมีเพียงโปรตีนขนาด 53 kDa ที่พบในเนื้อเยือ่กลามเนื้อของ
กุงทุกตวั และเมื่อผลิตโมโนโคลนอลตอ VP53 ใชตรวจหาไวรัสตัวแดงขาวไดอยางมปีระสิทธิภาพ
จาก (Rameshthangam and Ramasamy, 2005)  
                                                                                                                                                                                                                           

3.  โรคตัวแดงดวงขาว
 

การศึกษาทางคุณสมบัติทางชีววิทยาของไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวาไวรัสชนิดนี้สามารถกอ
โรคในสัตวน้ําพวก กุง ปู (crustaceans) และพวก invertebrate ที่อยูในทั้งน้ําเค็ม  น้ํากรอย และน้ําจืด
เนื้อเยื่อที่เปนเปาหมายหลักในการติดเชื้อ คอื ectodermal และ mesodermal  เชน  เหงอืก  อวัยวะ
น้ําเหลือง และเยื่อบุผิวชั้นนอก  การเพิ่มจํานวนเริ่มตนในนิวเคลียสและเปนที่เกดิการประกอบตัวของ
อนุภาคไวรัส เมื่อออกจากเซลลโดยทําใหเซลลแตกออก (Vlak et al., 2002)  กุงที่เปนโรคจะมี
ลักษณะมีดวงสีขาวบริเวณเปลือก ลักษณะดวงที่เกดิขึ้นนี้เกิดจากความผิดปกติของการสะสมของ
แคลเซียมและฟอสฟอรัสที่ผิดปกติ ดวงสีขาวจะมีขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร พบมากคือบริเวณ
สวนหวัอาจมอีาการรวม เชน ลําตัวจะมีสีแดง กุงจะวายน้ําลอยเขาหาฝง ไมมีแรงดดีตัว กนิอาหาร
ลดลง  บางครั้งพบกุงลอกคราบไมออก  หรือลอกคราบแลวไมแข็งตวัและจะทยอยตายไปเรื่อยๆ อาจ
ตายหมดบอภายใน 3 ถึง 10 วัน  ในปจจุบนัการรักษาโรคในกุงกุลาดําที่เกิดจากเชื้อไวรัสทุกชนิดยงั
ไมมียาและสารเคมีชนิดใดรกัษาได (สุปราณี, 2546) 
 

4.  การตรวจวินิจฉัยโรคตัวแดงดวงขาว
 

4.1  การตรวจวินิจฉยัเชื้อไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวภายใตกลองจุลทรรศน 

 

        การตรวจวินิจฉยัภายใตกลองจุลทรรศนเปนการศกึษาทางพยาธิวิทยา โดยการนําเหงือก
และผิวใตเปลือกของกุงที่ปวยมายอมดวยฮีมาทอซิลินและอีโอชิน(H&E) ไวรัสชนดินี้จะทําใหเกดิ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของอวัยวะตางๆ  ไดแก  เหงือก  เซลลเยื่อบุผนังกระเพาะอาหาร  อวยัวะ
สรางเม็ดเลือด  ทอทางเดินอาหาร  โดยพบนิวเคลียสบวมโต  และเกดิ inclusion bodyในนวิเคลยีสที่
ยอมติดสีแดงถึงสีน้ําเงินดวยสีฮีมาทอซิลินและอีโอชิน (สุปราณี,2546) กรณีที่เกิดการติดเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาว จะพบ inclusion  body ในนวิเคลียสติดสีแดงถึงสีน้ําเงิน โดยถากุงเริ่มจะติดเชื้อระยะ 
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แรกจะพบ Cowdry A-type inclusion  ถาเปนการติดเชื้อระยะสุดทายพบลักษณะนวิเคลียสขยายใหญ 
ดัน Chromatin ไปติดที่ขอบเซลล (ชลอ, 2002)  การศึกษาพยาธิสภาพอวัยวะสวนตางๆ ของกุงพบวา
อวัยวะสวน eyestalk เปนอวัยวะทีเ่หมาะสมที่สุดในการศึกษาพยาธิสภาพเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาวเนือ่งจากสามารถตรวจพบเซลลในสวนนวิเคลียส (hypertrophied nuclei) แสดงการบวม
โตอยางชัดเจนในเวลา 36 ช่ัวโมง หลังการฉีดเชื้อ  เมื่อเทยีบกับการศกึษาในอวัยวะอ่ืนๆ ที่ตองใช
เวลานานกวาและอีกประการหนึ่งการศึกษาพยาธิสภาพของ eyestalk  จะไมทําใหกุงตาย 
(Yoganandhan et al., 2003) 

 

4.2  การตรวจวินิจฉยัเชื้อไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวโดยวธีิ PCR ( Polymerase Chain 
Reaction) 

 

      ไดทําการตรวจเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดาํวัยออนโดยใชการตรวจแบบ  

one-step PCR  สวนในพอแมพันธุและพาหะใชตรวจแบบ  two-step PCR  พบวากุงวยัออน 3,478 
ตัวอยาง ตดิเชือ้ 168 ตัวอยาง (4.83%)  พอแมพันธุกุง 864 ตัวอยาง ตดิเชื้อ 73 ตัวอยาง (8.45%)   

(สุดา และ ฉันทนา, 2543)  มีการพัฒนาวิธี PCRในการตรวจวินิจฉยัหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดย
วิธี Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เปนวิธีที่มี sensitivity สูง และรวดเรว็สามารถ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่มีอยูนอย เพียง 1 พิโคโมล เมื่อเทียบกับวิธี 
 nested –PCRซ่ึงตองใชดีเอน็เอใชถึง 10 พิโคโมล จึงจะสามารถตรวจวินจิฉัยหาเชือ้ไวรัสตัวแดงดวง
ขาวได ( Kono et al., 2004)  อวัยวะสวนตางๆของกุงที่ไดทําการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาวโดยวิธี PCR พบวาอวยัวะสวน eyestalk เปนอวยัวะทีเ่หมาะสมที่สุดในการใชตรวจสอบเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเนื่องจากสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเวลา 12 ช่ัวโมง หลังการ
ฉีดเชื้อ (Yoganandhan et al., 2003) 

        

4.3  การตรวจวินิจฉยัเชื้อไวรัสโรคตัวแดงดวงขาวดวยวธีิทางอิมมูโนวิทยา 
 

       ในการตรวจวิธีทาง immunohistochemical โดยใช fluorescent antibody technique แยก
สวนของเซลลและเนื้อเยื่อทีต่ิดเชื้อโดยใชการจับของ probes ที่เปนยนีที่จําเพาะตอไวรัสตัวแดงดวง
ขาวและตดิฉลากดวย digoxigenin สามารถตรวจเนื้อเยื่อท่ีติดเชื้อได (Poulos et al., 2001)   มีรายงาน
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัส
โปรตีนขนาด 28 kDa และโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสโปรตีนขนาด 18 kDa  ศึกษาโดยวิธี 
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immunodot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดสามารถใชตรวจสอบหาเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวใน
กุง Penaeus monodon ได  แตมีขอจํากัดวาสามารถตรวจโปรตีนไวรัส ตั้งแต 500 pg ขึ้นไป  (Anil et 
al., 2002)   มีการผลิต 18 kDa antiserum ตอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวนํามาตรวจหาเชื้อไวรัสโดยวธีิ 
Western blot และ ELISA เมื่อตรวจอวยัวะตางๆของกุง Penaeus indicus  ที่ติดเชื้อไวรัสเนื้อเยื่อสวน
หาง  สวนหัว  และ กานตา (eyestalk) เปนอวัยวะที่ตรวจพบปริมาณเชื้อไวรัสในปริมาณที่สูงกวาเนื้อ
สวนอื่น  จาก นั้นไดพัฒนาวธีิ agglutination โดยการใช 18- kDa antiserum เคลือบ latex beads เพื่อ
ตรวจหาเชื้อไวรัสหลังกุงไดรับเชื้อ 24 ช่ัวโมง (Sathish et al., 2004)  การตรวจไดพฒันาวิธี reversed 
passive latex agglutination (RPLA) ตรวจเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารของกุง 
kuruma (Penaeus japonicus) โดยใชอนภุาค  high-density latex เคลือบดวย specific polyclonal 
antibody สามารถตรวจหาเชือ้ไวรัสไดหลังจากที่ incubate 4 ช่ัวโมง  และพบวาวิธีนีจ้ะตรวจหาเชือ้
ไวรัสไดจากเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารเทานัน้  เมื่อเปรียบเทียบระหวางวธีิ RPLA กับวธีิ PCR  วิธี 
RPLAไมตองการความชํานาญทางดานชีวเคมี นอกจากนี้สารละลายและอุปกรณตางๆที่ใชในการ
ทดสอบก็สามารถที่จะเตรียมเปนชุดตรวจสําเร็จรูปไดซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกในการตรวจหาเชื้อไวรัสใน
บอกุงหรือนากุง  (Okumura et al., 2004) 

 

5.  การปองกันโรคตัวแดงดวงขาว

 

ศึกษาในระดับยีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว เร่ิมจากคนหายีนที่มีความสมัพันธกับเชื้อตัวแดง
ดวงขาวโดยทาํ cDNA library จากเลือดกุงที่ติดเชื้อไวรัสและใชเทคนิค phage display พบ 
recombinant protein จากยีน (pC9 clone ) ขนาด 171 bp  ทําปฏิกิริยากบัโปรตีนเชื้อไวรัสโดยวิธี 
Western blot  จุดประสงคเพือ่นํายีนที่ไดมาผลิตโปรตีนปองกันเชื้อไวรัสเขาทําลายเซลลกุง (เอื้อมนัส 
และคณะ, 2545)   การปองกนัเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยใหวัคซีนทางปากโดยสราง subunit 
vaccine ที่มีองคประกอบของ envelope protein ของอนุภาคไวรัสแลวใหกุงกินอาหารที่เคลือบ 
recombinant protein VP19 (r-VP19) เปรียบเทียบกับ r- VP28 พบวากุงที่กินอาหารเคลือบ r- VP28 
รอดชีวิต 61 เปอรเซ็นต  สวน r-VP19 ไมพบวากุงรอดชวีิต (Witteveldt et al., 2004)  ในดานการ
พัฒนาใชเทคนิคทางโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการปองกันโรค เปนแนวทางหนึง่ที่นาสนใจมาก 
ในปจจุบนัไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโปรตีนไวรัสในสวน VP28 และ VP 19 ซ่ึง
โปรตีนทั้งสองเปนองคประกอบในสวน envelop โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใชทดสอบการ 
neutralizeไวรัสโดยทดลองใน in vitro ใชเซลลจาก lymphoid Oka organ และทดสอบใน in vivo 
โดยการฉีดกุง พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองมีประสิทธิภาพในการ neutralizeไวรัสและลด
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อัตราการตายของกุงติดเชื้อ ( Shih, 2004)  อีกงานวจิัยเปนการปองกันโดยเนนการศกึษาสวนโปรตีน
หลักของไวรสั คือ VP28 กบั VP19  เปนโปรตีนสวน envelope  และ VP26 กับ VP24  เปนโปรตีน
สวน nucleocapsid   ทํา recombinant proteins ของโปรตีนทั้ง 4 ชนิด รูปแบบ TrVP28:19, TrVP28, 
TrVP24 และ TrVP26  ผลิตแอนติบอดีทดสอบดวยวิธี immunoblot แอนติบอดีจาก TrVP28:19  
สามารถ neutralized เชื้อไวรัสไดอยางมีประสิทธิภาพ สามารถประยุกตใชเปน immunotherapeutic 
รักษาการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําตอไป (Kim et al., 2004)  
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อุปกรณและวิธีการ 
   

1.  การเตรียมเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
 

1.1  การเลี้ยงกุงกุลาดํา 
 

      กุงกุลาดํา ( Penaeus monodon ) ที่ปลอดโรคจากฟารมเกษตรสมบรูณ จ.สุพรรณบุรี กุงที่
ใชมีน้ําหนักประมาณ 15-20 กรัม หรือ จํานวน 80-100 ตัว ตอกิโลกรัม  เล้ียงในบอพลาสติกขนาด 
250 ลิตร ความเค็ม 20 ppm ใหอากาศตลอดเวลาและใหอาหารเม็ดวนัละ 2 มื้อ เปลี่ยนน้ําวนัละ 1-2  
คร้ัง  เมื่อนํากุงกุลาดําจากฟารมมาเลี้ยงในบอพลาสติก ตองใหกุงกุลาดาํไดพักหลังจากขนสง เปน
เวลา 24 ช่ัวโมงกอนที่จะทําการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว อีกทั้งตองทําการแยกกุงกุลาดําไวเปน 
negative control ประมาณ 10 ตัว โดยเลี้ยงแยกจากกุงกุลาดําที่จะทําการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 

1.2  การฉีดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวและการทําเชื้อไวรัสตัวแดงใหบริสุทธิ์ 
 
             นําสารละลายเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากบริษทัซีพี 10 ml มาเจือจางประมาณ  
20 เทา ดวย  TN buffer (0.2 M NaCl, 0.02 M Tris-HCl, pH 7.4) แลวกรองดวย filter ขนาด 0.45 μm 
จากนั้นฉดีกุงดวยไวรัส ปริมาตร 200 μl เขาบริเวณ intramuscular สังเกตอาการของกุงที่ไดรับเชื้อ 
ไวรัสจากนัน้ทําการเก็บเลือดกุงจากหวัใจ โดยใชเข็มเบอร 24 พรอม syringe ขนาด 1 ml แทงเขา
บริเวณขาคูที่สามเพื่อดูดเลือดจากแองหวัใจนําเลือดกุงปน 8,000 g เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC   
จากนั้นแยกเอาสวนใสไปปน 100,000 gโดยใช ultracentrifuge   เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวแยกตะกอน
มาละลายใน 1 ml  ของ TN buffer ถายังไมนํามาแยกเชือ้ใหบริสุทธิ์ ใหเก็บไวที่ตูเยน็อุณหภูม-ิ70 oC   
 
2.  การแยกเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวใหบรสิุทธ์ิ 
 

       การนําสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวมาปนแยกใหบริสุทธิ์โดยผาน sucrose gradient 
 
       นําสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวใสลงบนสารละลายซูโครสที่เตรียมไว (ภาคผนวก ง )

จากนั้นนําไป ปน 100,000 g ที่อุณหภูมิ 4  oC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ถาปริมาณไวรัสมีมากจะพบแถบ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนสีขุนๆ  ถาไวรัสตัวแดงดวงขาวมีปริมาณนอย จะมองไมเห็นแถบไวรัสตัว
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แดงดวงขาวจงึตองเก็บสวนใสที่อยูดานลางของแถบ hemocyanin  เปนแตละ fraction  ยายแถบไวรัส
ตัวแดงดวงขาว หรือ fraction นั้นมาเจือจางใน TN buffer โดยใชเข็มเบอร 21 และ syringe ขนาด 10 
ml ในการดูด   จากนั้นปน 100,000 g ที่อุณหภูมิ  4 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนําตะกอนทีไ่ดมา
ละลายใน TN buffer เก็บที่ตูเย็นอุณหภมูิ -70 oC นําสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวมาตรวจ สอบดวย 
SDS-PAGE และหาปริมาณโปรตีนดวย Lowry method  (Lowry et al., 1951)  

 

 3.  การแยกโปรตีนองคประกอบของไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธี sodium dodesyl sulfate   

      polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

 

ผสมสารละลายไวรัสตวัแดงดวงขาวกับ sample buffer (SDS reducing buffer) ในอัตราสวน 
1:1 โดยใชสารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาว 10 μl  ผสมกับ sample buffer 10 μl  นําไปใสใน heat 
block อุณหภมูิ  95 oC  นาน 5 นาที  และโปรตีนมาตรฐาน  นําไปหยอดชองเจล (ใช 12 %  resolving 
gel buffer และ 4 %  stacking gel buffer ) ปริมาตร 15 μl ตอชุดเจลเขากับ electrophoresis โดยใช
กระแสไฟฟา 100 V 50 mA  ทําการยอมสีโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R-250   

     

4.  การหาปริมาณโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 

เปนการหาปรมิาณโปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ และปริมาณโปรตีนเลือดกุงกุลาดําที่
ติดเชื้อและไมติดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว ดัดแปลงจากวธีิของ Lowry method  (Lowry et al., 1951)  
ทํากราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin ความเขมขน 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
โปรตีนที่ตองการ 

     

5.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

 

5.1  การฉีดกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  

 

                  เทคนิคการผลิตโมโนโคลนอลดัดแปลงจากวิธีของ Kohler and Milstein (1975) 
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นําหนูเพศเมียสายพันธุ Balb/C อายุประมาณ 6-8 สัปดาห จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ ม.มหิดล 
 อ.ศาลายา จ.นครปฐม จํานวน 3 ตวั มาเลีย้งในกรงปลอดเชื้อที่อุณหภมูิ 25 oC แลวฉดีกระตุนดวย
สาร ละลายไวรัสตัวแดงดวงขาว ความเขมขน 20 μg  ตอคร้ัง  กอนฉีดกระตุนตองทําการกรองไวรสั
ดวย filter ขนาด 0.45 μm ปริมาณที่ใชฉีด 200 μl รวมกับ Freund’s complete adjuvant ในอัตราสวน 
1:1  ผสมใหกนัจนเปน water in oil emulsion เพื่อใหหนสูรางแอนติบอดีไดดีขึน้ แลวฉีดเขาใต
ผิวหนัง (subcutaneous injection) ใน ปริมาณ  0.2 ml  กอนฉีดครั้งแรกตองทําการเจาะเลือดหนูเพือ่
เปน negative control  การฉดีกระตุนจะทาํการฉีดทั้งหมด 4 คร้ัง  ใน 3 คร้ัง จะทําการฉีดหางกันครัง้
ละ 2 อาทิตย  และเมื่อฉีดครัง้ที่ 3 แลว  ตอมาอีก 2 สัปดาหทําการเจาะเลือดแลวนํามาตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว เมือ่ได titer ที่ดีแลวทําการฉีดครั้งสุดทาย (booster dose)  โดย
ใชสาร ละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวผสมกับ normal saline  ความเขมขนของ สารละลายไวรัสตวัแดง
ดวงขาว ในครัง้นี้สูงกวาครั้งแรก 4 เทา คือ 80 μg  แลวฉีดเขาชองทอง 

  

5.2  การหาความเขมขนของเลือดกุงติดเชื้อ เลือดกุงปกติ และconjugate ที่เหมาะสมในการ
ทํา indirect ELISA 

 

       5.2.1  นําเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เจือจางดวย coating buffer จนมี
ความเขมขน 5 μg /ml และ  2.5 μg /ml ใสลงใน ELISA plate ปริมาณหลุมละ 100  μl  จากนั้นนาํ 
plate ใสตูเย็นอุณหภูมิ 4 oC ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T 5 คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาที 

 

       5.2.2  เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl  นํา plate  ไปใสใน
กลองใหความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง เมือ่ครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T   5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

 

       5.2.3  เจือจาง แอนติบอดีซีร่ัมตอไวรัสตัวแดงดวงขาว  ที่ไดจากการเจาะเลือดหนูคร้ัง
สุดทายและหนูกอนฉีดไวรัส  เปน 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 หลุมที่เปน blank  
เติม blocking solution 100 μl   จากนัน้นํา plate ไปใสในกลองใหความชื้น และ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิ 
37 oC นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที เมื่อครบเวลา นํามาลางดวย PBS-T   5 คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาท ี 
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       5.2.4  เติม goat anti-mouse IgG- HRP โดยเจือจางดวย blocking solution ในอัตราสวน 
1:5,000 และ 1: 10,000 ลงในทุกหลุมปริมาณหลุมละ 100  μl จากนั้นนาํ plate ไปใสในกลองให
ความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   5  
คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

 

       5.2.5  นําสับสเตรท o-phenylenediamine (sigma) มาละลายดวย citrate-phosphate 
buffer ที่มี 30 % H2O2 ลงในทุกหลุมปริมาณหลุมละ 50 μl จากนั้นนาํ plateไปตั้งไวในที่มืดที่
อุณหภูมิหองรอจนกระทั่งเกดิสี ใชเวลาประมาณ  30 นาที 

 

      5.2.6  หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีโดยเติม 2N H2SO4 ลงในทุกหลุมปริมาณหลุมละ 50 μl 
จากนั้นนํา plate ไปวัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 492 nm ดวยเครื่อง ELISA plate reader 

  

5.3  การหา titer ของแอนตบิอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีอยูในซีร่ัมหน ูดวยวิธี indirect 
ELISA ขั้นตอนเหมือนทีไ่ดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อและเลือดกุงปกติ ความเขมขน  

5 μg /ml  เจือจางแอนติบอดซีีร่ัมตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเจาะเลือดหนูคร้ังสุดทายและ
หนูกอนฉดีไวรัส แบบ two fold dilution ตัง้แต1: 2,000 – 1: 2,048,000 ใน  blocking solution จากนัน้
เติมและ goat anti-mouse IgG- HRP ความเขมขน 1: 10,000                                                                                                 

 

5.4  การเชื่อมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา 

 

        นําเซลลมัยอีโลมาสายพันธุ P3-X63Ag8.653 ซ่ึงเปน HGPRT- จากหนูสายพันธุ Balb/C 
มาเลี้ยง ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI- 1640 (GIBCO) ที่มี fetal bovine serum (FBS) อยู 10 เปอรเซ็นต 
โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะ exponential phase ประมาณ 2-3 วัน และควรเลี้ยงเซลล
ใหปริมาณ  10x107 เซลล  ตอการเชื่อมเซลล 1 คร้ัง กอนการเชื่อมเซลลลางเซลลมัยอีโลมา 2 คร้ัง ปน 
300 g นาน 5 นาที  นํามามหนูออกมาโดยวิธี aseptic technique และบดมาม นําเซลลที่ไดมาปนลาง
ใน RPMI-1640 ปริมาณ 10 ml  ปน 300 g นาน 5 นาที จาํนวน 2 คร้ัง จากนั้น ละลายตะกอนเซลล
ดวย RPMI-1640 ใหมีปริมาณ 5 ml  นับเซลล ผสมเซลลมามกับเซลลมัยอีโลมาอัตราสวน 1:1 ใน
หลอดแกวฝาเกลียว ( screw cap tube)  ขนาดปริมาตร 15 ml เขยาเบาๆ ใหผสมกัน ปน 300 g  นาน   
5 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวคอยๆ หยดน้ํายาเชื่อมเซลลคือสารละลาย PGE ความเขมขน 50% อุณหภูมิ  
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37 oC ปริมาตร 1 ml  ลงในตะกอนเซลลพรอมกับใชปลายปเปตขนาด 1 ml กวนเบาๆและชา โดย
ควบคุมใหสารละลาย RPMI-1640 ไหลใหหมดภายใน 5 นาที นําไปตัง้ทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC 
นาน 5 นาที จงึนําไปปน 300 g นาน 5 นาที เพื่อลางสารละลาย PGE  เมื่อไดตะกอนเซลล เติม HAT 
medium (ภาคผนวก ง)  นําเซลลไปหยอดลงใน plate ที่ไดเล้ียงเซลลชนิด 96  หลุม  ที่มี feeder cell 
(ภาคผนวก ง) อยูแลว ปริมาตรหลุมละ 100 μl โดยหลุมที่อยูรอบนอกของ plate จะไมใชเล้ียงแตจะ
เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวลงไปจากนัน้นําไปเลี้ยงไวในตูบมอุณหภูมิ 37 oC ที่มี  5% CO 2  

 
6.  การเล้ียงและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาภายหลงัการเชื่อมเซลล 
 
 ภายหลังทําการเชื่อมเซลลวันรุงขึ้นใหสังเกตดูเซลลวาเกดิการปนเปอนหรือไมแลวใหเติม  
HAT medium ทุก 2-3 วัน และเมื่อผานไปแลว 5 วนั ตองคอยสังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุม
โดยใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope)  จะเห็นโคลนของไฮบริโดมามีลักษณะ
กลมวาวและโปรงแสง และตองสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีอาหารเลี้ยงเซลลดวยโดยถาเกิดการ
ปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย น้าํยาเลี้ยงเซลลจะมีสีเปลี่ยนแปลงเร็วกวาปกติ หรือเมื่อยก plate ดูที่กน
หลุมจะเห็นหลุมที่เกิดการปนเปอนมีลักษณะ ขุนมวัมาก ตองทําการกําจัดหลุมนัน้ทิ้งโดยเร็ว โดยใช 
2N NaOH  หรือ  10% NaN3 หยอดลงในหลุมที่เกิดการปนเปอน ทําการตรวจดูเซลลไฮบริโดมาเปน
ระยะๆ เมื่อพบวาเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 1/3 ของพื้นที่กนหลุมใหทําการดูดน้ําเลีย้งเซลล
สวนบนของหลุมปริมาตร 100 μl  นํามาตรวจหาแอนตบิอดีโดยวิธี indirect ELISA สวนเซลลไฮบริ
โดมาก็ทําการเลี้ยงดวย HAT medium ตออีก 2-3 วัน กอนจะเปลี่ยนมาเลีย้งโดย HT medium 
(ภาคผนวก ง)   
 
7.  การตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยวิธี
    indirect ELISA 
 
           ขั้นตอนเหมือนทีไ่ดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อและเลือดกุงปกติความเขมขน 5 μg/ml  
เติมน้ํายาเลีย้งเซลลไฮบริโดมาจากหลุมทีต่องการตรวจหาแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวไม
เจือจาง หลุมทีใ่ชเปน positive control ใหเตมิโพลีโคลนอลแอนติบอดีทีไ่ดจากซีร่ัมหนูในการเจาะ
เลือดครั้งสุดทาย  เจือจางดวย blocking solution ในอัตรา 1: 8,000  หลุมที่ใชเปน negative control 
เติมน้ําเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาไมเจือจาง หลุม blank เติม blocking solution 
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8.  การโคลนเซลลโดยวิธี limiting dilution  
 

 นําเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวมา
นับเซลลและทําใหเจือจางใน HT medium ที่มี FBS อยู 15 เปอรเซ็นต และ feeder cell รวมอยูดวย 
โดยปรับความเขมขนของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 cells/ml กอนนาํมาเจือจางแบบ two-fold 
dilution จนไดความเขมขนของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 cell/ml จากนัน้นําเซลลไฮบริโดมาแตละ
ความเขมขนไปหยอดลงใน plate เล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม จํานวนความเขมขนละ 2 แถว (24 หลุม) 
ปริมาตรหลุมละ 0.2 ml จะไดเซลลไฮบริโดมาประมาณ 8 เซลล 4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล ตอหลุม 
ตามลําดับนําไปเพาะเลี้ยงในตูบมที่อุณหภมูิ 37 oC ที่มี 5 %CO 2  ประมาณ 14 วนั กอนตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศนแบบหวักลับโดยทําเครื่องหมายหลุมที่มี 1 เซลล เมื่อเซลลเจริญได 1/3 ของพื้นที่กน
หลุม ใหนําน้ําเลี้ยงเซลลจากหลุมที่ไดทําเครื่องหมายไวแลวไปตรวจหาแอนติบอดีอีกครั้งดวยวิธี 
indirect ELISA กอนนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทาํการโคลนเซลลซํ้าเปนครั้งที่ 2 เพื่อใหแนใจ
วาเซลลที่ไดมาจากเซลลไฮบริโดมาเพียง 1 โคลนเทานั้น   
 
9.  การแชเเข็งเซลลไฮบริโดมา

 
เซลลไฮบริโดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI -1640 ที่มี FBS อยู 15 เปอรเซ็นต เมื่อมี

จํานวนเซลลประมาณ 10x10 6 เซลล  ปน 300 g นาน 5 นาที จากนัน้ดูดน้ําเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนออก
และเติมน้ํายาแชแข็งที่มีอุณหภูมิ 4 oC ลงไป 1mlใสใน  freeze box และนําไป แชที่ตูเย็นอณุหภูมิ -70 
oC  ขามคืน หลังจากนั้นจงึยายลงไปแชไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูม-ิ196   oC 

                                                                   
10.  การนําเซลลไฮบริโดมาที่แชแข็งแลวกลับมาเลี้ยงใหม 

 
 นําหลอดแชแข็งที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเกบ็ในไนโตรเจนเหลว นํามาละลายที่

อุณหภูมิ 37 oC ทันที เมื่อน้ํายาแชแข็งในหลอดละลายแลวใหถายเซลลลงหลอดที่มีน้ํายา RPMI-1640  
อุณหภูมิ  37 oC  ปริมาตร 10 ml  ลาง 2 คร้ัง ปน 300 g  นาน 5 นาที กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอที่มี HT 
medium ที่มี FBS อยู 15 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 ml วันรุงขึ้นใหดดูอาหารเลี้ยงเซลลออกครึ่งหนึ่งแลว
เติมอาหารเลี้ยงเซลลใหมกลับคืนเทาเดิมและเมื่อเซลลเจริญเพิ่มมากขึ้นใหเพิ่มปริมาตรอาหารเลี้ยง
เซลลเปน 10 ml จากนัน้ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลและถายเซลลทุก 2-3 วันเมือ่เซลลเจริญเต็ม
ขวด    
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11.  การขยายการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
 
   11.1  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนหลอดทดลอง 
 
            เมื่อเล้ียงเซลลไฮบริโดมาในถาดเลีย้งเซลลชนิด 24 หลุม จนไดเซลลจํานวนมากแลว

จึงนําไปเลี้ยงขยายในขวดขนาดพื้นที่ 25 cm3 โดยเล้ียงในน้ํายาเลีย้งเซลล RPMI-1640 ที่มี FBS อยู 15 
เปอรเซ็นต  ปริมาตร 7 ml เมื่อเล้ียงได 24 วัน  อาหารเลีย้งเซลลจะเปลี่ยนจากสีสมแดงเปนสีเหลือง
ใหทําการเก็บอาหารเลี้ยงเซลล และปน 300 g นาน 5 นาที เพื่อแยกเซลลที่ตกตะกอนออก จากนัน้ 
แบงสวนหนึ่งของตะกอนเซลลไปทําการเลี้ยงขยายตอไปอีกโดยสวนหนึ่งนําไปเก็บโดยการแชแขง็
ในไนโตรเจนเหลว สําหรับอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงมีโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยูใหนํามาเก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 oC หรือ 20 oC กอนนําไปตรวจหา antibody titer และศกึษาคุณสมบัติของแอนติบอดี
ตอไป 

 
  11.2  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนหน ู
 
           นําหนูเพศเมียสายพันธุ Balb/C อายุประมาณ 8-9 สัปดาห จากสาํนักสัตวทดลอง

แหงชาติ  ม.มหิดล อ.ศาลายา จ.นครปฐม จํานวน 4 ตัว มาฉีดกระตุนดวย  Freund's incomplete 
adjuvant  ปริมาตร 200 ul เขาทางชองทอง หลังจากนัน้ 1 วัน ใหนําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่เล้ียงขยายไวในขวดเลี้ยงเซลลปน 300g นาน 5 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดไป
ปรับใหมีความเขมขนเทากบั  5 x 10 6 /0.2 μl ใน normal saline  แลวนําไปฉีดเขาชองทองหนู และทิ้ง
ระยะเวลาหลังฉีดประมาณ 12-14 วัน จะเหน็ทองหนูโตขึน้อยางชัดเจน จึงใชเข็มเบอร 18  ทําการ
เจาะชองทองและนํา ascitic fluid ที่ไดปน 300 g นาน 5 นาที  ascitic fluid ที่ไดแชที่อุณหภูมิ -70  oC 
กอนนําไปตรวจหา antibody titer และศึกษาคุณสมบัติของแอนติบอดตีอไป สวนตะกอนเซลลที่ปน
แยกใหแชแข็งที่ อุณหภูมิ  - 196  oC ในไนโตรเจนเหลว 

 
12.  การศึกษาคุณสมบัตขิองโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีคดัเลือกได 

 12.1  การศึกษาชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

          ใชชุดทดสอบ Mouse MonoAb ID/SD Kit (Zymed) โดยมีขั้นตอนดังนี้  
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        12.1.1  ทําการเคลือบ plate ( 96 well plate MaxiSorp, Nunc) ดวยสารละลายไวรสัตัว
แดงดวงขาวบริสุทธิ์ ความเขมขน 5 μg/ml  ปริมาตรหลุมละ 100 μl จํานวน 10 หลุม  จากนั้นนํา plate 
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  oC  ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   5  คร้ัง  นานครั้งละ 3 นาที 

        12.1.2   เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 μl นํา plate ไปใส
ในกลองความชื้น  และตั้งทิ้งไวในตูบม อุณหภูมิ 37   oC  นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T  5 คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

        12.1.3  เติมน้ํายาเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ตองการตรวจสอบ  ปริมาตรหลุมละ 100  μl 
จากนั้นนํา plate  ไปใสในกลองใหความชืน้ และตั้งทิ้งไวในตูบมอุณหภูมิ 37  oC  นาน 2 ช่ัวโมง  เมื่อ
ครบเวลานํามาลางดวย 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 ในหลุมที่เปน blank และเติม biotinylate normal immunoglobulin 
ในหลุมที่ใชเปน negative control และ positive control ตามลําดับ) จากนั้นนํา plate ไปใสกลองให
ความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบม ตูบมอุณหภมูิ 37   oC  นาน 30 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T   5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

       12.1.5  เติม HRP streptavidin (horseradish peroxidase-streptavidin conjugate) ความ
เขมขน 1 เทาลงในทุกหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 μl (เตรียมจาก HRP-stereptavidin ความเขมขน 50 
เทา 1 หยด + PBS-T 2.5 ml ) จากนั้นนํา plate ไปใสในกลองใหความชืน้ และตั้งทิ้งไวในตูบม
อุณหภูมิ 37   oC  นาน 30 นาที เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5 คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที  

       12.1.6  เติม ABTS [2,2’ –azino-di(3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid-6) ammonium 
salt] ความเขมขน 1 เทา ซ่ึงเปนสับสเตรทสําหรับ (horseradish peroxidase)  ปริมาตร  50 μl (เตรียม
จาก ABTS ความเขมขน 50 เทา 1 หยด + substrate buffer ความเขมขน 10 เทา 5 หยด + น้ํากลั่น 2.5  
ml )  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  30 นาที หรือรอจนเกิดส ี

       12.1.7  หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M citric acid +0.1 %NaN3 35 μl/wellจากนัน้นําไปวัด คา 
OD ที่ความยาวคลื่น 405 nm ดวย เครื่อง ELISA plate reader  
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13.  การทํา Western blot 

Western blot  เปนการทดสอบปฏิกิริยาของโมโนโคลนอลแอนติบอดี กบัโปรตีนที่เปน
องคประกอบของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ภายหลังจากการแยกขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 
และถายโปรตนีตางๆ ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสแลว จงึทดสอบดวยวิธีทางเซรุมวทิยา เพื่อดู
ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว (ภาคผนวก ง)     

14.  การทดสอบหา antibody titer ของโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอไวรัสตัวแดงดวงขาว ท่ีไดจาก  

       ascitic fluid โดยวิธี indirect ELISA 

 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่ไดจาก ascitic fluid 
แบบ two fold dilution ตั้งแต 1: 2,500- 1: 5,120,000 

15.  การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ ( purification of monoclonal antibody) 

 เพื่อทําการกําจัดโปรตีนอื่นๆ ที่อาจปนเปอนมากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได เชน 
สวนประกอบอาหารที่ใชเล้ียงเซลลไฮบริโดมา ซ่ึงอาจเปนสาเหตุใหเกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ วิธีการ
ทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผาน affinity chromatography column HiTrap TM Protein 
A ( Amersham phamacia biotech) มีขั้นตอนดังนี ้

15.1  ประกอบชุด  HiTarp TM  Protein A โดยนําจกุที่ปดบริเวณดานปลายบน และดานลาง 
affinity chromatography column ออก และนําตัวเชื่อมมาใสที่ปลายดานบนเพื่อใหตอกับเข็มฉีดยาได
พอด ี

  15.2  ลาง column โดยใชเขม็ฉีดยาคอยๆ หยด binding buffer ( 20 mM sodium-phosphate 
pH 7.0) ปริมาตร 5 ml ลงใน column และควบคุมอัตราการไหลของละลายภายใน column ใหได      
1 ml ตอ 1 นาที เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียว 

   15.3  ลาง column ดวย binding buffer ปริมาตร 5-10 เทาของปริมาตรของ column และเก็บ
สารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียว 
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   15.4  ทําการชะโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อยูใน column ดวย elution buffer ( 0.1 M citric 
acid pH 3.0) และเก็บสารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียวที่เตมิ 1 M Tris-HCl  pH 9.0 
ปริมาตร 60-200 μl ไวเพื่อปรับ pH ใหเปนกลาง 

   15.5  ลาง column ดวย binding buffer ปริมาตร 5-10 เทาของปริมาตรของ column และเก็บ
สารละลายที่ถูกชะออกมาในหลอดฝาเกลียว 

   15.6  เติม 20 % ethanol  ลงใน column เพื่อปองกันการปนเปอนจากแบคทีเรีย และเชื้อรา 
และเก็บรักษา  column ไวทีอุ่ณหภูมิ  4 oC 

   15.7  นําสารละลายแตละหลอดที่เก็บไวไปวัดคาดดูกลนืแสงที่ 280 nm และนํามาสราง
กราฟเลือกสวนที่ใหคา OD สูงที่สุด เก็บไวสําหรับใชในการทดลองตอไป 

   15.8   เก็บโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ไวที่ -20 oC สําหรับการ
ทดลองขั้นตอไป 

16.  การวัดปรมิาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีผานการทําใหบริสุทธ์ิ 

         โดยการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 
nm ซ่ึงทําการเจือจาง ตัวอยางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีความเขมขนที่เหมาะสม สําหรับการ
วัดดวย spectrophotometer จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

Protein concentration = คาการดูดกลืนแสงที่วัดได x 0.69 x dilution factor หนวยเปน 
mg/ml 

 โดยคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm = 1 mg/ml มีคาเทากับคาดูดกลืนแสง 0.69 
of mouse immunoglobulin 

 เมื่อทราบปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ไดแลวจะสามารถทําการเตรียม  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมสําหรับการทดลองในขั้นตอไป 
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17.  การเชื่อมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีบรสิุทธ์ิ กับ biotin 

