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บทคัดยอ 
 
  ไดทําการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอรีคอมบิแนนทโปรตีน 3 ชนิด 
ไดแก PA4175 (protease IV), PA0026 (phospholipase C, PlcB) และ PA4625HA 
(hypothetical protein ที่มี heamagglutination activity domain) ที่พบเฉพาะในเชื้อ 
Pseudomonas aeruginosa ซึ่งเปนผลจากการเปรียบเทียบจีโนมของ Pseudomonas รวมทั้ง
การใช blastp โดยทําการเพิ่มจํานวนยีนทั้ง 3 ชนิด ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 
และโคลนเขาสู expression vector และนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ 
BL21 ภายหลังการกระตุนพบวาสามารถผลิตโปรตีนลูกผสม maltose binding protein (MBP)-
tagged PA4175 ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 98.8 กิโลดาลตัน โปรตีนลูกผสม glutathione-S-
transferase (GST)-tagged PA0026  ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 62.7 กิโลดาลตัน และโปรตีนลูกผสม 
GST-tagged PA4625HA  ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 37 กิโลดาลตัน เม่ือผานการทําใหบริสุทธิ์โดย 
SDS-PAGE ไดนําไปใชกระตุนภูมิคุมกันในหนูเพ่ือผลิตแอนติซีรั่ม เม่ือตรวจสอบโดยวิธี dot 
blotting พบวาแอนติซีรั่มตอ PA4175 สามารถจับกับ P. aeruginosa ได 11 isolate จาก 22 
isolate ที่นํามาทดสอบ และพบวามีการแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. fluorescens 2 isolate และ P. 
chlororaphis, P. oleovorans, P. putida ชนิดละ 1 isolate พบวาแอนติซีรั่มตอ PA0026 
สามารถจับกับ P. aeruginosa ได 21 isolate จาก 22 isolate แตพบวามีการแสดงปฏิกิริยาขาม
กับ P. fluorescens  2 isolate และ P. chlororaphis  ,P. putida, P. stutzeri ชนิดละ 1 isolate 
และพบวาแอนติซีรั่มตอ PA4625HA สามารถจับกับ P. aeruginosa ได 21 isolate จาก 22 
isolate แตพบวามีการแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. fluorescens 2 isolate และ  P. chlororaphis, 
P. japonica, P. putida  ชนิดละ 1 isolate 
 ผลจากงานวิจัยน้ีหากมีการพัฒนางานวิจัยตอยอดเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่ไม
แสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนจะเปนประโยชนอยางยิ่งในการวินิจฉัยเชื้อ P. 
aeruginosa ตอไปในอนาคต 



Abstract 
 Polyclonal antibodies specific to three recombinant proteins including PA4175 
(protease IV), PA0026 (phospholipase C, PlcB) and PA4625HA (hypothetical protein 
containing heamagglutination activity domain), found only in Pseudomonas aeruginosa 
were produced. These three P. aeruginosa-specific proteins were analyzed by 
comparative genomics and blastp analysis. Each gene was amplified by PCR, cloned 
into an expression vector and transformed into E. coli BL21. After induction,  maltose 
binding protein (MBP)-tagged PA4175 with molecular mass of 98.8 kDa, glutathione-S-
transferase (GST)-tagged PA0026 with molecular mass of 62.7 kDa and GST-tagged 
PA4625HA with molecular mass of 37 kDa were produced. Each purified recombinant 
protein was used to immunize into mice for production of polyclonal antibody. Using dot 
blot analysis, the antiserum against PA4175 demonstrated immunoreactivity to 11 
isolates of P. aeruginosa out of 22 isolates tested. The antibody also displayed cross 
reaction to 2 isolates of P. fluorescens and each isolate of P. chlororaphis, P. 
oleovorans, and P. putida. The antiserum against PA0026 demonstrated 
immunoreactivity to 21 isolates of P. aeruginosa out of 22 isolates tested. The antibody 
also displayed cross reaction to 2 isolates of P. fluorescens and each isolate of P. 
chlororaphis, P. putida, and P. stutzeri. The antiserum against PA4625HA demonstrated 
immunoreactivity to 21 isolates of P. aeruginosa out of 22 isolates tested. The antibody 
also displayed cross reaction to 2 isolates of P. fluorescens and each isolate of P. 
chlororaphis, P. japonica, and P. putida.  
 Based on this polyclonal antibody production, the generation of monoclonal 
antibody specific to P. aeruginosa without cross reaction to other bacterial species 
would be helpful for P. aeruginosa detection in the future.  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa ) เปนเชื้อแบคทีเรยีแกรมลบ รูป
ทอน เปนแบคทีเรยีที่พบไดทั่วไปในสภาวะแวดลอมที่มีความชื้น เน่ืองจาก P. aeruginosa 
กอใหเกิดโรคในคนไดจึงทําใหไดรับความสนใจในการศกึษาวิจัยเปนอยางมาก เชื้อน้ีมักกอโรค
ในผูปวยที่อยูในโรงพยาบาล ผูที่เปนมะเร็งหรือผูที่มีแผลไฟไหม  สาเหตุการตายของผูปวย
พบวาเกีย่วของกับภาวะภมิูคุมกันต่ํา การดื้อยาของเชื้อและการทีเ่ชื้อสามารถผลิต extracellular 
enzyme และ toxin  (Iglewski BH, 1996) 

เชื้อ P. aeruginosa จัดเปนเชื้อฉวยโอกาสกอใหเกิดการติดเชื้อไดหลายระบบ ทั้งในผูที่
ไดรับการผาตดั มีแผลไฟไหม การติดเชื้อในระบบปสสาวะพบไดบอยในผูทีใ่สสายสวนปสสาวะ 
และที่สําคัญคอืพบในผูปวยโรค cystic fibrosis (Elkin et al., 2003) และกอใหเกิดการตายได 
นอกจากนี้เชื้อ P. aeruginosa  ยังกอใหเกิดโรคปอดบวมไดในผูที่ใชเครื่องชวยหายใจที่มีการ 
contamination ของเชื้อน้ี  สําหรับอวัยวะระบบอ่ืนๆ อาจกอใหเกิดการติดเชื้อในกระจกตา  หู
ชั้นกลาง   เยื่อหุมสมองอักเสบ หรือ เยื่อหุมหัวใจอักเสบ นอกจากนี้ยังเปนสาเหตุของการตดิ
เชื้อในกระแสเลือด ประมาณรอยละ 15 ของสาเหตุทีเ่กิดจากแบคทีเรียแกรมลบ และพบวาผูที่
ติดเชื้อ P. aeruginosa ในกระแสเลือด  จะมีอัตราการตายประมาณรอยละ 50 (Iglewski BH, 
1996) 

