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Flavobacterium columnare เป็นสาเหตุของโรคคอลมันาริสที่เกิดขึน้ในปลาน า้จืด

ทั่วโลก ซึ่งสง่ผลกระทบอย่างมากต่ออตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน์ า้ แบคทีเรียดงักลา่วจะท าให้
เกิดแผลบรเิวณผิวหนงั ครีบ และเหงือกของปลาที่ติดเชือ้ ส่งผลใหม้ีอตัราการตายเกิดขึน้ตัง้แต่ 60-
100% ดังนัน้การตรวจหาเชือ้ F. columnare ที่ง่าย ถูกตอ้ง รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ และราคาถูก
จะเป็นเครื่องมือส าหรับการป้องกันการเกิดและการระบาดของโรคนี ้ได้ ดังนั้นงานวิจัยนี ้มี
วัตถุประสงคเ์พื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อ F. columnare ส าหรบัน าไปพัฒนา
เป็นเครื่องในการตรวจวิเคราะห์การติดเชื ้อด้วยวิธีการทางภูมิคุ้มกันวิทยา  โดยใช้ outer 
membrane protein (OMP) ของเชือ้ F. columnare ในการปลูกภูมิคุ้มกัน ซึ่งหนูขาวที่ถูกปลูก
ภูมิคุม้กันมีการตอบสนองต่อแอนติเจนสูงจึงน าไปผลิตเป็นเซลลไ์ฮบริโดมาที่สรา้งโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจ าเพาะต่อเชือ้ F. columnare ในงานวิจัยสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้
ทั้งสิน้ 6 กลุ่มโดยที่  4 กลุ่มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับอย่างจ าเพาะกับเชื ้อ F. 
columnare อีก 2 กลุ่มเกิดปฏิกิริยาขา้มเล็กนอ้ยกบั F. indicum ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่ม
ที่  1 และ  3 สามารถน าไปใช้ในการตรวจหาเชื ้อ  F. columnare ในเนื ้อเยื่อของปลาด้วยวิธี 
immunohistochemistry ได ้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดน้ีม้ีความไวในการตรวจหาเชือ้ F. 
columnare ดว้ยวิธี dot blotting อยู่ที่ 106-107 cfu/mL ซึ่งสามารถน าไปพัฒนาเป็นเครื่องมือใน
การตรวจหาเชือ้ F. columnare ในปลาติดเชือ้ได้ โดยไม่ต้องอาศัยการแยกเชือ้แบคทีเรียด้วย
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยารว่มกบัคณุสมบติัทางชีวเคมีของเชือ้ 
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Flavobacterium columnaris is a common pathogenic bacterium that causes 

columnaris disease in freshwater fish. Outbreaks of this disease result in devastating 
losses in aquaculture with a mortality rate of approximately 60-100%. The infected fish 
usually show lesions on the external body surface and gills such as skin damage, fin rot, 
and gill necrosis. The aims of this study were to produce monoclonal antibody (MAb) 
specific to F. columnaris for the development of high-efficiency immuno-based assays 
for the detection of the disease. The outer membrane protein (OMP) preparation was 
used for immunization and the splenocytes from the highest response mouse was used 
for MAb production. Six different groups of MAbs bound to all isolates of F. columnaris 
were obtained in this study: four of them were specific only F. columnaris while the other 
two groups demonstrated cross-reactivity to F. indicum. MAbs in group 1 and 3 could 
be used to detect the infection of the tissues by immunohistochemistry. The limited 
detection of these MAbs were ranged from 106-107 cfu/ml as determined by dot blot 
assays. The detection of this pathogen could be performed directly in infected tissues 
without the requirement of bacterial isolation. 

 
Keyword : Flavobacterium columnare, columnaris disease, Monoclonal antibody, dot 
blotting, Western blotting, Immunohistochemistry 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

ประเทศไทยเป็นหนึ่งในประเทศที่มีการส่งออกผลิตภณัฑจ์ากปลาน า้จืดเป็นอนัดบัตน้ ๆ 
ของโลก โดยมีการส่งออกทัง้ในรูปแบบของ เนือ้ปลาสด เนือ้ปลาแช่แข็ง ปลาสด ปลาแช่เย็น ปลา
แช่แข็ง และผลิตภณัฑท์ี่มีการแปรรูปแลว้ เช่น ปลาแหง้ ปลารมควนั เป็นตน้ นอกจากนีย้งัมีการส่ง
ออกลูกพันธุ์ปลาไปยังประเทศต่าง ๆ ทั่วโลก ซึ่งในปี  พ.ศ. 2562 กระทรวงพาณิชย์รายงานว่า
ผลิตภัณฑ์จากปลาดังกล่าวมีมูลค่าการส่งออกกว่า 36,125 ล้านบาท ปัจจุบันประเทศไทยมี
แนวโนม้ที่จะขยายการเพาะเลีย้งสตัวน์ า้เพื่อสรา้งรายไดใ้หก้บัประเทศเพิ่มมากขึน้ เนื่องจากตลาด
ทั่วโลกมีความตอ้งการผลิตภณัฑจ์ากปลาสงูขึน้อย่างต่อเนื่อง อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบมลูค่า
การส่งออกผลิตภัณฑจ์ากปลาในปี พ.ศ. 2561 พบว่ามีมูลค่าการส่งออกลดลงประมาณ 1,000 
ลา้นบาท ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการแปรปรวนของสภาพอากาศ การแข็งค่าของเงินบาท และ
สภาพแวดลอ้มในบางพืน้ที่เริ่มเสื่อมโทรมลง น า้เน่าเสีย มีการเลีย้งปลาที่หนาแน่น และการจดัการ
ที่ไม่ดีพอ ท าให้เกิดปัญหาโรคในปลาขึน้ ซึ่งโรคที่พบในการเพาะเลีย้งปลามีทั้งที่เกิดจากการติด
ปรสิต เช่น เห็บระฆัง (Trichodina sp.), ปลิงใส (Cichlidogyrus sp.) การติดเชือ้แบคทีเรีย เช่น 
แ บ ค ที เ รี ย  Aeromonas hydrophila, แ บ ค ที เ รี ย  Streptococcus sp. แ ล ะ แ บ ค ที เ รี ย 
Flavobacterium columnare นอกจากนีย้งัพบโรคที่เกิดจากการติดเชือ้ราและไวรสัอื่น ๆ (ชนกนัต,์ 
2013) 

โรคคอลัมนาริส  (columnaris disease) มี สา เหตุ จากการติด เชื ้อแบคที เรีย  F. 
columnare ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบที่มี เส้นใย โคโลนีมีสีเหลือง รูปร่างเป็นแท่งเรียว ยาว
ประมาณ 3-10 ไมครอน กวา้ง 0.3-0.5 ไมครอน มีการพบครัง้แรกในบาดแผลของปลาน า้อุ่นใน
แม่น า้มิสซิสซิปปีประเทศสหรฐัอเมรกิาเมื่อปี พ.ศ. 2465 ในปัจจบุนัพบรายงานการระบาดของโรค
คอลมันาริสเกิดขึน้ทั่วโลก สรา้งความเสียหายอย่างมากต่ออตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน์ า้และ
ยังส่งผลกระทบต่อปลาในแหล่งน ้าธรรมชาติ (Pongnumpai & Chitmanat, 2017) โดยโรคนี ้
สามารถเกิดขึน้ไดท้ั้งกับปลาแรกเกิดและปลาตัวเต็มวัย ส่วนใหญ่จะเกิดขึน้ในบริเวณน า้อุ่นที่มี
อณุหภูมิตัง้แต่ 15-25ºC อย่างไรก็ตามพบการเกิดโรคคอลมันาริสในปลาแซลมอลที่เลีย้งบริเวณ
น า้เย็นซึ่งมีอณุหภูมิ 12-15ºC โดยแบคทีเรีย F. columnare จะสรา้งความเสียหายต่อเหงือก และ
ผิวหนงัของปลา ท าใหเ้กิดแผลบริเวณปากส่งผลใหป้ลาไม่กินอาหารและตายในที่สดุ ซึ่งพบว่าโรค
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คอลัมนาริสมีอัตราการตายเกิดขึน้ตั้งแต่ 60-100% ขึน้อยู่กับความรุนแรงในการก่อโรคของ
แบคทีเรีย F. columnare แต่ละไอโซเลต ส าหรับการระบาดของโรคคอลัมนาริสนั้นส่วนใหญ่
เกิดขึน้จากสภาพแวดลอ้มในการเพาะเลีย้งปลาไม่เหมาะสม เนื่องมาจากความหนาแน่นในการ
เลีย้งปลามากจนเกินไปท าให้มีปริมาณออกซิเจนในน า้อยู่ในระดับต ่า หรืออาจเกิดจากมีความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียมในแหลง่น า้สงู (Lafrentz, Goodwin, & Shoemaker, 2012) 

จากสถานการณ์ดังกล่าว การตรวจวิเคราะหแ์บคทีเรีย F. columnare ที่มีความถูกตอ้ง 
รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ และราคาถูก จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการวางแผนเพื่อป้องกนัการเกิด
และการระบาดของโรคคอลัมนาริส อย่างไรก็ตามในปัจจุบันสามารถตรวจหาแบคทีเรีย F. 
columnare ไดห้ลายวิธีดว้ยเทคนิคต่าง ๆ เช่น การตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางจุลชีววิทยาซึ่ง
เป็นวิธีการที่มีตน้ทุนในการตรวจต่อตัวอย่างไม่สูงมาก แต่วิธีนีใ้ชเ้วลานานในการตรวจวิเคราะห์
และผลที่ไดอ้าจไม่ถูกตอ้ง 100% เนื่องจากตอ้งใชบุ้คลากรที่มีความช านาญสงูเพื่อแยกแยะความ
แตกต่างของแบคทีเรียโดยใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาร่วมกับคุณสมบติัทางชีวเคมี  การตรวจ
วิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางอณูชีววิทยาดว้ยวิธี polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคที่มี
ความไว และมีความถูกตอ้งสงู แต่วิธีการนีต้อ้งใชบ้คุลากรที่มีความช านาญเช่นกนั และมีตน้ทนุใน
การตรวจต่อตวัอย่างที่สงู (Declercq, Haesebrouck, Van, Bossier, & Decostere, 2013)  

ดังนั้นเพื่อช่วยลดต้นทุนของเกษตรกรผู้เพาะเลีย้งปลาในการตรวจวิเคราะห์โรค การ  
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ที่เป็นสาเหตุของโรค
คอลมันาริส ซึ่งปัจจุบนัยังไม่พบรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแบคทีเรีย
ดังกล่าว จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรับน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ไปพัฒนาเป็น
เครื่องมือในการตรวจวิเคราะห์ที่มีความไว แม่นย าสูง ใชเ้วลาในการตรวจน้อย และเกษตรกร
สามารถตรวจไดด้ว้ยตวัเอง นอกจากนีย้งัมีตน้ทุนในการตรวจต่อตวัอย่างที่ถูกลง ซึ่งจะช่วยในการ
ปอ้งกนัการเกิดและการระบาดของโรคคอลมันารสิไดต่้อไป  
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ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare  
2. เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจแบคทีเรีย F. columnare โดยวิธีทางภูมิคุม้กันวิทยา เช่น dot 

blotting และ Western blotting 
 

ความส าคัญของการวิจัย 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึน้สามารถน าไปพัฒนาเป็นวิธีการทางภูมิคุม้กันวิทยา

เพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์หาแบคทีเรีย F. columnare ส าหรับใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื ้อ
แบคทีเรียเพื่อปอ้งกนัการเกิดและการระบาดของโรคคอลมันารสิในปลา 

 
ขอบเขตการวิจัย 

1. เตรียมแบคทีเรีย F. columnare และแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ส าหรบัทดสอบปฏิกิรยิา 
2. เตรียมแบคทีเรีย F. columnare เพื่อน าไปสกัดโปรตีนเยื่อหุ้มเซลลช์ั้นนอก (outer 

membrane protein) ส  าหรบัใชเ้ป็นแอนติเจนในการปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาว 
3. คดัเลือกหนขูาวที่มีการตอบสนองดีที่สดุเพื่อน าไปผลิตเซลลไ์ฮบรโิดมา 
4. คดัเลือกเซลลไ์ฮบรโิดมาที่ผลิตแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ดว้ยวิธี 

dot blotting, Western blotting และวิธี immunohistochemistry 
5. ศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้ม

ดว้ยวิธี dot blotting การตรวจสอบการทบัซอ้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดในการจับ
กับอิพิ โทปของแอนติเจนด้วยวิธี  indirect ELISA การจ าแนก class และ subclass ด้วยวิธี 
sandwich ELISA และการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting



 

บทที ่2  
เอกสารงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
1. อนุกรมวิธานแบคทเีรีย Flavobacterium columnare 

แบคที เรีย  Flavobacterium columnare (F. columnare) ถู กจัดอยู่ ในอาณ าจัก ร 
(kingdom) Bacteria ไฟลมั (phylum) Bacteroidetes ชัน้ (class) Flavobacteria อันดับ (order) 
Flavobacteriales ว ง ศ์  (family) Flavobacteriaceae แ ล ะ ส กุ ล  (genus) Flavobacterium 
(Bernardet et al., 1996) โดยแบคทีเรียในสกุลนี ้เป็นสาเหตุของการเกิดโรค Flavobacterial 
diseases เป็นที่ยอมรบัว่าโรคที่เกิดขึน้สรา้งความเสียหายอย่างมากต่ออตุสาหกรรมการเพาะเลีย้ง
สตัวน์ า้ทั่วโลก ซึ่งโรคนีเ้กิดจากแบคทีเรีย 3 ชนิดในสกุลนี ้ไดแ้ก่ F. psychrophilum เป็นสาเหตุ
ของโรค cold water disease (CWD) และเป็นสาเหตทุี่ท าใหป้ลาเรนโบวเ์ทราตเ์กิดอาการเซื่องซึม 
ไม่กินอาหาร และว่ายน ้าผิดปกติ (rainbow trout fry syndrome: RTFS) ส าหรับแบคทีเรีย F. 
branchiophilum เป็นแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคเหงือกในปลา (bacterial gill disease) และ
แบคทีเรีย F. columnare เป็นแบคทีเรียซึ่งเป็นสาเหตุของโรคคอลมันาริส (columnaris disease) 
นอกจากนีย้ังมีรายงานเพิ่มเติมเก่ียวกับแบคทีเรียในสกุล Flavobacterium โดยพบว่าอาจเป็น
สาเหตุที่ท าให้เกิดโรคในสัตว์น ้าได้ โดยแบคทีเรียที่มีรายงานเพิ่มเติมได้แก่ F. johnsoniae, F. 
succinicans และ F. hydati (Loch & Faisal, 2015) 

 
2. ประวตัิการค้นพบ Flavobacterium columnare 

โรคคอลัมนาริส ได้มี การกล่ าวถึ ง เป็ นครั้งแรกใน  “a new bacterial disease in 
freshwater fishes” โดย Herbert Spencer Davis เมื่อปี พ.ศ. 2465  ซึ่งพบในบาดแผลของปลา
น า้อุ่นที่เป็นโรคในแม่น า้มิสซิสซิปปีประเทศสหรฐัอเมรกิา ไดม้ีการอธิบายถึงลกัษณะของแบคทีเรีย
นีไ้วว้่ามีโครงสรา้งคลา้ยคอลมัน ์(column-like structures formed) เคลื่อนที่ไดแ้ละมีการรวมกัน
เป็นกลุ่ม จึงตัง้ชื่อแบคทีเรียนีว้่า Bacillus columnaris โดยเป็นแบคทีเรียที่ก่อใหเ้กิดโรคที่เรียกว่า
โรคคอลมันารสิ (Declercq, Haesebrouck, et al., 2013) 

ในช่วงหลายทศวรรษที่ผ่านมาสถานะทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียชนิ ดนี ้มีการ
เปลี่ยนแปลงไปหลายครั้งนับตั้งแต่การค้นพบของ “Davis” โดยในปี พ.ศ. 2487 Ordal และ 
Rucker ไดแ้ยกแบคทีเรียที่ก่อใหเ้กิดโรคคอลัมนาริสในปลาแซลมอน (Onchorhynchus nerka) 
โดยใชอ้าหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรียที่มีสารอาหารปรมิาณนอ้ย ๆ ซึ่งทัง้สองคนไดร้ะบวุ่าแบคทีเรียนีคื้อ 
myxobacterium ซึ่งถูกจดัอยู่ในอันดบั Myxobacteria โดยเป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลกัษณะทาง
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สัณฐานวิทยาเป็นแท่งยาว เคลื่อนที่แบบคืบคลานบนอาหารแข็งและมีการเปลี่ยนชื่อเป็น 
Chondrococcus columnaris และต่อมาในปี พ.ศ. 2488 Garnjobst ไดแ้ยกแบคทีเรียก่อโรคที่มี
ลกัษณะเหมือนกบัแบคทีเรีย C. columnaris แต่ไม่มีการสรา้ง microcyst จึงมีการเปลี่ยนวงศข์อง
แบคทีเรียนี ้เป็นวงศ์ Cytophagaceae ท าให้มีการเปลี่ยนแปลงชื่อของแบคทีเรียอีกครั้งเป็น 
Cytophaga columnaris (Pongnumpai & Chitmanat, 2017) 

ในปี พ.ศ. 2529 มีการจัดกลุ่มแบคทีเรียนีใ้หม่อีกครัง้โดย Bernardet และ Grimont ทั้ง
สองคนได้จัดแบคที เรียนี ้ให้อยู่ ในสกุล  Flexibacter พร้อมทั้ง เปลี่ ยนชื่ อ เป็น Flexibacter 
columnaris และในที่สุด ปี พ.ศ. 2539 แบคทีเรียที่ก่อโรคคอลัมนาริสไดร้บัการจัดจ าแนกอีกครัง้
โดยใชข้อ้มูลดีเอ็นเอ-อาอารเ์อ็นเอ ไฮบริไดเซชัน (DNA-rRNA hybridization) โปรตีน และ กรด
ไขมัน ท าให้แบคทีเรีย  Flexibacter columnaris เปลี่ยนชื่อเป็น Flavobacterium columnare 
(Bernardet et al., 1996) นอกจากนีใ้นปี พ.ศ. 2542 แบคทีเรีย F. columnare ถูกแบ่งย่อยเป็น 3 
genomovars ตามความแตกต่างในล าดับ 16S rDNA โดยท าการศึกษาด้วยเทคนิค restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) และ ดี เอ็น เอ -ดี เอ็น เอ  ไฮบริได เซชัน  (DNA-DNA 
hybridization) (Wakabayashi, 1999) หลังจากนั้นมีการศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายและ
การศึกษาเก่ียวกับอณูชีววิทยาของแบคทีเรีย F. columnare มากขึน้ด้วยเทคนิคต่าง ๆ เช่น 
multilocus sequence analysis (MLSA), internal spacer region-single strand conformation 
polymorphism analysis (ISR-SSCP) และ amplified fragment length polymorphism (AFLP) 
(LaFrentz et al., 2018) ท าให้สามารถแยกความแตกต่างของแบคทีเรีย F. columnare แต่ละ 
genomovars ไดเ้พิ่มมากขึน้ จนในปัจจุบนั (พ.ศ.2562) แบคทีเรีย F. columnare ถกูแบ่งออกเป็น 
6 genomovars ไ ด้ แ ก่  genomovar I, genomovar II, genomovar II-A, genomovar II-B, 
genomovar III และ genomovar I/II (Garcia, LaFrentz, Waldbieser, Wong, & Chang, 2018; 
LaFrentz et al., 2017; LaFrentz, Waldbieser, Welch, & Shoemaker, 2014; Olivares et al., 
2007) นอกจากนีเ้มื่อมีการศึกษาเก่ียวกับจีโนไทป์ของแบคทีเรีย F. columnare ดว้ยเทคนิคที่มี
ความละเอียดขึน้ท าใหส้ามารถแยกความแตกต่างของจีโนไทป์เป็นกลุ่มต่าง ๆ ตาม genotypic 
group โดยแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม โดยพบว่าแต่ละกลุ่มจะมีความจ าเพาะต่อโฮสต์ (host) ที่
แตกต่างกนัไป (LaFrentz, Garcia, & Shelley, 2019; LaFrentz et al., 2018)   
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3. สัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของ Flavobacterium columnare 
แบคทีเรีย F. columnare เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative) เจรญิในอาหารเลีย้ง

เชื ้อแบคที เรียที่ มีสารอาหารปริมาณน้อย  (low nutrient media) เช่น cytophaga medium, 
tryptone yeast extract salts (TYES) และ Anacker and Ordal’s medium (AO) ที่อณุหภูมิ 15-
25ºC เมื่อเลีย้งบนอาหารแข็งมีโคโลนีมีสีเหลือง ลกัษณะเป็นเสน้ใย (rhizoid) หากเลีย้งในอาหาร
เหลวจะอยู่รวมกันเป็นกลุ่ม รูปร่างเป็นแท่งเรียว ยาวประมาณ 3-10 ไมครอน กว้าง 0.3-0.5 
ไมครอน (Cain & LaFrentz, 2007; Declercq, Haesebrouck, et al., 2013) คุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของเชือ้แบคทีเรีย F. columnare แสดงในตาราง 1 (Pongnumpai & Chitmanat, 2017) 

 
ตาราง 1 คณุสมบติัทางชีวเคมีของเชือ้แบคทีเรีย F. columnare 

การทดสอบลกัษณะ (characteristic test) ผล 

การผลิต: 

Cytochrome c oxidase 

Catalase 

Flexirubin-type pigment 

Nitrate reduction 

Congo red adsorption 

Beta-galactosidase (ONPG) 

Arginine dihydrolase (ADH) 

Lysine decarboxylase (LDC) 

Ornithine decarboxylase (ODC) 

Urease production (URE) 

Tryptophane deaminase (TDA) 

Indole (IND) 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

การทดสอบลกัษณะ (characteristic test) ผล 

การผลิต: 

Voges Proskauer reaction (VP) 

H2S production 

 

- 

+ 

การผลิตกรดจาก: 

Glucose (GLU) 

Mannitol (MAN) 

Inositol (INO) 

Lactose (LAC) 

Sorbitol (SOR) 

Rhamnose (RHA) 

Sucrose (SAC) 

Melibiose (MEL) 

Mannose 

Arabinose (ARA) 

Amygdalin (AMY) 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

การย่อยสลายของ: 

Casein 

Gelatine (GEL) 

Starch  

 

+ 

+ 

- 

หมายเหต:ุ (+) = ปฏิกิรยิาเชิงบวก, (-) = ปฏิกิรยิาเชิงลบ 
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ที่ ม า : ดั ด แ ป ล ง จ า ก  Chiang Mai Veterinary Journal (2560) (Pongnumpai & 
Chitmanat, 2017) 

 
โปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ั้นนอก (outer membrane protein; OMP) ของแบคทีเรียแกรมลบ

เป็นโปรตีนที่สามารถกระตุน้ภูมิคุม้กันไดดี้ (Luo et al., 2016) มีบทบาทส าคัญในความสมัพันธ์
ระหว่างโฮสตแ์ละแบคทีเรียที่เขา้ยึดเกาะ (Kumar, Rathore, & El-Matbouli, 2014) โดยช่วยให้
แบคทีเรียแกรมลบสามารถการหลบหลีกจากระบบภูมิคุม้กันของโฮสตไ์ด ้(Hunter et al., 1986) 
นอกจากนีโ้ปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกยงัสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัของโฮสตใ์นการป้องกนัการติด
เชื ้อจากแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืน (Huogeng, Chengzhu, & Changfu, 2010; Rahman et al., 
2002; Xia, Wang, & Chen, 2007) โดยในปี พ.ศ. 2559 มีการน าเอาโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอก
ของแบคทีเรียแกรมลบไปพฒันาเป็นวคัซีนในการกระตุน้การตอบสนองของระบบภมูิคุม้กนัในปลา 
(He et al., 2020; Luo et al., 2016; Xu et al., 2018) ซึ่งจากงานวิจยัก่อนหนา้นีช้ีใ้หเ้ห็นว่าโปรตีน
เยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกมีประสิทธิภาพอย่างมากในการน าไปผลิตเป็นวคัซีนเมื่อเปรียบเทียบกบัวคัซีน
ที่ไดจ้ากการท าใหเ้ชือ้ตายดว้ยความรอ้น และวคัซีนที่ไดจ้ากการท า formalin-fixed ปัจจุบนัมีการ
น าโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรียหลายสายพันธุไ์ปผลิตเป็นวคัซีนรวมไปถึงโปรตีนเยื่อ
หุ้ ม เซ ล ล์ ชั้ น น อ ก ข อ ง  Flavobacterium spp. (Luo et al., 2016; Rahman et al., 2002), 
Aeromonas spp. (Abdelhamed, Ibrahim, Baumgartner, Lawrence, & Karsi, 2017; Diao et 
al., 2020; He et al., 2020) และ Vibrio spp. (Guo et al., 2020; Tang et al., 2017)  
 