 เพื่อเพิ่มความไวของการทดสอบดวยวิธี ELISA โดยอาศยัหลักการทีว่า biotin และ 
streptavidin มีคุณสมบัติที่สามารถเกาะเกีย่วกันไดสูงมาก และใช streptavidin เปนตัวกลางเชื่อมโยง
ระหวาง biotin และ enzyme แทน anti-mouse immunoglobulin ในการตรวจวเิคราะห ดวยวิธี ELISA 
การ conjugate โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีบ่ริสุทธิ์กับ biotin มีวิธีการดงันี้ 

       17.1  เจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่บริสุทธิ์ดวย PBS  pH 7.2 ใหมีปริมาณโปรตีน
เทากับ 1 mg/ml 

       17.2  นําไป dialyse ในสารละลาย 0.1 M NaHCO3  buffer pH 8.2 คางคืน แลว เปล่ียน 
buffer ใหม dialyse ตออีก 1-2 ช่ัวโมง 

       17.3  ผสมโมโนนอลแอนติบอดีที่ไดกบัสารละลาย biotinyl-N-hydroxysuccinimide 
ester (BNHS,Sigma) 1 mg/ml ใน DMSO ในอัตราสวน 8:2 แลวนําไปเขยา เปนเวลา 4 ช่ัวโมงที่
อุณหภูมิหอง 

       17.4  นําสวนผสมที่ได dialyse ในสารละลาย PBS pH 7.2 คางคืน แลวเปลี่ยน buffer 
ใหม dialysis ตออีก 1-2 ช่ัวโมง 

       17.5  ผสม biotin conjugated monoclonal antibody ที่ไดกับ glycerol ในอัตราสวน 1 :1 
แบงใสหลอดทดลองขนาดเล็ก เก็บไวที่ -20 oC 

18.  การทดลองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  indirect ELISA 

 

18.1  ทํา chequerboard titration หาคาเจือจางของเลือดกุงติดเชื้อไวรัสและกุงปกติโดยใช  

โมโนโคลนอลแอนติบอดี จาก culture fluid (โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากน้าํยาเลี้ยงเซลลไฮบริโด
มา) และ ascitic fluid โดยวิธี  indirect ELISA 

 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติที่
เจือจาง five fold จาก 1:5-1:15,625  ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก culture fluid เจอืจาง แบบ two 
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fold 1:8-1:64  สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก ascitic fluid เจือจางแบบ five fold จาก 1:6,400-
1:800,000 

 

18.2  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี indirect ELISA 

 

         ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและกุง
ปกติที่เจือจางจาก 1:25 และ culture fluid เจือจาง 1:32 

 

19.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  indirect ELISA   

     

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติที่
เจือจาง two fold จากความเขมขน 12.5-0.012 μg/ml ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดจีาก  culture fluid 
ไมเจือจาง                                                                                   

                                                               

20.  การทดลองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน             

       กุงกุลาดําโดยวิธี biotin-sterptavidin double  antibody  sandwich ELISA  

       (BS-DAS ELISA) 

 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการนํา biotin conjugate monoclonal antibody ไปใชในการ
ทดสอบดวยวธีิ BS-DAS ELISA 

 หลังจากทําการเตรียม biotin conjugated monoclonal antibody แลวกอนที่จะนําไปใชงาน
จริงในการทดสอบหาไวรัสตัวแดงดวงขาว ตองทําการหาสภาวะที่เหมาะสม (condition) ในการ
ทดสอบดวยวธีิ BS-DAS ELISA  

20.1  การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ แอนติเจนเลือดติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และ 
biotin conjugated monoclonal antibody ที่จะนําไปใชในการทดสอบ BS-DAS ELISA 
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         ทํา chequerboard titration ระหวาง แอนติเจนทีใ่ชเคลือบ plate และ biotin conjugate 
monoclonal antibody ที่จะนาํไปใชเปน secondary antibody โดยมีวิธีการดังนี ้

         20.1.1  เคลือบ plate ดวย แอนติเจนที่เจือจางดวย coating buffer ความเขมขน            
20 μg/ml, 10 μg/ml และ 5 μg/ml  ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนาํ plate ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 oC 
ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 

         20.1.2  เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl กอนนํา plate ไป
ใสในกลองใหความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมที่อุณหภูมิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลาง
ดวย  PBS-T  5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

         20.1.3  เติม biotin conjugate monoclonal antibody ที่เจือจางแบบ two fold ดวย 
blocking solution ที่ความเจือตั้งแต 1:100 – 1: 12,800  หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภูมิ   
37  oC นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

         20.1.4  เติม streptavidin  HRP  เจือจาง 1:100 ดวย  blocking solution จากนัน้หนอด
หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภมูิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   
5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

         20.1.5  นําสับสเตรท o-phenylenediamine (sigma) มาละลายดวย citrate-phosphate 
buffer ที่มี 30% H2O2 เติมลงในหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนาํ plate ไปตั้งไวในที่มดืที่
อุณหภูมิหองและรอจนกระทั่งเกิดสีซ่ึงใชเวลาประมาณ 30 นาที 

         20.1.6 หยุดปฏิกิริยาการเกิดสี โดยเตมิสารละลาย 2 N H2SO4 หลุมละ 50 ul แลวนําไป
วัดคา OD ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 492 nm 

20.2  ทํา chequerboard titration ระหวาง purified immunoglobulin  ที่ใชเคลือบ plate กับ
แอนติเจน โดยมีวิธี BS-DAS ELISA 

          20.2.1  เคลือบ plate ดวย purified immunoglobulin  แอนติเจนที่เจือจางแบบ two fold 
1:1,000 -1:2,048,000 ดวย coating buffer   ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนํา plate ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 oC ขามคืน เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  5 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 
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         20.2.2  เติม blocking solution ลงในทุกหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl กอนนํา plate ไป
ใสในกลองใหความชื้น และตั้งทิ้งไวในตูบมที่อุณหภูมิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํามาลาง
ดวย  PBS-T   5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

                       20.2.3  แอนติเจนที่เจือจางแบบ 1:10 ดวย blocking solution  ปริมาณหลุมละ 100 μl 
จากนั้นนํา plate ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T  5 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 

         20.2.4  เติม biotin conjugated monoclonal antibody ที่เจือจาง1:100 ดวย blocking 
solution หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภูมิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย 
PBS-T  5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

         20.2.5  เติม streptavidin  HRP  เจือจาง 1:100 ดวย  blocking solution จากนัน้หยอด
หลุมละ 100 μl แลวนําไปบมตูบมอุณหภมูิ 37  oC นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   
5  คร้ัง นานครั้งละ 3 นาท ี

         20.2.6  นําสับสเตรท o-phenylenediamine (sigma) มาละลายดวย citrate-phosphate 
buffer ที่มี 30% H2O2 เติมลงในหลุม ปริมาณหลุมละ 100 μl จากนั้นนาํ plate ไปตั้งไวในที่มดืที่
อุณหภูมิหองและรอจนกระทั่งเกิดสีซ่ึงใชเวลาประมาณ 30 นาที 

         20.2.7  หยุดปฏิกิริยาการเกิดสี โดยเติมสารละลาย 2 N H2SO4 หลุมละ 50 μl แลวนําไป
วัดคา OD ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 492  

20.3 การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี  BS-DAS ELISA 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใช purified immunoglobulin เจือจาง 1:12,800  เลือด
ของตัวอยางกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติ  เจือจาง 1:10   
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21.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  BS-DAS ELISA   

 

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุงปกติที่
เจือจาง two fold จากความเขมขน 200-0.195 μg/ml                                         

                            

22.  การทดลองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน             

       กุงกุลาดําโดยวิธี  dot ELISA 

 

 22.1  หาความคาความเจือจางและคาความเขมขันที่เหมาะสมของแอนติเจน  (เลือดตดิเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลือดกุงปกต)ิ 

          22.1.1  ตัดแผนไนโตรเซลลูโลส (Whatman ; 0.45 μm ) พื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร ตอ
หนึ่งตวัอยาง   

          22.1.2  หยดเลือดกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและเลือดกุงปกติ เจือจางแบบ two 
flod  1:25-1:51,200  จากนั้นหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 2 μl  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 
นาน 10-15 นาที  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  3 คร้ัง นาน คร้ังละ 5 นาท ี

          22.1.3  เติม blocking solution  แลวนาํไป rotate เปนเวลานาน  1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลา
นํามาลางดวย  PBS-T  3 คร้ัง นานครั้งละ 3 นาที 

          22.1.4  เตมิโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากน้าํเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ที่เจือจางแบบ  1:2 
ดวย blocking solution จากนัน้ rotate ที่ อุณหภูมหิอง  นาน 1  ช่ัวโมง 30 นาที  เมื่อครบเวลานํามา
ลางดวย PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 

          22.1.5  เติม goat anti-mouse IgG- HRP  ที่เจือจางแบบ  1:10,000 ดวย blocking 
solution จากนัน้   rotate ที่ อุณหภูมิหอง  นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลานาํมาลางดวย PBS-T   3  คร้ัง 
นานครั้งละ 5 นาที 
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                       22.1.6  เติมสารละลายสับสเตรท TMB Membrane Peroxidase Substrate (1-C) (KPL) 
แลว rotate เปน  เวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งปรากฏแถบสีน้ําตาลเกิดขึ้น จากนัน้หยดุปฏิกิริยาดวยน้ํา
กล่ัน 

22.2  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี  dot ELISA 

        ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและ
เลือดกุงปกติ เจือจาง 1:400   

23.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  dot ELISA   

 

 ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลอืดกุง
ปกติ เจือจางแบบ two fold ตั้งแต 50- 0.390 μg/ml  และใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก culture 
fluid เจือจาง1:2 

 

24.  การนํา biotin conjugate monoclonal antibody ไปใชในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว 

       ในกุงกุลาดําโดยวิธี BS-dot ELISA   

24.1  หาคาความเจือจางของ biotin conjugated monoclonal antibody  ที่เหมาะสม 

         24.1.1  ตัดแผนไนโตรเซลลูโลส (Whatman ; 0.45 μm ) พื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตรตอ
หนึ่งตวัอยาง   

         24.1.2  หยดตวัอยางเลือดกุงที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาว และเลือดกุงปกติ  ที่เจือจาง 
1:400 – 1:25,600 จากนั้นหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 2 μl  ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 
10-15 นาที  เมือ่ครบเวลานํามาลางดวย PBS-T  3 คร้ัง นาน คร้ังละ 5 นาที 

         24.1.3  เติม blocking solution  แลวนาํไป rotate เปนเวลานาน  1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลา
นํามาลางดวย  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 ดวย blocking solution จากนัน้   rotate ที่ อุณหภูมิหอง  นาน 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลา
นํามาลางดวย PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 

         24.1.5  เติม streptavidin  HRP  เจือจาง 1:100 ดวย  blocking solution จากนัน้ rotate ที่
อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํามาลางดวย PBS-T   3  คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที 

         24.1.6  เติมสารละลายสับสเตรท TMB Membrane Peroxidase Substrate (1-C) (KPL) 
แลว rotate เปน  เวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งปรากฏแถบสีน้ําตาลเกิดขึ้น จากนัน้หยดุปฏิกิริยาดวยน้ํา
กล่ัน 

24.2  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการตรวจหาไวรัสใน
ตัวอยางกุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง และกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี  BS-dot ELISA 

           ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวและ
เลือดกุงปกติ เจือจาง 1:400 และ 1:800  ใช biotin conjugated monoclonal antibody 1:3,200 

25.  การทดลองหา sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน        

       กุงกุลาดําโดยวิธี  BS-dot ELISA   

ขั้นตอนเหมือนที่ไดกลาวมาแลวแตจะใชเลือดกุงที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลอืดกุง
ปกติ เจือจางแบบ two fold ตั้งแตความเขมขน 200-0.098 μg/ml  ใช biotin conjugated monoclonal 
antibody 1:3,200 
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