นอกจากเปนปญหาที่กอใหเกิดโรคแกมนุษยแลว   การติดเชื้อ P.aeruginosa ยัง
กอใหเกิดโรคในสัตวน้ํา โดยเฉพาะอุตสาหกรรมการเลี้ยงปลา ซึ่งโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ P. 
aeruginosa คือโรคแผลตามลําตวั (Ulcerative disease) และเปนยังเปนสาเหตุใหปลาติดโรค
เชื้อราแทรกซอนตอไป ปลาที่มักพบบอยวาเปนโรคนีไ้ดแก ปลาดุก ปลาบู ปลาชอน และปลา
สวยงามตาง ๆ (Austin and Austin, 1999; Noga, 2000) ซึ่งจะสงผลกระทบตออุตสาหกรรม
การเพาะเลีย้งสัตวน้ําในประเทศไทย  

สําหรับวธิีการที่ใชตรวจวิเคราะหเชื้อ P. aeruginosa แบบด้ังเดิม (conventional 
method) คือการทดสอบทางชีวเคมีทั้งแบบมาตรฐานและการใชชดุตรวจเชิงพาณชิย ซึ่งการ
ตรวจโดยวิธีนีค้อนขางยุงยาก ซับซอน และใชระยะเวลาในการตรวจนาน และผลที่ไดอาจไม
ถูกตอง (Kiska and Gilligan, 1999; Kiska et al., 1996) ทําใหการควบคุมการแพรกระจายของ
เชื้อเปนไปอยางลาชา จึงไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจดวยวิธีทางโมเลกุล (molecular method) 
โดยการใชเทคนิค PCR โดยมีการตรวจหายีนเปาหมายเชน 16S rDNA, oprI, oprL (Jaffe et 
al., 2001; Lavenir et al., 2007; Qin et al., 2003) แตยังคงมีปญหาในเรื่องของความจําเพาะ 
เน่ืองจากมีการแลกเปลี่ยนยีนกับ non-P. aeruginosa  นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงการพบผลบวก
ปลอมกับการตรวจยนี toxA และ algD (Lavenir et al., 2007; Qin et al., 2003) อยางไรก็ตาม
ไดมีรายงานวาการตรวจหายีนที่จําเพาะตอ P. aeruginosa ทั้ง 2 ยีนพรอมกันคือ ecfX และ 
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gyrB โดยวิธ ีduplex real-time PCR ใหผลที่ถูกตองสงูมาก (Anuj et al., 2008) อยางไรก็ตาม 
วิธีมีคาใชจายที่สูง ซึ่งตองมีเครื่องมือเฉพาะ และผูทําการวิจัยตองมีความรูความชํานาญ 

ดังนั้นการศึกษาวิจัยนี้จะเปนอีกทางเลือกหนึ่ง ในการนาํวิธีทางภูมิคุมกันมาใชตรวจเชื้อ  
P. aeruginosa โดยมีการนําเทคนิค comparative genomics วิเคราะหหา P. aeruginosa 
specific proteins และผลติเปน recombinant proteins เพ่ือนําไปใชเปนแอนติเจนในการปลกู
ภูมิคุมกันในหนูขาว โดยจะผลติเปนโพลิโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ P. aeruginosa 
แอนติบอดีนี้คาดวาสามารถนํามาใชในการตรวจวิเคราะหแบคทีเรยีชนิดนี้ โดยใชเทคนิคทาง
วิทยาภูมิคุมกนั ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวและความแมนยําสูง ใหผลการตรวจสอบที่รวดเรว็ 
และไมจําเปนตองใชบคุลากรที่มีความเชี่ยวชาญ งานวิจัยนี้จะเปนประโยชนอยางมากในการ
พัฒนาตอไปเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพ่ือนําไปสูการพฒันาเปนชุดตรวจสอบเพื่อการ
วินิจฉัยเชื้อ P. aeruginosa แบบ strip test ตอไปในอนาคต 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
  เชื้อแบคทเีรียในสกุล Pseudomonas จัดเปนแบคทีเรียกลุมหน่ึงที่มีความ

หลากหลายมาก สมาชิกของเชื้อ Pseudomonas พบไดทั้งในสภาวะแวดลอมตามพื้นดินและ
ทางทะเล และมีความเกี่ยวของกับการติดเชื้อทั้งในพืชและสัตว จากการพบเชื้อน้ีไดทั่วไปใน
ธรรมชาติ แสดงใหเห็นวาเชื้อน้ีมีความหลากหลายของจีโนมมาก (genomic diversity) และ
เชื่อวามีความสามารถในการปรับตัวสูง (genetic adaptability) (Kiil et al., 2008) 

เชื้อ P. aeruginosa เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน เคลื่อนที่ได สามารถกอโรค
ไดทั้งในคนและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สําหรับในคนพบวากอโรคในผูที่มีความบกพรองทาง
ภูมิคุมกัน เชนผูปวย AIDS ผูปวยโรคมะเร็ง ผูที่มีแผลไฟไหมและผูปวยโรค cystic fibrosis 
(CF) (Lyczak et al., 2000)  

โครงการจีโนมแรกที่เสร็จสมบูรณของ P. aeruginosa คือโครงการจีโนมของ P. 
aeruginosa  PAO1 (Stover et al., 2000) ซึ่งพบวาจีโนมมีขนาด 6.3 Mbp และมี 5,570 
open reading frame (ORF) และพบวามียีนที่เกี่ยวของกับการควบคุม (regulation) สูงถึง
รอยละ 8.4 ซึ่งในขณะนั้นถือวาเปนแบคทีเรียที่มี regulator มากที่สุดในบรรดาจีโนมของ
แบคทีเรีย จากการที่จีโนมของ P. aeruginosa มีขนาดใหญและมีความซับซอนของยีนสูงจึง
ทําให P. aeruginosa สามารถปรับตัวและดํารงชีวิตไดในหลายๆ สภาวะแวดลอม  

ในปจจุบันนอกเหนือจากโครงการจีโนมของ PAO1 แลวยังมีโครงการจีโนมของ P. 
aeruginosa UCBPP-PA14 และ Pseudomonas spp. สายพันธุทางคลินิกอีกหลายสายพันธุ 
ทั้งที่สมบูรณแลวและยังไมสมบูรณ จากการเปรียบเทียบจีโนม PAO1 และสายพันธุทาง
คลีนิกอีก 5 สายพันธุ (4 สายพันธุแยกไดจากผูปวย CF) พบวาจีโนมของ PAO1 รอยละ 80 
มีความอนุรักษสูง โดยพบความเหมือนกับสายพันธุอ่ืน และพบวามีบริเวณใหญๆ 30 บริเวณ
ที่ไมพบในสายพันธุทางคลีนิก 5 สายพันธุ ไดแก ยีนของ phage, โลกัสที่สราง pyoverdin, 
ยีนของ type I secretion system และระบบ restriction modification (Klockgether et al., 
2008)  