4. การระบาดของโรคคอลัมนาริส  

แบคทีเรีย F. columnare กระจายอยู่ในแหล่งน า้จืดทั่วโลก พบว่ามีการติดเชือ้แบคทีเรีย
ชนิดนีใ้นปลาน า้จืดตามธรรมชาติและปลาที่เพาะเลีย้งหลายชนิด เช่น ปลาคารพ์, ปลากดหลวง, 
ปลาทอง, ปลาหางนกยูง, ปลาไหล, ปลาเพริช, ปลาแซลมอน, ปลาเทราท์, ปลาม้าลาย, ปลา
กระโห้อินเดีย, ปลาซันฟิช, ปลากะพง และปลานิล (Decostere, Haesebrouck, & Devriese, 
1998 ; Figueiredo et al., 2005 ; Loch & Faisal, 2015 ; Morley & Lewis, 2010 ; Sarker, 
Abraham, Banerjee, Adikesavalu, & Patra, 2017; Soto, Mauel, Karsi, & Lawrence, 2008; 
Suomalainen, Bandilla, & Valtonen, 2009) โดยพบว่าแบคทีเรีย F. columnare มีการระบาด
เป็นจ านวนมากในปลาน า้จืดที่อยู่บรเิวณเขตรอ้น อย่างไรก็ตามพบว่าแบคทีเรีย F. columnare ได้
สรา้งความเสียหายต่ออตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลากดหลวง (Ictalurus punctatus) ในประเทศ
สหรัฐอเมริกาเป็นอย่างมากรองจากแบคทีเรีย Edwardsiella ictalurid ซึ่งส่งผลกระทบต่อ
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เศรษฐกิจกว่าปีละ 30 ล้านดอลลารส์หรฐั (Hawke & Thune, 1992; Wagner, Wise, Khoo, & 
Terhune, 2002) ส าหรบัในประเทศไทยพบการระบาดของโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย F. columnare 
ไดต้ลอดทัง้ปี แต่จะพบการระบาดมากในช่วงที่มีสภาพอากาศ แปรปรวน โดยพบการระบาดใน
ปลานิลที่เลีย้งไวใ้นบ่อดินและในกระชงั ช่วงเดือนสิงหาคม - ตลุาคม ปี พ.ศ. 2557 โดยมกัพบการ
ระบาดของโรคในระหว่างการขนยา้ยปลา (Pongnumpai & Chitmanat, 2017) 

นอกจากนี ้แบคทีเรีย F. columnare ยังสามารถด ารงชีวิตอยู่ร่วมกับแบคทีเรียที่ เป็น 
microbiota ของปลาในแหล่งน า้จืดตามธรรมชาติและปลาที่เพาะเลีย้งได้ โดยปลาที่มีสุขภาพ
แข็งแรงอาจมีแบคทีเรียนีติ้ดอยู่ซึ่งไดร้บัจากการระบาดของโรคคอลมันาริสก่อนหนา้ ปลาดงักล่าว
จะท าหนา้ที่เป็นแหล่งเพิ่มจ านวนและแพร่กระจายแบคทีเรีย F. columnare ใหก้บัปลาอ่ืน ๆ ที่อยู่
ในบริเวณเดียวกัน (Fujihara & Nakatani, 1971; Suomalainen, Tiirola, & Valtonen, 2005c) 
จากการศึกษาของ Fujihara และ Nakatani พบว่าปลาที่เป็นพาหะของโรคคอลัมนาริสสามารถ
แพร่กระจายแบคทีเรีย F. columnare ได้ 5 × 103 cfu/mL ในระยะเวลา 1 ชั่ วโมง (Fujihara & 
Nakatani, 1971) โดยเหงือกปลาเป็นสว่นส าคญัที่ใชใ้นการแพรก่ระจายโรค พบว่าปลาที่ตายแลว้
สามารถแพร่กระจายโรคด้วยอัตราสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับปลามีชีวิต  (Kunttu, Valtonen, 
Jokinen, & Suomalainen, 2009) 

การระบาดของโรคคอลมันาริสจะมีประสิทธิภาพมากขึน้เมื่ออยู่ในน า้ที่มีอุณหภูมิสูงขึน้ 
ซึ่งจากการทดลองน าแบคทีเรีย F. columnare ไปเลีย้งในอณุหภมูิตัง้แต่ 12-20ºC พบว่าอตัราการ
เกิดโรคจะเพิ่มมากขึน้เมื่ออุณหภูมิสูงขึน้ และยังพบว่าความสามารถในการยึดเกาะและความ
รุนแรงในการก่อโรคของแบคทีเรียจะเพิ่มขึน้เมื่ออุณหภูมิสูงขึน้เช่นกัน นอกจากนี ้พบว่าเมื่อ
อณุหภูมิสูงขึน้ท าใหแ้บคทีเรียมีการผลิตเอนไซม ์chondroitin AC lyase เพิ่มมากขึน้ โดยเอนไซม์
ดงักล่าวของแบคทีเรียจะผลิตขึน้ส  าหรบัย่อยสลายเนือ้เยื่อของโฮสตเ์พื่อช่วยในการยึดเกาะ ซึ่งที่ 
23ºC เป็นอณุหภูมิที่มีอัตราการระบาดของโรคและอัตราการตายของปลาติดเชือ้เพิ่มขึน้มากที่สุด 
(Suomalainen, Reunanen, Ijas, Valtonen, & Tiirola, 2006) และจากงานวิจัยหลายฉบบัแสดง
ใหเ้ห็นศกัยภาพของแบคทีเรีย F. columnare ที่สามารถด ารงชีวิตรอดไดอ้ย่างอิสระโดยไม่ตอ้งอยู่
รว่มกบัสิ่งมีชีวิตอ่ืน (free-living stages) เป็นระยะเวลานานในน า้ การมีชีวิตรอดนัน้ไดร้บัอิทธิพล
จากลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของน า้รอบ ๆ โดยแบคทีเรีย F. columnare สามารถรอด
ชีวิตอยู่ไดถ้ึง 16 วนัที่อณุหภูมิ 25ºC ในน า้ที่มีค่าอลัคาไลนท์ี่มีความเป็นด่างสงู และมีอินทรียว์ตัถุ
ปริมาณมาก (Fijan, 1969) การด ารงชีวิตรอดไดอ้ย่างอิสระโดยไม่ตอ้งอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ท า
ใหแ้บคทีเรีย F. columnare สามารถเปลี่ยนรูปแบบความรุนแรงในการก่อโรคใหม้ีความรุนแรง
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ลดลง นอกจากนีย้ังเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของโคโลนีซึ่งอาจช่วยในการประหยัด
พลงังานในการด ารงชีวิต (Kunttu, Sundberg, Pulkkinen, & Valtonen, 2012) 
 
5. อาการ รอยโรค และการเกิดโรคคอลัมนาริส 

5.1 อาการ รอยโรค 
แบคทีเรีย F. columnare ก่อใหเ้กิดการติดเชือ้แบบเรือ้รงั (chronic infection) และ

แบบเฉียบพลัน (acute infection) มักท าใหเ้กิดแผลสีน า้ตาลเหลือง (yellowish-brown lesions) 
บริเวณเหงือก ผิวหนงั และครีบของปลาที่ติดเชือ้ (ภาพประกอบ 1) (Durborow, Thune, Hawke, 
& Camus, 1998) ซึ่งอาการของโรคคอลมันารสิขึน้อยู่กบัความรุนแรงของสายพันธุแ์บคทีเรีย โดย
การศึกษาของ Rucker และคณะ พบว่าสายพันธุ์ที่มีความรุนแรงต ่า (low virulence) นัน้จะท าให้
เกิดการติดเชือ้แบบชา้ ๆ ซึ่งจะก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเนือ้เยื่อจ านวนมากก่อนที่ปลาจะตาย 
ในขณะที่สายพันธุ์ที่มีความรุนแรงสูง (high virulence) ที่ติดเชือ้ในปลาแซลมอน (Salmo salar) 
จะเกิดการติดเชือ้ที่รวดเรว็ รุนแรง และท าใหป้ลาตาย ซึ่งสรา้งความเสียหายภายใน 12-24 ชั่วโมง 
โดยปลาที่ ติดเชื ้อจะไม่มีการแสดงอาการ แต่จะก่อให้เกิดความเสียหายต่อเนื ้อเยื่อเช่นกัน 
(Rucker, Earp, & Ordal, 1954) อย่างไรก็ตามความรุนแรงในการก่อโรคขึน้อยู่กับอายุของปลาที่
ติดเชือ้ โดยปลาวยัอ่อนมักจะเกิดโรคแบบเฉียบพลนัท าใหป้ลาตายอย่างรวดเร็ว ส าหรบัปลาที่โต
เต็มวยั อาจท าใหป้ลาเป็นโรคทัง้แบบเฉียบพลนั กึ่งเฉียบพลนั (subacute) และเรือ้รงัส่งผลใหเ้กิด
การตายของเนือ้เยื่อโดยเฉพาะบรเิวณเหงือก (Decostere, 2002; Pacha & Ordal, 1967) 
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ภาพประกอบ 1 ลกัษณะของแผลที่ติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare บรเิวณเหงือกของ
ปลาแซลมอน 

ที่มา: Pacific region fish health program manager Andrew Goodwin US fish and 
wildlife service, (Andrew, 2019) 

 
กรณีการติดเชือ้แบบเรือ้รงัจะใชร้ะยะเวลานานกว่า เหงือกของปลาที่ติดเชือ้จะแสดง

ให้เห็นถึงการถูกท าลายของเนื ้อเยื่อ และแผลที่เกิดขึน้บริเวณล าตัว (Decostere, 2002) โดย
อาการเริ่มจากเกิดแผลบริเวณล าตัว สีซีดจาง เกิดรอยแดง ซึ่งส่วนใหญ่อาการเหล่านีจ้ะเริ่มเกิด
จากส่วนของครีบหลงั (dorsal fin) จากนัน้รอยโรคจะเริ่มขยายออกจากครีบหลงัไปยงัส่วนอ่ืนของ
ปลาเรียกว่า “saddle-back” ซึ่งโรคนีถู้กเรียกอีกชื่อว่า “saddle back disease” ส าหรบัปลาที่ติด
เชื ้อบางตัวอาจแสดงอาการครีบเน่า (Finrot) (Bernardet & Bowman, 2006; Decostere & 
Haesebrouck, 1999) และอาจเกิดอาการอักเสบในบริเวณ เยื่ อบุช่องปาก (Bernardet & 
Bowman, 2006) โดยแผลที่เกิดในช่องปากท าใหป้ลาติดเชือ้ตายมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัแผล
ที่เกิดขึน้บริเวณล าตัว หรือผิวหนัง เนื่องจากแผลในช่องปากท าใหป้ลาไม่กินอาหาร และตายใน
ที่สุด นอกจากนีย้ังท าใหป้ลามีโอกาสติดเชือ้ฉวยโอกาส (secondary infection) หรือเกิดการติด
เชือ้ร่วมกัน (co-infection) กับปรสิต เชือ้ราหรือแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ไดง้่ายขึน้ (Ferguson, 2006) 
นอกจากนีพ้บว่าการที่ผิวหนังและเหงือกของปลาติดเชือ้ถูกท าลายท าใหแ้บคทีเรียสามารถเขา้สู่
ภายในร่างกายได ้โดยหลังจากการติดเชือ้หนึ่งวันจะเกิดการขยายตัวของเซลลเ์หงือกที่ผิดปกติ
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และมีการผลิตเมือกในปริมาณที่มากขึน้ ซึ่งการขยายตัวของเซลลเ์หงือกส่งผลใหซ้ี่เหงือกติดกัน
น าไปสูก่ารอดุตนัทั่วทัง้เหงือกจนเกิดการสะสมของเลือดบรเิวณเหงือก ท าให้ระบบหมนุเวียนเลือด
ลม้เหลว เหงือกบวม และเกิดการอักเสบอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งท าให้อัตราการตายจากการติดเชือ้
แบคทีเรีย F. columnare  อยู่ระหว่าง 10-100% อย่างไรก็ตามไม่พบการแสดงออกของรอยโรค
บริเวณอวัยวะภายในของปลาติดเชือ้ แต่สามารถแยกเชือ้ F. columnare ไดจ้ากอวัยวะภายใน
ภายในของปลาโดยไม่มีการแสดงออกของโรค (Ferguson, 2006; Hawke & Thune, 1992) การ
รวมตัวของแบคทีเรีย F. columnare บริเวณผิวหนังและเหงือกมีลักษณะคล้ายกองฟาง (hay-
stack-like) และเมื่อน าเนื ้อเยื่อบริเวณเหงือกของปลาติดเชื ้อมาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscopic: SEM) พบเซลลแ์บคทีเรียที่มีรูปร่าง
เป็นแท่ง ขนาดประมาณ 0.3-0.5 ไมครอน และยาว 3-10 ไมครอน ติดบริเวณเหงือกลักษณะ
รวมกนัเป็นกลุม่ (ภาพประกอบ 2)  

 

 
 

ภาพประกอบ 2 เนือ้เยื่อบรเิวณเหงือกของปลาติดเชือ้ ตรวจดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบกราด แสดงใหเ้ห็นรูปรา่งของแบคทีเรีย F. columnare 
ที่มา: (Declercq, Haesebrouck, et al., 2013) 
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5.2 การเกิดโรคคอลัมนาริส 
จากการเหนี่ยวน า (challenge) ใหเ้กิดโรคคอลมันาริสในปลาคารพ์พบว่าปลาที่เป็น

โรคมีการเปลี่ยนแปลงของเลือด โดยมีการลดลงของ packed cell volume (PCV) ความเขม้ขน้
ของฮีโมโกลบิน จ านวนเม็ดเลือดแดง ปรมิาณเฉลี่ยของเซลลก์ลา้มเนือ้ และจ านวนเซลลเ์ม็ดเลือด
ขาว เกิดภาวะโซเดียมในเลือดต ่า (hyponatremia) ภาวะคลอไรดใ์นเลือดต ่า (hypochloremia) 
และภาวะน ้าตาลในเลือดสูง (hyperglycemia) และเมื่อวิเคราะห์แร่ธาตุต่าง ๆ พบว่าระดับ
แค ล เซี ย ม  (calcium) แล ะแม กนี เซี ย ม  (magnesium) ล ด ล ง เล็ ก น้ อ ย  แ ต่ ค่ า  alkaline 
phosphatase (ALP), aspartate aminotransferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH) 
และ creatine kinase (CK) มีการหลั่ งเพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคัญ (Tripathi et al., 2005) แต่ใน
การศึกษาทางโลหิตวิทยาของปลาเทราทท์ี่เป็นโรคคอลมันาริสแบบเฉียบพลนั ซึ่งมีการระบาดของ
แบคทีเรีย F. columnare ในแหล่งน า้ธรรมชาติพบว่า ปลามีอาการของโรคโลหิตจาง (anemia) มี
ระดับโปรตีนในเลือดลดลง ฮีโมโกลบินสูงขึน้ ค่า blood urea nitrogen (BUN), AST, LDH และ 
ALP มีค่าลดลง และมีภาวะน า้ตาลในเลือดต ่า (hypoglycemia) (Rehulka & Minarik, 2007) 

 

6. โฮสต ์
แบคทีเรีย F. columnare มีการกระจายอยู่ในแหล่งน า้จืดทั่วโลก โดยพบว่าสามารถท า

ให้เกิดการติดเชือ้ในปลาน ้าจืดตามธรรมชาติและปลาที่เพาะเลีย้งหลายชนิดดังตาราง 2 ซึ่ง
ส่วนมากจะพบในปลาชนิดต่าง ๆ ที่พบในบริเวณเขตรอ้น (Decostere et al., 1998; Figueiredo 
et al., 2005; Loch & Faisal, 2015; Morley & Lewis, 2010; Sarker et al., 2017; Soto et al., 
2008; Suomalainen et al., 2009)  

ในประเทศไทยปลานิล (Oreochromis spp.) เป็นหนึ่งในโฮสตท์ี่พบการระบาดและการ
ติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare ไดท้ั่วไปในบริเวณแหล่งเพาะเลีย้งสตัวน์ า้ที่ส  าคัญของประเทศ
อาทิ จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวดัสมุทรสาคร จังหวัดสมุทรสงครามเป็นตน้ ซึ่งสรา้งความเสียหาย
อย่างมากต่อเกษตรกรผูเ้พาะเลีย้งสตัวน์ า้ เนื่องจากหากเกิดการติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare 
ไอโซเลตที่ก่อโรครุนแรงจะส่งผลใหเ้กิดการแพร่กระจายของเชือ้แบคทีเรียอย่างรวดเร็วท าใหป้ลา
ในบ่อเลีย้งตายภายใน 24-48 ชั่วโมง สาเหตุเกิดจากการที่แบคทีเรีย F. columnare เขา้ไปอตุตัน 
บริเวณช่องเหงือกท าใหไ้ม่สามารถแลกเปลี่ยนออกซิเจนได ้ท าใหร้ะบบหมุนเวียนเลือดลม้เหลว
และตายในที่สุด ซึ่งส่วนใหญ่จะพบในบ่ออนุบาลของลูกปลานิล แต่ในกรณีที่เกิดการติดเชื ้อ
แบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลตที่มีความรุนแรงในการก่อโรคต ่าจะท าให้เหงือก ครีบ และ
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ผิวหนังของปลาถูกท าลาย เกิดเป็นบาดแผลบริเวณล าตัว ท า ให้มูลค่าของปลาลดน้อยลง 
นอกจากนีห้ากเกิดการติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare แลว้มีโอกาสสงูที่เชือ้ดงักล่าวจะตกคา้งอยู่
ในสภาพแวดลอ้ม ท าใหเ้กิดการติดเชือ้ซ  า้ได ้ซึ่งจากรายงานก่อนหน้าพบการติดเชือ้ซ  า้ของเชือ้
แบคทีเรีย F. columnare ในแหล่งเพาะเลีย้งสัตวน์ า้บริเวณเดิม และบริเวณอยู่เป็นประจ าทุกปี 
(Pongnumpai & Chitmanat, 2017) 

 
ตาราง 2 โฮสตข์องแบคทีเรีย F. columnare 

ชื่อสามญั ชื่อวิทยาศาสตร ์

ปลาหางนกยงู (black mollies) 

ปลาเทราทส์ีน า้ตาล (brown trout) 

ปลากดหลวง (channel catfish) 

ปลาไหล (eel) 

ปลาทอง (goldfish) 

ปลากระโหอิ้นเดีย (Indian carp) 

ปลาคารพ์ (koi carp) 

ปลาเพรชิ (perch fish) 

ปลาเทราทส์ีรุง้ (rainbow trout) 

ปลาแซลมอล (salmonid) 

ปลากะพง sea bass 

ปลาซนัฟิช (sunfish) 

ปลานิล (tilapia) 

ปลามา้ลาย (zebrafish) 

Poecilia reticulate  

Salmo trutta 

Ictalurus punctatus 

Anguilla rostrate 

Carassiusauratus 

Catla catla 

Cyprinus carpio 

Perca spp. 

Oncorhynchus mykiss 

Salmonidae spp. 

Lates calcarifer 

Mola mola 

Oreochromis spp. 

Danio rerio 
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7. ปัจจัยในการเกิดโรคคอลัมนาริส 
สภาพแวดลอ้มส่งผลอย่างมากต่อการติดเชือ้และอตัราการตายของปลาที่เป็นโรคคอลมั

นาริส พบว่าน า้ที่มีค่าอลัคาไลนซ์ึ่งมีความเป็นด่างสงูและการมีปริมาณอินทรียว์ตัถุที่สงูภายในน า้
มีผลต่อการอยู่รอดของแบคทีเรีย F. columnare นอกจากนีอ้ณุหภูมิที่ 15-25ºC ยงัเป็นปัจจยัที่ท า
ใหแ้บคทีเรียสามารถอยู่รอดในน า้ไดน้านขึน้ และปรมิาณของแคลเซียมไอออน แมกนีเซียมไอออน 
โพแทสเซียมไอออน และโซเดียมไอออนมีความส าคัญต่อการอยู่รอดรวมถึงระยะเวลาในการอยู่
รอด พบว่าแบคทีเรีย F. columnare ที่อยู่ในน า้ที่มีสภาพเหมาะสมจะสามารถมีชีวิตรอดอยู่ไดเ้ป็น
ระยะเวลาอย่างนอ้ย 5 เดือน  อย่างไรก็ตามแบคทีเรีย F. columnare ไม่สามารถอยู่รอดไดใ้นน า้ที่
มีความเป็นกรดสูง มีปริมาณอินทรีย์วัตถุต ่า และมีแคลเซียมคารบ์อเนต (CaCO3) เข้มข้น 10 
มิลลิกรมัต่อลิตรเป็นองคป์ระกอบ (Kunttu et al., 2012) 

ปลาที่ มี ก าร ติ ด เชื ้อ แบคที เรีย  F. columnare ร่วม กับ การติดป รสิ ตภ ายนอก 
(ectoparasites) จะเพิ่มประสิทธิภาพในการก่อโรคของแบคทีเรียส่งผลใหม้ีโอกาสเป็นโรคคอลมั
นารสิสงูขึน้ และมีอตัราการตายเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั เมื่อเทียบกบัปลาที่ติดเชือ้แบคทีเรียเพียง
อย่างเดียว (Bandilla, Valtonen, Suomalainen, Aphalo, & Hakalahti, 2006) นอกจากนีค้วาม
หนาแน่นของปลาในฟารม์เลีย้งเป็นอีกปัจจยัที่ส  าคญัที่มีผลต่ออตัราการตาย และการระบาดของ
โรคคอลมันาริส เนื่องจากเมื่อมีการเลีย้งปลาที่มีความหนาแน่นสงูจะท าใหแ้บคทีเรียสามารถเพิ่ม
จ านวนไดอ้ย่างรวดเร็ว ส่งผลใหอ้ตัราการตายของปลาในฟารม์สงูขึน้ ส  าหรบัการไหลของน า้เป็น
อีกปัจจยัหนึ่งที่มีผลต่อการเกิดโรค โดยฟารม์ที่เลีย้งปลาในบ่อที่มีระบบน า้ไหลเวียนจะมีอตัราการ
ตายลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับฟารม์ที่เลี ้ยงปลาในบ่อที่เป็นน า้นิ่ง เนื่องจากในน า้ที่ไหลจะลด
ระยะเวลาในการสมัผสั และลดโอกาสในการสมัผสักนัระหว่างแบคทีเรียในน า้กบัเนือ้เยื่อของปลา
ในบ่อเลีย้ง (Suomalainen et al., 2006) 
 
8. กลไกการเกิดโรคคอลัมนาริส 

แบคทีเรียก่อโรคมีกลไกในการก่อโรคในโฮสตไ์ดห้ลายทาง แต่การสมัผสัโดยตรงกบัโฮสต์
และการเกาะติดกบัเนือ้เยื่อของโฮสตเ์ป็นขัน้ตอนที่ส  าคญัที่สดุในการก่อโรค โดยภายหลงัจากการ
เกาะติดอยู่กบัโฮสต ์แบคทีเรียจะใชป้ระโยชนจ์ากโฮสตเ์พื่อช่วยในการเพิ่มจ านวน และพยายามใน
การหลบหลีกจากระบบภูมิคุม้กนัของโฮสต ์ซึ่งแบคทีเรียที่มีความรุนแรงในการก่อโรคจะย่อยสลาย
เนือ้เยื่อของโฮสตเ์พื่อเขา้สู่ภายใน นอกจากนีแ้บคทีเรียบางชนิดยงัมีการผลิตเอนไซมแ์ละสารพิษที่
ก่อใหเ้กิดโรค ดงันัน้จึงมีการศึกษาอย่างกวา้งขวางเก่ียวกบัแบคทีเรียที่ก่อโรคในปลา รวมถึงปัจจยั
ต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อความรุนแรงในการก่อโรค อย่างไรก็ตามความรุนแรงในการก่อโรคอาจได้รบั
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ปัจจัยมาจากโฮสตเ์อง เช่น อายุและชนิดของโฮสต ์จากการทดลองพบว่าในปลาที่อายุนอ้ย จะ
สามารถชักน าให้เกิดโรคคอลัมนาริสได้ง่ายกว่าปลาที่ โตเต็มวัยซึ่งมีความทนต่อโรคสูงกว่า 
นอกจากนีย้งัมีปลาบางชนิดที่ไวต่อการติดเชือ้ตามธรรมชาติ และปลาบางชนิดมีความอ่อนไหวใน
การชักน าใหเ้กิดโรคระดับปานกลาง โดยความแตกต่างในการทนต่อโรคของปลาแต่ละชนิดอาจ
เกิดจากลกัษณะของเกล็ดและผิวหนงัที่ต่างกนั และจากการศกึษาเก่ียวกบัสายพนัธุข์องแบคทีเรีย 
F. columnare พบว่าปลาแต่ละชนิดจะติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare สายพนัธุท์ี่แตกต่างกนั ซึ่ง
แต่ละสายพันธุ์มีความรุนแรงในการก่อโรคต่างกันออกไป อย่างไรก็ตามมีการสันนิษฐานว่าการ
ระบาดเป็นครัง้คราวของโรคคอลมันาริสตามธรรมชาตินัน้มีแบคทีเรีย F. columnare สายพันธุ์ที่
ก่อโรครุนแรงเก่ียวขอ้ง (Declercq, Haesebrouck, et al., 2013) 

 
8.1 การเพ่ิมจ านวนของแบคทเีรีย (colonization) 

กลไกการเพิ่มจ านวนของแบคทีเรียในเนือ้เยื่อของโฮสตน์ัน้เป็นกระบวนการที่มีความ
ซบัซอ้นเป็นอย่างมากซึ่งสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ขัน้ตอนไดแ้ก่ การสมัผัส (attraction) การยึด
เกาะ (adhesion) และ การรวมกลุ่ม (aggregation) ซึ่งในปัจจุบันกลไกการเพิ่มจ านวนของ
แบคทีเรีย F. columnare ยงัไม่มีขอ้มลูมากเท่าที่ควร  