1.  การเพิ่มจํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
 

จากการเลี้ยงกุงกุลาดําเพื่อฉดีเชื้อเพิ่มจํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวเตรียมไวเปน
แอนติเจน ไดทําการเลี้ยงกุงกุลาดําทั้งหมด 3 คร้ัง ในแตละครั้งจะทําการเก็บเลือดและเหงือกกุง
เพราะในเลือดกุงจะมไีวรัสในปริมาณมากรองลงมาคือเหงือกกุง การเลี้ยงกุงเพื่อเพิม่จํานวน
ไวรัสครั้งแรก ขั้นตอนการทาํใหไวรัสบริสุทธิ์จากเลือดกุงและเหงือกกุงไดไวรัสปริมาณนอย
มาก สังเกตไดจากขนาดของตะกอนไวรัสกอนนํามาผาน sucrose gradient  มีขนาดเล็กมาก  เมื่อ
ผานขั้นตอนการทํา sucrose gradient  ทําการปนตกตะกอน พบวาตะกอนของไวรัสยิง่มีขนาด
เล็กลงมาก หลังจากเทสวนใสทิ้งทําใหตะกอนไวรัสหลุดออกบางสวน อาจเปนเพราะขั้นตอน  
ในการปนตกตะกอนไวรัสใชเวลานอยเพียง1ช่ัวโมง ปริมาณตะกอนนอยและตกอยูกนหลอดไม
แนนพอ ดังนัน้จึงเพิ่มเวลาในการปนตก ตะกอนไวรัสเปน 2 ช่ัวโมง  จากการเพิ่มเวลาในการปน
ตกตะกอนไวรัสในการเลี้ยงกุง คร้ังที่ 2  ไดปริมาณไวรสัตัวแดงดวงขาว ถึง 770 µg/ml  แตไม
เพียงพอในการทดลอง จงึเลี้ยงกุงครั้งที่ 3ไดปริมาณไวรสั 885 µg/ml  เพียง พอสําหรับการ
ทดลอง (ตารางที่ 1) วิธีที่ใชถือไดวาเตรียมไวรัสไดนอย ในการเพิ่มจาํนวนไวรัสในกุง crayfish 
จะไดปริมาณไวรัสมากกวาในกุงกุลาดํา (Xie et al., 2005) เพราะตวักุงมขีนาดใหญกวาถึง 1-2 
เทา และแข็งแรงกวาไมตายงายจากการติดเชื้อจุลินทรียชนิดอื่น แตในปจจุบันในประเทศไทยยัง
มีการเพาะเลีย้งนอยและมีราคาสูง มีอีกวิธีหนึ่งที่แยกไวรัสไดปริมาณมากคือการใช CsCl2 
gradient แตวธีินี้ตองใชเวลาปนนานถึง 48 ช่ัวโมง (Huang et al, 2002) ซ่ึงในการทดลองนี้ไม
สามารถทําไดเนื่องจากเครื่อง centrifuge เปนเครื่องรุนเกาใชปนไดนานสุดครั้งละ 2 ช่ัวโมง
เทานั้น                                       
 
2.  อาการของกุงกุลาดําหลังจากที่ไดรับเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 

เมื่อทําการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเขากลามเนื้อสวนหางของกุงกุลาดําพบวามี
ประมาณ 20 เปอรเซ็นต ที่ตายภายใน 48 ช่ัวโมงหลังฉีดเชื้อไวรัส กุงอาจตายเนื่องจากการบาด 
เจ็บในระหวางการฉีดเชื้อไมไดตายจากการติดเชื้อไวรัส จึงไมไดเก็บเลือดกุงพวกนีไ้ว เก็บเลือด
กุงที่รับเชื้อไวรัสเมื่อกุงมีอาการของโรคตัวแดงดวงขาวตรงกับที่มีการรายงานไว  (สุปราณี, 
2546) คือ มีอาการออนแรง ตัวกุงเริ่มเอยีง ไมวายน้ําไปมา  อยูนิ่งๆบริเวณกนบอ    
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ไมกินอาหาร ตัวเร่ิมแดงและบริเวณเปลือกมีจุดขาวทั่วเปลือก ในเวลาใกลเคียงกันคอืประมาณ 
48-72 ช่ัวโมง ระยะเวลาตั้งแตฉีดไวรัสจนเริ่มมีอาการโรคคือมากกวา 48 ช่ัวโมง กุงจะตายหมด  
ทําการเก็บเลือดกุงโดยใชเขม็เบอร 24  แทงตรงชองขาวายน้ําคูที่สามและดูดเลือดบรเิวณแอง
หัวใจกุงกุลาดาํ 1 ตัวสามารถเจาะเลือดได ประมาณ 0.7 ml โดยเลือดทีเ่จาะไดจากกุงเปนโรคจะ
ไมมีการแข็งตวัของเลือด (clot) เก็บเลือดกุงไวที่ตู – 70 Co  กุงกุลาดําที่เล้ียงไวเปน negative 
control  คือกุงกุลาดําที่ไมไดฉีดเชื้อไวรัส ทําการเก็บเลือดกุงปกต ิเมื่อเก็บเลือดกุงกุลาดําที่ติด
เชื้อไวรัสหมดทุกตัว เลือดกุงกุลาดําที่ใชเปน negative control เปนกุงปกติที่สุขภาพดไีมเปนโรค 
เมื่อเจาะเลือดจะเกิดการแข็งตัวของเลือดอยางรวดเร็ว ดังนั้นจึงตองใส NTE buffer ลงไปผสมใน
อัตราสวน NTE buffer 1 สวน ตอเลือด 10 สวน จากนั้นนาํไปเก็บไวที่ตู – 70 Co  
 
3.  การทํา SDS-PAGE  วิเคราะหโปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาว 
      
           การทํา SDS-PAGE  โดยใช 12 % polyacrylamide gel วิเคราะหโปรตีนไวรัสตวัแดงดวง
ขาว พบโปรตีนทั้งหมด 6 แถบโปรตีน ไดแกโปรตีนขนาดประมาณ 24, 28, 40, 43, 120 และ 
180 kDa   ขั้นตอนในการแยกไวรัสตัวแดงดวงขาวไดไวรัสปริมาณนอย  พบแถบโปรตีนไวรัส 
 2 แถบโปรตีนซึ่งตรงกับงานวิจยัอ่ืน คือ 24 และ 28 kDa  โปรตีนขนาด 180 kDa นาจะเปน
โปรตีนของไวรัสเพราะเปนโปรตีนที่ไมพบในกุงปกติ และมีงานวิจัยพบโปรตีนไวรัสตัวแดง
ดวงขาวขนาด 187 kDa (Li et al, 2006) ซ่ึงเปนขนาดที่ใกลเคียงกัน  สวนโปรตีนขนาด 40, 43 
และ 120 kDa เปนโปรตีนทีไ่มพบในกุงปกติและยังไมมกีารรายงานวาเปนโปรตีนของไวรัส
หรือมีโปรตีนไวรัสขนาดที่ใกลเคียง (ตารางผนวกที่ ก1, ตารางที่2, ภาพที่1) 
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ตารางที่ 1  แสดงจํานวนครั้งที่ทําการเลี้ยงกุงกุลาดําเพื่อเพิม่จํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวและ 
           ปริมาณโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเพิ่มจํานวนในแตละครั้ง 
 
 

        จํานวนครั้ง              จํานวนกุงกุลาดํา                               ปริมาณโปรตีน WSSV (µg) 
ในการเลี้ยงกุงกุลาดํา                                                   เลือดกุง              เหงือกกุง               รวม       
               1                                 120                               ND                         ND                    0 
               2                                   70                              535                         235                   770 
               3                                 180                              885                         ND                   885 
                                                                                                                                           1,655    
 
หมายเหต ุ ND; Not Determined 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 2  แสดงน้ําหนักโมเลกุลแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เตรียมไดจากการ 
                 ทดลองเปรียบเทียบกับผลงานวจิัยอ่ืนๆ 
 
    รายงานโดย                                                                      น้ําหนักโมเลกุล (kDa)                          
 ผลงานวิจัยตางๆ                         15, 19, 22, 24, 26, 28, 31, 39, 53, 124, 187, 281, 292, 466, 664  
( อางอิงตารางผนวกที่ ก1) 
ผลจากการทดลอง                       24, 28, 40, 43, 120, 180 
แถบโปรตีนที่ตรงกับงานวจิยั     24, 28                                                                                          
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ภาพที่1  แสดงแถบโปรตีนของเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวบริสุทธิ์และไมไดทําใหบริสุทธิ์  

เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนที่ไดจากเลอืดกุงกุลาดําปกติ ดวยวิธี SDS-
PAGE แลวยอมดวยสี 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.  การหาความเขมขนของแอนติเจน (เลือดกุงตดิเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและเลือดกุงปกต)ิ      
     และ goat anti-mouse IgG- HRP conjugate ท่ีเหมาะสมในการทํา indirect ELISA 
 
            เมื่อหลังจากฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ในครั้งที่สามแลวไดทําการเจาะเลือดหนู 
เพื่อตรวจดู titer ของแอนตบิอดีตอเชื้อไวรัสโดยวิธี indirect ELISA โดยการหา titerไดทดลอง
หาคาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจนและ goat anti-mouse IgG- HRP conjugateโดยวิธี 
indirect ELISA พบวาไดคา OD จะสูงเกิน 2 เมื่อมีความเขมขนของแอนติบอดีสูง 1:4,000  แต
เมื่อเจือจางลงคาOD ก็จะลดต่ําลง ความเขมขนของแอนติเจนทั้งสองทีใ่ชเคลือบ plate ทั้งความ
เขมขน  5 µg/ml และ 2.5 µg/ml ให OD ตางกันประมาณ 0.5 และมแีนวโนมเลือดกุงติดเชื้อกับ
เลือดกุงปกตแิยกออกจากกนัไดแตไมชัดเจน สวนความเขมขนของ conjugate ใชไดทั้ง 1:5,000 
และ 1:10,000  เลือกคาความเจือจางที่ 1:10,000 เปนคาที่เหมาะสมเพื่อความประหยัด  สวนความ
เขมขนของเลือดกุงติดเชื้อไวรัสและเลือดกุงปกติเลือกใชความเขมขนที่ 5µg/ml ซ่ึงเปนความ
เขมขนที่สูงไวกอน เพราะในการทดลองตอๆไปจะใชทดสอบกับแอนตบิอดีที่ไดจาก culture 
fluid  ซ่ึงความเขมขนนอยกวาแอนติบอดจีาก serum หน ู (ตารางผนวกที ่ก2, ก3 และภาพที่ 2,3)                                
                                                                                                                       
5.  การหา titer ของแอนตบิอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวทีมี่อยูในซีร่ัมหน ู
 
            การหา titer แอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวทีม่ีอยูในซีร่ัมหนู เพื่อตองการทราบความ
เจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีในการตรวจแยกเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุง
กุลาดําปกติออกจากกันโดยชดัเจน และเพื่อดูแนวโนมการสรางแอนติบอดีตอไวรัสและใช
เตรียมเปน positive control  แอนติเจนไดแกเลือดกุงติดเชือ้ไวรัสและเลอืดกุงปกติโดยใชความ
เขมขน 5 µg/ml  และความเขมขน goat anti-mouse IgG- HRP conjugate  เปน 1: 10,000 สวน
แอนติบอดจีะเริ่มเจือจางตั้งแต 1:2,000  แบบ two fold จนถึง 1: 2,048,000 พบวาคาความเจือจาง
ที่แยกความแตกตางระหวางเลือดกุงติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุงปกต ิอยูในชวง 1:2,000-1:12,800    
( ตารางผนวกที่ ก4, ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 2  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือดกุงติดเชื้อไวรัส 
               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  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของการหาความเขมขนของแอนติเจนเลือดกุงปกตแิละ  
               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  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา chequerboard titration เพื่อหาคาความ  
               เจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่สามารถแยกความแตกตาง     

 ระหวาง เลือดติดเชื้อไวรัสกบัเลือดกุงปกต,ิ  ; 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 
 
           การทดลองเชื่อมเซลลทั้งหมด 3 คร้ัง  คร้ังแรกการเชื่อมเซลลไมพบการเกิดเซลลไฮบริโด
มาสวนการเชือ่มเซลลคร้ังที่ 2 ไดเซลลไฮบริโดมา 57 หลุม จาก 420 หลุม และเซลลไฮบริโดมา 
57 หลุม ตรวจสอบการสรางแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธี indirect ELISA และวดั 
OD ที่ 492 nm พบมีเซลลไฮบริโดมา 4 หลุม ที่สรางแอนติบอดีตอไวรัส คิดเปน 7 เปอรเซ็นต 
จากหลุมไฮบรโิดมาทั้งหมด ไดแก หลุมไฮบริโดมารหัส 1B2, 4F9, 5E7, 6G11 เมื่อเล้ียงเพื่อ
ขยายจํานวนเซลลภายในระยะเวลา 1 สัปดาห สังเกตวาเซลลไฮบริโดมา 4 ชนิด ไมแบงตัวเพิ่ม
จํานวน ไมสรางแอนติบอดแีละเซลลเริ่มตายไป เปนผลจากเซลลไดรับปริมาณ CO2  สูงเกินปกติ 
เกิดจากความผิดปกติของตู incubator  เมื่อเชื่อมเซลลคร้ังที่ 3 ไดเซลลไฮบริโดมา 183 หลุม จาก
ทั้งหมด 300 หลุมและทําการตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA และวดั OD ที่ 492 nm พบวามี
เซลลไฮบริโดมาหลุมที่ผลิตแอนติบอดี 32 หลุม คิดเปน 17 เปอรเซ็นต จากไฮบริโดมาทั้งหมด
และคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีคา OD  ระหวางเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสกับเลือดกุงกุลาดํา
ปกติตางกันมากที่สุด คัดเลือกไดเซลลไฮบริโดมา 4 หลุม ไดแกไฮบริโดมารหัส 1B5, 3G3, 
4D11, 5G5  นําไปทํา limiting dilution พบวาโคลน 5G5 สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตอไวรัสไดจําเพาะกวา 3 โคลน  ตอมาโคลน 1B5 และ 4D11ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
นอยลงจึงศึกษาเฉพาะโคลน 5G5 และ 3G3 (ตารางที่ 3,4 และ 5 , ภาพที ่5, ตารางผนวกที่ ข1
และ ข2) 
 