โครงการจีโนมของ P. aeruginosa PA14 เสร็จสิ้นในป 2006 (Lee et al., 2006) โดย
พบวาจีโนมมีขนาด 6.5 Mbp ซึ่งใหญกวา PAO1 เล็กนอย สําหรับจีโนมของ PA14 พบวามี 
5,973 ORF (มากกวา PAO1 322 ORF) และจากรายงานนี้พบวา ความรุนแรงของโรคที่เกิด
จาก P. aeruginosa นั้นมีปจจัยหลายอยางเขามาเกี่ยวของและยีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค
ของ P. aeruginosa สายพันธุหนึ่งไมสามารถนํามาใชในการทํานายโรคที่เกิดจากอีกสาย
พันธุหน่ึงได 

จากที่กลาวมาขางตน นอกเหนือจากโครงการจีโนมของ P. aeruginosa เชน PAO1 
และ PA14 แลวยังมีโครงการจีโนมของ Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ เชน P. putida ซึ่งแยก
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ไดจากดิน โดยมีสายพันธุ KT2440 เปนตนแบบ (model) ของแบคทีเรียในการศึกษาทั้งใน
หองปฏิบัติการและการพัฒนาทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชน bioremediation (Kiil et al., 2008) 
โครงการจีโนมของ KT2440 เสร็จสิ้นในป 2002 (Nelson et al., 2002)  

P. syringae เปนแบคทีเรียกอโรคในพืช และมีโครงการจีโนมที่เสร็จสมบูรณแลว 3 
pathovar (tomato, syringae และ phaseolicola) ( Joardar et al., 2005; Feil et al., 2005; 
Buell et al., 2003) สําหรับ P. fluorescens มีโครงการจีโนมของ Pf-5 และ PfO-1 ที่เสร็จ
สมบูรณ  สวน P. stutzeri มีโครงการจีโนมของ A1501 เสร็จสมบูรณ   P. fluorescens และ 
P. stutzeri จัดเปนแบคทีเรียที่ชวยสงเสริมการเจริญของพืช (Haas et al., 2005; Lalucat et 
al., 2006)  สําหรับ P. entomophila ซึ่งกอใหเกิดการติดเชื้อในแมลงหลาย order ก็มี
โครงการจีโนมที่เสร็จสมบูรณเชนกัน (Vodovar et al., 2006) 

จากการใช microarray ในการศึกษา population genetics ของเชื้อ P. aeruginosa 
240 สายพันธุ จากแหลงตางๆ พบวา genotype ที่มีความถี่สูงสุดคือ PA14 ซึ่งเปนสายพันธุ
ที่แยกไดจากหลายบริเวณในทวีปยุโรป ทั้งจากผูปวยและแหลงนํ้าตางๆ นอกจากนี้ยังพบวา
สวนของ core genome ซึ่งเปนบริเวณที่มีการอนุรักษสูง (มีความแตกตางของนิวคลีโอไทด
เพียงรอยละ 0.5) ของ P. aeruginosa มีคาสูงถึงรอยละ 90 (Wiehlmann et al., 2007)  

สําหรับการศึกษาเปรียบเทียบจีโนมของ Pseudomonas พบวามีการใชจีโนมถึง 19 
จีโนมในการเปรียบเทียบ (www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas) ซึง่ไดแก P. 
aeruginosa UCBPP-PA14, P. aeruginosa  LES, P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa 
PACS2, P. aeruginosa PA7, P. aeruginosa C3719, P. aeruginosa 2192,  P. entomophila 
L48,  P. mendocina ymp, P. stutzeri A1501, P. fluorescens PfO-1, P. fluorescens Pf-5, 
P. syringae B728a, P. syringae 1448A, P. syringae DC3000, P. putida GB-1,  P. putida 
KT2440, P. putida F1, และ P. putida W619  โดยแสดงไวในรูปแบบที่เรียกวา BLAST atlas 

สําหรับ BLAST atlas เปนวิธีที่ใชในการแสดงใหเห็นถึงขอมูลจํานวนมากในรูปเดียว 
โดยมี reference genome และการทํา mapping บริเวณอนุรักษของยีนที่เปนรหัสของโปรตีน 
(Hallin et al., 2004) ในรูปที่ 1 เปน BLAST atlas ของการใช P. aeruginosa UCBPP-PA14 
เปน reference genome เปรียบเทียบกับจีโนมของ Pseudomonas อีก 18 จีโนม โดยมี 
UniProt database อยูวงนอกสุด  

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas
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รูปที่ 1 BLAST atlas ของ Pseudomonas โดยมี P. aeruginosa UCBPP-PA14 เปน 

reference genome เปรียบเทียบกับจีโนมของ Pseudomonas spp. อีก 18 จีโนม (Kiil et 
al., 2008) 

 
 จากที่กลาวมาจะเห็นวาจีโนมของ P. aeruginosa มีการอนุรักษสูงถึงรอยละ 90 
(Wiehlmann et al., 2007) ดังน้ันการวิเคราะหโดยใช comparative genomics เพ่ือหา
โปรตีนที่จําเพาะกับ P. aeruginosa จึงมีความเปนไปไดสูง ซึ่งเม่ือภายหลังจากใชเทคนิค
ดังกลาวแลว จะมีการยืนยันผลโดยการใช BLASTP จากนั้นจะใชโปรแกรม PSORT 
(http://www.psort.org/) หรือ ProtFun (http://www.cbs.dtu.dk /services/ProtFun/) ทํานาย 
localization ของโปรตีน และจะผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนขึ้นเพ่ือนําไปใชเปนแอนติเจนในการ
ปลูกภูมิคุมกนัในหนูขาว และเชื่อวาแอนติบอดีที่ไดนาจะมีความจําเพาะตอ P. aeruginosa ทํา
ใหสามารถนําไปใชในการจําแนก P. aeruginosa ออกจาก Pseudomonas spp. ตางๆ และ
แบคทีเรยีชนดิอ่ืนๆ ได อันจะเปนประโยชนทั้งทางดานการแพทย การเกษตร และอุตสาหกรรม
การสงออกตอไปในอนาคต 
  

http://www.psort.org/
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 1. การวิเคราะหหาโปรตีนที่จาํเพาะตอ P. aeruginosa โดยวิธี comparative 