การศึกษาของ Klesius และคณะ แสดงใหเ้ห็นว่าเมือกบริเวณผิวหนงัและเหงือกของ
ปลาชักน าให้เกิดการเคลื่อนที่ เข้าหาของแบคทีเรีย F. columnare (Klesius, Shoemaker, & 
Evans, 2008) โดยแบคทีเรียใน genomovar II ซึ่งมีความรุนแรงในการก่อโรคจะตอบสนองไดดี้ต่อ
สารชกัน า (chemotactic factor) ที่ไดร้บั ท าใหท้ราบว่าความสามารถในการเคลื่อนที่เขา้หาโฮสต์
ของแบคทีเรียขึน้อยู่กบัความรุนแรงในการก่อโรคของแบคทีเรีย (LaFrentz & Klesius, 2009) และ
จากการศึกษาการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียในอาหารเหลวพบว่าแบคทีเรีย F. columnare สามารถ
เคลื่อนที่แนวราบในทิศทางไปข้างหน้า (forward) และถอยหลัง (backward) ได้ โดยพบว่า
ต าแหน่งโครงสรา้งของ fibrillar ที่ตั้งอยู่ระหว่างเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอก (outer membrane) และชั้น
ของ mucopeptide อาจมีบทบาทเก่ียวขอ้งกับการเคลื่อนที่ของแบคทีเรีย นอกจากนี ้พบว่าการ
เคลื่อนเขา้หาโฮสตข์องแบคทีเรียเก่ียวขอ้งกบัตวัรบั (carbohydrate-binding receptor) ที่บริเวณ
ผนังเซลลข์องแบคทีเรีย ซึ่งจะจับกับคารโ์บไฮเดรต 3 ตัวไดแ้ก่ D-mannose, D-glucose และ N-
acetyl D-glucosamine เมื่อทดลองกระตุน้ดว้ย D-mannose พบว่าแบคทีเรีย F. columnare ไม่มี
การเคลื่อนไหวและไม่มีการตอบสนองของยีน gldH ซึ่งเป็นยีนควบคมุการเคลื่อนไหวในแบคทีเรีย 
(Klesius, Pridgeon, & Aksoy, 2010)  



  17 

ความสามารถในการยึดเกาะเป็นสิ่งส าคัญส าหรบัการเพิ่มจ านวนของแบคทีเรีย
บริเวณเนือ้เยื่อของโฮสต ์โดยเมื่อน าแบคทีเรีย F. columnare ที่มีความบกพร่องในการยึดเกาะมา
ชักน าให้เกิดโรคในปลาพบว่าการตายของปลาลดลง 75% เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย F. 
columnare ที่ไม่มีความบกพร่องในการยึดเกาะ  (Bader, Shoemaker, & Klesius, 2005) จาก
การศึกษาของ Decostere และคณะพบว่าแบคทีเรีย F. columnare สายพันธุ์ที่ก่อโรครุนแรงมี
ความสามารถในการยึดเกาะกับเนื ้อเยื่อของโฮสต์ได้มากกว่าสายพันธุ์ที่ก่อโรคไม่ รุนแรง 
(Decostere, Haesebrouck, Van Driessche, Charlier, & Ducatelle, 1999) ซึ่ งจากการแยก
แบคทีเรีย F. columnare genomovar I และ genomovar II จากปลาที่เป็นโรค แบคทีเรียทัง้สอง 
genomovars แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างในเปอรเ์ซ็นต์การตายสะสม (cumulative percent 
mortalities: CPM) โดยแบคทีเรีย genomovar II กระตุน้ใหเ้ปอรเ์ซ็นตก์ารตายสะสมสงูขึน้อย่างมี
นัยส าคัญ (LaFrentz, LaPatra, Shoemaker, & Klesius, 2012) เมื่อเปรียบเทียบความสามารถ
ในการยึดเกาะของแบคทีเรีย F. columnare genomovar I และ genomovar II พบว่าที่ 30 นาที
หลังจากการชักน าใหเ้กิดโรค แบคทีเรียทั้งสองสามารถยึดเกาะกับเหงือกของปลาไดใ้นระดับที่
ใกลเ้คียงกนั แต่พบความแตกต่างอย่างเห็นไดช้ดัถึงความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียทัง้
สองเมื่อเวลามากขึน้ โดยแบคทีเรีย F. columnare genomovar II มีความสามารถในการยึดเกาะ
ไดดี้กว่าแบคทีเรีย F. columnare genomovar I (Klesius et al., 2008) นอกจากนีค้วามแตกต่าง
กันทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส่งผลต่อความสามารถในการยึดเกาะของ
แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที่ก่อโรครุนแรงจะมีโคโลนีเจริญเป็นร่างแห (rhizoid colony) ซึ่งช่วยเพิ่ม
ความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรีย (Kunttu, Suomalainen , Jokinen, & Valtonen, 
2009)  

   แบคที เรีย  F. columnare มี การผลิต เมือก  2 ชนิด  โดยชนิดแรกคือ acidic 
polysaccharide ซึ่งเป็นกรดที่สามารถมองเห็นไดเ้มื่อย้อมดว้ยสีแดงรูทีเนียม (ruthenium red) 
ส  าหรับเมือกอีกชนิดหนึ่งคือ acetylated polygalactosamine ซึ่งไม่สามารถย้อมได้ด้วยสีแดง
รูทีเนียม และยังพบว่าแคปซูลของแบคทีเรีย F. columnare สามารถยอ้มไดด้้วยสีแดงรูทีเนียม 
เนื่ อ งจ ากบ ริ เวณ แคป ซู ล อ าจมี  acidic polysaccharide เป็ น อ งค์ป ระกอบ ซึ่ ง  acidic 
polysaccharide อาจเก่ียวขอ้งกับความสามารถในการยึดเกาะ การศึกษาของ Decostere และ
คณะ แสดงใหเ้ห็นว่าในแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ก่อโรครุนแรงความสามารถในการยึดเกาะจะลดลง
เมื่อได้รับการกระตุ้นด้วย sodium metaperiodate หรือ เลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงแบคทีเรียที่มี D-
glucose, N-acetyl D-glucosamine, D-galactose และ D-sucrose เป็นองคป์ระกอบ นอกจากนี ้
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ในแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ก่อโรครุนแรงจะมีแคปซูลที่หนาและมีความหนาแน่นสูง เมื่อเทียบกับ
แบคที เรียสายพันธุ์ที่ ก่อโรคไม่ รุนแรง คาดว่าโครงสร้างเลคติด (lectin) อาจเก่ียวข้องกับ
ความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียในเนื ้อเยื่อเหงือกของปลาติดเชื ้อ (Decostere, 
Haesebrouck, Van Driessche, et al., 1999 ) สภ าพ แวดล้อม เป็ น อี ก ปั จจั ย ที่ มี ผ ล ต่ อ
ความสามารถในการยดึเกาะ ซึ่งในน า้ที่มีอินทรียวตัถแุละไนไตรตป์รมิาณสงู สง่ผลใหแ้บคทีเรีย F. 
columnare สามารถยดึเกาะไดดี้ขึน้ นอกจากนีอ้ณุหภมูิที่สงูเป็นอีกปัจจยัที่มีผลต่อการยดึเกาะที่ดี
ขึ ้น  (Decostere, Haesebrouck, Turnbull, & Charlier, 1999 ; Kunttu, Jokinen, Valtonen, & 
Sundber, 2011) อย่างไรก็ตามพบว่าเมื่อความเค็มของน า้เพิ่มมากขึน้ความสามารถในการยึด
เกาะจะลดลง (Altinok & Grizzle, 2001) 

การรวมกลุม่ของแบคทีเรีย F. columnare สายพนัธุท์ี่ก่อโรครุนแรงบนเนือ้เยื่อเหงือก
ของปลาติดเชือ้มีลกัษณะของรูปแบบในการรวมกลุ่มที่ชดัเจน ส่งผลใหเ้หงือกถูกปกคลมุดว้ยกลุ่ม
ของแบคทีเรียจ านวนมาก และแบคทีเรียเหล่านี ้จะสรา้ง ไบโอฟิล์มกีดขวางการแลกเปลี่ยน
ออกซิเจนของปลาท าให้ปลาตายในที่สุด ในแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ก่อโรคไม่รุนแรงจะไม่พบการ
สรา้งไบโอฟิลม์ ซึ่งความสามารถในการรวมกลุ่มของแบคทีเรียอาจเป็นขัน้ตอนที่ส  าคัญในการท า
ใหเ้กิดโรคคอลมันาริสขึน้ (Staroscik & Nelson, 2008) การพัฒนาตัวเองของแบคทีเรียเพื่อเขา้สู่
ระยะที่สรา้งไบโอฟิลม์ (biofilm state) ถกูควบคมุดว้ยกระบวนการ quorum sensing (QS) ซึ่งเป็น
กลไกควบคุมการแสดงออกของยีน luxl ในแบคทีเรียแกรมลบเมื่อไดร้บัการกระตุน้โดยสญัญาณ
ทางเคมีจากแบคทีเรียที่อยู่โดยรอบ แบคทีเรีย F. columnare จะมีการผลิต N-acylhomoserine 
lactone synthase เพื่ อกระตุ้นให้เกิดการผลิต N-acylhomoserine lactone (AHL) (Romero, 
Avendano-Herrera, Magarinos, Camara, & Otero, 2010) แ ล ะ  autoinducer-2  ( AI-2 ) 
(Camilli & Bassler, 2006)  ส าหรบัใชเ้ป็นสญัญาณในการกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการสรา้งไบโอ
ฟิลม์ ซึ่ง Wagner-Dobler และคณะพบว่าในแบคทีเรีย F. columnare ที่เขา้สู่ระยะที่สรา้งไบโอ
ฟิลม์จะพบการท างานของ AHL (Wagner-Dobler et al., 2005) 

 
8.2 การเกิดทอ็กซิน (toxin)  

กระบวนการย่อยสลาย polysaccharide ร่วมกับการหลั่งเอนไซม์ (extracellular 
enzyme) ท าให้เกิดการท าลายผิวหนัง กล้ามเนื ้อ และเนือ้เยื่อเหงือกของปลาติดเชือ้ ช่วยเพิ่ม
โอกาสในการเกิดโรค โดยแบคทีเรีย F. columnare มีการผลิตเอนไซม ์chondroitin AC lyase ที่
ย่ อ ย ส ล า ย  chondroitin sulfates A แ ล ะ  C แ ล ะ ย่ อ ย ส ล า ย  hyaluronic acid ซึ่ ง เ ป็ น 
polysaccharides ที่ซบัซอ้นของเนือ้เยื่อเก่ียวพัน (connective tissue) เอนไซม ์chondroitin AC 
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lyase ท าห น้ าที่ ใน การย่ อ ยสล ายอย่ า งจ า เพ าะ ต่ อ  polysaccharides ใน กลุ่ ม  acidic 
mucopolysaccharides ที่เป็นกรดซึ่งพบในเนือ้เยื่อเก่ียวพนัของสตัวเ์ป็นหลกั (Dalsgaard, 1993) 
อย่างไรก็ตามปัจจุบันยังไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างแหล่งก าเนิดของโฮสต์ การกระจายทาง
ภูมิศาสตร ์และปริมาณในการผลิตเอนไซมข์องแบคทีเรียสายพันธุ์ที่แตกต่างกัน (Griffin, 1991) 
แต่เอนไซม ์chondroitin AC lyase อาจมีบทบาทเก่ียวกบัความรุนแรงในการก่อโรคของแบคทีเรีย 
(Kunttu et al., 2011) นอกจากนีเ้อนไซม ์proteases มีส่วนที่ท าใหเ้กิดการเสียหายของเนือ้เยื่อ
และยงัส่งเสรมิกระบวนการรุกรานของแบคทีเรียอีกดว้ย (Dalsgaard, 1993) จากการศึกษาพบว่า
เอนไซม ์proteases ของแบคทีเรีย F. columnare ที่แยกไดจ้ากปลาติดเชือ้และตรวจสอบดว้ยวิธี 
sodium  dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบว่าเอนไซม ์
proteases มีขนาดประมาณ 44.5-59.5 กิโลดอลตนั (kDa) มีคณุสมบติัในการย่อยสลาย เจลาติน 
(gelatin) เคซิน (casein) และ อีลาสติน (elastin) โดยแบคทีเรีย F. columnare ที่เลีย้งในอาหาร
เลีย้งแบคทีเรียที่มีสารอาหารและเกลือต ่าจะมีการผลิตเอนไซม ์proteases ปรมิาณมากเมื่อเทียบ
กับการเลีย้งในอาหารเลีย้งแบคทีเรียที่มีสารอาหารและเกลือสูง นอกจากนี ้ยังพบว่าการผลิต
เอนไซม ์proteases ของแบคทีเรียจะเกิดขึน้ในช่วง 24 ชั่วโมงแรกของการเลีย้ง (Newton, Wood, 
& Hartley, 1997) 

แบคทีเรีย F. columnare ไม่เพียงสรา้งเอนไซมเ์พื่อใชใ้นการย่อยสลายเนือ้เยื่อของ
โฮสตซ์ึ่งท าใหเ้กิดแผลเท่านั้นแต่ยังมีการผลิตสารจ าพวก  bacteriocins ที่มีผลในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดอ่ืนและท าใหแ้บคทีเรียอ่ืนไม่สามารถแพร่กระจายได ้เพื่อลดการ
แข่งขนักบัแบคทีเรียสายพนัธุอ่ื์น โดยพบว่า bacteriocins ที่ผลิตขึน้ไม่มีผลต่อเซลลข์องแบคทีเรีย 
F. columnare เองเนื่องจากไม่มีตวัรบัที่จ  าเพาะต่อ bacteriocins นัน้ (Anacker & Ordal, 1959) 

 
8.3 การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน 

เมื่อเกิดการติดเชือ้แบคทีเรียขึน้ปลาจะมีการตอบสนองด้วยระบบภูมิคุ้มแบบไม่
จ าเพาะ (innate immune) โดยชัน้เมือกที่ผิวของปลาเป็นการป้องกนัการติดเชือ้แบคทีเรียขัน้แรก
ด้วยวิธีทางกายภาพ ซึ่งมีหน้าที่ส  าคัญที่เก่ียวข้องกับการยึดเกาะของแบคทีเรีย กระบวนการ
ดังกล่าวแสดงใหเ้ห็นถึงการตอบสนองดว้ยระบบภูมิคุม้กันแบบไม่จ าเพาะของปลาต่อแบคทีเรีย 
(Olivares-Fuster, Bullard, McElwain, Llosa, & Arias, 2011) เมือกที่ปลาผลิตขึน้นัน้สามารถลด
การเพิ่มจ านวนของแบคทีเรียและท าใหแ้บคทีเรียตายได ้(Tripathi et al., 2005) อย่างไรก็ตาม
การศึกษาของ  Staroscik และ  Nelson แสดงให้เห็นผลที่ ต่างออกไปโดยในแบคที เรีย  F. 
columnare สายพันธุ์ที่ก่อโรครุนแรงพบว่าเมือกที่ปลาผลิตขึน้นัน้กระตุน้ใหแ้บคทีเรียเจริญและ
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พัฒนาเพื่อเขา้สู่ระยะที่สรา้งไบโอฟิลม์ นอกจากนีย้ังพบว่าเมือกปลาสามารถกระตุน้การท างาน
ของเอนไซม ์proteases ที่แบคทีเรียผลิตขึน้ การศึกษานีช้ีใ้หเ้ห็นว่าเมือกบริเวณผิวของปลาแต่ละ
ชนิดมีผลต่อการตอบสนองของแบคทีเรีย F. columnare ที่แตกต่างกันออกไป  (Staroscik & 
Nelson, 2008) 

ผิวหนังของปลาคือการป้องกันการติดเชือ้แบคทีเรียดว้ยวิธีทางกายภาพอีกวิธีหนึ่ง 
พบว่าในปลาไหลที่ถูกชักน าใหเ้กิดโรคคอลัมนาริส มีการตอบสนองดว้ยการผลิต cathepsins B 
และ cathepsins L มากขึน้ 1.5 เท่าเมื่อเทียบกบัปลาไหลที่ไม่เป็นโรค ซึ่ง cathepsins ที่ผลิตขึน้มี
ส่วนช่วยในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  F. columnare บริเวณผิวของปลาไหล การ
ตอบสนองดังกล่าวเป็นรูปแบบหนึ่งของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะในปลาไหล  (Aranishi, 
Mano, Nakane, & Hirose, 1998) 

อย่างไรก็ตามมีการศึกษาที่พบว่าแบคทีเรีย F. columnare มีความสามารถในการ
หลบหลีกจากระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ าเพาะของปลาได ้โดยพบว่าแบคทีเรีย F. columnare มีการ
ผลิตกรด sialic เช่นเดียวกันกับแบคทีเรียแกรมลบที่ก่อโรคอีกหลายชนิด ซึ่งกรด  sialic จะยับยั้ง 
alternative complement pathway (ACP) ของปลาส่งผลให้ไม่ เกิดการสร้าง bacteriocins 
แบคทีเรียจึงสามารถเจรญิได ้(Ourth & Bachinski, 1987) คณุสมบติัอีกประการของแบคทีเรีย F. 
columnare ในการหลบหลีกจากระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของปลาคือแบคทีเรีย  F. 
columnare จะไม่กระตุ้นให้เกิดกระบวนการอักเสบในปลาที่ติดเชื ้อแบคทีเรีย เนื่ องจากเซลล์
บริเวณที่ติดเชือ้แบคทีเรียจะถูกยับยั้งไม่ใหเ้ขา้สู่กระบวนการตายของเซลล ์ (programmed cell 
death) ซึ่งเกิดจากการหลั่งสารบางชนิดของแบคทีเรียเพื่อท าลายสัญญาณทางเคมี (chemical 
signal) ของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ ท าให้เซลล์ไม่ เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส 
(apoptosis) (Sun et al., 2012; Vale, Marques, & Silva, 2003) นอกจากนีจ้ากการศึกษาการ
ปลูกภูมิคุ้มกันในปลาพบว่า ปลาที่มีระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (adaptive immunity) ต่อ
แบคทีเรีย F. columnare สามารถตอบสนองต่อการติดเชือ้แบคทีเรียไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพท าให้
ปลาไม่เป็นโรคคอลมันาริส (Bebak, Matthews, & Shoemaker, 2009; Grabowski, LaPatra, & 
Cain, 2004) 
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9. การตรวจวินิจฉัยโรคคอลัมนาริส 
การตรวจหาสารก่อโรค ตวับ่งชี ้หรือแบคทีเรียก่อโรคในเวลาที่เหมาะสมเป็นสิ่งส าคญัใน

การปอ้งกนัการแพรก่ระจายและเพื่อลดความสญูเสียทางเศรษฐกิจใหก้บัเกษตรกรผูเ้ลีย้งปลา โดย
ในปัจจบุนัสามารถตรวจหาสารก่อโรค ตวับ่งชี ้หรือแบคทีเรียก่อโรคไดห้ลายวิธีดว้ยกนัดงันี ้ 

 
9.1 การเพาะเลีย้งแบคทเีรีย 

การสุ่มตรวจโรคปลาส าหรบัเกษตรกรผูเ้พาะเลีย้งสตัวน์ า้เป็นสิ่งส าคัญ เพื่อช่วยใน
การป้องกันการแพร่ระบาดของโรค และลดความเสียหายทางเศรษฐกิจแก่เกษตรกร ซึ่งสามารถ
แยกแบคทีเรีย F. columnare จากแผลภายนอก (external lesions) ของปลาที่ ติดเชื ้อ โดย
แบคทีเรีย F. columnare สามารถเจริญในอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรียที่มีสารอาหารปริมาณน้อย 
แต่ไม่เจริญบนอาหาร trypticase soy agar (TSA) และ nutrient agar หรือ Marine 2216 agar 
(Bernardet & Bowman, 2006) ในปี พ.ศ. 2487 สามารถเลีย้งแบคทีเรีย F. columnare ที่แยกได้
จากปลาติดเชือ้เป็นครัง้แรกบน cytophaga agar ซึ่งเป็นอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรียที่มีสารอาหาร
ปริมาณน้อย ท าใหใ้นเวลาต่อมาอาหารเลีย้งแบคทีเรียหลายชนิดถูกพัฒนาขึน้เช่น Shieh และ 
TYES ซึ่งถูกพัฒนาขึน้ในปี พ.ศ. 2523 และปี พ.ศ. 2530 ตามล าดับ (Holt, 1987; Shieh, 1980) 
เพื่อปรบัปรุงการเจริญของแบคทีเรีย ต่อมามีการพัฒนาอาหารจ าเพาะ (selective media) โดย
อาศยัคณุสมบติัที่แตกต่างกนัในการตา้นยาปฏิชีวนะ เช่น polymyxin และ neomycin มาคัดแยก
แบคทีเรีย F. columnare ออกจากการปนเป้ือนของแบคทีเรียชนิดอ่ืน  (Bernardet & Grimont, 
1989; Bullock, 1986; Fijan, 1969) นอกจากนีพ้บว่าแบคทีเรีย F. columnare ไม่สามารถเจริญ
ไดบ้นอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) มากกว่า 5% (w/v) และมีค่า pH ต ่ากว่า 6 โดยจะเจริญ
ได้ที่อุณหภูมิระหว่าง 15-30ºC แต่เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25ºC ใช้เวลาในการเจริญ 24-72 
ชั่ วโมง (Cain & LaFrentz, 2007; Declercq, Haesebrouck, et al., 2013; Lafrentz, Goodwin, 
et al., 2012)  

 
9.2 การตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางจุลชีววิทยา 

แบคทีเรีย F. columnare มีโคโลนีสีเหลืองเมื่อเจริญบนอาหารแข็ง (solid media) มี
รูปแบบโคโลนี 2 รูปแบบคือ โคโลนีเรียบ (smooth colony) และโคโลนีเจริญเป็นร่างแห (rhizoid 
colony) (Bader et al., 2005) ต่อมาในปี พ.ศ. 2554 Kunttu และคณะ พบรูปแบบโคโลนีที่
แตกต่างไปจาก 2 รูปแบบแรกโดยมีลกัษณะขรุขระ (rough colony) โดยไดอ้ธิบายความแตกต่าง
ของ 3 รูปแบบไวว้่าโคโลนีเจริญเป็นร่างแห เป็นรูปแบบโคโลนีที่มีความรุนแรงในการก่อโรคสูง 
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(virulent) และมีความสามารถในการยึดเกาะระดับปานกลาง (moderately adherent) ส  าหรบั
โคโลนีที่ไม่สรา้งร่างแหหรือโคโลนีแบบขรุขระ เป็นรูปแบบโคโลนีที่ก่อโรคไม่รุนแรง (non-virulent) 
แต่มีความสามารถในการยึดเกาะสูง (highly adherent) และโคโลนีเรียบ เป็นรูปแบบโคโลนีที่ก่อ
โรคไม่รุนแรงและมีความสามารถในการยึดเกาะต ่า (poorly adherent) (Kunttu et al., 2011) 
โคโลนีของแบคทีเรีย F. columnare บางครัง้สามารถยึดเกาะไดแ้น่นบนอาหารแข็ง และเมื่อเลีย้ง
ในอาหารเหลว (broth media) พบว่ามีลกัษณะเป็นเสน้ใยสีเหลืองอยู่รวมกันเป็นกลุ่มเซลล์ และ
สามารถสรา้งวงแหวนหนาบริเวณพื ้นผิวของภาชนะ โดยความสามารถในการยึดเกาะของ
แบคทีเรียจะหายไปเมื่อมีการเปลี่ยนอาหาร (subcultures) หลายครั้ง ส  าหรับสีเหลืองที่ เป็น
เอกลกัษณข์องแบคทีเรีย F. columnare นัน้เกิดจากการผลิต flexirubin pigments (Bernardet & 
Bowman, 2006; Decostere et al., 1998) และเมื่อน ามายอ้มดว้ยสียอ้มแกรมพบว่าแบคทีเรีย F. 
columnare ติดสียอ้มทบั (counter stain) ของ safranin มองเห็นเป็นสีแดง (ภาพประกอบ 3)  

 

 
 

ภาพประกอบ 3 ลกัษณะของ แบคทีเรีย F. columnare ที่เลีย้งใน TYES broth ซึ่งยอ้ม
ดว้ยสียอ้มแกรม 

ที่มา: (Cain & LaFrentz, 2007) 
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9.3 การตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
ในปิ พ.ศ. 2539 ได้มีรายงานการจ าแนกสายพันธุ์ของ Flavobacterium โดยการ