 
 
 
ตารางที่ 3   แสดงผลการเชื่อมเซลล (cell fusion) 
 
การเช่ือมเซลล             อัตราสวน                          จํานวนหลุมที่เกิดเซลลไฮบริโดมา        จํานวนหลุมทีม่ีการสราง         เปอรเซ็นตการสราง แอนติบอด ี
    คร้ังที่           hybridoma: spleen cell                        ตอจํานวนหลมุทั้งหมด                   แอนติบอดีตอ WSSV           ตอ 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   แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากการเชื่อม                  
                   เซลลคร้ังที่ 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  แสดงคา OD ที่ 492 nm ของแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวจากการ ทาํ indirect 
                 ELISA ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการเชื่อมเซลลคร้ังที่ 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 (ตอ)    
 

                                     
 
หมายเหต ุ  * เปนไฮบริโดมาเซลลที่ผลิตแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการเชือ่มเซลลคร้ัง           
                      ที่ 3ใหคาOD ที่ 492 nm สูงกวาไฮบริโดมาเซลลรหัสอื่นและเลี้ยงเพิ่มจาํนวนตอไป,  
                      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   กราฟแสดงคา OD ที่ 492 nm ของการทํา indirect ELISA  เพือ่ทดสอบความจําเพาะของ 
                แอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่ผลิตไดจากไฮบริโดมารหัส 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.  การผลิตเพิม่ปริมาณโมโนโคลนอลแอนบอดีในชองทองหน ู
 
              การทดลองนี้ไดฉีดเซลลไฮบริโดมารหัส 1B5, 3G3, 4D11, 5G5  เขาชองทองหนูเพื่อเพิ่ม
ความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีของแตละโคลน จากการตรวจสอบดวยวิธี indirect 
ELISA  ซ่ึงผลที่ไดสามารถเพิ่มความเขมขนโมโนโคลนอลแอนติบอดไีด 2 โคลน  คือรหัส 5G5 ที่มี
ความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณทีสู่งมากไดระดบัไตเตอร  1:1,280,000  และ
อีกโคลนคือ รหัส 3G3  แตมคีวามเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณทีไ่มสูงมากเทา 
กับโคลนที่ 5G5  โดยมีคาไตเตอรเทากับ 1: 640,000  สวนไฮบรโิดมารหัส 1B5 และ 4D11 ไมพบ
การสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี ใน ascitic fluid ดังนั้นจากผลการทดลองนี้จึงเลอืกโมโม
โคลนอลแอนติบอดี รหัส 5G5 ไปทําการศึกษาตอไป (ภาพที่ 6, ตารางผนวกที่ ก5 ) 
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ภาพที่ 6    กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา indirect ELISA  เพื่อหา titer  ของ 
                 โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจาก ascitic fluid  ของหนูที ่
                 ฉีดเซลลไฮบริโดมา, ;  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  เปนการตรวจดูชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยผลตรวจโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากเซลลไฮบริโดมาโคลนรหัส 3G3  พบวา เปน IgM โดยมี light chain 
เปนชนิด kappa  สวนเซลลไฮบริโดมาโคลนรหัส 5G5  พบวา เปน IgG2a  โดยมี light chain เปน
ชนิด kappa (ตารางที่ 6)  การทดลองนี้ไดเลือกโมโนโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดที่เปน IgG ซ่ึง
สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดงายกวา IgM เพราะมีโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวาและมี affinity ในการจับกับ 
staphylococcus protein A ไดดีกวา IgM ในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ ( อรวดี, 2539)  
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9.  การศึกษาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธี  
Western blot 

 
             จากการศึกษาความจําเพาะโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดจากเซลล
โคลน 5G5  ซ่ึงในการศึกษาจะทําการเปรยีบเทียบแถบโปรตีนที่ไดจากการทํา SDS-PAGE  ของ
สารละลายไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว  เลือดกุงปกติและ
สารละลายไวรัสหัวเหลืองบริสุทธิ์ กับแถบโปรตีนที่ไดจากการทํา Western blot  พบวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีทําปฏิกริิยากับโปรตีนน้ําหนกัโมเลกลุขนาด 180 kDa  ที่พบทั้งในสารละลาย
ไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์และเลือดกุงกลุาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเพยีงแถบเดียว (ภาพที่7) 
แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5 มีความจําเพาะกับโปรตนีของไวรัสตัวแดงดวงขาว
ขนาด 180 kDa  โปรตีนไวรสัที่ไดขนาดใกลเคียงกับรายงานวิจยัที่มีการศึกษาโปรตีนไวรัสขนาด 
187 kDa  ซ่ึงพบเปนสวน 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    
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10.  การทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีบรสิุทธ ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช 
        HiTrap TM Protein A 
         

เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี รหัส 5G5  ที่อยูในรูป ascitic fluid มาทําใหบริสุทธิ์ดวย
วิธี affinity chromatography  โดยใช  HiTrap TM Protein A ทําการชะสารละลายดวย elution buffer 
ออกจาก column แลวพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกชะอยูในหลอดที่ 34, 35  และ 36 ซ่ึง
คํานวณคาความเขมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีได 0.129 µg/ml, 0.316 µg/ml และ 0.179 µg/ml  
ตามลําดับ  หลังจากที่นําทั้ง 3 หลอดมารวมกัน  แลวตรวจดูดวยการทํา SDS-PAGE  พบวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความบริสุทธิ์ สังเกตไดจากการเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนที่ไดจาก 
ascitic fluid  แถบโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่แยกได  จะตองมี 2 แถบดวยกัน  คือสวน 
heavy chain กับ light chain  ( ตารางที่ 7, ภาพที่ 8, ภาพที่ 9) 
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ตารางที่ 7    แสดงคา OD ที่ 280 nm  และความเขมขนของสารละลายโปรตีน (IgG)  ใน     
                    ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์  ดวยวิธี 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    กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 280 nm ที่ไดจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให 
                 บริสุทธิ์ดวยวิธี 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 ที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ (ความเขมขนของโปรตีนเทากับ 10 µg ) ดวย  
              วิธี SDS-PAGE, Lane M; protein molecular weight marker (kDa), lane 1; purified   
              IgG (clone 5G5), lane 2;  ascitic fluid.  
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11.  การทดลองใชโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี indirect 
       ELISA 
 
             ในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวจากตัวอยางกุงตองทํา chequerboard titration เลือด
กุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสและเลือดกุงปกติ (แอนติเจน) กบัโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก 
culture fluid และ ascitic fluidโดยวิธี indirect  ELISA  กอน ซ่ึงจากผลที่ไดถาใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดี จาก culture fluid คา dilution ที่เหมาะสม คือ 1: 32  และแอนติเจนที่ใช 
dilution 1:25  ได OD ตอเลือดติดเชื้อ 1.734 และ OD  0.616 ตอเลือดกุงปกติ ผลตางเปน 1.118  
สวนโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก ascitic fluid  คา dilution ที่เหมาะสม คือ 1: 6,400 
และแอนติเจนที่ใช dilution 1:5 ได OD 1.874 ตอเลือดติดเชื้อและ OD 0.564 ตอเลือดกุงปกต ิ
ผลตางเปน 1.310  โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้งสองแหลงสามารถนํามาใชตรวจหาไวรัส
ไดเปนอยางดี (ตารางผนวกที่ ก6, ภาพที่ 10, ภาพที่ 11)    เมื่อทดลองตรวจหาไวรัสตวัแดงดวง
ขาวในตวัอยางกุงโดยวิธี indirect ELISA ตรวจพบไวรสัทั้งหมด 37 ตัวอยาง จากตวัอยาง
ทั้งหมด 40 ตวัอยาง คิดเปน 92.5 เปอรเซ็นต เห็นไดวามปีระสิทธิภาพในการตรวจไวรัสได
เปนอยางด ี( ภาพที่ 12, ตารางที่ 8 และตารางผนวกที่ ค1 )  และในการทดลองหา sensitivity 
ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5  พบวาเลอืดกุงติดเชื้อทีค่วามเขมขนนอยสุดที่โมโคลนอล
แอนติบอดี 5G5 สามารถตรวจพบคือ 0.195 µg/ml ( ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 10  กราฟแสดงผล chequerboard titration เลือดกุงกุลาดําที่ติดเชือ้ไวรัสและเลอืด 
                 กุงปกติกับโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก 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 เลือดกุงกุลาดําที่ติดเชือ้ไวรัสและเลอืด 
                 กุงปกติกับโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ที่ไดจาก 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 



 
               56 

 
                  
               



                57 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

OD
492

 nm

 
       

 
 
 
ภาพที่ 13   กราฟแสดงผล sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ  
                  ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 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  
 

ในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวจากตวัอยางกุงตองรูความเขมขนของ biotin 
conjugated monoclonal antibody ตอไวรัสตัวแดงดวงขาว  dilution ของแอนติเจนที่จะใช 
 และ dilution ของ purified immunoglobulin 5G5 สําหรับ coat plate โดยวิธี indirect ELISA    
 
                คา dilution ของ biotin conjugate monoclonal antibody ที่เหมาะสม คือ 1:100 
ดูจากคา OD ที่ 492 nm ของการ coat ดวยแอนตเิจนเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวสาม
ความเขมขน คือ 20 µg/ml, 10 µg/ml และ 5 µg/ml คา OD ที่ไดจะมีคาสูงอยูในชวง 2.215-
1.605  แอนติเจนที่เปนเลือดกุงปกติ จะมีคา OD ที่ต่ํา อยูในชวง 0.398-0.155 ( ภาพที่ 14, 
ตารางผนวกที ่ก8 ) 
 
                 คา dilution ของ  purified immunoglobulin 5G5 ที่ เหมาะสม คืออยูในชวง  
1: 12,800 ถึง 1: 256,000 คา OD ที่ 492nm  ตอเลือดติดเชือ้ไวรัสได OD  0.685-0.610 และตอ
เลือดกุงปกติ ได OD 0.256-0.220  คา OD ที่ไดจากการทดลองไมสูงมากนักแตสามารถที่จะใช
ตรวจแยกกุงทีต่ิดเชื้อกับกุงปกติได สวน dilution ของแอนติเจนในครั้งแรกไดทดลองที่ 1: 10  
พบวาไดผลดีจงึไดนํามาใชในการทดลองตอไป (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  สามารถตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวจากตวัอยางกุงไดทั้งหมด 35 
ตัวอยางจาก 40 ตัวอยาง คิดเปน 87.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงตรวจไดพบนอยกวาวิธี indirect ELISA  
(ภาพที่ 16, ตารางที่ 8 และตารางผนวกที่ ค2) ในการทดลองหา sensitivity ของโมโคลนอล
แอนติบอดี 5G5 พบวาเลือดกุงติดเชื้อที่ความเขมขนนอยสุดที่โมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 
สามารถตรวจพบคือ 1.562 µg/ml ( ภาพที ่17) 
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ภาพที่ 14  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง  
                 แอนติเจนกับ biotin conjugated monoclonal antibody ตอไวรัสตัวแดงดวงขาว 
                 , ; 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  กราฟเสนแสดงคา OD ที่ 492 nm  ของการทํา chequerboard titration  ระหวาง 
                 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) 
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ภาพที่ 17  กราฟแสดงผล sensitivity ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ  
                 ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 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 
 
             เมื่อทําการตรวจไวรสัตัวแดงดวงขาวตองทราบ dilution ของเลือดติดเชื้อไวรัสกับ
เลือดปกติที่เหมาะสม ซ่ึง dilution ที่ต่ํากวานั้น จะเกดิ non specific ขึ้นที่เลือดกุงปกตเิล็กนอย 
ตั้งแต dilution 1:25-1:100  อาจเปนผลรบกวนในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว เพือ่
ปองกันการรบกวนของ non specific เมื่อทําการตรวจตวัอยางกุง dilution ที่เหมาะสมควรเปน 
1: 400  (ภาพที ่18) 
 
             จากการทดลองตรวจหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงที่ติดเชื้อทั้งหมด40 ตัวอยาง 
สามารถตรวจพบไวรัสไดทัง้ 40 ตัวอยาง คิดเปน 100 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับผลของเลือดกุง
ปกติ  ตัวอยางที่ตรวจพบแลวมีการทําปฏิกริิยาระหวางแอนติเจนกับโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
5G5 ในปริมาณนอย มี 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 29, 32 และ 37 ซ่ึงคาดวาแอนตเิจนของทั้ง 3 
ตัวอยาง มีอยูในปริมาณที่นอย (ภาพที่ 19)  การทดสอบดู sensitivity ของโมโคลนอล
แอนติบอดี 5G5  สามารถตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวในเลือดกุงทีต่ิดเชื้อ ความเขมขนของ
ไวรัสที่นอยทีสุ่ดที่สามารถตรวจพบไดคอื 50 µg/ml (ภาพที่ 20)  
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ภาพที่ 18   แสดงผลการหา dilution ของแอนติเจน (เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวกับ 
                  เลือกกุงปกต)ิ ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5G5  
                  (culture fluid)  โดยวิธี dot ELISA,  positive control ; polyclonal antibody,   
                  negative control ; myeloma culture fluid. 
 