genomics 
 ทําการวิเคราะห BLAST atlas (http://www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas) ของ 
P. aeruginosa UCBPP-PA14 ซึ่งใชเปน reference genome ที่เปรียบเทยีบกบั P. aeruginosa 
หลาย isolate ซึ่งไดแก P. aeruginosa  LES, P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PACS2, 
P. aeruginosa PA7, P. aeruginosa C3719, P. aeruginosa 2192  และ Pseudomonas สป
ชีสอ่ืนๆ ไดแก P. entomophila L48,  P. mendocina ymp, P. stutzeri A1501, P. fluorescens 
PfO-1, P. fluorescens Pf-5, P. syringae B728a, P. syringae 1448A, P. syringae DC3000, 
P. putida GB-1,  P. putida KT2440, P. putida F1, และ P. putida W619 โดยวิเคราะหหา
โปรตีนที่พบเฉพาะใน P. aeruginosa และไมพบใน Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ 
 หากการใช BLAST atlas ใหผลไดไมดี จะมีการใชโปรแกรม PSAT (Prokaryotic 
Sequence Homology Analysis Tool: http://nwrce.org/psat/) โดยใชจีโนมของ P. aeruginosa 
เปน reference genome เพ่ือเปรียบเทยีบกับจีโนมของ Pseudomonas spp.  
 ยืนยันผลการวิเคราะหการหาโปรตีนที่จําเพาะกับ P. aeruginosa โดยการนําโปรตีนที่
วิเคราะหได ไปทํา BLASTP และเลือกโปรตีนที่พบใน P. aeruginosa isolate ตางๆ อยางมี
นัยสําคัญเทานั้น จากนั้นวเิคราะหโปรตนีที่ไดโดยใชโปรแกรม PSORT (http://psort.hgc.jp/) 
หรือ ProtFun (http://www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun/) เพ่ือทํานาย localization ของโปรตีน
ภายในเซลล โดยจะเลือกโปรตีนทีค่าดวาเปน extracellular protein หรือ membrane protein  
 
 2. การสกัด DNA ของเชื้อ P. aeruginosa 
 นําเชื้อแบคทีเรีย P. aeruginosa หลาย isolate ที่ตรวจสอบชนิดของ P. aeruginosa โดย
วิธีทางชีวเคมีตางๆ  เพ่ือยืนยันความถูกตองของสปชีส มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Tryptic 
Soy Argar (TSA) บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยเลี้ยงและคัดเลือกเชื้อจนไดเชื้อ
บริสุทธิ์ จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) และ
สกัด DNA จากเชื้อโดยใชชุด QiaAmp DNA purification kit (Qiagen, CA, USA) ตามวิธีจาก
คูมือของบริษัท 
  
  3. การแยก P. aeruginosa specific protein genes โดยวิธี PCR 
 ออกแบบ primer ของ P. aeruginosa specific protein genes ซึ่งไดแก PA 4175 
(4175F: CG GGA TCC ATG CAT AAG AGA ACG TAC C และ 4175R: C AAG CTT TCA 
GGG CGC GAA GTA GCG GGA G)  PA0026 (0026F: CG GGA TCC ATG AAA ACC 

http://www.cbs.dtu.dk/
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TTC GCC CGC CTG และ 0026R: C AAG CTT TCA GAG AGC AGT CGG TGC ATC)
และ PA4625HA (4625HA-F:CG GGA TCC AAC CCC AAC GAG ATC AAG ATC และ 
4625HA-R: C AAG CTT GAA GTG TTC GTC GCT GAT GTT C) จากนั้นทํา PCR โดยใช 
DNA ของ P. aeruginosa  isolate ตางๆ เปน template และใชเอนไซม Pfx DNA polymerase 
(Invitrogen) ที่มี proof-reading activity นําผลผลิต PCR ที่ไดโคลนเขาสู pCR Blunt vector 
(Invitrogen) 
 
 4. การกระตุนการแสดงออกของ P. aeruginosa specific protein genes 
 ทําการ subclone P. aeruginosa specific protein gene เขาสู expression vector  โดย
ใช pMAL-C2 (ในกรณีของ PA4175) หรือ pGEX-6P-1 (ในกรณีของ PA0026 และ 
PA4625HA) และตรวจสอบความถูกตองของ ORF โดย DNA sequencing จากนั้น transform 
เขาสู E. coli สายพันธุ BL21 จากนั้นกระตุนให host ผลิต recombinant protein ในปริมาณมาก
โดยนํา E. coli ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด มาเลี้ยงใน LB broth 10 มิลลิลิตร (ที่มี ampicilin 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรผสมอยู) บมขามคืนใน shaker ที่ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 
225 รอบตอนาที จากนั้นแบงเชื้อที่เตรียมไว 5 มิลลิลิตร ใสลงในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 
มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 225 รอบตอนาที จนมี OD ที่ 
600 นาโนเมตร ประมาณ 0.5-0.7 แลวเติม isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) ลงไป
กระตุนโดยใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร แลวนําไปเขยาตออีก 4 ชั่วโมง นําเชื้อไป
ปนที่ความเร็ว 3,000 x g ประมาณ 20 นาที จากนั้นนําเซลลที่เก็บไดเติมบัฟเฟอร B  (100 mM 
NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea pH 8) 8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและเติม 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร จากนั้น
นําไปทําใหผนังเซลลของแบคทีเรียแตกโดยใชคลื่นเสียงความถี่สูง (sonicate) เก็บ lysate ที่ได
ไวที่ -20 องศาเซลเซียส  
 
 5. การตรวจสอบการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน โดยวิธี SDS-PAGE 
 นํา lysate ที่ได มาผสมกับบัฟเฟอร 2X SDS-treatment ในอัตราสวน 1:1 แลวตมที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที  จากนั้นนํามาแยกดวย 10% SDS-PAGE ตามวิธี
ของ Laemmli (1970) โดยใช E. coli สายพันธุ BL21 ที่มีเฉพาะพลาสมิด pGEX-6P-1 หรือ 
pMAL-C2 ซึ่งจะผลิตโปรตีน glutathione-S-transferase (GST) ขนาด 26 กิโลดาลตัน หรือ 
maltose-binding protein (MBP) ขนาด 50.8 กิโลดาลตัน เปน positive control (เพ่ือดูวาการ
กระตุนดวย IPTG ประสบความสําเร็จหรือไม) และ E. coli สายพันธุ BL21 ที่ไมมีพลาสมิด เปน 
negative control แยกโปรตีนโดยผานกระแสไฟฟาที่ 80 โวลต ประมาณ 2 ชั่วโมง ยอมเจลดวย 
Coomassie brilliant blue R-250 สังเกตแถบของรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนที่มีขนาดตรงกับ
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การคํานวณ และเทียบกับโปรตีนจาก E. coli สายพันธุ BL21 ที่มีและไมมีพลาสมิด pGEX-6P-1 
หรือ pMAL-C2 
   
 6. การทํารีคอมบิแนนทโปรตีนใหบริสุทธิ์ 
 การทํารีคอมบิแนนทโปรตีนใหบริสุทธิ์ทําไดโดยนํา lysate ที่ไดมาแยกโดยใช 10% SDS-
PAGE ตามขั้นตอน แลวแชเจล ใน 0.1M KCl ที่เย็นประมาณ 30 นาที ตัดแถบที่เปนรีคอม
บิแนนทโปรตีนนําไปแชใน 1% SDS ขามคืน เก็บสารละลายที่ไดใสในถุง dialysis แลวแชในน้ํา
กลั่น เปลี่ยนน้ํากลั่นทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 3 วัน จากนั้นทําใหโปรตีนเขมขนดวยเครื่อง 
Vacuum concentrator (Speed-Vac.) ใหไดปริมาตรสุทธิเทากับปริมาตรเริ่มตน เก็บไวที่ -20 
องศาเซลเซียส โดยสวนหนึ่งจะนํามาใชในการปลูกภูมิคุมกันหนูขาวเพื่อสรางโพลีโคลนอล
แอนติบอดีและอีกสวนใชสําหรับการคัดเลือกโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
 