วิเคราะห์ความแตกต่างของโปรตีนและกรดไขมัน (Bernardet et al., 1996) ดว้ยการใชเ้ทคนิค 
restriction fragment length polymorphism (RFLP) โดยใชเ้อนไซม ์Hae III ตัดแบ่ง 16S rDNA 
ของแบคทีเรีย F. columnare ซึ่งใช ้universal primer ของ 20F และ 1500R ในการเพิ่มจ านวน 
ท า ให้ ส าม า รถ แบ่ ง ย่ อ ย ได้ เป็ น  3 genomovars คื อ  genomovar I, genomovar II แ ล ะ 
genomovar III ตามความรุนแรงของการก่อโรค (Wakabayashi, 1999) และเมื่อเปรียบเทียบ
เทคนิค RFLP กับ single strand conformation polymorphism (SSCP) พบว่าในการศึกษา
ความหลากหลายของสายพันธุ์แบคทีเรีย F. columnare เทคนิค SSCP มีความละเอียดในการ
จ าแนกสายพันธุ์มากกว่าเทคนิค RFLP (Olivares et al., 2007) อย่างไรก็ตามการศึกษาการ
จ าแนกสายพันธุแ์บคทีเรีย F. columnare ดว้ยวิธีการที่มีความละเอียดในการจ าแนกมากขึน้เช่น 
multilocus sequence analysis (MLSA), intergenic spacer region single strand 
conformation polymorphism (ISR-SSCP) และ  Amplified Fragment Length Polymorphism 
(AFLP) ท าใหส้ามารถจ าแนกความแตกต่างของแบคทีเรีย F. columnare แต่ละ genomovars ได้
เพิ่มมากขึน้ (Garcia et al., 2018; LaFrentz et al., 2017; LaFrentz et al., 2014) และส าหรับ
การตรวจทางอณูชีววิทยาดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ไดร้บัความสนใจเป็นอย่าง
มากเพื่อใช้จ าแนกแบคทีเรีย F. columnare ซึ่งนิยมใช้16S rRNA ในการออกแบบไพรเมอรท์ี่มี
ความจ าเพาะ (species-specific primers) เช่น คู่ไพรเมอรข์อง Darwish และคณะ (ColF และ 
ColR) ที่ ให้ผลิตภัณฑ์ขนาด 675 bp (Darwish, Ismaiel, Newton, & Tang, 2004) และคู่ไพร
เมอรข์อง Welker และคณะ (FCISRFL และ FCISRR1) ที่ใหผ้ลิตภณัฑข์นาด 550 bp มีความไวที่ 
7 × 101 cfu/mL (Welker, Shoemaker, Arias, & Klesius, 2005) นอกจากนีม้ีการพัฒนาเทคนิค 
PCR ที่จ  าเพาะต่อยีน chondroitin AC lyase (cslA) ของแบคทีเรีย F. columnare โดยใช ้Fcol-F 
และ Fcol-R เป็นไพรเมอร ์ใหผ้ลิตภัณฑข์นาด 287 bp (Mabrok et al., 2020) อย่างไรก็ตามการ
ตรวจทางอณชูีววิทยาดว้ยวิธี PCR ยงัคงไดร้บัการพฒันาเรื่อยมาเพื่อใชใ้นการตรวจหาและจ าแนก
สายพนัธุแ์บคทีเรีย F. columnare โดยในปี 2562 ไดม้ีการพัฒนา multiplex PCR ขึน้เพื่อจ าแนก
แบคทีเรีย F. columnare ตาม genetic group ออกเป็น 4 groups ซึ่งใช้ไพรเมอรพ์รอ้มกัน 4 คู่
ภายใตส้ภาวะเดียวกนั ใหผ้ลิตภัณฑข์นาด 320, 415, 659 และ 894 bp (LaFrentz et al., 2019) 
โดยวิธีนีส้ามารถใชจ้ าแนกแบคทีเรียชนิดนีไ้ดใ้นระยะเวลาไม่นาน และช่วยลดความยุ่งยากในการ
ทดสอบคณุสมบติัทางเคมี ซึ่งบางครัง้อาจจะไม่สามารถสรุปผลไดช้ดัเจน (Darwish et al., 2004) 
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นอกจากนี ้ได้มีการพัฒนาเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เพื่อใช้
ส  าหรบัตรวจหาแบคทีเรีย F. columnare ในอวยัวะของปลาติดเชือ้ (เหงือก ผิวหนงั และ ไต) โดย
ใชไ้พรเมอร ์2 คู่ ไดแ้ก่ 161F3 และ 161B3 เป็น ไพรเมอรค์ู่นอก และใช ้161FIP และ 161BIP เป็น
ไพรเมอรค์ู่ใน ท าปฏิกิริยาที่ 65ºC เป็นเวลา 60 นาที (Yeh, Shoemaker, & Klesius, 2006) ซึ่ง
เทคนิค LAMP เป็นเทคนิคที่มีความจ าเพาะสูงและมีความไวมากกว่าเทคนิค PCR ประมาณ 10-
100 เท่า ต่อมาไดม้ีการพัฒนาเทคนิค TaqMan-based real-time PCR โดยเพิ่มจ านวนยีน cslA 
ของแบคทีเรีย F. columnare ซึ่งไดผ้ลิตภณัฑม์ีขนาด 113 bp ท าใหส้ามารถใชเ้ทคนิคดงักล่าวใน
การตรวจสอบเชิงปริมาณ (quantitation) ของแบคทีเรีย F. columnare ในเนือ้เยื่อเหงือก ไต และ
เลือดของปลาที่ติดเชือ้ (Panangala, Shoemaker, & Klesius, 2007) และส าหรบัเทคนิค Length 
heterogeneity PCR (LH-PCR) เป็นการเปรียบเทียบความยาวที่แตกต่างกันของผลิตภัณฑท์ี่ได้
จากการเพิ่มจ านวนยีน 16S rDNA ระหว่างกลุ่มของแบคทีเรีย โดยเทคนิค LH-PCR เป็นอีก
เทคนิคที่สามารถใชต้รวจหาแบคทีเรีย F. columnare ในเนือ้เยื่อของปลาที่ติดเชือ้ (Suomalainen, 
Tiirola, & Valtonen, 2005a; Suzuki, Rappe, & Giovannoni, 1998)  

 
9.4 การตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยา 

การตรวจวินิจฉัยโรคคอลัมนาริสดว้ยวิธีทางภูมิคุม้กันวิทยาสามารถท าไดด้ว้ยวิธี  
enzyme-linked immunosorbent assay โดยการตรวจหาแอนติบอดีในซีรมัของปลาที่ติดเชือ้ โดย
ใช้แบคทีเรีย F. columnare ที่ผ่านการท าให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง sonicator เคลือบ ELISA 
microtiter plate และท าการบ่มดว้ยซีรมัของปลาที่ตอ้งการตรวจ จากนัน้เติมแอนติบอดีตวัที่ 1 ซึ่ง
จ าเพาะต่อแอนติบอดีของปลา และเติมแอนติบอดีตวัที่ 2 ซึ่งติดอยู่กบัเอนไซม ์ในกรณีที่ปลามีการ
สร้างแอนติบอดีที่ จ  า เพ าะต่อแบคที เรีย  F. columnare เมื่ อผ่ านกระบวนการ indirect 
immunoperoxidase จะปรากฏให้เห็นเป็นสี เหลือง ในทางตรงกันข้ามหากปลาไม่มีสร้าง
แอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare จะไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย 
(Grabowski et al., 2 0 0 4 ; Shoemaker, Shelby, & Klesius, 2 0 0 3 )  น อ ก จ า ก นี ้ ยั ง มี วิ ธี 
fluorescent antibody test โดยใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจ้ากแพะที่ถูกปลูกภูมิคุม้กันดว้ย
แบคทีเรีย F. columnare เป็นแอนติบอดีตวัที่ 1 และใชแ้อนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติบอดีของแพะ
ซึ่งติดอยู่กับ Alexa fluor 594 เป็นแอนติบอดีตัวที่ 2 กรณีตรวจพบแบคทีเรีย F. columnare จะ
เกิดการเรืองแสงสีแดง (Panangala et al., 2006; Speare, Markham, Despres, Whitman, & 
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MacNair, 1995) ซึ่งทั้งสองวิธีได้รบัการพิสูจน์แลว้ว่ามีประสิทธิภาพและมีความรวดเร็วในการ
ตรวจวินิจฉยัโรคคอลมันารสิ  

 

10. การป้องกันและรักษาโรคคอลัมนาริส 
กระบวนการจัดการฟารม์เพาะเลีย้งของเกษตรกรที่มีประสิทธิภาพเป็นวิธีการในการ

ป้องกันการเกิดและการระบาดของโรคคอลัมนาริสที่เกิดจากแบคทีเรีย F. columnare ไดดี้ที่สุด 
โดยเริ่มจากการคดัเลือกลกูพนัธุ์ปลาที่มีคณุภาพจากแหล่งที่น่าเชื่อถือและผ่านการตรวจสอบโรค
แลว้นัน้เป็นหนึ่งในปัจจัยที่ส  าคัญส าหรบัการป้องกันการเกิดและการระบาดของโรคนี ้นอกจากนี ้
ปัจจัยในดา้นสภาพแวดลอ้ม เช่น ความลึกของบ่อเลีย้ง ความหนาแน่นในการเลีย้ ง อาหารและ
ปริมาณแอมโมเนียในบ่อเลีย้งก็เป็นอีกปัจจัยที่มีความสมัพันธก์ับการเกิดและการระบาดของโรค 
(Cunningham, Jack, Hardin, & Wills, 2012) โดยจากการศึกษาพบว่าการบ าบดัน า้ดว้ยโอโซน
สามารถลดปริมาณของแบคทีเรีย F. columnare ในบ่อเลีย้งได ้(Conrad, Holt, & Kreps, 1975) 
นอกจากนีก้ารแช่อปุกรณท์ี่ใชภ้ายในบ่อเลีย้งดว้ยน า้ที่มีสภาพเป็นกรด หรือในน า้ที่มีสภาพความ
เค็มสูงสามารถก าจัดแบคทีเรีย  F. columnare และเป็นวิธีลดการระบาดของโรคได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (Suomalainen et al., 2005c) ส  าหรบัปัจจยัดา้นความหนาแน่นของปลาในบ่อเลีย้ง
นัน้มีรายงานว่า การลดความหนาแน่นของปลาในบ่อเลีย้งสามารถปอ้งกนัการเกิดโรคได ้เนื่องจาก
ภายในบ่อที่มีความหนาแน่นของปลาสูงจะมีโอกาสในการติดปรสิตทั้งที่เป็นปรสิตภายนอกและ
ปรสิตภายในซึ่งเป็นสาเหตเุหนี่ยวน าใหป้ลาอ่อนแอและติดเชือ้แบคทีเรียไดง้่ายขึน้ (Suomalainen, 
Tiirola, & Valtonen, 2005b) นอกจากนีป้ริมาณของอินทรียวัตถุที่สงูจะส่งเสริมความสามารถใน
การยดึเกาะกบัโฮสตข์องแบคทีเรีย F. columnare จึงจ าเป็นตอ้งควบคมุและจดัการกบัคณุภาพน า้
ภายในบ่อเลีย้ง และควรบ าบดัน า้ก่อนการปล่อยออกสู่แหล่งน า้ธรรมชาติเพื่อป้องกนัการเกิดและ
การระบาดของโรค (Decostere, Haesebrouck, Turnbull, et al., 1999) 

 
10.1 การป้องกันโรคคอลัมนาริส 

ส าหรบัการป้องกนัโรคจากการทดลองชกัน าใหเ้กิดโรคคอลมันารสิในปลาดว้ยการแช่ 
(immersion challenge) พบว่าอัตราการตายของปลาลดลงเมื่อความเค็มของน า้เพิ่มขึน้ และไม่
พบการตายของปลาที่ถกูชกัน าใหเ้กิดโรคคอลมันารสิเมื่อเลีย้งปลาในน า้ที่มีความเค็มตัง้แต่ 3-9% 
(w/v) เนื่องจากแบคทีเรีย F. columnare ไม่สามารถเจริญและเพิ่มจ านวนไดใ้นน า้ที่มีความเค็ม
ตัง้แต่ 1% (w/v) ขึน้ไป (Altinok & Grizzle, 2001) จากการศึกษาดงักล่าวสามารถน าไปปรบัใชใ้น
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ฟารม์เพื่อป้องกันการเกิดและการระบาดของโรคคอลัมนาริสได้ นอกจากนี ้การแช่ปลาใน
สารละลายคอปเปอรซ์ัลเฟต (Copper sulfate: CuSO4) ความเขม้ขน้ 37 มิลลิกรมัต่อลิตร เป็น
เวลา 20 นาที ก่อนน าลงบ่อเลี ้ยงสามารถป้องกันการเกิดโรคคอลัมนาริสได้ และการเติม
สารละลายคอปเปอรซ์ัลเฟต ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมัต่อลิตร (Darwish, Mitchell, & Straus, 
2012; Davis, 1922) หรือสารละลายโพแทสเซียมเปอรแ์มงกาเนต (Potassium permanganate: 
KMnO4) ความเข้มข้น 2 มิลลิกรมัต่อลิตร (Darwish, Mitchell, & Straus, 2009) ลงในบ่อเลีย้ง
สามารถปอ้งกนัการเกิดโรคคอลมันาริสไดเ้ช่นกนั และยงัพบว่าการใช ้chloramine-T ความเขม้ขน้ 
15 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถช่วยลดอัตราการตายของปลาติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare จาก 
84-100% เป็น 6-14% (Riley, 2000) จากการศึกษาของ Thomas-Jinu และ Goodwin ที่ใช้ยา
ปฏิชีวนะ oxytetracycline เพื่อป้องกนัการเกิดโรคคอลมันาริส พบว่ายาปฏิชีวนะ oxytetracycline 
มีประสิทธิภาพในการป้องกันโรคโคลัมนาริส (Thomas & Goodwin, 2004) อย่างไรก็ตามมี
รายงานว่า 11% ของแบคทีเรีย F. columnare ดือ้ยาปฏิชีวนะ oxytetracycline และยังพบว่า
มากกว่า 10% ของแบคทีเรีย F. columnare ดือ้ยาปฏิชีวนะ enrofloxacin (Declercq, Boyen, et 
al., 2013) 

การใหว้คัซีนปลายงัเป็นอีกวิธีในการป้องกนัการเกิดโรคคอลมันาริสที่มีประสิทธิภาพ
และยังเป็นวิธีที่นิยมใชใ้นสตัวน์ า้เศรษฐกิจ เนื่องจากพบว่าปลาที่ไดร้บัวัคซีนจะมีการตายลดลง
เมื่อเทียบกบัปลาที่ไม่ไดร้บัวคัซีน (Moore, Eimers, & Cardella, 1990) แต่ยงัคงติดปัญหาในเรื่อง
ของตน้ทุนเนื่องจากการใหว้คัซีนปลาที่เลีย้งทกุตวัมีค่าใชจ้่ายสงู สง่ผลใหต้น้ในการผลิตสงูขึน้ตาม
ไปดว้ย (Pongnumpai & Chitmanat, 2017) ส าหรบัการพฒันาวคัซีนในระยะแรกจะใชแ้บคทีเรีย
ที่เตรียมจากแบคทีเรีย F. columnare ที่ท าให้ตายด้วยฟอรม์าลิน (formalin killed) หรือเตรียม
จากแบคทีเรียที่อ่อนก าลงัลง เรียกว่าแบคทีริน (bacterin) และท าการปลูกภูมิคุม้กันในปลาดว้ย
การฉีดแบคทีเรียที่ตายแลว้ผสมกับแอนจูแวนท ์(adjuvant) เขา้บริเวณช่องทอ้ง (intraperitoneal 
injection) ซึ่งจะท าใหป้ลาสรา้งแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare โดยพบว่าเมื่อผ่าน
ไป 2 สัปดาห์หลังปลูกภูมิคุ้มกันปลามีระดับแอนติบอดีเพิ่มขึน้ (Grabowski et al., 2004) แต่
การศึกษาของ Bader และคณะชีใ้หเ้ห็นว่าฟอรม์าลินท าใหแ้อนติเจนบางส่วนเสียสภาพ ส่งผลให้
ประสิทธิภาพของวัคซีนลดลง (Bader, Klesius, & Vinitnantharat, 1997) ท าใหม้ีการพัฒนายา
ไรแฟมพิซิน (rifampicin) ซึ่งสามารถท าใหแ้บคทีเรียอ่อนก าลงัลงเพื่อน าไปพฒันาเป็นวคัซีน ในปี 
พ.ศ. 2554 มีการขึน้ทะเบียนวัคซีนซึ่งผลิตจากแบคทีเรียที่อ่อนแรงของแบคทีเรีย F. columnare 
โดยเป็นวคัซีนแบบแช่ (attenuated immersion vaccine) เพื่อใชใ้นการป้องกันการเกิดโรคคอลมั
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นาริสในปลากดหลวง พบว่าการใหว้ัคซีนดังกล่าวแก่ลูกปลาที่ฟักออกจากไข่ได ้10-48 วัน ท าให้
เปอรเ์ซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ (relative percent survival) ภายหลังการชักน าให้เกิดโรคอยู่ที่
ระหว่าง 57-94% (Shoemaker, Klesius, Drennan, & Evans, 2011) ส าหรับการใช้วัคซีนเพื่อ
ป้องกันโรคคอลัมนาริสในปลานิลของประเทศไทย ปัจจุบันมีการใชน้้อยมากเนื่องจากยังไม่เห็น
ผลต่างที่ชดัเจนของปลานิลที่ไดร้บัวคัซีนกบัปลานิลที่ไม่ไดร้บัวคัซีน ซึ่งความหลากหลายทางสาย
พนัธุข์องแบคทีเรีย F. columnare ท าใหย้ากในการพฒันาวคัซีนที่สามารถใชไ้ดค้รอบคลมุทกุพืน้ที่
ของการเพาะเลีย้งสตัวน์ า้ (Declercq, Haesebrouck, et al., 2013) และจากการทดลองใหว้คัซีน
ป้องกันโรคคอลมันาริสร่วมกับโรคเอ็ดเวิรด์ (Edwardsiellosis) แก่ไข่ในระยะที่ใกลฟั้กตัว (eyed-
egg stage) ด้วยวิธีการแช่ พบว่าสามารถป้องกันการเกิดโรคคอลัมนาริสและโรค เอ็ดเวิรด์ 
นอกจากนี ้มีการทดลองให้วัคซีนป้องกันโรคคอลัมนาริสที่พัฒนาขึน้โดยใช้เทคนิคการห่อหุ้ม
แบคทีเรียที่ตายแลว้ดว้ยโพลิเมอรก์ับปลาวัยอ่อนดว้ยวิธีการแช่ พบว่าสามารถป้องการเกิดโรค
คอลัมนาริสได้เช่นกัน โดยวิธีการดังกล่าวมีความปลอดภัยต่อสัตวน์ า้วัยอ่อนและเป็นวิธีการที่
สามารถน าไปใชไ้ดจ้ริงในเชิงอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว ์เนื่องจากไม่ตอ้งจบัปลามาใหว้คัซีน
แต่ละตัว (Kitiyodom et al., 2019; Shoemaker, Klesius, & Evans, 2007) ทั้งนีพ้บว่าส่วนของ
โปรตีนที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลลภ์ายนอกของแบคทีเรีย  F. columnare มีคุณสมบัติในการเป็น
แอนติเจน (antigenicity) สูงจึงเป็นส่วนที่มีศักยภาพในการน าไปพัฒนาเป็นวัคซีน (Luo et al., 
2016) 

การให้อาหารเสริมภูมิคุ้มกันเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรบัการป้องกันการเกิดโรค
คอลัมนาริส ซึ่งในอาหารเสริมภูมิคุม้กันมีการใชจุ้ลินทรียโ์ปรไบโอติก (probiotic) และจุลินทรีย ์
พรีไบโอติก (prebiotic) เพื่อช่วยในการป้องกันโรคที่เกิดในสัตวน์ า้หลายชนิด (Merrifield et al., 
2010) ซึ่งจากการศึกษาของ Boutin และคณะ ที่แยกแบคทีเรียไม่ก่อโรคสายพันธุ์ต่าง ๆ จาก
ผิวหนังปลาเทราท ์(Salvelinus fontinalis) พบว่าแบคทีเรียเหล่านัน้สามารถยับยัง้การเจริญของ
แบคทีเรีย F. columnare (Boutin, Bernatchez, Audet, & Derome, 2012) อีกทั้งการใชอ้าหาร
เสรมิภมูิคุม้กนัที่มีเซลลย์ีสตเ์ป็นสว่นประกอบรว่มกบัผลผลิตที่เกิดจากการหมกัของเชือ้รา สามารถ

กระตุน้ระบบภูมิคุม้กันของปลา และอาหารที่มีส่วนประกอบของบีตา-กลูแคน (β-glucan) และ

บีตา-ไฮดรอกซิล-บีตา-เมททิลบูไทเลท (β-hydroxy-β-methylbutyrate) ช่วยเพิ่มภูมิคุม้กันแบบ
ไม่จ าเพาะของปลา แต่พบว่าไม่สามารถเพิ่มอตัราการรอดชีวิตของปลาที่ถกูชกัน าใหเ้กิดโรคคอลมั
นารสิ (Kunttu, Valtonen, et al., 2009; Zhao et al., 2015) 
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10.2 การรักษาโรคคอลัมนาริส 

การรกัษาโรคคอลมันารสิดว้ยสารเคมีและยาปฏิชีวนะใหผ้ลที่แตกต่างกนั โดยการใช้
สารเคมีและยาปฏิชีวนะเพื่อรกัษาภายนอก (external treatments) จะไดผ้ลในระยะแรกของการ
เกิดโรค (Bullock, 1986) ซึ่งยาปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพส าหรับการรักษาด้วยการแช่ได้แก่ 
chloramphenicol, nifurpirinol, nifurprazine แ ล ะ  oxolinic acid ส  า ห รับ ย าป ฏิ ชี ว น ะ ที่ มี
ประสิทธิภาพเมื่อน าไปผสมกับอาหารคือ oxytetracycline โดยผสมในอาหารและให้ปลากิน
ติดต่อกันเป็นระยะเวลา 10 วัน จะสามารถรกัษาโรคคอลัมนาริสในช่วงแรกของการระบาดได ้
(Declercq, Haesebrouck, et al., 2013) อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าในการใช้ยาปฏิชีวนะ 
oxytetracycline ผสมในอาหารบางครั้งไม่ประสบผลส าเร็จ (Koski & Bernardet, 1993) อาจ
เนื่องจากปลาที่ติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare มีการแสดงอาการของโรคอย่างรุนแรงจนเขา้สู่
ระยะที่ปลาไม่กินอาหาร นอกจากนีย้าปฏิชีวนะในกลุ่ม sulfonamides เช่น sulfamerazine และ 
sulfamethazine สามารถน าไปใช้ในการรักษาโรคคอลัมนาริสด้วยวิ ธีผสมในอาหาร แต่
ประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะกลุม่นีจ้ะต ่ากว่า oxytetracycline (Bullock, 1986) 

การศึกษาของ Gaunt และคณะชีใ้หเ้ห็นว่าการใช  ้florfenicol ผสมในอาหาร โดยจะ
ใหใ้นอตัราสว่น 10 มิลลิกรมัต่อน า้หนกัปลา 1 กิโลกรมั ติดต่อกนัเป็นระยะเวลา 10 วนั จะสามารถ
รักษาโรคคอลัมนาริสได้ และ florfenicol ยังสามารถใช้ในการป้องกันการติดเชื ้อแบคทีเรีย 
Aeromonas hydrophila และ F. columnare ได้อีกด้วย (Gaunt, Gao, Sun, & Endris, 2010) 
แต่การใชย้าปฏิชีวนะในปริมาณที่มากเกินไปจะท าใหแ้บคทีเรีย F. columnare ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ 
(Shoemaker et al., 2011) รวมทั้งอาจส่งผลให้ผู้บริโภคเกิดอาการแพ้ภายหลังจากการ
รบัประทานปลา เนื่องจากการมียาปฏิชีวนะตกค้างในปลา และยังก่อใหเ้กิดความเสี่ยงในการ
ถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมที่ ดื ้อยาปฏิชีวนะไปสู่แบคทีเรียในมนุษย์และสิ่งแวดล้อม 
(Serrano, 2005) นอกจากการใช้ยาปฏิชีวนะแล้วพบว่ายังมีการใช้สารก าจัดวัชพืชไดควอท 
(diquat) คอปเปอรซ์ัลเฟต รวมไปถึงโพแทสเซียมเปอรแ์มงกาเนต เพื่อลดการตายของปลา
เนื่องจากการเกิดโรคคอลัมนาริส (Darwish et al., 2009, 2012; Thomas & Goodwin, 2004) 
และมีการใชแ้บคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) ในการควบคุมแบคทีเรียเพื่อป้องกันโรคระบาด
เนื่องจากแบคทีเรียในสตัวน์ า้ โดยพบว่าแบคทีเรีย Flavobacterium sp. phage lysates สามารถ
ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย F. columnare และ F. columnare phage FCP1 สามารถใชเ้ป็น
เครื่องมือในการรักษาโรคคอลัมนาริสได้ (Laanto, Sundberg, & Bamford, 2011; Prasad, 
Kumar, & Sharma, 2011) ซึ่งวิธีการนีอ้าจเป็นแนวทางการรกัษาที่มีประสิทธิภาพเนื่องจากเป็น
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การรกัษาที่ลดการใชย้าปฏิชีวนะและสารเคมี อย่างไรก็ตามควรมีการคดักรองแบคเทอรโิอเฟจที่ใช้
โดยไม่ใหม้ียีนตา้นทานยาปฏิชีวนะหรือยีนสรา้งสารพิษในแบคเทอริโอเฟจ เพื่อลดผลกระทบต่อ
สิ่งแวดลอ้ม 

 
11. โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ในงานวิจัยนีจ้ะเป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody: MAb) 
เพื่อใชใ้นการตรวจหาแบคทีเรีย F. columnare ที่เป็นสาเหตขุองโรคคอลมันาริสในปลาน า้จืด ซึ่ง
โมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูงต่ออิพิโทป (epitope) ของแอนติเจน 
(antigen) เพียงอิพิโทปเดียว โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลั่งจากเซลลไ์ฮบรโิดมา (hybridoma cell) 
ที่เกิดจากการหลอมรวมกันของเซลลม์ะเร็งหรือเซลลไ์มอิโลมา (myeloma cell) กับเซลลล์ิมโฟ
ซยัทช์นิด B (B cell) สามารถน าไปใชป้ระโยชนไ์ดใ้นหลายดา้น ทัง้การใชเ้ป็นตวัตรวจสอบดว้ยวิธี
ทางวิทยาภูมิคุม้กนั (immunoassay) รูปแบบต่าง ๆ การตรวจวินิจฉัยโรค การใชแ้อนติบอดีในการ
รกัษาโรค (immunotherapy) การใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการศึกษาวิจยัเป็นตน้ เนื่องจากมี
ความจ าเพาะต่ออิพิโทปเพียงต าแหน่งเดียวบนแอนติเจนท าใหส้ามารถใชพ้ิสจูนท์ราบ วดัปริมาณ 
ตรวจหาต าแหน่งของโมเลกุล เซลล ์ไวรสัหรือแบคทีเรียต่าง ๆ ไดอ้ย่างแม่นย าและมีประสิทธิภาพ  
โดยเทคนิคนีถู้กพัฒนาขึน้โดย Köhler และ Milstein ในปี 1976 ซึ่งจากผลงานดังกล่าวท าใหท้ั้ง
สองท่านไดร้บัรางวลัโนเบลสาขาการแพทยใ์นปี 1984  