 
 

แอนติเจนเลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว (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 

แอนติเจนเลือดกุงปกติ (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   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง  
                  เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี dot ELISA, positive control ;  
                  polyclonal antibody, negative control ; myeloma culture fluid. 
 
   
 
 
 
 

               1. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 1-8 
               2. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 9-16 
               3. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 17-24 
               4. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 25-32 
               5.. เลือดกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 33-40 
                                6.  เลือดกุงกุลาดําปกต ิตัวอยาง 1-8  
                                7.  เลือดกุงกลุาดําปกต ิตัวอยาง 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. เลือดกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน (µg/ml) 
1.     200          100           50          25          12.5       
2.     6.25        3.125      1.562      0.781      0.390   
    ข. เลือดกุงกุลาดําปกติ ความเขมขน (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 ตองหา 
dilution ของ biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 (stock, 0.5 mg/ml) ที่เหมาะสมใน
การนํามาใช  สังเกตผลจากแอนติเจน 1: 400 ใหสีที่ชัดเจนในการทําปฏิกิริยาดีที่สุดระหวาง
แอนติบอดกีับแอนติเจน โดย dilution ของ biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 ที่
เหมาะสม คือ 1: 3,200 (0.156 µg/ml)  ในสวน dilution 1:1,600 (0.312 µg/ml)  จะเกิด non 
specific ที่เลือดปกติ และในสวน dilution 1:6,400 (0.078 µg/ml) ผลการเกิดปฏิกิริยานอย
เกินไปแตไมพบ non specific (ภาพที่ 21, 22, 23)  
 
            เมื่อใช  biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 ที่ dilution 1:3,200 (0.156 µg/ml) 
และเจือจางแอนติเจนเปน 1:400 และ 1: 800 ในการตรวจตัวอยางกุงติดเชื้อทั้งหมด 40 
ตัวอยาง สามารถตรวจและใหผลอยางชัดเจน ทั้ง 40 ตัวอยาง คิดเปน 100 เปอรเซ็นต 
เปรียบเทียบกบักุงปกติ  สวนการใชแอนตเิจน 1:800 ผลที่ไดไมมีความชัดเจน ไดแกตัวอยาง
กุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 2, 18, 20, 29, 32, 37, และตวัอยางที่ 38 ใหสีของ
ปฏิกิริยาจางมากจนเกือบไมเห็นสี  ดังนัน้พบวาการตรวจหาเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยวิธี 
BS-dot ELISA ใชความเขมขนของ biotin conjugated monoclonal antibody 5G5 เปน 0.156 
µg/ml และแอนติเจนเจือจาง 1:400 มีประสิทธิภาพที่สุดในการใชตรวจไวรัส  (ภาพที่ 24, 25)  
และผลการหา sensitivity ของโมโคลนอลแอนติบอดี 5G5 ตรวจหาไวรสัตัวแดงดวง พบวา
ความเขมขนของเลือดกุงติดเชื้อที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจพบ คือ 0.390 µg/ml (ภาพที่ 26)   
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ภาพที่ 21    แสดงผลการหา titer ของแอนติเจน ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดง                    
                   ดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวิธี dot ELISA ใช biotin conjugated monoclonal   
                   antibody 1:1,600, positive control  ; polyclonal antibody, negative control ;  
                   myeloma culture fluid. 
 
 
 

1. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
2. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
3. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
4. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
5. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง 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 ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดง 
                  ดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวธีิ dot ELISA ใช biotin conjugated monoclonal  
                  antibody 1:3,200, positive control  ; polyclonal antibody. negative control ;  
                  myeloma culture fluid. 
 

1. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
2. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
3. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 1 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
4. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
5. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง 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 ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดง 
                  ดวงขาวสามารถตรวจเจอโดยวธีิ dot ELISA ใช biotin conjugated monoclonal 
                  antibody 1:6,400, positive control; polyclonal antibody,  negative control ;  
                  myeloma culture fluid. 
 
 

1 

3 

1. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยางที่ 1 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
2. เลือดกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
3. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 1 เจือจาง 
  1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
4. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง ที่ 2 เจือจาง 
   1:400     1:800    1:1,600    1: 3,200     1:6,400    1: 12,800    1: 25,600 
5. เลือดกุงปกติ ตัวอยาง 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   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง  
                  เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยาง 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. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 1-10 
               2. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 11-20 
               3. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 21-30 
               4. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 31-40 
               5.  เลือดกุงกุลาดําปกติ ตัวอยาง 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   แสดงผลตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกลุาดํา จากตวัอยางกุง 40 ตวัอยาง  
                  เปรียบเทียบกับกุงปกติ 10 ตัวอยาง 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. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 1-10 
               2. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 11-20 
               3. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 21-30 
               4. เลือดกุงกุลาดําตดิเชื้อไวรัสตวัแดงดวงขาว  ตัวอยาง 31-40 
               5.  เลือดกุงกุลาดําปกติ ตัวอยาง 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. เลือดกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขน (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. เลือดกุงกุลาดําปกติความเขมขน (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.  การเปรียบเทียบวิธีการตาง ๆในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา  
               
             จากการทดลองใชโมโนโคลนอลที่ผลิตจากไฮบริโดมารหัส 5G5 ในการตรวจหาเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชวิธี indirect ELISA , BS-DAS ELISA , dot ELISA , BS-dot 
ELISA  พบวามีความแตกตางกันดานระยะเวลาที่ใชในการตรวจสอบ  ความถูกตองในการ
ตรวจและ sensitivity โดยวิธีที่ใชเวลาในการตรวจนอยทีสุ่ด คือ  BS- dot ELISA ใชเวลา 4 
ช่ัวโมง 20 นาที และมีความถูกตองในการตรวจ 100 เปอรเซ็นต มี sensitivity สูง สามารถ
ตรวจพบไวรสัไดนอยที่สุด 0.390 µg/ml วิธีที่ดีรองลงมาคือวิธี dot ELISA  ใชเวลา 4 ช่ัวโมง 
50 นาที มีความถูกตองในการตรวจ 100 เปอรเซ็นต แตมี sensitivity ต่ํา สามารถตรวจพบ
ไวรัสนอยที่สุด 50 µg/ml  สวน indirect ELISA  เปนวิธีที่ใชเวลา 5 ช่ัวโมง มีความถูกตองใน
การตรวจ 92.5 เปอรเซ็นต  และมี sensitivity สูงมาก สามารถตรวจพบไวรัสนอยที่สุด 0.195 
µg/ml  ในสวน BS-DAS ELISA เปนวิธีที่ใชเวลาในการตรวจมากที่สุดคือ 6 ช่ัวโมง 15 นาที 
และมีความถูกตอง เพียง 87.5 เปอรเซ็นต และมี sensitivityในการตรวจพบไวรัสนอยที่สุด 
1.562 µg/ml  เปรียบเทียบผลการทดลองระหวางวธีิ BS-dot ELISA กับ dot ELISA พบวาการ
ใช  biotin streptavidin  conjugate สามารถพัฒนาการตรวจ ชวยเพิ่ม sensitivity และความถูก
ตองในการตรวจเพราะ biotin กับ streptavidin สามารถจับกันไดอยางแนนหนา  แตเมือ่เทียบ
วิธี indirect ELISA กับวิธี BS-DAS ELISA พบวาวิธี indirect ELISA มี sensitivity และ
ความถูกตองในการตรวจมากกวาวิธี BS-DAS ELISA ทั้งนี้อาจเปนเพราะ condition ของวิธี 
BS-DAS ELISA ยังไมเหมาะสมเทาที่ควรและมีขั้นตอนที่มากกวา ในการตรวจไวรสัทั้งสอง
วิธีนี้มีความถกูตองในการตรวจไมถึง 100 เปอรเซ็นต อาจเปนผลมาจาก non specific สวนเมื่อ
เปรียบเทียบวธีิ BS- dot ELISA กับวิธี indirect ELISA ถึงแมวิธี indirect ELISA จะม ี
sensitivity สูงกวา แตความถกูตองในการตรวจนอยกวาและระยะเวลาทีใ่ชมากกวา  ดงันั้นวิธี 
BS-dot ELISA จึงเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการใชตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
อีกทั้งไมตองใชเครื่องมือในการอานผลแตสามารถอานผลดวยตาเปลาได  (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8   แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีการตาง ๆ ในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว 
                   ในกุงกุลาดํา 
  
วิธีการตรวจ         กุงติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ตรวจพบ/     คิดเปนเปอรเซ็นต         ความไวในการตรวจ             เวลาท่ีใช 
                                      กุงติดเชือ้ท้ังหมด (ตัวอยาง)                                                      (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 
 

              เตรียมไวรัสตัวแดงดวงขาวจากเลอืดกุงและเหงอืกกุงกุลาดําทีต่ิดเชื้อ ใหบริสุทธิ์โดยการ
ปนแยกใน 10-50 % continuous sucrose gradient และเมือ่นําไวรัสบริสุทธิ์ มาตรวจดูแถบโปรตีน
ของไวรัสโดยวิธี SDS-PAGE  พบแถบโปรตีนทั้งหมด 6  แถบโปรตีน ไดแกโปรตีน ขนาด 24, 28, 
40, 43, 120 และ 180 kDa  พบวาโปรตีนของไวรัสที่ตรงกับงานวจิัยอ่ืนมี 2 แถบ ไดแกโปรตีนขนาด 
24 และ 28 kDa 
 
             ทําการเชื่อมเซลลมามหนู Balb/c ที่ผานการฉีดกระตุนดวยไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์ กับ 
myeloma cell (P3-X63- Ag.8.653) ไดไฮบริโดมาทั้งหมด 240 หลุม จากการเชื่อมเซลลทั้งหมด  
3 คร้ัง  ตรวจพบวามีการสรางแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาว ทั้งหมด 36 หลุม  ผลการทดลอง
พบวาไดเซลลไฮบริโดมา 1 โคลน ที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาํเพาะกับไวรสัตัวแดงดวงขาว 
คือโคลน 5G5  ซ่ึงเมื่อนํามาเตรียมในรูป ascitic fluid พบวาใหระดับ antibody titer สูงถึง 
1:1,280,000  
                                                                                                               

ผลจากการตรวจหาชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (isotype)  พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 5G5 เปน IgG2a มี light chain เปนชนิด kappa  และในการ
ทดลองดูความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 5G5 ตอไวรัสตัว
แดงดวงขาว โดยวิธี Western blot  พบวามคีวามจําเพาะกบัแถบโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว
ขนาด 180 kDa โดยที่ไมมี cross reaction กับไวรัสหวัเหลือง (yellow head virus) 
 
               ทดลองนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 5G5 มาใชในการ
ตรวจหาไวรัสตัวแดงดาวขาว ในตวัอยางกุงกุลาดําติดเชือ้ไวรัส 40 ตัวอยาง เทียบกับการตรวจในกุง
ปกติ 10 ตัวอยาง โดยวิธี indirect ELISA, biotin streptavidin double antibody sandwich antibody 
ELISA (BS-DAS ELISA), dot ELISA และ  biotin streptavidin dot ELISA ( BS-dot ELISA)  
พบวาวิธี  BS-dot ELISA  เปนวิธีที่ใหผลในการตรวจพบไวรัสถูกตอง 100 เปอรเซ็นต มี sensitivity 
สูง ตรวจพบไวรัสความเขมขนต่ําสุด 0.390 µg/ml  และเวลาที่ใชในการตรวจเพยีง 4 ช่ัวโมง 20 นาที 
การอานผลการตรวจสามารถดูไดดวยตาเปลา  การตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวในเลือดกุงโดยใช
โมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี BS-dot ELISA เปนวธีีที่งายและสะดวก  เหมาะทีจ่ะใชตรวจหา
ไวรัสตัวแดงดวงขาวในฟารมกุงกุลาดํา 
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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  
 

ตารางแสดงคา OD ท่ี 492 nm ของน้าํเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ท่ีไดจากการเชื่อมเซลล
ท้ัง 3 ครั้ง  นาํมาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชี้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดย

วิธี indirect ELISA 
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การเชื่อมเซลลในครั้งแรกไมมีผลแสดง 
 

เนื่องจากการเชื่อมเซลลคร้ังแรก ไมมีหลุมไหนที่ไดเซลลไฮบริโดมาเลย จึงไมมีการ
นําน้ําเลี้ยงเซลลนํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดตีอเชี้อไวรัสตวัแดงดวงขาว โดยวิธี  
indirect ELISA 
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ตารางผนวกที ่ข1   แสดงคา OD ที่ 492 nm ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการเชื่อม  
                               เซลลคร้ัง ที่ 2 นํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดง  
                               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 (ตอ) 
 