 7. การปลูกภูมิคุมกันหนูขาว 
 นาํรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ได ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ผสมในอัตราสวน 1 : 1 
แลวจึงผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1 : 1 เชนกัน จากนั้นนําไปฉีดเขา
ชองทองของหนูขาว (Swiss mice) จํานวน 4 ตัว ตัวละ 100 ไมโครลิตร และทุกๆ 2 สัปดาหฉีด
รีคอมบิแนนทโปรตีน ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant โดยฉีดกระตุนซ้ํา 3 ครั้ง 
หลังจากการฉีดครั้งที่ 4 เปนเวลา 1 สัปดาหทําการเก็บซีรัมหนูแตละตัว นํามาทดสอบ
ความจําเพาะของแอนติซีรัมที่ไดตอรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีน PAO1_0026 โดยวิธี Western 
blotting  
 
 8. การตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมโดยวิธี Western blotting 
 นําตัวอยางโปรตีนซึ่งประกอบดวยโปรตีนจาก lysate ของ BL21 โปรตีน GST หรือ 
MBP และรีคอมบิแนนทโปรตีน ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาแยกโปรตีนแตละชนิดตามขนาดดวย 10 
% SDS-PAGE จากนั้นยายโปรตีนจากเจลสูแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดวยเครื่อง transblot 
ใน 1X Towbin buffer  โดยผานกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นแชแผนไน
โตรเซลลูโลสเมมเบรนใน 5 % blotto ที่ละลายใน PBS เปนเวลา 10 นาทีแลวยายลงใน
แอนติบอดีที่จําเพาะตอรีคอมบิแนนทโปรตีน บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นลาง
ดวย PBS 4 ครั้งๆ ละ 7 นาที แลวนํามาบมใน horseradish peroxidase labeled goat anti-
mouse IgG heavy and light chain specific antibody (GAM-HRP) เจือจาง 1:1,500 ดวย 5% 
blotto นาน 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวลางออกดวย PBS 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที จากนั้นยาย
แผนไนโตรเซลลู โลสเมมเบรนลงในสารละลายสับสเตรตที่ ประกอบดวย  0 .03% 
diaminobenzidine (DAB),0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 0.05% cobalt chloride 
ละลายใน PBS จนกระทั่งเห็นแถบสีเกิดขึ้นแลวลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ ครั้ง  
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 9. การทดสอบความจําเพาะของแอนตซิีรัมตอ P. aeruginosa โดยวิธี dot blotting 
 นํานําเชื้อ P. aeruginosa isolate ตางๆ 22 isolate (PA1-PA22)เชื้อ Pseudomonas  
สปชีสอ่ืนๆ ไดแก P. acidovorans 356 (PAc), P. boreopolis 1017 (PB), P. chlororaphis 
9446 (PC), P. fluorescens 26030 (PF1), P. fluorescens 13525 (PF2), P. japonica 1526 
(PJ), P. oleovorans 1097 (PO), P. putida  23201 (PP1), P. putida  27522 (PP2), P. stutzeri 
2248 (PS) และเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ไดแก Aeromonas hydrophila 22097 (AH), A. 
caviae (AC), Vibrio harveyi (VH), V. parahaemolyticus 22091 (VP), V. mimicus 22088 
(VM), V. cholerae 22135 (VC) และ V. fluvialis 22085 (VF) มาหยดบนไนโตรเซลลูโลสเมม
เบรนประมาณ 1 ไมโครลิตรตอหยด อบที่ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที นํามาบมกับแอนติซีรัม 
(เจือจาง 1: 5,000 ใน 5 % blotto) เปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางดวย 0.5 % blotto นํามา
บมใน GAM-HRP เจือจาง 1: 1,500 เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นลางใน 0.5 % blotto และบมใน
สารละลายสับสเตรตประกอบดวย 0.03 % DAB, 0.006 % H2O2, 0.05 % cobalt chloride  
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

1. การวิเคราะหหาโปรตีนที่จําเพาะตอ P. aeruginosa 
 จากการวิเคราะหหาโปรตีนที่จําเพาะตอ P. aeruginosa โดยการใชโปรแกรม PSAT 
blastp และ pSORTb รวมกับการวิเคราะหจากงานวิจัยของ Nouwens และคณะ (2003) พบวา
โปรตีน PA4175 (protein id: NP252864), PA0026 (protein id: NP248716) และ PA4625 
(protein id: YP002442591) เปนโปรตีนที่พบเฉพาะใน P. aeruginosa และไมพบใน 
Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ   โดย PA4175 เปน protease IV และนาจะเปน extracellular 
protein (จากการวิเคราะหดวย pSORTb)  สวน PA0026 เปน phospholipase C, PlcB (จาก
การวิเคราะหดวย blastp) แตไมสามารถวิเคราะหหา localization ภายในเซลลได  และ 
PA4625 เปน hypothetical protein ที่พบวามี hemagglutination activity domain และนาจะ
เปน extracellular protein ดังน้ันจึงมุงเปาการวิจัยในการโคลนและแสดงออกของ PA4175, 
PA0026 และ PA4625 สวนที่มี  hemagglutination activity (PA4625HA) 
 
2.  การแยก P. aeruginosa specific protein genes โดยวิธี PCR                                  
 ในการแยกยนี PA4175 (GenBank accession number NC002516) โดยใชวิธ ีPCR 
พบวาไดแถบผลผลติ PCR ซึ่งมีขนาดที่คาดไว คือ 1,386 bp (จากการใช template DNA จาก 
P.  aeruginosa 25965 isolate) ดังแสดงในรูปที่ 2   
 

                M     1      2      3     4     5  
 

รูปที่ 2  ผลการทํา PCR เพ่ือ
แยกยีน  PA4175   ของ P. 
aeruginosa  

 
 
 

 
 

Lane M : 2 log DNA marker 
~ 1.4 kb  Lane 1: P.  aeruginosa 25965, 

Lane 2: P.  aeruginosa 1467,  
 Lane 3: P.  aeruginosa 751 

 Lane 4: P.  aeruginosa 25742 
Lane 5: P.  aeruginosa 15472   
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  ในการแยกยนี PA0026 (GenBank accession number NC_002516) โดยใชวธิี PCR 
พบวาไดแถบผลผลติ PCR ซึ่งมีขนาดที่คาดไว คือ 1,002 bp (จากการใช template DNA จาก 
P.  aeruginosa 1467 isolate) ดังแสดงในรูปที่ 3 
 