 
11.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ส าหรบัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นท าได้โดยฉีดแอนติเจนที่สนใจในหน ู
จากนัน้น าลิมโฟซยัทช์นิด B จากมา้มของหนูที่มีการตอบสนองต่อแอนติเจน มาผสมกบัเซลลไ์มอิ
โลมา (malignant B cell) ที่มีคุณสมบัติในการแบ่งตัวได้ไม่จ ากัด น าเซลลท์ั้ง 2 ชนิดมาหลอม
รวมกนัไดเ้ซลลใ์หม่เรียกว่า เซลลไ์ฮบริโดมา ซึ่งมีคณุสมบติัของเซลลไ์มอิโลมาคือสามารถแบ่งตัว
และเจริญไดใ้นอาหารเลีย้งเซลลโ์ดยไม่มีวันตาย และมีคุณสมบติัของเซลลม์า้ม ท าให้เซลลไ์ฮบริ
โดมาสามารถหลั่งแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวของแอนติเจนซึ่งเรียกว่าโมโน
โคลนอลแอนติบอดี การหลอมรวมเซลลไ์มอิโลมากับลิมโฟซัยทช์นิด B ท าไดโ้ดยการใชพ้อลีเอ
ทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) โดยทั่วไปไม่สามารถหลอมรวมเซลลไ์ดท้ัง้หมด จะพบ
มีทัง้เซลลท์ี่หลอมรวมกนัเองและไม่หลอมรวมกนั และมีเซลลไ์ฮบรโิดมาที่ไม่ตอ้งการปะปนอยู่เป็น
จ านวนมาก ดังนัน้จึงตอ้งหาภาวะที่เลือกใหเ้ฉพาะเซลลไ์ฮบริโดมาเท่านัน้สามารถมีชีวิตรอดและ
เจริญเติบโตได้ โดยทั่วไปการใช้เซลล์ไมอิโลมาที่มีความบกพร่องในการสังเคราะห์เอนไซม์ที่
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เก่ียวกบัการสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทดใ์น salvage pathway ท าใหไ้ม่สามารถเจรญิไดใ้นอาหารเลีย้ง
เซลลท์ี่มี hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT medium) เมื่อน าเซลลผ์สมมาเลีย้ง
ใน HAT medium เซลลไ์มอิโลมาที่ไม่หลอมรวมกับลิมโฟซยัทช์นิด B หรือหลอมรวมกันเองจะไม่
สามารถมีชีวิตรอดได ้มีเฉพาะเซลลไ์ฮบริโดมาที่หลอมรวมระหว่างเซลลไ์มอิโลมากับลิมโฟซยัท์
ชนิด B เท่านัน้ที่สามารถมีชีวิตรอด เพราะไดเ้อนไซมใ์นวิถี salvage จากลิมโฟซยัทช์นิด B ส่วนลิม
โฟซยัทช์นิด B ที่ไม่หลอมรวมกนัหรือหลอมรวมกนัเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะเวลาสัน้ๆ และตาย
ไปในที่สดุ (Köhler & Milstein, 1975; ไพศาล, 2005) 

การผลิตเซลลไ์ฮบรโิดมานัน้จะใชเ้ซลลไ์มอิโลมาที่มีความบกพรอ่ง 2 ประการดว้ยกนั
คื อ มี ค ว า ม บ ก พ ร่ อ ง ใ น ก า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ เ อ น ไ ซ ม์  hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase; HGPRT (HGPRT-) และไม่สามารถสร้างอิมมูโนโกลบูลิน ( Ig-) 
จากนั้นท าการคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติเจนที่ต้องการ 
เนื่องจากมีเซลลไ์ฮบรโิดมาบางเซลลเ์ท่านัน้ที่ผลิตแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติเจนที่ใหแ้ก่หนู วิธี
ที่ นิยมใช้ในการคัดเลือกโดยทั่ วไปได้แก่  enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),  
Western blotting, dot blotting, immunohistochemistry และการทดสอบทางภูมิคุม้กันรูปแบบ
อ่ืน ๆ เมื่อคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาที่สรา้งแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติเจนที่ตอ้งการไดแ้ลว้ตอ้ง
ท าการโคลนซ า้ (reclone) เพื่อใหแ้น่ใจว่าเซลลไ์ฮบริโดมานัน้มีตน้ก าเนิดมาจากเซลลไ์ฮบริโดมา
เซลลเ์ดียว จากนัน้ขยายเพิ่มจ านวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไ้ดป้ริมาณตามที่ตอ้งการ
ต่อไป (ไพศาล, 2005) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึน้นัน้สามารถน ามาใชเ้ป็นเครื่องมือส าหรบังานวิจัย
ทางวิทยาศาสตรห์ลาย ๆ ดา้นโดยเฉพาะในดา้นการตรวจวินิจฉัยโรค โดยมีการน าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีมาใชเ้พื่อพฒันาเป็นเครื่องมือในการตรวจวินิจฉัยโรคไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ มีความไว 
แม่นย าสงู และใชเ้วลาในการตรวจนอ้ยกว่าวิธีการที่เคยใชก้นัมาก่อนหนา้นี ้ และยงัมีการน าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีมาใชใ้นงานดา้นการแพทยเ์ช่น การวินิจฉัยการตัง้ครรภ ์การวัดปริมาณยาใน
เลือดของผูป่้วย การตรวจความเขา้กันไดข้องเนือ้เยื่อ และการตรวจหาแอนติเจนของเซลลม์ะเร็ง
บางชนิด นอกจากนีย้งัมีการน าไปพฒันาเป็นเครื่องมือเพื่อตรวจโรคจากแบคทีเรียและไวรสัในสตัว์
น า้ (ไพศาล, 2005)  

  



 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
1. สัตวท์ดลองและแบคทเีรียที่ใช้ในงานวิจัย 

1. หนูขาว (Swiss mice) เพศเมีย อายุ  6 สัปดาห์ จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขตศาลายา 

2. ปลาหางนกยงู (Poecilia reticulata) จากตลาดปลาสวยงามจตจุกัร กรุงเทพฯ  
3. แบคทีเรีย ไอโซเลตต่าง ๆ ดงัแสดงในตาราง 3 
 

ตาราง 3 แบคทีเรียที่ใชใ้นการเตรียมแอนติเจนและใชใ้นการทดสอบปฏิกิรยิาขา้ม (cross 
reaction) 

No. Bacterial isolates Code Host Institute 

1. Flavobacterium columnare 1301 Nile tilapia CPF 

2. F. columnare AT Nile tilapia CPF 

3. F. columnare AT1703 red tilapia CUVET 

4. F. columnare CC1802 red tilapia CUVET 

5. F. columnare CC1805 red tilapia CUVET 

6. F. columnare CN1808 seabass CUVET 

7. F. columnare 1213 red tilapia CUVET 

8. F. columnare 1349 red tilapia CUVET 

9. F. columnare 1350 red tilapia CUVET 

10. Flavobacterium spp. VN Nile tilapia CPF 

11. F. indicum 1225 koi carp CUVET 

12. Chryseobacterium massiliae 1205 Nile tilapia CUVET 

13. C. taichungense 1217 red tilapia CUVET 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

No. Bacterial isolates Code Host Institute 

14. C. indologenes 1219 red tilapia CUVET 

15. C. indologenes 25-2 fairy shrimp DBSWU 

16. Flectobacillus roseus 1207 Nile tilapia CUVET 

17. Aeromonas hydrophila 22097 unknown DMST 

18. Edwardsiella tarda B52808 unknown UK 

19. Vibrio parahaemolyticus 23798 stool DMST 

20. V. harveyi 1C bloody clam DBSWU 

21. V. campbellii VH-Surat P. monodon CENTEX 

22. V. vulnificus 0011 fish PSU 

23. V. alginolyticus 24048 water DMST 

24. Pseudomonas damska - unknown - 

25. P. aeruginosa 11-12610 unknown DBSWU 

26. Salmonella Hadar 581104 food KMP 

27. Shigella flexneri - unknown DMSM 

48. Escherichia coli 25922 unknown ATCC 

29 Streptococcus agalactiae CU65 unknown CPF 

30. S. aureus 25923 unknown ATCC 

หมายเหต:ุ ATCC = The American Type Culture Collection, CPF = Charoen Pokphand 

Food Public Co., Ltd., CUVET = Department of Microbiology, Faculty of Veterinary, 

Chulalongkorn University, CENTEX = Centex Shrimp, Faculty of Science, Mahidol 

University, DBSWU = Department of Biology, Faculty of Science, Srinakharinwirot 
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University, DMST = Department of Medical Science, Ministry of Public Health 

Thailand, DMSM = Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol 

University, KMP = Biotech Co., Ltd., PSU = Prince of Songkhla University, UK = 

United Kingdom 

 
2. อุปกรณท์ีใ่ช้ในงานวิจัย 
ตาราง 4 อปุกรณท์ี่ใชใ้นงานวิจยั 

อปุกรณท์ี่ใชง้านวิจยั บรษิัท 

1. กลอ้ง Inverted microscope รุน่ IX70 Olympus, U.S.A. 

2. กลอ้ง Compound microscope Olympus, U.S.A. 

3. เครื่องชั่งสาร รุน่ A200 Sartorius, Germany 

4. เครื่องป่ันเหวียง (Microcentrifuge) Spectrafuge, Korea  

5. เครื่องป่ันเหวี่ยงควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerated centrifuge) Eppendorf, Germany 

6. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุน่ G560E Scientific industries 

7. เครื่องวดัการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน่ 
Jenway6400 

Bausch & Lomb, U.S.A. 

8. เครื่อง Thermo iEMS Microplate Reader Thermo scientific 

9. เครื่อง NanoDrop™ Lite Spectrophotometer Thermo scientific 

10. เครื่อง thermal cycler Eppendorf, Germany 

11. เครื่อง sonicator LABQUIP 

12. เครื่อง electrophoresis apparatus และอปุกรณ ์ Bio-Rad, U.S.A. 

13. เครื่อง Nucleic Acid Electrophoresis Bio-Rad, U.S.A. 

14. ชดุ Mini-protein III electrophoresis Bio-Rad, U.S.A. 

15. ชดุ transblot apparatus Bio-Rad, U.S.A. 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

อปุกรณท์ี่ใชง้านวิจยั บรษิัท 

16. ตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์(5% CO2 incubator) NUAIRE, U.S.A. 

17. ตูป้ลอดเชือ้ส  าหรบัท า culture (horizontal laminar flow 
cabinet) 

NUAIRE, U.S.A. 

 
3. เคมีภัณฑท์ีใ่ช้ในงานวิจัย 
ตาราง 5 เคมีภณัฑท์ี่ใชใ้นงานวิจยั 

เคมีภณัฑท์ี่ใชใ้นการทดลอง บรษิัท 

1.ยาปฏิชีวนะ (Ampicillin และ Streptomycin) Sigma, U.S.A. 

2. Fetal bovine serum Sigma, U.S.A. 

3. Polyethylene glycol (PEG) Sigma, U.S.A. 

4. Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma, U.S.A. 

5. Hypoxanthine Gibco, U.S.A. 

6. Nitrocellulose membrane Sigma, U.S.A. 

7. ชดุ Zymed’s Mouse MonoAb kit (HRP) Zymed, U.S.A. 

8. Goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) Bio-Rad, U.S.A. 

9. D-glucose Gibco, U.S.A. 

10. L-glutamine Gibco, U.S.A. 

11. Sodium pyruvate (C3H3O3Na) Sigma, U.S.A. 

12. Sodium bicarbonate (NaHCO3) Amresco, U.S.A. 

13. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) Amresco, U.S.A. 

14. HT supplement Gibco, U.S.A. 
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ตาราง 5 (ต่อ) 

เคมีภณัฑท์ี่ใชใ้นการทดลอง บรษิัท 

15. Acrylamide Bio-Rad, U.S.A. 

16. Bis (N, N’-methylene-bis-acrylamide) Bio-Rad, U.S.A. 

17. Tris (hydroxyethyl) aminomethane Bio-Rad, U.S.A. 

18. SDS (Sodium dodecyl sulfate) Bio-Rad, U.S.A. 

19. SDS molecular weight markers Sigma, U.S.A. 

20. Ammonium persulfate Bio-Rad, U.S.A. 

21. ชดุทดสอบ Hybridoma sub-isotype, mouse Zymed, U.S.A. 

22. อาหารเลีย้งเซลล ์RPMI 1640 Gibco, U.S.A. 
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4. วิธีด าเนินการวิจัย 
4.1 การตรวจสอบแบคทเีรีย Flavobacterium columnare 

น าแบคทีเรียสกุล Flavobacterium ดังตาราง 3 มาตรวจวิเคราะห์ยืนยันชนิดของ
แบคทีเรีย โดยการแยกเชื ้อให้บริสุทธิ์แล้วตรวจวิเคราะห์ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ เมอเรส 
(Polymerase chain reaction; PCR) โดยใช้ไพรเมอรซ์ึ่งจ าเพาะต่อยีน chondroitin AC lyase 
(cslA) (Mabrok et al., 2020) ซึ่งมีขัน้ตอนในการศกึษาดงันี ้

 
4.1.1 การสกัดกรดนิวคลีอิกของแบคทเีรีย 

น าแบคทีเรียสกุล  Flavobacterium มาเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ cytophaga 
broth บ่มที่อณุหภูมิ 24ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้สกดักรดนิวคลีอิกของแบคทีเรียดว้ยชดุ G-
spinTM Total DNA extraction Kit โดยมีขั้นตอนในการสกัดดังนีน้  าแบคทีเรียที่อยู่ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ cytophaga broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงดว้ยเครื่องป่ันเหวี่ยง (microcentrifuge) ที่ 
12,000 × g เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายส่วนใส (supernatant) ทิ ้ง จากนั้นเติม CL buffer 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเติม RNase A ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร ท าการบ่มที่อุณหภูมิ  56ºC เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบก าหนดเติม BL buffer 
ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร และบ่มอีกครัง้ที่อณุหภูมิ 70ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยง
ที่  12,000 × g เป็นเวลา 5 นาที  น าสารละลายส่วนใสที่ ได้จากการป่ันเหวี่ยงปริมาตร 400 
ไมโครลิตรใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม absolute ethanol (EtOH) 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าสารละลายที่ไดใ้ส่ใน spin column และป่ันเหวี่ยงที่ 12,000 × g เป็น
เวลา 1 นาที เติม WA buffer ปรมิาตร 700 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 12,000 × g เป็นเวลา 
1 นาที เติม WB buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และน าไปป่ันเหวี่ยงเช่นเดียวกับการเติม WA 
buffer เมื่อครบก าหนดท าการเติม CE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตรและบ่มที่อุณหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 1 นาทีแลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 12,000 × g เป็นเวลา 1 นาทีเพื่อเก็บกรดนิวคลีอิกที่สกดัไดจ้าก
แบคที เรี ย  วัดความ เข้ม ข้น ของกรดนิ วคลี อิ กที่ ส กั ด ได้ด้วย เค รื่ อ ง  NanoDrop™ Lite 
Spectrophotometer และปรบัความเขม้ขน้ของกรดนิวคลีอิกที่ไดใ้หม้ีความเขม้ขน้ 50 นาโนกรมั
ต่อไมโครลิตร เก็บรกัษาที่อณุหภมูิ -70ºC 
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4.1.2 การตรวจสอบแบคทเีรีย Flavobacterium columnare ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส 

น ากรดนิวคลีอิกที่สกัดไดจ้ากแบคทีเรียจากขอ้ 4.1.1 มาใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในการ
ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใชชุ้ด PCRBIO HS Taq DNA Polymerase ซึ่งมีส่วนผสมของ
สารละลายต่าง ๆ ดังตาราง 6 จากนั้นน าหลอด thin wall ที่ผสมสารละลายแล้วใส่ลงในเครื่อง 
thermal cycler ก าหนดอณุหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยาตามตาราง 7 น าผลิตภัณฑท์ี่ไดจ้าก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ เมอเรสไปวิเคราะห์ด้วยวิธี  agarose gel electrophoresis โดยใช้ 1.0% 
agarose gel ใหก้ระแสไฟฟ้า 90 โวลต ์เป็นเวลา 70 นาที และตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑท์ี่ได้
จากปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรส ภายใตแ้สง ultraviolet (UV) โดยเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งไพร
เมอรท์ี่ใชส้  าหรบัทดสอบแบคทีเรีย F. columnare ดว้ยปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรสใหผ้ลิตภณัฑท์ี่มี
ขนาด 287 bp 

 
ไพรเมอรส์  าหรบัทดสอบแบคทีเรียดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส  
Forward primer: Fcol_F 5’-AATGACTTCAACTAGAACAGTAGGTGCTGA-3’ 
Reverse primer: Fcol_R 5’-CTTGTTTATCATAGATCATAGCTGATGCTCC-3’ 

 
ตาราง 6 สว่นผสมในการท าปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรส 

สว่นผสม ปรมิาตร (ไมโครลิตร)  

กรดนิวคลีอิกที่ไดจ้ากการสกดัแบคทีเรีย (50ng/µl) 

5X PCRBIO reaction buffer 

Forward primer (10µM): Fcol_F 

Reverse primer (10µM): Fcol_R 

PCRBIO HS Taq DNA Polymerase (5U/µl) 

PCR grade dH2O 

2 

5 

1 

1 

0.5 

15.5 

ปรมิาตรสทุธิ 25 
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ตาราง 7 ขัน้ตอน อณุหภมูิ และเวลาในการท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (ºC) ระยะเวลา  หมายเหต ุ

1. initial denaturation 

2. denaturation 

3. annealing 

4. extension 

5. hold 

94 

94 

60 

72 

4 

5 นาที 

45 วินาที 

45 วินาทื 

30 วินาที 

∞ 

 

ท าซ า้ขัน้ที่ (2) - (4) 
เป็นจ านวน 30 รอบ 

 
4.2 การเตรียมแอนติเจนและการปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาว 

4.2.1 การเตรียมแบคทเีรีย 
น าแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 ที่ผ่านการยืนยนัชนิดของแบคทีเรีย

ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส มาเลีย้งบนอาหาร cytophaga agar โดยวิธี simple streak บ่มที่
อุณหภูมิ 24ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพิ่มจ านวน single colony ใน cytophaga broth ที่อุณหภูมิ 
24ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นป่ันเหวี่ยงด้วยเครื่องป่ันเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิที่ 4300 × g 
อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 20 นาที ลา้งเซลลแ์บคทีเรียดว้ยสารละลาย 0.15 M phosphate buffer 
saline (PBS) pH 7.2 จ านวน 2 รอบ น าตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่ได้ส่วนหนึ่งมาแขวนลอยใน
สารละลาย PBS และท าการปรบัระดบัความเขม้ขน้ของแบคทีเรียใหอ้ยู่ในช่วง 109 cfu/mL โดยวดั
ค่าการดดูกลืนแสงดว้ยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 525 nm ใหไ้ดค่้าการดดูกลืน
แสงที่ 1.0 จากนั้นน าไปฆ่าดว้ยความรอ้น (heat killed) ที่อุณหภูมิ 60ºC เป็นเวลา 60 นาที เมื่อ
ครบก าหนด แบ่งเก็บเป็นส่วนๆ ท าการตรวจสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียดว้ยวิธี spread plate 
บนอาหาร cytophaga agar และเก็บรกัษาที่อณุหภูมิ -20ºC ส าหรบัใชท้ดสอบความจ าเพาะของ
แอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting และ Western blotting ส าหรับตะกอนเซลล์แบคทีเรียอีกส่วน
น ามาแขวนลอยในสารละลาย 20 mM Tris-HCl pH7.5 ปรบัระดับความเขม้ขน้ของแบคทีเรียให้
เท่ากับ  109 cfu/mL จากนั้นน าแบคที เรียที่ ได้ไปสกัดโปรตีนเยื่ อหุ้ม เซลล์ชั้นนอก (outer 
membrane protein; OMP) ตามวิธีของ Luo และ Rahman (Luo et al., 2016; Rahman et al., 
2002)  
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4.2.2 การสกัดโปรตีนเย่ือหุ้มเซลลช์ั้นนอก   
น าแบคทีเรีย F. columnare ไดจ้ากขัน้ตอนขอ้ 4.2.1 มาท าใหเ้ซลลแ์ตกโดยใช้

เครื่อง sonicator จากนัน้เติม sodium lauroyl sarcosinate ใหม้ีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากับ 2% 
และบ่มที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที  ท าการป่ันเหวี่ยงที่ 4300 × g อณุหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 20 
นาที น า supernatant ที่ได้ไปป่ันเหวี่ยงอีกครัง้ด้วยเครื่องป่ันเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 35,000 × g 
อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าตะกอนที่ได้จากการป่ันเหวี่ยงมาแขวนลอยในสารละลาย 
PBS pH7.5 หาความเข้มข้นของโปรตีนตามวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) จากนั้นแบ่ง
สารละลายโปรตีนเป็นส่วนๆ เก็บไวท้ี่อุณหภูมิ -20ºC โดยส่วนหนึ่งใชใ้นการปลูกภูมิคุม้กนัในหนู
ขาว   

 
4.2.3 การปลูกภูมิคุ้มกัน  

น าแอนติเจนในรูปแบบ OMP ของแบคทีเรีย F. columnare ที่ได้จากการสกัด
เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาผสมกับ complete Freund’s 
adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และฉีดเขา้บริเวณช่องทอ้ง (intraperitonium) 
ของหนขูาวเพศเมียอายปุระมาณ 6 สปัดาห ์จ านวน 4 ตวั ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนัน้ท าการ
ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันซ ้าด้วยแอนติเจนเดิมโดยผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant ใน
อตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรต่อปรมิาตร) ทกุ 2 สปัดาห ์จ านวน 3 ครัง้ ภายหลงัจากการปลกูภูมิคุม้กนั
ครัง้ที่ 4 เป็นเวลา 1 สัปดาห ์ท าการเก็บเลือดบริเวณหัวตา (orbital sinus) ของหนูขาวทั้ง 4 ตัว 
จากนัน้น ามาป่ันเหวี่ยงที่ 6,000 × g เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อแยกแอนติซีรมั (antiserum) แลว้น าไป
ทดสอบการตอบสนองและความจ าเพาะด้วยวิธี Western blotting เพื่อคัดเลือกหนูขาวที่มีการ
ตอบสนองดีที่สดุต่อแบคทีเรีย F. columnare 
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4.2.4 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนูขาวด้วยวิธี Western 
blotting 

น าแอน ติ เจน รูปแบบ  OMP และ รูปแบบ  heat killed ของแบคที เรีย  F. 
columnare ไอโซเลต 1301, F. indicum และ A. hydrophila มาท าการแยกโปรตีนด้วย 15% 
SDS-PAGE โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 80 โวลตเ์ป็นเวลา 130 นาที แลว้น าเจลที่ไดม้าถ่ายโปรตีนจาก
เจลลงสู่ nitrocellulose membrane โดยใช ้Transblot apparatus ดว้ยกระแสไฟฟ้า 70 โวลตเ์ป็น
เวลา 120 นาที จากนั้นน า nitrocellulose membrane ที่ผ่านการถ่ายโปรตีนจากเจลแลว้ บ่มใน 
5% blotto (นมปราศจากมนัเนย 5% ละลายใน PBS, 0.1% Triton X-100) เป็นเวลา 15 นาที และ
บ่มดว้ยแอนติซีรมัของหนูขาวแต่ละตัวเจือจาง 1:5,000 ใน 1% blotto ที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง ล้างด้วย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที แล้วน ามาบ่มดว้ย horseradish peroxidase labelled 
goat anti-mouse IgG heavy and light chain specific antibody (GAM–HRP) ที่ เ จื อ จ า ง 
1:2,500 ใน 1% blotto ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ลา้งออกดว้ย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที 
จากนั้นน าไปผ่านกระบวนการ indirect immuno-peroxidase โดยแช่ในสารละลายซับสเตรทที่
ประกอบดว้ย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 0.05% 
cobalt chloride (CoCl2) ละลายใน PBS เป็นเวลา 2 นาที และน าไปลา้งดว้ยน า้ประปาเพื่อหยุด
ปฏิกิรยิา ตรวจสอบต าแหน่งของโปรตีนโดยเทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน 