                                                                                              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 (ตอ) 
 
                                                                                                       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 เซลลรหัส 1B2*, 4F9*, 5E7*, 6G11*เปนไฮบริโดมาเซลลที่ ผลิต 
                   แอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการเชือ่มเซลล คร้ังที่ 2 ที่ใหคา OD สูง       
                   กวาไฮบริโดมาเซลลรหัสอื่น, 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   แสดงคา OD ที่ 492 nm ของน้ําเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ที่ไดจากการเชื่อม 
                               เซลลคร้ังที่ 3 นํามาทําการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสตัวแดง 
                               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 (ตอ)   
 
                                                                                                      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 (ตอ)   
 
                                                                                                       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 (ตอ)   
 
                                                                                                      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                    -                       - 



             
104  

ตารางผนวกที ่ข2 (ตอ)   
 
                                                                                                      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 (ตอ)    
 
                                                                                                      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 (ตอ)   
 
                                                                                                      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 (ตอ)   
 
                                                                                                             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 (ตอ)   
 
                                                                                                      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 ุ  *   เปนไฮบริโดมาเซลลที่ ผลิตแอนติบอดีตอไวรัสตัวแดงดวงขาวในการเชื่อม  
                   เซลลคร้ังที่ 3 ที่ใหคา OD นอย,** เปนไฮบริโดมาเซลลที่ ผลิตแอนติบอดตีอไวรัส 
                   ตัวแดงดวงขาวในการเชื่อมเซลล คร้ังที่  3 ที่ใหคาOD สูงกวาไฮบริโดมาเซลลรหัส  
                   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 
 

ตารางแสดงคา OD ท่ี 492 nm ของการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว จากตัวอยาง 
กุงติดเชื้อ 40 ตัวอยาง เทียบกับตัวอยางกุงปกติ  10 ตัวอยาง  

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

    ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                    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 (ตอ)  
 
     ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                        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 (ตอ)   
 
                ตัวอยางกุงกุลาดําปกติ                                                                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  
 
    ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                      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 (ตอ)  
 
 
     ตัวอยางกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว                 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 (ตอ) 
 
                ตัวอยางกุงกุลาดําปกติ                                                                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 และสารเคมีตางๆ ท่ีใชในการทดลอง 
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การเตรียมสารละลายสําหรับใชเตรียมเชื้อไวรัสตัวแดงดวงดวงขาว 
 
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 ใหได 7.4 และเติมน้ํากลั่นใหครบ 1  l 
 

 การเตรียมสารละลายซูโครสความเขมขน 10-50 % (continuous sucrose gradient) 
 

 ซูโครส 10 %  ปริมาตร 7 ml  และซูโครส 50 % ปริมาตร 7 ml  นําสารละลายน้ําตาล
ซูโครสใสลงในเครื่องทํา gradient โดยใสสารละลายซูโครส 50 %  ลงใน mixing chamber  ที่ทําการ
กวนในอัตราเร็ว 70 รอบตอนาที และใสสารละลายซูโครส 10 %  ลงใน containing chamber ที่เชื่อม 
ตอกับ mixing chamber ดวยสายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 mm ยาว 1 cm  เมื่อตองการทํา 
gradient จึงทําการเปดสายยางที่เชื่อมระหวาง 2 chamber และเปด peristaltic pump  โดยควบคุม
อัตราการไหล 4 ml ตอนาที และนําปลายสายยางที่ตอออกจาก peristaltic pump แตะไวที่ปลาย
หลอดหมุนเหวี่ยงเพื่อใหสายละลายซูโครสไหลลงอยางชาๆ จนมีปริมาตร 11 ml   
 

การเตรียมน้ํายาเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ 
 
HT (hypoxanthine และ thymidine) stock 100 เทา 
 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 
 นําสารละลายทั้งสองชนิดมารวมกันแลวกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  µm แบงใส 
 หลอดแกวหลอดละ 10  ml  เก็บไวที่อุณหภูมิ  –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) 
 ละลายดวย RPMI-1640+Fetal bovine serum 10 ml    10 ml 
 หุมดวยกระดาษอลูมิเนียมเพือ่ไมใหถูกแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oC 
 
น้ํายาเลี้ยงเซลล RPMI-1640 
 RPMI-1640( GibCo)  สําเร็จรูปที่นํามาใชไดเลย 

โดยละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาณ      900  ml  
 gentamycin (40mg/ml)  ใหมคีวามเขมขน 50 µg/ml   

เติม NaHCO3                                                                                                         2  g 
ปรับดวย pH ดวย  HCl ใหได pH ประมาณ 7.0-7.2  
เติมน้ํากลั่นฆาเชื้อใหมีปริมาตรครบ  1 l 
กรองอาหารดวย millipore ขนาด   
0.22 µm ในตู lamina flow แลวแบงใสขวดละ 500 ml เกบ็ไวในตูเย็นอณุหภูมิ 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 ความเขมขน 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 
 ผสมใหเขากันนําไปแชที่อุณหภูมิ 0-4  oC 
 
การเตรียม feeder cell 

       feeder cell ทําหนาที่ชวยขจัดซากเซลลที่ตายแลวโดยกระบวนการ phagocytosis และ
ปลอย growth factor เพื่อชวยใหเซลลใฮบริโดมาเจริญเร็วขึ้น feeder cell ที่ใชจะเปนเซลลพวก 
splenocyte, peritoneum macrophage, thymocyte หรือ fibroblast  การทํา feeder ใชมามของหนู 
swiss albino เพศเมีย อายุ 2 เดือน จากสํานกัสัตวทดลองแหงชาติ ม.มหิดล อ.ศาลายา จ.นครปฐม 
โดยจะใช 1 ตวั ตอ 1 fusion เตรียมไดโดยทําการฆาหนดูวยวิธีเคลื่อนกระดกูคอ ( cervical 
dislocation) แลวเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธี aseptic technique  บดมามที่นําออกมาบน
ตะแกรงลวดตาถี่โดยใชดาม (plunger) ของหลอดฉีดยาขนาด 5 ml เปนตัวบด จากนัน้นําเซลลที่
ไดมาปนลางใน RPMI 1640 ที่ความเร็ว 300 g  นาน 5  นาที จํานวน 2 คร้ังกอนนํา feeder cell  ที่
ไดมาใสใน HAT medium โดยปรับความหนาแนนของ feeder cell ใหได 106 cell/ml จากนั้นหยด
ลง plate ขนาด 96 หลุม ปริมาณหลุมละ 100 µl รอไวใชหลังการเชื่อมเซลล โดยตองทํา feeder cell 
กอนการเชื่อมเซลล 1 วัน และเก็บไวที่ตูบม CO2  อุณหภูม ิ37 oC เพื่อตรวจสอบการปนเปอน 
 

การเตรียมสารละลายชนิดตางๆ ท่ีใชในการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA 
 
Coating buffer (carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6) 
 Na2CO3          1.59  g 

Na2HPO4. 12H2O           2.93   g 
ละลายน้ําใหไดปริมาณครบ      1  l 

 
PBS-T (PBS pH 7.4 + Tween 20  ความเขมขน 0.05 %) 

KH2PO4         0.2  g  
NaCl         0.8  g 
Na2HPO4 . 12H2O           2.9  g 
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KCl         0.2  g 
ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ      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 ใหได 5.0 โดยแลวเติมน้ําใหครบ 1l   
 
สารละลายสับสเตรท [ o-phenylenediamine (OPD) : Fermentas ] 
 OPD in citrate phosphate buffer pH 5.0  

(อัตราสวน 5 เม็ดตอ substrate buffer 12.5 ml) 
 ละลายใน citrate phosphate buffer pH 5.0     12.5  ml 
 เติม 30% H2O2        12.5   µl 
 ตองเตรียมใหมกอนใชทกุครั้ง 
 
สารละลายสําหรับหยดุปฏิกริิยา( 2N H2SO4) 

H2SO4         39.2  ml 
 น้ํากลั่น         160  ml 
 

สารละลายที่ใชหาความเขมขนของโปรตนี 
 
 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 ) ในอัตราสวน 100:1:1 
 

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

สําหรับ TEMMED (N,N,N’N’ –tetramethyl ethylenediamine) ใชไดเลยโดยไมตองทาํให
เจือจางกอนใช 
 
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 ใหครบ       5    ml 
 เก็บไวที่ -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 ใหครบ       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 
 กวนจนกระทัง่ละลายแลวเตมิ acetic acid     70   ml 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ         1  l 
 
Destaining solution 1 (40% methanol,  7 % acetic acid) 
 methanol        400  ml 

acetic acid           70  ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ           1   l 

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

acetic acid           70  ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ             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 

เติมน้ํากลั่นใหครบ       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.  ตัดแผนไนโตรเซลลูโลส (whatman :0.45 µm)  ใหมีขนาดเทากับแผน resolving gel 
แลว equilibrate แผน resolving gel แผนไนโตรเซลลูโลส กระดาษกรอง จํานวน 2 แผน และแผน
ฟองน้ํา( fiter pad) จํานวน 2 แผน โดยแชใน transfer buffer นาน ประมาณ 15-30 นาที 

              2. วาง fiter pad ลงบน gel holder cassette แลววางทับเปนชัน้ๆ ตอไปดวย กระดาษกรอง 
resolving gel แลว equlilibrate แผน resolving gel แผนไนโตรเซลลูโลส กระดาษกรอง จํานวน 2 
แผน และแผนฟองน้ํา (fiter pad) จํานวน 2 แผน โดยแชใน transfer buffer นานประมาณ 15 นาที ถึง 
1 ช่ัวโมง 

 3.  นําชุด cassette  ประกอบเขากับ electrode module แลวนําไปใสลงใน buffer tank  ที่มี
ชุดทําความเยน็บรรจุอยูภายใน ใส transfer buffer ลงไปใหทวม cassette และนํา buffer tank ที่
ประกอบเรียบรอยแลวไปตั้งบน magnetic stirrer ที่ปรับความเร็วที่ประมาณ 30 rpm เพื่อชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการถายโปรตีน 

 4.  ตอเครื่องจายกระแสไฟฟาเขากับชุด electrode module และเปดสวิตซโดยใชกระแส 
ไฟฟา 30 V 90 mA  นาน 16-18 ช่ัวโมง โดยเมื่อครบเวลาใหตัดแผนไนโตรเซลลูโลส สวนหนึ่งยอม
ดวยสี amido black นาน 10 นาที กอนใช destain solution ลางสีสวนเกนิออกเพื่อดูประสิทธิภาพ
การถายโปรตีนสวน resolving gel ที่ผานการถายโปรตีนแลวใหนํามายอมดวยสี Coomasie brilliant  
blue R -250 

               5.  สําหรับแผนไนโตรเซลลูโลสอีกสวนหนึ่งใหนํามาทําปฏกิิริยาทางอิมมโูนวิทยากับโม
โนโคลนอลแอนติบอดีโดยนํามาลางดวย PBS-T 3 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาที 

  6.  เติม blocking solution  ปริมาตร  10 ml ลงไปกอนนําไป rotateที่ อุณหภมูิหอง นาน 1 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาลางดวย PBS-T 3 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาท ี

  7.  เติมน้ํายาเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ไมเจอืจาง ลงไปกอนนําไป rotateที่ อุณหภูมิ หอง 
นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที  หลังจากนั้นนํามาลางดวย PBS-T 3 คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาท ี
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  8.  เติม  goat anti-mouse IgG- HRP โดยเจือจางดวย blocking solution ในอัตราสวน 1 : 
10,000  ลงไปกอนนําไป rotateที่ อุณหภูมหิอง นาน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาลางดวย PBS-T 3 
คร้ัง นาน คร้ังละ 3 นาท ี

                9.  เติมสารละลายสับสเตรท TMB (tetramethylbenzidine) แลว rotate เปน  เวลา 1 นาที 
หรือจนกระทัง่ปรากฏแถบสีน้ําตาลเกิดขึน้ จากนัน้หยุดปฏิกิริยาดวยน้าํกลั่น 
 

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

Na2HPO4. 12H2O       2.9    g 
ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ                    1  l 
Tween 20        0.5    ml 

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

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

Na2HPO4        0.94    g 
เติมน้ํากลั่นใหครบ          1      l 
 

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

เติมน้ํากลั่นใหครบ           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 
ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ        1    l 

 
 0.1M  NaHCO3. pH 8.2 
 NaHCO3           8.394 g 

ละลายน้ํากลั่นใหไดปริมาตรครบ      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  แสดงคา OD ที่ 750 nm  ของปริมาณโปรตีนมาตรฐานในแตละความเขมขน 

 
 
 

standard cruve

y = 0.0001x + 0.0322
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กราฟผนวกที่ จ1   แสดงคา OD ที่ 750 nm เปรียบเทียบกบัปริมาณโปรตีนในการสรางกราฟ 
                             มาตรฐาน 

                   ปริมาณโปรตีน (µg/ml)                                     คา 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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