   
รูปที่ 3 ผลการทํา PCR เพ่ือแยกยีน PA0026 ของ P. aeruginosa (Lane M: 2 log DNA 
Ladder; Lane 1:  P. aeruginosa 25965, Lane 2:  P. aeruginosa 1467, Lane 3:  P. 
aeruginosa 751, Lane 4:  P. aeruginosa 25000, Lane 5:   P. aeruginosa  15472) 
 
 ในการแยกยนี PA4625HA (GenBank accession number NC_011770) โดยใชวธิี 
PCR พบวาไดแถบผลผลติ PCR ซึ่งมีขนาดที่คาดไว คือ 327 bp (จากการใช template DNA 
จาก P.  aeruginosa ทั้ง 3 isolate) ดังแสดงในรูปที่ 4 
 

327 bp 

 M    1    2    3  
 

รูปที่ 4 ผลการทํา PCR เพ่ือแยกยีน 
PA4625HA ของ P. aeruginosa 

 
 

  
Lane M : 2 log DNA Ladder   
Lane 1 :  P. aeruginosa 1572  
Lane 2 :  P. aeruginosa 1101  
Lane 3 :  P. aeruginosa 1287  
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 ผลผลติ PCR ทั้งหมด ไดถูกโคลนเขาสู pCR-Blunt vector และนําไปหาลําดับ DNA 
เพ่ือพิสูจนวาเปนยีนตางๆ ดังกลาวจริง 
 
3. การผลิตรคีอมบิแนนทโปรตีน 
 ทําการ subclone ยีน PA4175 เขาสู pMAL-C2 expression vector และ subclone ยีน 
PA0026 และ PA4625HA เขาสู pGEX-6P-1 expression vector และตรวจสอบความถูกตอง
ของ ORF โดย DNA sequencing จากนั้น transform recombinant plasmid เขาสู E. coli สาย
พันธุ BL21 จากนั้นกระตุนให host ผลิต recombinant protein ในปริมาณมาก 
 จากการกระตุนการแสดงออกของ PA4175 ใน E. coli ที่มี PA4175-pMAL-C2 plasmid 
พบวาไดโปรตีน MBP-PA4175 ขนาด 98.8 kDa ตามที่ไดคาดไวจากการคํานวณ (รูปที่ 5 lane 
2) และพบการแสดงออกของ maltose binding protein (MBP) ขนาด 50.8 kDa (รูปที่ 5 lane 
1) จาก lysate ของ E. coli ที่มีเฉพาะ pMAL-C2 plasmid  
 

     M    1       2       3           

29 

45 

66 

97.4 
116 

kDa  
 

98.8   
 

 
 

MBP  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 SDS-PAGE ของการกระตุนการแสดงออกของโปรตีน PA4175 ของ P. aeruginosa 
(Lane M : protein ladder; Lane 1:  lysate ของ E. coli ที่มีเฉพาะ pMAL-C2 plasmid, Lane 
2:  lysate ของ E. coli ที่มี PA4175-pMAL-C2 recombinant plasmid, Lane 3:  lysate ของ E. 
coli ที่ไมมี plasmid) 
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 จากการกระตุนการแสดงออกของ PA0026 ใน E. coli ที่มี PA0026-pGEX plasmid 
พบวาไดโปรตีน GST-PA0026 ขนาด 62.7 kDa ตามที่ไดคาดไวจากการคํานวณ (รูปที่ 6 lane 
2) และพบการแสดงออกของ glutathione-S-transferase (GST) ขนาด 26 kDa (รูปที่ 6 lane 
1) จาก lysate ของ E. coli ที่มีเฉพาะ pGEX-6P-1 plasmid  
 
 

M        1         2         3        4 

116 
97.4 

66 

45 

29 
GST 

GST-PA0026 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 SDS-PAGE ของการกระตุนการแสดงออกของโปรตีน PA0026 ของ P. aeruginosa 
(Lane M : protein ladder; Lane 1:  lysate ของ E. coli ที่มีเฉพาะ pGEX-6P-1 plasmid, 
Lane 2:  lysate ของ E. coli ที่มี PA0026-pGEX recombinant plasmid, Lane 3:  lysate ของ 
E. coli ที่ไมมี plasmid, lane 4: purified GST-PA0026) 
 
 จากการกระตุนการแสดงออกของ PA4625HA ใน E. coli ที่มี PA4625HA -pGEX 
plasmid พบวาไดโปรตีน GST-4625HA ขนาด 37 kDa ตามที่ไดคาดไวจากการคาํนวณ (รูปที่ 
7 lane 3) และพบการแสดงออกของ glutathione-S-transferase (GST) ขนาด 26 kDa (รูปที่ 7 
lane 2) จาก lysate ของ E. coli ที่มีเฉพาะ pGEX-6P-1 plasmid  
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116 
97.4 

66 

45 

29 

GST 

GST- 
PA4625HA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 SDS-PAGE ของการกระตุนการแสดงออกของโปรตีน PA0026 ของ P. aeruginosa 
(Lane 1 : protein ladder; Lane 2:  lysate ของ E. coli ที่มีเฉพาะ pGEX-6P-1 plasmid, Lane 
3:  lysate ของ E. coli ที่มี PA4625HA-pGEX recombinant plasmid, Lane 4:  lysate ของ E. 
coli ที่ไมมี plasmid, lane 5: purified GST-PA4625HA) 
 
4. การตรวจสอบความจาํเพาะของแอนติซีรัมโดยวิธี Western blotting  
 จากการนําโปรตีน MBP-PA4175 บริสทุธิ์ ไปฉีดในหนูขาวจํานวน 4 ตวั และเลือกหนู
ตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาเจาะเลือดและเกบ็แอนติซีรัม (ที่ adsorp ดวย MBP เพ่ือกําจัด 
antibody ที่จําเพาะตอ MBP ออก) ไปทํา Western blotting พบวาแอนติซีรัมที่ไดมี
ความจําเพาะตอ PA4175 ดังแสดงในรูปที่ 8 
 1    2 
 รูปที่ 8 Western blotting ที่แสดง

ความจําเพาะของแอนติซีรมัตอโปรตีน 
PA4175 

 
 

 

Lane 1: lysate ของ E. coli ที่มี MBP 
Lane 2: lysate ของ E. coli ที่มี MBP-
PA4175 
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 จากการนําโปรตีน GST-PA0026 บริสทุธิ์ ไปฉีดในหนูขาวจํานวน 4 ตัว และเลือกหนู
ตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาเจาะเลือดและเกบ็แอนติซีรัม (ที่ adsorp ดวย GST เพ่ือกําจัด 
antibody ทีจํ่าเพาะตอ GST ออก) ไปทํา Western blotting พบวาแอนติซีรัมที่ไดมี
ความจําเพาะตอ PA0026 ดังแสดงในรูปที่ 9 
 