 
4.3 การผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 

น าหนูขาวที่มีการตอบสนองต่อแอนติเจนมาฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย  OMP ของ
แบคทีเรีย F. columnare ที่ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 5:1 (ปริมาตร
ต่อปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 3 วัน ก่อนการผลิตเซลล์ไฮบริโดมา เมื่อครบ
ก าหนดท าการผ่าตัดเพื่อแยกมา้มและกระจายเซลลม์า้มออกใหเ้ป็นเซลลเ์ด่ียวจากนัน้หลอมรวม
กับ P3X myeloma cell line โดยใช ้polyethylene glycol (PEG) ที่มีความเขม้ขน้ 50% (น า้หนัก
ต่อปริมาตร) เป็นเวลา 1 นาที  เติมอาหารเลี ้ยงเซลล์ RPMI 1640  แล้วบ่มที่  37ºC ในตู้ CO2 
incubator เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลท์ี่ 1,500 × g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน า
เซลล์ที่ ได้ม าเลี ้ยงใน  selective HAT medium ประกอบด้วย  hypoxanthine, aminopterin, 
thymidine, 20% fetal bovine serum ใน RPMI medium โดยมี feeder layer เป็น 1% mouse 
red blood cell และบ่มไวใ้นตู ้CO2 incubator ที่สภาวะคารบ์อนไดออกไซด ์5% อุณหภูมิ 37ºC 
เป็นเวลา 7 วัน ติดตามการเติบโตของเซลล์ไฮบริโดมาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ inverted 
microscope เมื่อครบ 7 วนัน าน า้เลีย้งเซลลจ์ากหลมุต่าง ๆที่มีเซลลไ์ฮบริโดมาไปคดัเลือกเซลลท์ี่
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สรา้งแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ดว้ยวิธี dot blotting และ Western blotting 
ส าหรบัโคลนของเซลลไ์ฮบริโดมาที่มีการสรา้งแอนติบอดีต่อแบคทีเรีย F. columnare น ามาโคลน
ซ า้ดว้ยวิธี limited dilution เพื่อใหแ้น่ใจว่าเซลลไ์ฮบริโดมานัน้มีตน้ก าเนิดมาจากเซลลไ์ฮบริโดมา
เซลลเ์ดียว จากนัน้ท าการขยายเพิ่มจ านวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อ
แบคทีเรีย F. columnare ให้ได้ในปริมาณตามที่ต้องการและเก็บเซลล์ในไนโตรเจนเหลวซึ่งมี
อณุหภมูิประมาณ -196ºC 

 
4.4 การคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา 

การคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาที่สรา้งแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare 
นัน้ เนื่องจากการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมามีการเลีย้งใน 96 wells microculture plate ท าใหไ้ดเ้ซลล์
ไฮบรโิดมาจ านวนมาก จึงจ าเป็นตอ้งท าการคดัเลือกโดยมีขัน้ตอนในการคดัเลือก 3 ขัน้ตอนคือ ท า
การคัดเลือกโดยวิธี dot blotting จากนั้นน าน า้เลีย้งเซลลข์องโคลนของเซลลไ์ฮบริโดมาที่ใหผ้ล
บวกกับวิธี dot blotting ในขั้นที่ 1 มาคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี Western blotting และน าน า้เลีย้ง
เซลลข์องโคลนของเซลลไ์ฮบรโิดมาที่ใหผ้ลบวกกบัทัง้ 2 ขัน้ตอนก่อนหนา้มาคดัเลือกอีกครัง้ดว้ยวิธี 
immunohistochemistry 

 
4.4.1 การคัดเลือกขั้นที ่1 ด้วยวิธี dot blotting 

น าแบคทีเรีย F. columnare และแบคทีเรีย F. indicum ในรูปแบบ heat killed 
ความเขม้ขน้ 108 cfu/mL หยดลงบน nitrocellulose membrane ที่ขีดเป็นตารางขนาด 0.3 × 0.3 
เซนติเมตรช่องละ 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มดว้ย 5% blotto เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น ามาบ่มในน า้
เลี ้ยงเซลล์จากเซลล์ไฮบริโดมาแต่ละหลุม (น ้าเลี ้ยงเซลล์เจือจาง 1:10 ใน 1% blotto) ที่
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที แลว้น ามาบ่มดว้ย GAM-HRP 
เจือจาง 1:2,500 ใน 1% blotto ที่อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และลา้งดว้ย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 
นาที จากนัน้น าไปผ่านกระบวนการ indirect immuno-peroxidase เช่นเดียวกบัขัน้ตอนก่อนหนา้ 
(ข้อ 4.2.4) แล้วล้างด้วยน ้าประปาเพื่อหยุดปฏิกิริยา เลือกหลุมของเซลล์ไฮบริโดมาที่สรา้ง
แอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ซึ่งปรากฏจุดสีด าบน nitrocellulose membrane 
แต่ไม่จ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. indicum จากนั้นน ามาคัดเลือกขั้นที่  2 โดยวิธี dot blotting และ 
Western blotting 

 



  42 

4.4.2 การคัดเลือกขั้นที ่2 ด้วยวิธี dot blotting และ Western blotting 
วิธี dot blotting ในการคัดเลือกขั้นที่  2 นี ้คล้ายคลึงกับในขั้นตอนที่  1 โดยใช้

แบคทีเรีย F. columnare แบคทีเรีย F. indicum ในรูปแบบ heat killed ความเขม้ขน้ 108 cfu/mL 
และแบคทีเรีย Flavobacterium ไอโซเลตอ่ืนเพิ่มเติมจากการคดัเลือกขัน้ที่ 1 (ตาราง 3) มาหยดลง
บน nitrocellulose membrane ที่ขีดเป็นตารางขนาด 0.3 × 0.3 เซนติเมตรช่องละ 1 ไมโครลิตร 
บ่มด้วย 5% blotto และบ่มด้วยน ้าเลี ้ยงเซลล์ไฮบริโดมา จากนั้นผ่านกระบวนการ indirect 
immuno-peroxidase เช่นเดียวกบัขัน้ตอนในขอ้ 4.2.4 เลือกหลมุของเซลลไ์ฮบริโดมาที่ผลิตแอนติ 
บอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 และ F. columnare ทกุไอโซเลต 

วิธี Western blotting น าแบคทีเรีย F. columnare ในรูปแบบ heat killed ความ
เข้มข้น 2 × 108 cfu/mL มาท าการแยกโปรตีนด้วย  15% SDS-PAGE โดยให้กระแสไฟฟ้า 80 
โวลตเ์ป็นเวลา 130 นาที แลว้น าเจลที่ไดม้าถ่ายโปรตีนจากเจลลงสู่ nitrocellulose membrane 
โดยใช้ Transblot apparatus ด้วยกระแสไฟฟ้ า 70 โวลต์เป็น เวลา 120 นาที  จากนั้นน า 
nitrocellulose membrane ที่ผ่านการถ่ายโปรตีนจากเจลแล้ว บ่มใน 5% blotto  เป็นเวลา 15 
นาที แยกบ่มในน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาที่ผ่านการคดัเลือกโดยวิธี dot blotting แลว้ โดยเจือจางที่
ความเขม้ขน้ 1:10 ใน 1% blotto ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แลว้น าไปผ่านกระบวนการ 
indirect immuno-peroxidase เช่นเดียวกับขั้นตอนในข้อ 4.2.4 เพื่อหาต าแหน่งโปรตีนที่ท า
ปฏิกิรยิากบัแอนติบอดี 

 
4.4.3 การคัดเลือกขั้นที ่3 ด้วยวิธี immunohistochemistry  

น าตัวอย่างปลาที่มีการติดเชื ้อแบคทีเรีย  F. columnare มาท าให้คงรูปใน
สารละลาย Davidson’s fixative เป็นเวลา 48 ชั่วโมง   จากนัน้ลา้งโดยใหน้ า้ประปาไหลผ่านเป็น
เวลา 3 ชั่วโมง เพื่อล้างเอาน า้ยาคงรูปออก น าไปผ่านกระบวนการดึงน า้ออกจากตัวอย่างด้วย
แอลกอฮอลท์ี่เปอรเ์ซ็นต์ต่าง ๆ (70%, 80%, 90% และ 95%) บิวทานอล และไซลีน ตามล าดับ 
(ภาพประกอบ 4) น าตวัอย่างปลาฝังในพาราฟิน แลว้ตดัดว้ยเครื่องไมโครโตมใหแ้ต่ละชิน้มีความ
หนาประมาณ 8 ไมครอน จากนัน้น าชิน้เนือ้เยื่อที่ตดัไดว้างลงบนสไลดท์ี่เคลือบดว้ยสารละลายเจ
ลาติน ตัง้บน hot plate ที่อณุหภูมิ 50ºC ใหช้ิน้เนือ้เยื่อที่ตัดยืดตวั หลงัจากนัน้อบสไลดใ์หแ้หง้ใน
ตูอ้บที่อณุหภูมิ 60ºC เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ลา้งพาราฟินออกดว้ยไซลีนและบิวทานอล เติมน า้เขา้
ชิน้เนือ้เยื่อด้วยแอลกอฮอลเ์ปอรเ์ซ็นต์ต่าง ๆ (95%, 90%, 80% และ 70%) แล้วท าการตรึงชิน้
เนือ้เยื่อดว้ยฟอรม์าลินเขม้ขน้ 10% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลา้งดว้ยน า้กลั่น และ PBS จากนัน้ท า
การหยดสารละลาย P1

+ (10% fetal bovine serum) ลงบนตวัอย่าง บ่มที่อณุหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 
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30 นาที น าน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมาที่ตอ้งการทดสอบหยดลงบนเนือ้เยื่อ บ่มที่อณุหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 4 ชั่ วโมง แล้วล้างด้วย PBS 4 ครั้งๆ ละ 5 นาที  หยด GAM-HRP เจือจาง 1:1,000 ใน
สารละลาย P1

+ บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แลว้ลา้งออกดว้ย PBS แช่ในสารละลาย
ซับสเตรทที่ประกอบด้วย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide 
(H2O2) ละลายใน PBS เป็นเวลา 5 นาที ลา้งชิน้เนือ้เยื่อดว้ยน า้กลั่น และน าไปยอ้มดว้ยสีฮีมาทอก
ซีลิน (haematoxylin) แล้วไปผ่านกระบวนการดึงน ้าออกอีกครัง้ด้วยแอลกอฮอล ์และย้อมชิน้
เนือ้เยื่อดว้ยสีอีโอซิน (eosin Y) ลา้งสีส่วนเกินออกดว้ย 95% แอลกอฮอล ์บิวทานอล และท าให้
เนือ้เยื่อใสดว้ยไซลีน ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด ์น าไปส่องดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์โดยตวัอย่างที่
ใหบ้วกกบัแอนติบอดีจะเห็นเป็นสีน า้ตาล (ภาพประกอบ 5)   

 
ตวัอย่างปลาติดเชือ้ 

 

Davidson’s fixative 

  24 ชั่วโมง 

ลา้งน า้ประปา 

  3 ชั่วโมง 

70% เอทานอล 

  1 ชั่วโมง 

80% เอทานอล 

  1 ชั่วโมง 

90% เอทานอล 

  1 ชั่วโมง 

95% เอทานอล 

  1 ชั่วโมง 
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บิวทานอล 

  1 ชั่วโมง 

บิวทานอล : ไซลีน (1:1) 

  1 ชั่วโมง 

ไซลีน 

         3 ครัง้ๆ ละ 30 นาที 

ไซลีน : พาราฟิน (1:1) 

             60ºC 30 นาที 

พาราฟิน 

       60ºC 3 ครัง้ๆ ละ 30 นาที 

ฝังตวัอย่างลงในพาราฟิน 

 

ตดัชิน้เนือ้เยื่อดว้ยเครื่องไมโครโตม 

 

ติดชิน้เนือ้เยื่อลงบนสไลด ์

 

ภาพประกอบ 4 ขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างส าหรบัวิธี immunohistochemistry  

ที่มา: ดดัแปลงจาก (ไพศาล, 2005) 
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ภาพประกอบ 5 ขัน้ตอนการยอ้มสีดว้ยวิธี immunohistochemistry 

ที่มา: ดดัแปลงจาก (ไพศาล, 2005) 

ไซลีน ไซลีน 

 

ไซลีน 

 

ไซลีน : 
 บิวทานอล 

95%
แอลกอฮอล ์

บิวทานอล 

 

น า้กลั่น 10%
ฟอรม์าลิน 

น า้กลั่น 3 
ครัง้ 

PBS 70% 
แอลกอฮอล ์

90%
แอลกอฮอล ์

ขัน้ตอนละ 5 นาท ี

สไลดท์ี่ติดเนือ้เยื่อแลว้ 

P1
+ 

น า้เลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมา 

ลา้ง PBS 

GAM-HRP 

ลา้ง PBS 

0.03%DAB, 0.006%H2O2 ใน PBS 

ลา้งน า้ 

ไซลีน ไซลีน ไซลีน ไซลีน : 
บิวทานอล 

95%
แอลกอฮอล ์

บิวทานอล 

 

80% 
แอลกอฮอล ์

70% 
แอลกอฮอล ์

90%
แอลกอฮอล ์

ขัน้ตอนละ 5 นาท ี

Eosin 95%
แอลกอฮอล ์

30 นาท ี

37oC, 4 ชั่วโมง 

4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี

37oC, 3 ชั่วโมง 

4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี

5 นาท ี

สไลดถ์าวร 

permount 

Hematoxylin 
น า้กลั่น 
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4.4.4 การโคลนซ า้ด้วยวิธี limited dilution 
หลงัการคดัเลือกเซลลไ์ฮบรโิดมาดว้ยวิธี dot blotting วิธี Western blotting และ

วิธี immunohistochemistry เมื่อพบกลุ่มเซลลไ์ฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะ
ต่อแบคทีเรีย F. columnare ที่ต้องการแลว้ น ากลุ่มเซลลไ์ฮบริโดมามาโคลนซ า้ด้วยวิธี limited 
dilution โดยน าเซลลไ์ฮบริโดมามากระจายในหลมุโดยใชปิ้เปตดดูสารละลายและหยดเซลลแ์ขวน 
ลอยลงในจานเลีย้งเชือ้ 1-2 ไมโครลิตร ท าการนับเซลลภ์ายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ inverted 
microscope ใหม้ีจ านวนเซลลป์ระมาณ 100 เซลล ์จากนัน้เติม RPMI medium ที่เสริมดว้ย 20% 
fetal bovine serum, 1% mouse red blood cell ปริมาณ 7.5 มิลลิลิตร ดดูเซลลแ์ขวนลอยลงใน 
96 wells microculture plate บ่มไว้ในตู้  CO2 incubator ที่ สภาวะคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 10-12 วัน ตรวจสอบหลุมที่มีโคลนเด่ียว (single colony) ภายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศนแ์บบ inverted microscope น าน า้เลีย้งเซลลม์าทดสอบดว้ยวิธี dot blotting จากนัน้ท า
การขยายเพื่อเพิ่มจ านวนเซลลไ์ฮบรโิดมา 

 
4.4.5 การเก็บเซลลไ์ฮบริโดมา 

เลี ้ยงเซลล์ไฮบริโดมาให้เจริญอยู่ใน RPMI medium ที่ เสริมด้วย 20% fetal 
bovine serum กระจายและดดูเซลลแ์ขวนลอยลงในหลอด ป่ันเหวี่ยงแยกเซลลท์ี่ความเร็ว 1,500 
× g เป็นเวลา 5 นาที แยกสารละลายสว่นใสออกจากเซลลไ์ฮบรโิดมา จากนัน้เติมสารละลาย 12% 
ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(dimethyl sulfoxide: DMSO) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับเซลลไ์ฮบริ
โดมา ดูดเซลล์แขวนลอยลงในหลอดส าหรับเก็บเซลล์ (cryopreservation tube) หลอดละ 1 
มิลลิลิตร และเก็บรกัษาในไนโตรเจนเหลวซึ่งมีอณุหภมูิประมาณ -196ºC 
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4.5 การศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ภายหลังจากการโคลนซ า้ดว้ยวิธี limited dilution และขยายเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์

ไฮบรโิดมา น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดม้าพิสจูนค์ณุสมบติั โดยทดสอบความจ าเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 
ต่าง ๆ และแบคทีเรียอ่ืน ๆที่มีความใกล้ชิด และ/หรือเป็นแบคทีเรียก่อโรคในปลาดว้ยวิธี dot 
blotting ท าการตรวจสอบ class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ด้วยวิธี 
sandwich ELISA และทดสอบความไวในการท าปฏิกิริยาของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้
กบัแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลตต่าง ๆ ดว้ยวิธี dot blotting  

 
4.5.1 การทดสอบปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) ด้วยวิธี dot blotting 

น าแบคทีเรีย F. columnare และแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ดังแสดงในตาราง 3 ใน
รูปแบบ heat killed ความเข้มข้น 108 cfu/mL หยดลงบน nitrocellulose membrane ที่ขีดเป็น
ตารางขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตรช่องละ 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มดว้ย 5% blotto เป็นเวลา 5 นาที 
แล้วบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ที่ต้องการทดสอบ 
จากนั้นผ่านกระบวนการ indirect immuno-peroxidase เช่นเดียวกับขั้นตอนการคัดเลือกเซลล์
ไฮบรโิดมา  
 

4.5.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี 
sandwich ELISA 

การจ าแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ที่สรา้งจากโม
โนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได ้ท าการจ าแนกดว้ยวิธี sandwich ELISA โดยใช ้Zymed’s Mouse 
MonoAb kit (HRP) ท าการเคลือบ ELISA microtiter plate ดว้ย goat anti-Mouse Ig heavy and 
light chain specific antibody (GAM-Ig) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ใน PBS ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร/หลุม (ภาพประกอบ 6) บ่มที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง จากนัน้ลา้งดว้ย 
0.5% blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาที เติม 5% blotto และบ่มที่อุณหภูมิหอ้ง
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบ เจือจาง 1:20 ใน 
5%blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้ลา้งดว้ย 0.5% 
blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาที จากนัน้เติม rabbit anti-isotype antibodies 
(IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM, Kappa และ  Lambda) เจื อจาง  1:50 ป ริม าตร 50 
ไมโครลิตร/หลุม ลงในแต่ละแถว แถวละ 1 ชนิด (A-H) บ่มที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ลา้ง
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ดว้ย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาที แล้วเติม goat anti-rabbit IgG 
heavy chain and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP) เ จื อ จ า ง 
1:1,500 ใน 1% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลมุ โดยบ่มที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ลา้ง
ดว้ย 0.5% blotto 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที และลา้งดว้ย PBS ในครัง้สุดทา้ย จากนัน้เติมสารละลาย 
substrate ประกอบดว้ย  OPD 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร, 0.006% H2O2 ใน 0.1M citrate buffer pH 
4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 5 นาที  หยุดปฏิกิริยาด้วย 1N H2SO4 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร/หลุม และอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader 

 
เติม GAM-Ig ความเขม้ขน้ 10 µg/mL หลมุละ 50 µl 

      บ่ม 4ºC, 8-12 ชั่วโมง 

ลา้งดว้ย 0.5% blotto 10 นาที, 4 ครัง้ 

 

เติม MAb 1:20 หลมุละ 50 µl 

             
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             
B             
C             
D             
E             
F             
G             
H             

   
      บ่มอณุหภมูิหอ้ง, 4 ชั่วโมง 

ลา้งดว้ย 0.5% blotto 10 นาที, 4 ครัง้ 
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เติม rabbit anti-isotype antibodies 1:50 หลมุละ 50 µl 
   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

IgG1  A             
IgG2a  B             
IgG2b  C             
IgG3  D             
IgA  E             
IgM  F             

Kappa  G             
Lambda  H             

     
       บ่มอณุหภมูิหอ้ง, 4 ชั่วโมง 

ลา้งดว้ย 0.5% blotto 10 นาที, 4 ครัง้ 

 

เติม GAR-HRP 1:1,500 หลมุละ 50 µl 

       บ่มอณุหภมูิหอ้ง, 4 ชั่วโมง 

ลา้งดว้ย 0.5% blotto 10 นาที, 4 ครัง้ 

 

ตรวจสอบปฏิกิรยิาดว้ย OPD 1mg/mL, 0.006% H2O2 ใน 0.1M citrate buffer 

หลมุละ 100 µl, เป็นเวลา 5 นาท,ี หยดุปฏิกิรยิาดว้ย 1N H2SO4 หลมุละ 100 µl 

 

อ่านค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง Thermo iEMS 
microplate reader 

 

ภาพประกอบ 6 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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4.5.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 
น าแบคทีเรีย F. columnare ในรูปแบบ heat killed ความเขม้ขน้ 5 × 107 ถึง 1 × 

105 cfu/mL โดยท าการเจือจางแบบ serial dilution หยดลงบน nitrocellulose membrane 
(ภาพประกอบ 7) ที่ขีดเป็นตารางขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตรช่องละ 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มใน 5% 
blotto เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปใส่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตอ้งการทดสอบ เจือจาง 1:20 
ใน 1% blotto บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที น ามาบ่ม
ดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1:2,500 ใน 1% blotto ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และลา้งดว้ย 
PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที แลว้น าไปผ่านกระบวนการ indirect immuno-peroxidase เช่นเดียวกับ
ขั้นตอนการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาจากนั้นตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึน้จากจุดสีด าสุดท้ายที่
สงัเกตไดช้ดัเจน  

 
(cfu/mL)   
5 × 107    
2.5 × 107    
1 × 107    
5 × 106   
2.5 × 106    
1 × 106    
5 × 105   
2.5 × 105    
1 × 105    
 N   

 

ภาพประกอบ 7 รูปแบบการหยดแอนติเจนเพ่ือทดสอบความไวของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting 
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5. การทดสอบการติดเชือ้แบคทเีรีย Flavobacterium columnare จากปลาหางนกยูงทีช่ัก
น าให้มีการติดเชือ้ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีเทียบกับวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

5.1 การเตรียมตัวอย่างปลาหางนกยูงโดยการชักน าให้ติดเชือ้แบคทเีรีย 
น าปลาหางนกยูง (P. reticulate) จ านวน 35 ตวั ที่ซือ้จากตลาดปลาสวยงามจตจุกัร 

กรุงเทพฯ มาเลี ้ยงด้วยน ้าจืดที่อุณหภูมิห้องในตู้กระจกแล้วท าการสุ่มปลาจ านวน 5 ตัวมา
ตรวจสอบการติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare ดว้ยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากนัน้ท าการ
แยกปลาเลีย้งในตูเ้ลีย้งปลาจ านวน 2 ตู ้โดยตูแ้รกเลีย้งจ านวน 15 ตวัส าหรบัใชเ้ป็นชุดควบคมุโดย
ไม่ถกูชกัน าใหเ้กิดการติดเชือ้แบคทีเรียและตูท้ี่ 2 เลีย้งปลาหางนกยูงเป็นจ านวน 15 ตวั เพื่อใชเ้ป็น
ชุดทดลองในการชักน าใหเ้กิดการติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 ดว้ยวิธีการแช่
ปลาในน า้ที่มีแบคทีเรียความเขม้ขน้ 107 cfu/mL เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (Dong, Senapin, LaFrentz, 
& Rodkhum, 2016) โดยท าการเตรียมแบคทีเรียตามขั้นตอนในขอ้ 4.2.1 และปรบัระดับความ
เขม้ขน้ของแบคทีเรียใหอ้ยู่ในช่วง 109 cfu/mL ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
525nm ใหไ้ดค่้าการดดูกลืนแสงที่ 1.0 จากนัน้ท าการเจือจางเชือ้แบคทีเรียในน า้ปรมิาตร 2 ลิตรให้
ไดค้วามเขม้ขน้ที่ตอ้งการส าหรบัท าการแช่ปลา น าปลาที่ผ่านการแช่ไปเลีย้งต่อในสภาพแวดลอ้ม
ปกติท าการเก็บตัวอย่างปลาที่ตายทุกวันและน ามาท าการตรวจสอบการติดเชื ้อแบคทีเรีย F. 
colunare ดว้ยปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรสตามหวัขอ้ 4.1.2   

 
5.2 การทดสอบการติดเชื้อแบคทีเรีย Flavobacterium columnare ในปลาหาง

นกยูงด้วยวิธี dot blotting เทยีบกับวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
น าเหงือกปลาที่ถูกชักน าใหเ้กิดการติดเชือ้จากขอ้ 5.1 แบ่งเป็น 2 ส่วน โดยส่วน

แรกน ามาทดสอบดว้ยวิธี dot blotting โดยท าการบดเหงือกใหล้ะเอียดดว้ยสารละลายบัฟเฟอร ์
(lysis buffer: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea, pH 8) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
แลว้หยดลงบน nitrocellulose membrane ที่ขีดเป็นตารางขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตรช่องละ 1 
ไมโครลิตร น าไปบ่มใน 5% blotto เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าไปใส่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ตอ้งการทดสอบ เจือจาง 1:20 ใน 1% blotto บ่มที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS 
3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที น ามาบ่มดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1:2,500 ใน 1% blotto ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็น
เวลา 3 ชั่ วโมง และล้างด้วย PBS 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที  แล้วน าไปผ่านกระบวนการ indirect 
immuno-peroxidase เช่นเดียวกบัขัน้ตอนในขอ้ 4.5.1 ส าหรบัเหงือกปลาที่ถกูชกัน าใหเ้กิดการติด
เชือ้อีกส่วนน าไปทดสอบดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสโดยท าการสกดักรดนิวคลีอิกดว้ยชุดสกัด
กรดนิวคลีอิก G-spinTM Total DNA extraction Kit ดว้ยวิธีการเช่นเดียวกนักบัขอ้ 4.1.1 จากนัน้ท า
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การทดสอบโดยใชชุ้ด PCRBIO HS Taq DNA Polymerase ในการทดสอบปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอ
เรสซึ่งใชคู้่ไพรเมอร ์และวิธีการเช่นเดียวกนักบัการทดสอบก่อนหนา้ 

 



 

บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
1. การตรวจสอบแบคทเีรีย Flavobacterium columnare 

จากการตรวจสอบแบคทีเรีย F. columnare ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสพบว่าให้
ผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 287 bp (ภาพประกอบ 8) กับตัวอย่างกรดนิวคลีอิกที่สกัดได้จาก
แบคทีเรีย F. columnare ทุกไอโซเลตในขณะที่ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสใหผ้ลเป็นลบกับกรด
นิวคลีอิกที่สกดัไดจ้ากแบคทีเรียอ่ืน ๆ ในตาราง 3  

 

 
 

ภาพประกอบ 8 การตรวจสอบแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลตต่าง ๆดว้ยปฏิกิรยิา
ลกูโซ่พอลิเมอเรส 

 
จากการใชไ้พรเมอร ์Forward primer: Fcol_F 5’-AAT GAC TTC AAC TAG AAC AGT 

AGG TGC TGA-3’ และReverse primer: Fcol_R 5’-CTT GTT TAT CAT AGA TCA TAG CTG 
ATG CTC C-3’ ซึ่งจ าเพาะต่อยีน cslA ของแบคทีเรีย F. columnare โดย F. columnare ไอโซเลต
ต่าง ๆที่ ใช้ในการทดสอบได้แก่  1301 (1), AT (2), AT1703 (3), CC1802 (4), CC1805 (5), 
CN1808 (6), CUVET1213 (7), CUVET1346 (8), CUVET 1350(9) และ VN (10) ส่วนแบคทีเรีย
อ่ืน ๆได้แก่  F. indicum (11), C. massiliae (12), V. vulnificus (13), A. hydrophila (14) และ 
DNA molecular weight markers (M)   
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2. การเตรียมแอนติเจนและการปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาว 
 

2.1 การสกัดโปรตีนเย่ือหุ้มเซลลช์ั้นนอก 
ในการสกัดโปรตีนจากเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 

1301เมื่อตรวจสอบรูปแบบโปรตีนเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 
1301เปรียบเทียบกบัรูปแบบโปรตีนของแบคทีเรียที่ไดจ้ากการฆ่าแบคทีเรียดว้ยความรอ้นไดแ้ก่ F. 
columnare ไอโซเลต 1301, F. indicum และ A. hydrophila ด้วย SDS-PAGE (ภาพประกอบ 
9a) พบว่าโปรตีนจากเยื่อหุ้มเซลลช์ั้นนอกของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 มีความ
แตกต่างกันเล็กน้อยกับรูปแบบโปรตีนที่ไดจ้ากการฆ่าแบคทีเรียดว้ยความรอ้นจาก F. indicum 
(lane 3) แต่มีความแตกต่างกนัอย่างเห็นไดช้ดัเจนกบัรูปแบบโปรตีนของแบคทีเรีย A. hydrophila 
(lane 4) อย่างไรก็ตามพบว่าโปรตีนจากเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซ
เลต 1301 ไม่มีความแตกต่างกนักบัรูปแบบโปรตีนของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 ที่
ท าใหต้ายดว้ยความรอ้น (lane 2) นอกจากนีพ้บว่าโปรตีนจากเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย 
F. columnare ไอโซเลต 1301 นั้นมีแถบโปรตีนขนาด 50 และ 30 กิโลดอลตันที่มีความเข้มข้น
มากกว่าแถบโปรตีนอ่ืนอย่างชดัเจน  

 

2.2 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนูขาวด้วยวิธี Western blotting 
หลงัจากการปลูกภูมิคุม้กนัหนูขาวดว้ยแอนติเจนในรูปแบบ OMP ที่ไดจ้ากการสกัด

เยื่อหุ้มเซลลช์ั้นนอกของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 เมื่อท าการเก็บเลือดเพื่อแยก
แอนติซีรมัส าหรบัน ามาใชใ้นการทดสอบดว้ยวิธี Western blotting พบว่าแอนติซีรมัจากหนูขาวที่
มีการตอบสนองดีที่สดุสามารถจบักบัแถบโปรตีนของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 ใน
รูปแบบโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอก (ภาพประกอบ 9b lane 1) และโปรตีนที่ไดจ้ากแบคทีเรีย F. 
columnare ที่ท าใหต้ายดว้ยความรอ้น (ภาพประกอบ 9b lane 2) นอกจากนีพ้บว่า แอนติซีรมัของ
หนูขาวจับกับแถบโปรตีนของแบคทีเรีย F. indicum ได้เล็กน้อย (ภาพประกอบ 9b lane 3) 
อย่างไรก็ตามแอนติซีรัมของหนูขาวไม่จับกับแถบโปรตีนของแบคที เรีย  A. hydrophila 
(ภาพประกอบ 9b lane 4)  
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ภาพประกอบ 9 การตรวจสอบโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย F. columnare 
ดว้ยวิธี SDS-PAGE และการทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนขูาวดว้ยวิธี 

Western blotting โดย 
 

Lane 1 คือโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 
และโปรตีนจากแบคที เรียชนิดต่าง ๆที่ท าให้ตายด้วยความร้อน  Lane 2 คือแบคทีเรีย F. 
columnare ไอโซเลต 1301, Lane 3 คือแบคทีเรีย F. indicum และ Lane 4 คือแบคทีเรีย A. 
hydrophila น ามาแยกขนาดโปรตีน โดยใช้ SDS-PAGE (a) เจลส่วนหนึ่ งน าไปย้อมด้วยสี 
Coomassie brilliant blue อีกส่วนน าไปถ่ายลง nitrocellulose membrane (b) และน าไปทดสอบ
ความจ าเพาะต่อแอนติซีรัมของหนูขาว M คือโปรตีนมาตรฐาน     : แถบโปรตีนเยื่อหุ้มเซลล์
ชัน้นอกของแบคทีเรีย F. columnare   
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3. การผลิตและการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา 
สามารถผลิตไฮบริโดมามาไดท้ัง้หมด 7 โคลน (ตาราง 8) โดยแบ่งตามความจ าเพาะได ้6 

กลุ่มคือ 1) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B สามารถจับกบัโปรตีนของเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกและ
โปรตีนของแบคทีเรีย F. columnare ที่ท าให้ตายด้วยความรอ้นที่มีขนาดประมาณ 15-100 กิ
โลดอลตัน เท่ านั้น  โดยไม่ จับกับ โป รตีนของแบคที เรีย  F. indicum และ  A. hydrophilla 
(ภาพประกอบ 10a) และสามารถจับกับแบคที เรีย  F. columnare ได้ทุกไอโซเลตโดยไม่
เกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ (ภาพประกอบ 11a) 2) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-92B 
จบักับโปรตีนจากแบคทีเรีย F. columnare เช่นเดียวกับกลุ่ม 1 แต่จบักบัแถบโปรตีนที่มีขนาด 50 
กิโลดอลตันเท่านั้น  (ภาพประกอบ 10b) และจับแบคที เรีย F. columnare ได้ทุกไอโซเลต 
(ภาพประกอบ 11b) 3) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-116H และ FC-211A จบักบัแถบโปรตีนของ
แบคทีเรีย F. columnare ที่ขนาดโมเลกุลค่อนข้างสูงประมาณ 150 และ 250 กิโลดอลตัน 
(ภาพประกอบ 10c และ 10d lane 1 และ 2) โดยจบัจ าเพาะกบัแบคทีเรีย F. columnare ไดทุ้กไอ
โซเลตเท่านั้น (ภาพประกอบ 11c และ 11d) 4) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-41A สามารถจับ
จ าเพาะกบัแบคทีเรีย F. columnare ไดท้กุไอโซเลตโดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ 
(ภาพประกอบ 11e) แต่โมโนโคลนอลแอนติบอดีนี ้ไม่สามารถจับกับโปรตีนของแบคทีเรีย F. 
columnare ไดเ้มื่อท าการทดสอบดว้ยวิธี Western blotting (ไม่ไดแ้สดงภาพประกอบ) 5) โมโน
โคลนอลแอนติบอดี FC-11F สามารถจับกับแถบโปรตีนของแบคทีเรีย F. columnare ที่มีขนาด
โมเลกลุค่อนขา้งสงูเช่นเดียวกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุม่ 3 (ภาพประกอบ 10e lane 1 และ 
2) และยังสามารถจับกับแถบโปรตีนของแบคทีเรีย F. indicum ไดท้ี่ขนาดโปรตีนขนาด 250 กิโล
ดอนตัน (ภาพประกอบ 10e lane 3) และสามารถจบักับแบคทีเรีย F. columnare ไดทุ้กไอโซเลต 
นอกจากนี ้ยังเกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆได้อีกเช่น C. massiliae และ E. tardar 
(ภาพประกอบ 11f) และ 6) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-39B สามารถจับกับแบคทีเรีย F. 
columnare ไดทุ้กไอโซเลตและเกิดปฏิกิริยาขา้มกับแบคทีเรีย F. indicum, C. massiliae และ E. 
tardar ได้เช่นเดียวกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มที่ 5 (ภาพประกอบ 11g) แต่โมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุม่นีไ้ม่สามารถจบักบัแถบโปรตีนของแบคทีเรีย F. columnare ไดเ้มื่อทดสอบดว้ยวิธี 
Western blotting (ไม่ไดแ้สดงภาพประกอบ)  

ส าหรับการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ด้วยวิธี 
immunohistochemistry พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 3 ชนิดคือ FC-89B, FC-116H และ FC-
211A เท่านัน้ที่ใหผ้ลบวก พบว่าสามารถจบักบัแบคทีเรีย F. columnare ในปลาหางนกยูงที่มีการ
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ติดเชือ้นีไ้ด ้โดยพบการติดเชือ้ในเนือ้เยื่อบรเิวณต่าง ๆของปลาไดแ้ก่ บริเวณเหงือก (ภาพประกอบ 
12) บรเิวณล าไส ้(ภาพประกอบ 13) และบรเิวณกลา้มเนือ้ (ภาพประกอบ 14) 

 

 
 

ภาพประกอบ 10 การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่าง ๆท่ี
ผลิตไดด้ว้ยวิธี Western blotting 

 
ท าโดยน าโปรตีนชนิดต่าง ๆไดแ้ก่ Lane 1 โปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย F. 

columnare ไอโซเลต 1301และโปรตีนของแบคทีเรียชนิดต่าง ๆที่ท าใหต้ายดว้ยความรอ้นไดแ้ก่ 
Lane 2 แบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301, Lane 3 แบคทีเรีย F. indicum และ Lane 4 
แบคที เรี ย  A. hydrophila ม าแยกขนาด โป รตี น โดย ใช้  SDS-PAGE แ ล้ วน า ไป ถ่ ายล ง 
nitrocellulose membrane และน าไปทดสอบความจ าเพาะกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 
ต่าง ๆคือ FC-89B (a), FC-92B (b), FC-116H ผสมกับ FC-92B (c), FC-211A ผสมกับ FC-92B 
(d) และ FC-11F ผสมกับ FC-92B (e) ตามล าดับ M คือโปรตีนมาตรฐาน     : แถบโปรตีนที่มี
น า้หนกัโมเลกลุสงู 

 
4. การศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

4.1 ผลของการทดสอบปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) ด้วยวิธี dot blotting  
จากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลตต่าง ๆ และ

แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ดังแสดงในตาราง 3 พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B, FC-92B, FC-
116H, FC-211A และ FC-41A ที่ผลิตไดม้ีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ทุกไอโซเลต 
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โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียอ่ืน ๆ ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-11F และ FC-39B 
พบว่ามีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. columnare ทุกไอโซเลต เช่นกัน แต่เกิดปฏิกิริยาข้าม
เล็กน้อยกับแบคทีเรียอ่ืน ๆ ได้แก่ F. indicum, C. massiliae และ E. tarda อย่างไรก็ตามโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ ผลิตได้ทุกตัวเกิดการจับอย่างไม่จ าเพาะกับแบคที เรีย S. aureus 
(ภาพประกอบ 11)  

 

 
 

ภาพประกอบ 11 การทดสอบปฏิกิรยิาขา้ม (cross reaction) ดว้ยวิธี dot blotting 

 
โดยการใชโ้ปรตีนของแบคทีเรียชนิดต่าง ๆที่ท าใหต้ายดว้ยความรอ้นตามตาราง 3 

ความเขม้ขน้ 108 cfu/mL หยดลงบน nitrocellulose membrane (1µl/หยด) แลว้น ามาทดสอบโม
โนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B (a), FC-92B (b), FC-116H (c), FC-211A (d), FC-41A (e), FC-
11F (f) และ FC-39B (g) ตามล าดบัโดยแบคทีเรียที่ใชป้ระกอบดว้ย 

แถวที่ 1: F. columnare ไอโซเลต ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 1301 (A), AT (B), AT1703 (C), 
CC1802 (D) และ CC1805 (E) 
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แถวที่ 2: F. columnare ไอโซเลต ต่าง ๆ ไดแ้ก่ CN1808 (A), CUVET1213 (B), 
CUVET1346 (C), CUVET1350 (D) และ VN (E) 

แ ถ ว ที่  3: F. indicum (A), C. massiliae (B), C. taichungense (C), C. 
indologenes ไอโซเลต 1252 (D) และ C. indologenes ไอโซเลต 25-2 (E) 

แ ถ ว ที่  4: F. roseus (A), A. hydrophila (B), E. tarda (C), V. 
parahaemolyticus (D) และ V. harveyi (E) 

แ ถ ว ที่  5: V. campbellii (A), V. vulnificus (B), V. alginolyticus (C), P. 
damska (D) และ P. aeruginosa (E) 

แถวที่ 6: S. Hadar (A), S. flexneri (B), E. coli (C), S. agalactiae (D) และ S. 
aureus (E) 

    : เกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัแบคทีเรียอ่ืน 
    : เกิดการจบัแบบไม่จ าเพาะกบัแบคทีเรียอ่ืน 

 

 
 

ภาพประกอบ 12 เนือ้เยื่อเหงือกของปลาติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare 
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การทดสอบการติดเชือ้จากเนือ้เยื่อเหงือกของปลาที่ถูกชักน าใหติ้ดเชือ้แบคทีเรีย F. 
columnare (a-c) เปรียบเทียบกบัเนือ้เยื่อเหงือกของปลาติดเชือ้ที่ไม่ได้ทดสอบดว้ยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (d) ด้วยวิธี immunohistochemistry เนื ้อเยื่อเหงือกของปลาที่ถูกชักน าให้ติดเชื ้อ
แบคทีเรีย F. columnare แสดงใหเ้ห็นบริเวณที่มีการติดเชือ้เป็นสีน า้ตาล โดยเนือ้เยื่อถูกยอ้มดว้ย
สีอีโอซิน (a, b และ d) และยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซีลินและอีโอซิน (c),    : บริเวณที่เกิดการติดเชือ้
แบคทีเรีย โดย (a) คือภาพที่มีก าลงัขยายต ่า (b, c และ d) คือภาพที่มีก าลงัขยายสงู จากภาพเป็น
การทดสอบโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B 

 

 
 

ภาพประกอบ 13 เนือ้เยื่อบรเิวณผนงัล าไสข้องปลาติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare 
 

การทดสอบการติดเชือ้จากเนือ้เยื่อบริเวณผนังล าไสข้องปลาที่ถูกชักน าใหติ้ดเชือ้
แบคทีเรีย F. columnare (a-c) เปรียบเทียบกับเนือ้เยื่อบริเวณผนังล าไสข้องปลาติดเชือ้ที่ไม่ได้
ทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี (d) ด้วยวิธี immunohistochemistry เนือ้เยื่อบริเวณผนัง
ล าไสข้องปลาที่ถกูชกัน าใหติ้ดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare แสดงใหเ้ห็นบรเิวณที่มีการติดเชือ้เป็น
สีน า้ตาล โดยเนือ้เยื่อถูกยอ้มดว้ยสีอีโอซิน (a, b และ d) และยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซีลินและอีโอซิน 
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(c),    : บริเวณที่เกิดการติดเชือ้แบคทีเรีย โดย (a) คือภาพที่มีก าลงัขยายต ่า (b, c และ d) คือภาพ
ที่มีก าลงัขยายสงู จากภาพเป็นการทดสอบโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B 

 

 
 

ภาพประกอบ 14 เนือ้เยื่อกลา้มเนือ้ของปลาติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare 
 

การทดสอบการติดเชือ้จากเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้ของปลาที่ถูกชักน าใหติ้ดเชือ้แบคทีเรีย 
F. columnare (a-c) เปรียบเทียบกับกลา้มเนือ้ของปลาติดเชือ้ที่ไม่ได้ทดสอบดว้ยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (d) ดว้ยวิธี immunohistochemistry กลา้มเนือ้ของปลาที่ถูกชกัน าใหติ้ดเชือ้แบคทีเรีย 
F. columnare แสดงใหเ้ห็นบริเวณที่มีการติดเชือ้เป็นสีน า้ตาล โดยเนือ้เยื่อถูกยอ้มดว้ยสีอีโอซิน 
(a, b และ d) และยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซีลินและอีโอซิน (c),    : บริเวณที่เกิดการติดเชือ้แบคทีเรีย 
โดย (a) คือภาพที่มีก าลังขยายต ่า (b, c และ d) คือภาพที่มีก าลังขยายสูง จากภาพเป็นการ
ทดสอบโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B 
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4.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี 
sandwich ELISA 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 7 ตัวที่ผลิตไดใ้นงานวิจยันีม้ี class และ subclass เป็น 
IgG2a, IgG2b และ IgM (ตาราง 8) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B และ FC-92B มี class 
และ subclass เป็น IgG2b โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-116H และ FC-211A มี class เป็น IgM 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-41A, FC11F และ FC39B ม ีclass และ subclass เป็น IgG2a 

 

ตาราง 8 คณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

กลุ่ม. MAbs Class/ 
subclass 

Sensitivity; 

dot blotting 

(cfu/mL) 

IHC Western 
blotting 
(kDa) 

การทดสอบปฎิกิรยิาทางภมูคิุม้กบั
กบัแบคทีเรีย; 

dot blotting 

1 FC-89B IgG2b 5 × 106 + ~ 15-100 จ าเพาะกบั F. columnare 

2 FC-92B IgG2b 1 × 106 - ~ 50 จ าเพาะกบั F. columnare 

3 FC-116H 

FC-211A 

IgM 

 

2.5 × 106 

 

+ 

 

high MW 

 

จ าเพาะกบั F. columnare 

 

4 FC-41A IgG2a 5 × 106 - - จ าเพาะกบั F. columnare 

5 FC-11F IgG2a 1 × 107 - high MW จ าเพาะกบั F. columnare และ
เกิดปฎิกิรยิาขา้มกบั F. indicum, 
C. massiliae and E. tarda 

6 FC-39B IgG2a 1 × 107 - - จ าเพาะกบั F. columnare และ
เกิดปฎิกิรยิาขา้มกบั F. indicum, 
C. massiliae and E. tarda 

หมายเหต:ุ (+) = ปฏิกิรยิาเชิงบวก, (-) = ปฏิกิรยิาเชิงลบ; IHC = Immunohistochemistry; high 
MW = high molecular weight  

 
  



  63 

4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดใ้นงานวิจัยนีส้ามารถใชใ้นการตรวจหาแบคทีเรีย 

F. columnare โดยวิธี dot blotting ซึ่งมีความไวในการตรวจหาในระดับที่แตกต่างกันตั้งแต่ 1 × 
107 ถึง 1 × 106 cfu/mL (ตาราง 8 และภาพประกอบ 15) 

 

 
 

ภาพประกอบ 15 การทดสอบความไวในการตรวจหาแบคทีเรีย F. columnare ดว้ยวิธี 
dot blotting  

 
การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  โดยการใช้แบคที เรีย  F. 

columnare ที่ท าใหต้ายดว้ยความรอ้นความเขม้ขน้ตัง้แต่ 5 × 107 - 1 × 105 cfu/mL หยดลงบน 
nitrocellulose membrane (1µl/หยด) แลว้น ามาทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได ้โมโน
โคลนอลแอนติบอดี FC-89B (a)  มีความไว 5 × 106 cfu/mL โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-92B 
(b) มีความไว 1 × 106 cfu/mL โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-116H (c) และ FC-211A (d) มีความ
ไว 2.5 × 106 cfu/mL โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-41A (e) มีความไว 5 × 106 cfu/mL และโมโน
โคลนอลแอนติบอดี FC-11F (f) และ FC-39B (g) มีความไว 1 × 107 cfu/mL  (*) คือความเขม้ขน้
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ต ่าสุดของแบคทีเรียที่สามารถตรวจสอบได้ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่าง ๆ  (N) คือ
แบคทีเรีย F. indicum ที่ท าใหต้ายดว้ยความรอ้นความเขม้ขน้ 5 × 107 cfu/mL 

 

4.4 การเปรียบเทียบการตรวจสอบการติดเชื้อ Flavobacterium columnare ใน
ปลาหางนกยูงทีช่ักน าให้ติดเชือ้ ด้วยวิธี dot blotting และปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

จากการตรวจปลาที่ถูกชกัน าใหเ้กิดการติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare พบว่าปลามี
การตายอย่างรวดเร็วและต่อเนื่องโดยมีอัตราการตายสะสม 80% และ 100% ใน 24 ชั่วโมง และ 
48 ชั่วโมง ภายหลงัจากการชกัน าใหเ้กิดการติดเชือ้ อย่างไรก็ตามแบคทีเรีย F. columnare ไอโซ
เลต 1301 ไม่ท าให้เกิดพยาธิสภาพภายนอกของปลาที่ตายจากการชักน าให้เกิดการติดเชื ้อ
เนื่องจากแบคทีเรีย F. columnar ไอโซเลตนีก้่อโรครุนแรง แต่สามารถพบการติดเชือ้ในเนือ้เยื่อ
บริเวณต่าง ๆภายในของปลาเช่นในส่วนของเหงือก (ภาพประกอบ 12) ล  าไส ้(ภาพประกอบ 13) 
และกล้ามเนื ้อ (ภาพประกอบ 14) เมื่อทดสอบด้วยวิธี immunohistochemistry ส  าหรับการ
ตรวจสอบตัวอย่างปลาที่ชักน าให้ติดเชื ้อ (No. 1 - 15) พบว่าตัวอย่างปลาทั้งหมดให้ผลบวก 
(15/15) เมื่อทดสอบดว้ยวิธี dot blotting (ภาพประกอบ 16A) เปรียบเทียบกบัวิธีปฏิกิรยิาลกูโซ่พอ
ลิเมอเรส (ภาพประกอบ 16B) สว่นตวัอย่างปลาที่ไม่ไดช้กัน าใหติ้ดเชือ้ซึ่งเป็นชดุควบคมุ (No. 16 - 
30) ใหผ้ลเป็นลบทัง้หมด โดยการทดสอบทัง้ 2 วิธี (ภาพประกอบ 16) 
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ภาพประกอบ 16 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี 
dot blotting (A) เทียบกบัผลจากปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรส (B)  

 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจสอบปลาที่มีการชกัน าใหติ้ดเชือ้แบคทีเรีย 
F. columnare ดว้ยวิธี dot blotting โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี (A) ท าการหยดสารสกัดจาก
เหงือกของตวัอย่างที่มีการติดเชือ้ล  าดบัที่ 1 – 15 และตวัอย่างปลาที่ไม่มีการติดเชือ้ล  าดบั 16 – 30 
บน  nitrocellulose membrane และผ่ านกระบวนการ dot blotting โดยใช้โม โน โคลนอล
แอนติบอดี FC-92B เทียบกับวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (B) โดยใชไ้พรเ์มอร ์cslA – specific 
F. columnare ทดสอบกับตั วอย่ า งปลา เดี ย วกัน  P = Positive control ใช้แบคที เรี ย  F. 
columnare, N = Negative control ใช้แบคทีเรีย F. indicum, M = น ้าหนักโมเลกุลของ DNA 
มาตรฐาน (bp)  



 

บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

 
จากการตรวจสอบแบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ

เรสพบว่าไดผ้ลิตภณัฑข์องปฏิกิริยาขนาด 287 bp และใหผ้ลเป็นบวกกบัแบคทีเรีย F. columnare 
ไอโซเลตอ่ืนที่น ามาทดสอบซึ่งผลดังกล่าวสอดคลอ้งกับงานวิจยัก่อนหนา้ (Mabrok et al., 2020) 
ที่มีการใชไ้พรเมอรจ์ าเพาะต่อยีน cslA ในการตรวจสอบแบคทีเรีย F. columnare ที่ใหผ้ลิตภัณฑ์
ของปฏิกิรยิาขนาด 287 bp เช่นกนั  

การเตรียมแอนติเจนจากการสกัดโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกของแบคทีเรีย มีรายงาน
ก่อนหน้าเก่ียวกับการน าโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ั้นนอกของแบคทีเรียแกรมลบหลายสายพันธุ์ เช่น 
Aeromonas spp. (Abdelhamed et al., 2017; Diao et al., 2020; He et al., 2020), Vibrio 
spp. (Guo et al., 2020; Tang et al., 2017) รวมไปถึง Flavobacterium spp. (Luo et al., 2016; 
Rahman et al., 2002) ไปพัฒนาเป็นวัคซีนเพื่อใช้ส  าหรบักระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลา เนื่องจากมี
ความเป็น immunogen สงูสามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของปลาไดเ้ป็นอย่างดีเมื่อเปรียบเทียบ
กบัวคัซีนที่ไดจ้ากการฆ่าแบคทีเรียดว้ยความรอ้น และวคัซีนที่ไดจ้ากการท า  formalin-fixed (He 
et al., 2020; Luo et al., 2016; Xu et al., 2018) โดยการสกัดโปรตีนเยื่อหุ้มเซลลช์ั้นนอกของ
แบคทีเรีย F. columnare ไอโซเลต 1301 เพื่อน าไปใชเ้ป็นแอนติเจนส าหรบัปลูกภูมิคุ้มกัน เมื่อ
ทดสอบรูปแบบของโปรตีนดว้ย SDS-PAGE พบว่ามีการปรากฎของแถบโปรตีนหลายต าแหน่ง 
สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Rahman และคณะ ที่แสดงใหเ้ห็นผลของการสกดัโปรตีนเยื่อหุม้เซลล์
ชัน้นอกของแบคทีเรีย F. psychrophilum (Rahman et al., 2002) โดยมรูีปแบบโปรตีนในลกัษณะ
ที่ใกลเ้คียงกันกับงานวิจัยนี ้นอกจากนีร้ายงานก่อนหน้าระบุว่าโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ั้นนอกของ
แบคทีเรียประกอบดว้ยหลายหน่วยย่อยของโปรตีน โดยหนึ่งในหน่วยย่อยของโปรตีนนัน้มีขนาด
ประมาณ 50 กิโลดอลตนั ซึ่งหน่วยย่อยของโปรตีนดงักลา่วสามารถกระตุน้ภมูิคุม้กนัไดเ้ป็นอย่างดี 
(He et al., 2020; Luo et al., 2016) แถบโปรตีนหลกัที่สกดัไดใ้นงานวิจยันีม้ีขนาดประมาณ 50 กิ
โลดอลตนั เช่นเดียวกนักบัรายงานก่อนหนา้ และเมื่อน าไปปลกูภูมิคุม้กนัในหนูขาว พบว่าหนูมีการ
ตอบสนองต่อแอนติเจนที่น าไปปลกูภูมิคุม้กนั โดยมีการตอบสนองสงูกบัโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 
50 กิโลดอลตนั แสดงใหเ้ห็นว่าโปรตีนดงักลา่วคือหนึ่งในหน่วยย่อยของโปรตีนเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอก
ของแบคทีเรียตามที่มีรายงานมาก่อนหนา้ 
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เมื่อน าหนูขาวที่มีการตอบสนองต่อแอนติเจนดีที่สดุไปผลิตเซลลไ์ฮบรโิดมา สามารถผลิต
เซลล์ไฮบริโดมาได้ทั้งสิ ้น 7 โคลนที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย F. 
columnare เท่านัน้หรือเกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัแบคทีเรียอ่ืนเล็กนอ้ยคือโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-
89B, FC-92B, FC-116H, FC-211A, FC-41A, FC-11F และ FC-39B โดยเมื่ อทดสอบด้วยวิธี 
Western blotting และวิธี dot blotting สามารถแบ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดเ้ป็น 6 กลุ่ม 
โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B จับกับแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 15-100 กิโลดอลตัน  
โดยทั่วไปโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถจบักับแอนติเจนไดเ้พียงอิพิโทปเดียว จึงคาดว่าอิพิ
โทปดงักล่าวคือโอลิโกแซ็กคาไรด ์(oligosaccharide) ซึ่งเป็นองคป์ระกอบของเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอก
ของแบคทีเรียที่ผ่านกระบวนการไกลโคซิเลต (glycosylated) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-89B 
จึงสามารถจับแถบโปรตีนดังกล่าวได้ (Olivares & Arias, 2011; Zhang, Arias, Shoemaker, & 
Klesius, 2006) โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-92B จับกับแถบโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 50 กิ
โลดอลตนั ซึ่งคาดว่าจ าเพาะต่อหนึ่งในหน่วยย่อยของเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอก (Luo et al., 2016) และ
ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-116H, FC-211A และ FC-11F จบักบัแถบโปรตีนที่มีน า้หนัก
โมเลกุลสูง (ประมาณ 200 กิโลดอลตัล) ไม่สามารถแยกได้ด้วย SDS-PAGE เนื่องจากโปรตีน
ดังกล่าวอยู่ระหว่างรอยต่อของ stacking gels และ separating gels คาดว่าโปรตีนดังกล่าวคือ
เปปทิโดไกลแคน (peptidoglycans) ของผนังเซลล ์ซึ่งไม่สามารถละลายไดด้ว้ยสารละลาย SDS 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-41A และ FC-39B ไม่สามารถใชต้รวจสอบเชือ้ F. columnare ดว้ย
วิธี Western blotting และเมื่อทดสอบดว้ยวิธี immunohistochemistry ซึ่งใชเ้นือ้เยื่อของปลาหาง
นกยูง (P. reticulate) ที่ก่อนหนา้เคยมีรายงานการติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare ในปลาชนิดนี ้
(Decostere et al., 1998) โดยท าการชักน าให้ติดเชือ้แบคทีเรีย F. columnare ตามวิธีการที่มี
รายงาน (Dong et al., 2016) และน ามาทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได ้พบว่ามีโม
โนโคลนอลแอนติบอดี 3 ชนิดไดแ้ก่ FC-89B, FC-116H และ FC-211A ที่สามารถใชใ้นการระบุ
ต าแหน่งของการติดเชือ้บนเนือ้เยื่อได้ ซึ่งจะเป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์อย่างมากในการศึกษา
ลกัษณะของการเกิดโรคบนเนือ้เยื่อ และการศกึษาประสิทธิภาพของวคัซีนต่อไป โดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทัง้ 3 ใหผ้ลเป็นบวกและตรวจพบการติดเชือ้ F. columnare ในหลายบริเวณของปลา
ไดแ้ก่ บริเวณเนือ้เยื่อเหงือก บรเิวณผนงัล าไส ้และบริเวณกลา้มเนือ้ ซึ่งสอดคลอ้งกบัรายงานก่อน
หน้าเก่ียวกับบริเวณที่ เกิดการติดเชื ้อแบคทีเรีย F. columnare (Bernardet & Grimont, 1989; 
Hawke & Thune, 1992; Pate & Ordal, 1967)  
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ส าหรบัการศึกษาคณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่ ผลิตได้ส่ วนใหญ่  (FC-89B, FC-92B, FC-116H, FC-211A และ FC-41A) จับจ าเพาะกับ
แบคทีเรีย F. columnare ทุกไอโซเลตเท่านั้น มีเพียงโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-11F และ FC-
39B สามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามเล็กน้อยกับแบคทีเรีย F. indicum, C. massiliae และ E. tarda 
อย่างไรก็ตาม FC-39B ยังเกิดปฏิกิริยาขา้มเล็กนอ้ยกับแบคทีเรีย V. parahaemolyticus อีกดว้ย 
ทั้งนีก้ารเกิดปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดอาจเนื่องมาจากแบคทีเรีย F. 
indicum และ C. massiliae เป็นแบคทีเรียที่มีความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการใกลช้ิดกับแบคทีเรีย 
F. columnare (Kim, Lim, Park, & Lee, 2005; Mabrok et al., 2020) ส่วนแบคทีเรีย  E. tarda 
และ V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียที่ก่อโรคในสตัวน์ า้ซึ่งอาจมีโปรตีนบางส่วนที่เก่ียวขอ้ง
กับการก่อโรคในสัตว์น ้าเหมือนกันกับแบคทีเรีย F. columnare อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงาน
ความสมัพันธ์ที่เก่ียวขอ้งกันระหว่างแบคทีเรียทัง้ 2 กับแบคทีเรีย F. columnare นอกจากนีโ้มโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทุ้กตวัยงัเกิดการจบัแบบไม่จ าเพาะกบัแบคทีเรีย S. aureus เนื่องจาก
แบคทีเรียดังกล่าวมีการผลิตโปรตีนเอ (protein A) ที่สามารถจับกับ Fc region ของแอนติบอดีได ้
(Christopoulos, 1996; Deisenhofer, 1981; Sasso, Silverman, & Mannik, 1991) การทดสอบ 
class/subclass และความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนัน้พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-
89B และ  FC-92B มี  subclass เป็ น  IgG2b และมี ความ ไวในการตรวจหาแบคที เรีย  F. 
columnare ด้วยวิธี  dot blotting ที่  5 × 106 และ 1 × 106 cfu/mL ตามล าดับ โมโนโคลนอล
แอนติบอดี FC-116H และ FC-211A มี class เป็น IgM และมีความไวในการตรวจหาแบคทีเรีย F. 
columnare ดว้ยวิธี dot blotting ที่ 2.5 × 106 cfu/mL และโมโนโคลนอลแอนติบอดี FC-41A, FC-
11F และ  FC-39B มี  subclass เป็น  IgG2a และมี ความ ไวในการตรวจหาแบคที เรีย  F. 
columnare ดว้ยวิธี dot blotting ที่ 5 × 106 cfu/mL และ 1 × 107 cfu/mL ซึ่งมีความไวใกลเ้คียง
กบัรายงานวิจยัก่อนหนา้นีท้ี่ท  าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อแบคทีเรีย โดยมีความ
ไวในการตรวจหาเชือ้แบคทีเรียที่ประมาณ 107-106 cfu/mL เช่นกัน (Jinapon et al., 2020) การ
เปรียบเทียบการตรวจสอบการติดเชือ้ F. columnare ในปลาหางนกยูงที่ชักน าใหติ้ดเชือ้ ดว้ยวิธี 
dot blotting และปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส พบว่าการตรวจสอบการติดเชือ้ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอเรส เป็นวิธีที่มีความไวสูงสามารถตรวจสอบกรดนิวคลีอิกที่สกัดได้จากแบคทีเรีย F. 
columnare ไดท้ี่ความเขม้ขน้ 7 cfu/mL อย่างไรก็ตามหากท าการสกัดกรดนิวคลีอิกจากเนือ้เยื่อ
ความไวในการทดสอบจะลดลงประมาณ 10 เท่า (Mabrok et al., 2020) ซึ่งจากการเปรียบเทียบ
กบัประสิทธิภาพในการตรวจสอบการติดเชือ้ดว้ยวิธี dot blotting สามารถใชต้รวจสอบการติดเชือ้
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ในปลาหางนกยูงไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพใหผ้ลการตรวจสอบที่ไม่แตกต่างจากการตรวจสอบดว้ย
ปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรส แมว้่าวิธี dot blotting จะมีความไวนอ้ยกว่าการตรวจสอบดว้ยปฏิกิรยิา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส แต่วิธีการนีไ้ม่จ าเป็นตอ้งเตรียมตัวอย่างเนือ้เยื่อเพื่อท าการสกัดกรดนิวคลีอิก 
และไม่จ าเป็นตอ้งใชส้ารละลายต่าง ๆส าหรบัสกดักรดนิวคลีอิก สามารถน าเอาเนือ้เยื่อที่ตอ้งการ
ตรวจสอบมา homogenate แลว้หยดลงบน nitrocellulose membrane ไดโ้ดยตรง ซึ่งจะใชเ้วลา
ในการทดสอบประมาณ 6 ชั่วโมง ส าหรบัปัญหาที่เกิดขึน้จากการน าเนือ้เยื่อที่มีเลือดปนมาใช้
ทดสอบดว้ยวิธี dot blotting นั้นสามารถแกไ้ขไดด้ว้ยการใช ้10 % hydrogen peroxide บ่มก่อน
เป็นเวลา 45 นาที  

ดงันัน้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึน้ในงานวิจยัครัง้นีส้ามารถน าไปใชเ้ป็นเครื่องมือ
ในการตรวจหาแบคที เรีย  F. columnare ในปลาติด เชื ้อด้วยวิ ธี  dot blotting ได้อย่ างมี
ประสิทธิภาพนอกจากนีย้งัสามารถใชใ้นการตรวจสอบแบคทีเรีย F. columnare ในเนือ้เยื่อบริเวณ
ต่าง ๆของปลาที่ติดเชือ้เพื่อใชย้ืนยันผลของการติดเชือ้ไดด้ว้ยวิธี immunohistochemistry ดังนั้น
การน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดม้าใชใ้นการตรวจหาแบคทีเรีย F. columnare นัน้จึงเป็น
อีกหนึ่งวิธีการตรวจวิเคราะหท์ี่ง่าย แม่นย า รวดเรว็ มีประสิทธิภาพ และราคาถูก โดยไม่ตอ้งอาศยั
การแยกเชือ้แบคทีเรียดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาร่วมกบัคณุสมบติัทางชีวเคมีของเชือ้ รวมทัง้
การทดสอบดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส ซึ่งสามารถช่วยในการป้องกันการเกิดและการระบาด
ของโรคคอลมันารสิที่มีสาเหตจุากแบคทีเรีย F. columnare ไดต่้อไป 
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อาหารเลีย้งเชือ้  
 

1. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Cytophaga ager 
Tryptone            2.00 กรมั 
Beef extract            0.50 กรมั 
Yeast extract            0.50 กรมั 
Sodium acetate           0.20 กรมั 
agar             10.0 กรมั 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล. pH 7.9 และท าการฆ่าเชื ้อด้วยเครื่อง autoclave ที่

อณุหภมูิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที  
 

2. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Cytophag broth  
Tryptone             2.00 กรมั 
Beef extract             0.50 กรมั 
Yeast extract             0.50 กรมั 
Sodium acetate            0.20 กรมั 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล. pH 7.9 และท าการฆ่าเชื ้อด้วยเครื่อง autoclave ที่

อณุหภมูิ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Tryptic soy agar (TSA) 
Tryptone            17.0 กรมั 
Soytone            3.00 กรมั 
Dextrose            2.50 กรมั 
NaCl             5.00 กรมั 
K2HPO4            2.50 กรมั 
agar             15.0 กรมั 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล. pH 7.3 และท าการฆ่าเชื ้อด้วยเครื่อง autoclave ที่

อณุหภมูิ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี
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4. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Tryptic soy broth (TSB) 
Tryptone             17.0 กรมั 
Soytone             3.00 กรมั 
Dextrose             2.50 กรมั 
NaCl              5.00 กรมั 
K2HPO4             2.50 กรมั 
agar              15.0 กรมั 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล. pH 7.3 และท าการฆ่าเชื ้อด้วยเครื่อง autoclave ที่

อณุหภมูิ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมี 
 

1. สารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) ความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ pH 
7.2 

NaCl              8.00 กรมั 
KCl              0.20 กรมั 
KH2PO4             0.20 กรมั 
Na2HPO4             1.15 กรมั 
น า้กลั่น             1,000 มล. 
 
2. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 
Skimmed milk             5.00 กรมั 
สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2        100.0 มล. 
Merthiolate 1% (Sigma)            1.00 มล. 
Triton X-100 (Sigma)             0.10 มล. 
 
3. Merthiolate ความเข้มข้น 1% 
Thimerosal (Sigma)            1.00 กรมั 
น า้กลั่น            100.0  มล. 

 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค    
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สารเคมีทีใ่ช้ในการผลิตไฮบริโดมา 
 

1. อาหารเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมา (RPMI medium) 
RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)         10.4 กรมั 
D-glucose (Sigma)           3.60 กรมั 
L-glutamine (Sigma)       0.2923 กรมั 
Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma)    1.1005 กรมั 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)     2.0160 กรมั 
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N-2- 
ethane sulfonic acid) (Sigma)      5.5925 กรมั 
Penicillin G       20,000 units 
Streptomycin G          200.0 มก. 
น า้กลั่น (Milli Q water)      1,000.0  มล. 
ปรบัปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มล  .จากนัน้ผสมสว่นผสมจนเขา้กนัดี ท า ใหป้ลอดเชือ้ดว้ยการ

กรองผ่าน sterilized Millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร จากนัน้เก็บรกัษาที่อณุหภมูิ 4ºC 
 

2. อาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาที่เสริมด้วย Fetal bovine serum ความเข้มข้น 
20% 

RPMI medium (1)             80.0 มล. 
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)          20.0 มล. 
100 x HT supplement (Gibco BRL, USA)            1.0 มล. 
 
3. อาหารคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา (HAT medium) 
เม็ดเลือดแดงจากหนเูมาส ์1% ใน RPMI medium (1)         80.0 มล. 
FBS RPMI medium (1)            20.0 มล. 
100 x HT supplement RPMI medium (1)             1.0 มล. 
50 x Aminopterin (Sigma) RPMI medium (1)             2.0 มล. 
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4. สารละลายเพ่ือใช้ในการหลอมรวมเซลล ์(Polyethylene glycol ความเข้มข้น 
40%) 

Polyethylene glycol              5.0 กรมั 
RPMI medium (1)               5.0 มล. 
เติม  RPMI medium (1) ล งใน  Polyethylene glycol ที่ ป ราศจาก เชื ้อ  บ่ ม ในตู้บ่ ม

คารบ์อนไดออกไซด ์ที่อณุหภมูิ 37ºC ก่อนน ามาใชง้าน 
 
5. สารละลายเพ่ือใช้ในการแช่แข็งเซลล์ไฮบริโดมา (Dimethyl sulfoxide ความ

เข้มข้น 12%) 
Dimethyl sulfoxide (Sigma)            12.0 มล. 
RPMI medium (1)             88.0 มล. 
ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บท่ีอณุหภมูิ 4ºC ก่อนน ามาใชง้าน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง               
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บัฟเฟอร์และสารเคมีที่ใช้ในงาน Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western blotting 
 

1. Stock solution 
1.1 สารละลายโมโนเมอร ์(30% T, 2.7% CBis) 
Acrylamide            58.4 กรมั 
N, N’-methylene-bis-acrylamide            1.6 กรมั 
น า้กลั่น             200.0มล. 
ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสีชา ที่อณุหภมูิ 4ºC 
 

1.2 4x running gel buffer (tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร ์pH 8.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)        36.3 กรมั 
น า้กลั่น            200.0 มล. 
 
1.3 4X Stacking gel buffer (tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร ์pH 6.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)          3.0 กรมั 
น า้กลั่น               50.0 มล. 
 
1.4 SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% 
Sodium dodecyl sulfate           50.0 กรมั 
น า้กลั่น            500.0 มล. 
 
1.5 Ammonium persulfate ความเข้มข้น 10% 
Ammonium persulfate             0.1 กรมั 
น า้กลั่น                1.0 มล. 
 
1.6 Running gel overlay 
Tris-HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร ์(1.2)          25.0 มล. 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)            1.0 มล. 
น า้กลั่น               100 มล. 
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1.7 2x treatment buffer 
Tris ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์(1.3)             2.5 มล. 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)            4.0 มล. 
Glycerol                2.0 มล. 

β-mercaptoethanol              1.0 มล. 
น า้กลั่น                0.5 มล. 
 

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel  
2.1 การเตรียม separating gel ส าหรับ SDS-PAGE 15% gel (15% T2.7% 

CBis) 
สารละลายโมโนเมอร ์(1.1)            15.0 มล. 
Tris-HCl 1.5 โมลาร ์pH 8.8 (1.2)             7.5 มล. 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)             0.3 มล. 
น า้กลั่น                0.75 มล. 
10% Ammonium persulfate (1.5)           150.0 ไมโครลิตร 
N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine (TEMED)         20.0 ไมโครลิตร 
 
2.2 การเตรียม stacking gel ส าหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T2.7% CBis) 
สารละลายโมโนเมอร ์(1.1)            2.66 มล. 
Tris-HCl 0.5 โมลาร ์pH 6.8 (1.3)             5.0 มล. 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)            0.2 มล. 
น า้กลั่น              12.2 มล. 
10% Ammonium persulfate (1.5)           100.0 ไมโครลิตร 
N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine (TEMED)        10.0 ไมโครลิตร 
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ตาราง 9 สว่นผสมพอลิอะคริลาไมดข์อง separating gel และ stacking gel 

สว่นผสม Separating gel Stacking gel 
15% T2.7% CBis 4% T2.7% CBis 

30% T, 2.7% CBis 15 มล. 2.66 มล. 
Tris-HCl 1.5 โมลาร ์pH 8.8 (1.2)            7.5 มล. - 
Tris-HCl 0.5 โมลาร ์pH 6.8 (1.3) - 5 มล. 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4) 0.3 มล. 0.2 มล. 
น า้กลั่น 6.75 มล. 12.2 มล. 
10% Ammonium persulfate (1.5) 150 ไมโครลิตร 100 ไมโครลิตร 
(TEMED)         20 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 

  

3. Running buffer 
3.1 SDS-PAGE Tank buffer 
Tris             12.0 กรมั 
Glycine             57.6 กรมั 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)          40.0 มล. 
น า้กลั่น                    4,000.0 มล. 
 

4. สารละลายย้อมโปรตีน และล้างสีส่วนเกิน 
4.1 สารละลายย้อมโปรตีน (Coomassie blue) 

4.1.1 Stain stock (สี Coomassie blue R-250 ความเข้มข้น 1%) 
สี Coomassie blue R-250            1.0 กรมั 
น า้กลั่น            100.0 มล. 
4.1.2 Stain (สี Coomassie blue R-250 ความเข้มข้น 0.01%) 
Stain stock             50.0 มล. 
Methanol            250.0 มล. 
Acetic acid             50.0 มล. 
น า้กลั่น            500.0 มล. 
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4.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 
4.2.1 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 1 
Methanol           550.0 มล. 
Acetic acid           100.0 มล. 
น า้กลั่น          1000.0 มล. 
4.2.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 2 
Methanol             50.0 มล. 
Acetic acid              70.0 มล 
น า้กลั่น          1000.0 มล. 
ท าการยอ้มเจลโดยถอดเจลออกจากกระจก แช่ลงในสียอ้ม Coomassie blue R-

250 ความเขม้ขน้ 0.01% (4.1.2) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 2-4 ชั่วโมง จากนัน้ท าการลา้งสีส่วนเกินโดย
น าเจลลงแช่ใน สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 1 (4.2.1) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
เมื่อครบเวลา ยา้ยเจลลงแช่ใน สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 2 (4.2.2) จนสีพืน้ของเจล
ใสปราศจากสี  

 

5. Towbin transfer buffer pH 8.8 เพ่ือใช้ในการวิเคราะห ์Western blotting  
Tris              3.03 กรมั 
Glycine            14.4 กรมั  
Methanol            200.0 มล. 
น า้กลั่น            800.0 มล. 
แช่บฟัเฟอรใ์หเ้ย็นจดัก่อนน าไปใช ้

 

 

  
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก จ       
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สารเคมีทีใ่ช้ในการตรวจสอบ class และ Subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดว้ย 

1. Rabbit anti-Mouse IgG1 (ᵧ1 chain specific) 

2. Rabbit anti-Mouse IgG2a (ᵧ2a chain specific) 

3. Rabbit anti-Mouse IgG2b (ᵧ2b chain specific) 

4. Rabbit anti-Mouse IgG3 (ᵧ3 chain specific) 

5. Rabbit anti-Mouse IgA (α chain specific) 

6. Rabbit anti-Mouse IgM (µ chain specific) 

7. Rabbit anti-Mouse kappa light chain 

8. Rabbit anti-Mouse lambda light chain 

9. Normal Rabbit Serum (negative control) 

10. Positive control, Monoclonal Mouse IgG1 (Mouse IgG1 ใน  RPMI-1640 ที่
เสรมิดว้ย 10% FBS)  

11. Substrate buffer, concentrated (10x) (1M citrate, pH 4.2, containing 
0.03% H2O2) 

12. ABTS substrate, concentrated (50x) (2,2-azino-di (3-ethlbenzthiazoline 
sulfonic acid)) 

13. Blocking solution, concentrated (50x) (25% BSA and 0.05% NaN3) 

14. HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), concentrated (50x) 

15. Goat anti- Mouse IgGAM, concentrated (50x) (0.5 mg/ml containing 
10% glycerol and 0.05% NaN3) 

16. 50% Tween 20  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ฉ  
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีในงาน Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 

1. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 
Skimmed milk               5.0 กรมั 
สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2        100.0 มล. 
Merthiolate 1% (Sigma)              1.0 มล. 
Triton X-100 (Sigma)               0.1 มล. 
 
2. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 0.5% 
สารละลาย Blotto ความเขม้ขน้ 5%           50.0 มล. 
สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2        950.0 มล. 
 
3. Citrate buffer ความเข้มข้น 0.1 โมลาร ์pH 4.5 
Sodium citrate          29.41 กรมั 
Merthiolate 1% (Sigma)            10.0 มล. 
น า้กลั่น          1000.0 มล. 
ปรบั pH ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 N 
 
4. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 1 N 
Sulfuric acid              27.0 มล. 
น า้กลั่น          1000.0 มล. 
 
5. O-Phenylenediamine (OPD) 

  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ช 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรับ IMMUNOHISTOCHEMISTRY (IHC) 
 

1. coated slide solution 
Gelatin               1.0 กรมั 
CrK(SO4)2.12H2O             50.0 มล. 
น า้กลั่น            100.0 มล. 

 
2. Davidson’s fixative 
95% ethanol              30.0 มล. 
100% formalin             20.0 มล. 
Glacial acetic acid             10.0 มล. 
น า้กลั่น              30.0 มล. 

 
3. Fetal bovine serum 10% (P1+) 
Fetal bovine serum             10.0 มล. 
สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2        100.0 มล. 
 
4. สี Enrilich’s acid hematoxylin 
Hematoxylin               8.0 กรมั 
95% ethanol            400.0 มล. 
Aluminium Potassium Sulphate            8.0 กรมั 
Glycerine            400.0 มล. 
Glacial acetic acid           400.0 มล. 
น า้กลั่น            400.0 มล. 
 
5. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol 
Eosin Y               0.2 กรมั 
95% ethanol            100.0 มล. 

  



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นนัตธ์วฒุิ พลภกัดี 
วัน เดือน ปี เกิด 26 สิงหาคม 2537 
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วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2560  

วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาชีววิทยา  
จากมหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ  
พ.ศ. 2564  
วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  
จากมหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ   
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