1      2  
 

รูปที่ 9 Western blotting ที่แสดง
ความจําเพาะของแอนติซีรมัตอโปรตีน 
PA0026 

 
 
 

 
 

Lane 1: lysate ของ E. coli ที่มี GST  
Lane 2: lysate ของ E. coli ที่มี GST-
PA0026 

 
 

  
 
 
 จากการนําโปรตีน GST-PA4625HA บริสุทธิ์ ไปฉีดในหนูขาวจํานวน 4 ตัว และเลือก
หนูตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาเจาะเลือดและเก็บแอนติซีรมั (ที่ adsorp ดวย GST เพ่ือกําจัด 
antibody ทีจํ่าเพาะตอ GST ออก) ไปทํา Western blotting พบวาแอนติซีรัมที่ไดมี
ความจําเพาะตอ PA4625HA ดังแสดงในรูปที่ 10 สําหรับแถบขนาดเล็กที่เกิดขึ้น คาดวานาจะ
เปน degrade product ของ recombinant protein 
 

1      2  
 

รูปที่ 10 Western blotting ที่แสดง
ความจําเพาะของแอนติซีรมัตอโปรตีน 
PA4625HA 

 
 
 

  
Lane 1: lysate ของ E. coli ที่มี GST  
Lane 2: lysate ของ E. coli ที่มี GST-
PA4625HA 
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5. การทดสอบความจําเพาะของแอนตซิีรัมตอ P. aeruginosa โดยวิธี dot blotting 
 จากการนําแอนติซีรัมที่จําเพาะตอ PA4175 มาทดสอบความจําเพาะตอ P. aeruginosa 
isolate ตางๆ (PA) และ Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ และแบคทีเรียชนิดตางๆ โดยวธิี dot 
blotting พบวา แอนติซีรัมตอโปรตีน PA4175 สามารถจับกับ P. aeruginosa ไดเพียง 11 
isolate จาก 22 isolate ทีน่ํามาทดสอบ และพบวามีการแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. fluorescens 
(PF) 2 isolate และ P. chlororaphis (PC) ,P. oleovorans (PO), P. putida (PP2) ชนิดละ 1 
isolate ดังแสดงในรูปที่ 11 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 11 Dot blotting ของการใชแอนตซิีรมัตอโปรตนี PA4175 ในการวิเคราะหความจําเพาะ
ตอ P. aeruginosa 
 

 จากการนําแอนติซีรัมที่จําเพาะตอ PA0026 มาทดสอบความจําเพาะตอ P. aeruginosa  
isolate ตางๆ และ Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ และแบคทีเรยีชนดิตางๆ โดยวธิี dot blotting 
พบวาแอนติซรีัมตอโปรตีน PA0026 สามารถจับกับ P. aeruginosa ได 21 isolate จาก 22 
isolate ที่นํามาทดสอบ แตพบวามีการแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. fluorescens  2 isolate และ P. 
chlororaphis  ,P. putida (PP1), P. stutzeri  (PS) ชนิดละ 1 isolate ดังแสดงในรูปที่ 12 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 12 Dot blotting ของการใชแอนตซิีรัมตอโปรตนี PA0026 ในการวิเคราะหความจําเพาะ
ตอ P. aeruginosa 
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 จากการนําแอนติซีรัมที่จําเพาะตอ PA4625HA มาทดสอบความจําเพาะตอ P. 
aeruginosa isolate ตางๆ และ Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ และแบคทีเรยีชนดิตางๆ โดยวธิ ี
dot blotting พบวา แอนตซิีรัมตอโปรตนี PA4625HA สามารถจับกับ P. aeruginosa ได 21 
isolate จาก 22 isolate ทีน่ํามาทดสอบ แตพบวามีการแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. fluorescens 2 
isolate และ  P. chlororaphis, P. japonica (PJ), P. putida (PP1) ชนิดละ 1 isolate ดังแสดงใน
รูปที่ 13 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 13 Dot blotting ของการใชแอนติซีรัมตอโปรตีน PA4625HA ในการวิเคราะห
ความจําเพาะตอ P. aeruginosa 
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บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

   
เชื้อ P. aeruginosa จัดเปนเชื้อฉวยโอกาสกอใหเกิดการติดเชื้อไดหลายระบบ ทั้งในผูที่

ไดรับการผาตดั มีแผลไฟไหม การติดเชื้อในระบบปสสาวะพบไดบอยในผูทีใ่สสายสวนปสสาวะ 
และที่สําคัญคอืพบในผูปวยโรค cystic fibrosis (Elkin et al., 2003) นอกจากเปนปญหาที่
กอใหเกิดโรคแกมนุษยแลว   การติดเชื้อ P. aeruginosa ยังกอใหเกิดโรคในสัตวน้ํา โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมการเลี้ยงปลา ซึ่งโรคที่เกิดจากการติดเชือ้ P. aeruginosa คือโรคแผลตามลําตวั
และเปนยังเปนสาเหตุใหปลาติดโรคเชื้อราแทรกซอนตอไป (Austin and Austin, 1999; Noga, 
2000) ซึ่งจะสงผลกระทบตออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตวน้ําในประเทศไทย  

ดังน้ันการศึกษาวิจัยนี้เปนการนําวิธีทางภูมิคุมกันมาใชตรวจเชื้อ  P. aeruginosa โดยมี
การนําเทคนิค comparative genomics วิเคราะหหา P. aeruginosa specific proteins และผลิต
เปน recombinant proteins เพ่ือนําไปใชเปนแอนติเจนในการปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว โดยจะ
ผลิตเปนโพลิโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ P. aeruginosa แอนติบอดีนี้คาดวาสามารถ
นํามาใชในการตรวจวิเคราะหแบคทีเรียชนิดนี้ โดยใชเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกัน  

จากผลการวิจัยพบวาแอนติบอดีตอโปรตีน PA4175 ไมสามารถนํามาใชตรวจวิเคราะห
เชื้อ P. aeruginosa ได เน่ืองจากการทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa จํานวน 22 isolate พบวา
แอนติบอดีตอ PA4175 สามารถจับกับเชื้อ P. aeruginosa ไดเพียง 11 isolate และแสดง
ปฏิกิริยาขามกับ เชื้อ Pseudomonas สปชีสอ่ืนๆ อีก 4 สปชีส โปรตีน PA4175 เปนเอนไซม 
protease IV ซึ่งเชื่อวาเกี่ยวของกับการกอใหเกิดพยาธิสภาพโดย P. aeruginosa  อยางไรก็
ตามในปจจุบันยังไมทราบถึงบทบาทที่แนชัดของเอนไซมชนิดนี้ (Kida et al., 2008; Smith et 
al., 2006)  

ถึงแมวาการวิเคราะหโดย blastp จะแสดงใหเห็นวาโปรตีน PA4175 (ซึ่งเปนเอนไซม 
protease IV) จะพบเฉพาะใน  P. aeruginosa โดยไมพบวามีความคลายกับ Pseudomonas 
สปชีสอ่ืน แตจากการที่แอนติบอดีตอโปรตีน PA4175 แสดงปฏิกิริยาขามกับ Pseudomonas 
สปชีสอ่ืน แสดงใหเห็นวา Pseudomonas สปชีสอ่ืนอาจมีการสรางเอนไซม protease IV 
เชนเดียวกันแตยังไมมีผูรายงานเกี่ยวกับโปรตีนชนิดนี้จาก Pseudomonas สปชีสอ่ืน ใน
ฐานขอมูล และจากการที่แอนติบอดีตอโปรตีน PA4175 สามารถจับกับ P. aeruginosa ไดเพียง
บาง isolate นั้นอาจเปนขอบงชี้วา P. aeruginosa เหลานั้นอาจมีความรุนแรงในการกอใหเกิด
พยาธิสภาพ เน่ืองจากเชื่อวา protease IV นาจะเปน virulence factor หนึ่งของ P. aeruginosa 

ในกรณีของการใชแอนติบอดีตอโปรตีน PA0026 (ซึ่งเปนเอนไซม phospholipase C, 
PlcB) พบวาสามารถนํามาใชตรวจวิเคราะหเชื้อ P. aeruginosa ไดคอนขางดี เน่ืองจากการ
ทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa จํานวน 22 isolate พบวาแอนติบอดีตอ PA0026 สามารถจับกับ
เชื้อ P. aeruginosa ไดถึง 21 isolate และแสดงปฏิกิริยาขามกับเชื้อ Pseudomonas สปชีสอ่ืน
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เพียง 4 สปชีสไดแก P. fluorescens 2 isolate และ P. chlororaphis ,P. putida, P. stutzeri  
ชนิดละ 1 isolate แตไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสปชีสอ่ืนๆ เลย  

ถึงแมวาการวิเคราะหโดย blastp จะแสดงใหเห็นวาโปรตีน PA0026 (ซึ่งเปนเอนไซม 
phospholipase C, PlcB) จะพบเฉพาะใน  P. aeruginosa โดยไมพบวามีความคลายกับ 
Pseudomonas สปชีสอ่ืน แตจากการที่แอนติบอดีตอโปรตีน PA0026 แสดงปฏิกิริยาขามกับ 
Pseudomonas สปชีสอ่ืนอีก 4 สปชีส แสดงใหเห็นวา Pseudomonas สปชีสเหลานั้นอาจมีการ
สรางเอนไซม phospholipase C, PlcB เชนเดียวกันแตยังไมมีผูรายงานเกี่ยวกับโปรตีนชนิดนี้
จาก Pseudomonas สปชีสอ่ืนในฐานขอมูล  

เอนไซม extracellular phospholipase C (Plc) จาก P. aeruginosa ในปจจุบันพบวามี 
4 ชนิด ไดแก PlcA, PlcH, PlcN และ PlcB โดยทั้ง 4 ชนิด นี้สามารถ hydrolyze phosphatidyl-
choline ได แตมี PlcA และ PlcB เทานั้นที่ active ตอ phosphatidylethanolamine (Barket et 
al., 2004; Miller et al., 2008) สําหรับเอนไซม phospholipase C ของ P. aeruginosa นั้นเชื่อ
วาเกี่ยวของกับการยอยสลายเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อและทําใหแบคทีเรียสามารถบุกรุกเขาสูเซลลได
งายขึ้น (Pollack, 1984) 

ในกรณีของการใชแอนติบอดีตอโปรตีน PA4625HA (ซึ่งเปน hypothetical protein ที่มี 
heamagglutination activity domain) พบวาสามารถนํามาใชตรวจวิเคราะหเชื้อ P. aeruginosa 
ไดคอนขางดี เน่ืองจากการทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa จํานวน 22 isolate พบวาแอนติบอดี
ตอ PA0026 สามารถจับกับเชื้อ P. aeruginosa ไดถึง 21 isolate และแสดงปฏิกิริยาขามกับเชื้อ 
Pseudomonas สปชีสอ่ืนเพียง 4 สปชีสไดแก P. fluorescens 2 isolate และ P. chlororaphis, 
P. japonica และ P. putida  ชนิดละ 1 isolate แตไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสปชีสอ่ืนๆ 
เลย  

ถึงแมวาการวิเคราะหโดย blastp จะแสดงใหเห็นวาโปรตีน PA4625HA จะพบเฉพาะใน  
P. aeruginosa ยกเวนมีความคลายอยางมีนัยสําคัญกับ filamentous hemagglutinin ของ 
Pseudomonas fluorescens Pf-5 ซึ่งเปน commensal bacteria ที่ปมรากพืช (Paulsen et al., 
2005) ดังน้ันการที่แอนติบอดีตอโปรตีน PA4625HA แสดงปฏิกิริยาขามกับ P. fluorescens 2 
isolate จึงมีความเปนไปไดสูง สวนการที่แอนติบอดีตอโปรตีน PA4625HA แสดงปฏิกิริยาขาม
กับ Pseudomonas สปชีสอ่ืนอีก 3 สปชีส แสดงใหเห็นวา Pseudomonas สปชีสเหลานั้นอาจมี
การสรางโปรตีนที่มี heamagglutination activity domain  เชนเดียวกัน 

สําหรับ heamagglutination activity ของ P. aeruginosa นั้นเชื่อวาเกี่ยวของกับ 
virulence factors แตในปจจุบันยังไมทราบบทบาทที่แนชัดของ hemagglutination activity  
(da Silva et al., 2008) 

จากผลการทดลองทั้งหมด ชี้ใหเห็นวา การวิเคราะหหาโปรตีนที่จําเพาะตอแบคทีเรียสป
ชีสหน่ึง มีความเปนไปไดหากมีการเปรียบเทียบจีโนมและยืนยันผลการวิเคราะหโดยการใช 
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blastp และการทํานาย localization ของโปรตีนในแบคทีเรียก็จะมีสวนชวยในการวิเคราะห
โปรตีนน้ันไดดีขึ้น  

งานวิจัยนี้เปนการสรางโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอโปรตีนที่จําเพาะของ P. aeruginosa  
ซึ่งนับจุดเริ่มตนที่ดีในการพัฒนางานวิจัยตอยอดเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งจะชวยใหการ
คัดเลือกแอนติบอดีที่จําเพาะตอ P. aeruginosa โดยไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน
นั้นเปนไปไดสูงขึ้น อันจะนําไปสูการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบเพื่อการวินิจฉัยเชื้อ P. aeruginosa 
แบบ strip test ตอไปในอนาคต 
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