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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  (monoclonal antibody) ที่จ  า เพาะต่อเชื้ อ Pseudomonas 

aeruginosa โดยใชแ้บคทีเรียท ัง้เซลลใ์นการปลูกภูมคิุม้กนัใหก้บัหนูขาว ภายหลงัจากท าการหลอมรวมเซลล ์

(fussion) ท ัง้หมด 4 คร ัง้ และท าการคดัเลอืกข ัน้ที ่1 และ 2 โดยวธิ ีdot blotting และ western blotting พบวา่

ไดโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่่านการคดัเลอืก (ใหผ้ลบวก) ท ัง้หมด 15 โคลน ซึง่สามารถแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ตาม

รูปแบบความจ าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดกีลุม่ที ่1 ประกอบดว้ย 7 โคลน ไดแ้ก่ 

PA115-H5, PA204-B12, PA205-A11, PA208-D11, PA302-A6, PA401-D1 และ PA408-D10 สามารถจบัได ้

อย่างจ าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa บางไอโซเลตที่แตกต่างกนั โดยไม่แสดงปฏิกิริยาขา้มกบั Pseudomonas 

และแบคทเีรยีแกรมลบชนิดอืน่ๆ จากขอ้มลูดงักลา่วหากน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติไดท้ ัง้ 7 โคลนเหลา่นี้มา

ใชใ้นการตรวจสอบร่วมกนั (combination) จะสามารถใชใ้นการตรวจสอบการติดเชื้อ P. aeruginosa ได ้13  

ไอโซเลตจากท ัง้หมด 21 ไอโซเลตที่ใชใ้นการทดสอบ ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุม่ที่ 2 ประกอบดว้ย 8 

โ ค ล น  ไ ด ้แ ก่  PA108-A2, PA109-C1, PA201-A5, PA202-C1, PA202-E6, PA205-F4, PA210-H8 แ ล ะ 

PA403-H8 สามารถจบักบั Pseudomonas spp. ไดเ้ป็นส่วนใหญ่ โดยไมเ่กิดปฏกิิรยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอืน่ที่

ใชใ้นการทดสอบ ซึง่ชี้ใหเ้หน็วา่เชื้อ P. aeruginosa แต่ละไอโซเลตทีร่วบรวมมาจากแหลง่ต่างๆ มคีวามหลากหลาย

สูง อย่างไรก็ตามในงานวจิยัคร ัง้นี้ยงัไมส่ามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดทีีส่ามารถจบักบัเชื้อ P. aeruginosa 

ไอโซเลตต่างๆ ไดอ้ย่างครอบคลุมโดยไม่เกิดปฏกิิรยิาขา้มกบัสปีชสีอ์ื่นๆ ภายในจนีสั Pseudomonas ดงันัน้จงึมี

ความจ าเป็นตอ้งท าการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดเีพิม่เตมิเพือ่ใหไ้ด ้โมโนโคลนอลแอนตบิอดต่ีอแอนตเิจนร่วม

ระหวา่งเชื้อ P. aeruginosa ทกุไอโซเลตต่อไป
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Monoclonal antibodies (MAbs) specific to Pseudomonas aeruginosa (PA) were generated 

using whole cell of bacteria for immunization. From four fusions, after the first screening and 

second screening with dot blotting and Western blotting, fifteen strong positive immunoreactive 

antibody producing clones were selected and recloned. These MAbs can be categorized into two 

major groups on the basis of their specificity, as follows. First, group 1 consists of seven MAbs 

(MAb PA115-H5, PA204-B12, PA205-A11, PA208-D11, PA302-A6, PA401-D1 and PA408-D10) that 

had highly specific, it recognized some isolates of P. aeruginosa without cross-reactivity to other 

Pseudomonas spp. and other bacteria tested. All of the above mentioned data indicate that 

combination of seven MAbs were highly specific and could be used for identification of 13 of 21 

isolates of P. aeruginosa with high fidelity while Group 2 consists of eight MAbs (PA108-A2, 

PA109-C1, PA201-A5, PA202-C1, PA202-E6, PA205-F4, PA210-H8 and PA403-H8) that could be 

used to detect most of Pseudomonas spp. without cross-reactivity to other bacteria tested. This 

evidence demonstrates heterogeneity among various isolates of P. aeruginosa. However, this work 

can’t still produce MAbs which specific to all isolates of P. aeruginosa without cross-reactivity to 

other Pseudomonas spp.; therefore, future production of MAbs against different isolates is required 

to develop a specific tool for detection of all isolates of P. aeruginosa.  
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ปริญญานิพนธ์ฉบบันี้ จะไม่มีทางส าเร็จลงไดห้ากขาดความช่วยเหลือ  และค าแนะน าอย่างดียิ่งจาก  

ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ศิวาพร ลงยนัต ์อาจารยท์ี่ปรกึษาปรญิญานิพนธ ์รองศาสตราจารย ์ดร.ปรนิทร ์ชยัวสุิทธางกูร 

และ ศาสตราจารย ์ดร.ไพศาล สทิธกิรกุล อาจารยท์ีป่รกึษาปรญิญานิพนธร่์วม ผูค้อยตกัเตอืน ส ัง่สอน และแนะน าท ัง้

ในดา้นวทิยาการ ความรู ้และจรยิธรรมประกอบการท าปรญิญานิพนธท์ีส่มบูรณ์ ขา้พเจา้ขอขอบคุณไว ้ณ โอกาสนี้  

ขอขอบพระคุณ ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. อจัฉริยา รงัษิรุจิ อาจารย ์ดร. ประวตัิ องัประภาพรชยั และ

คณาจารยท์ุกท่านที่ใหค้วามรูแ้ก่ผูว้จิยัตลอดการศึกษาและใหข้อ้คิดเห็นที่เป็นประโยชนซ์ึ่งมสี่วนช่วยใหป้ริญญา

นิพนธฉ์บบันี้ส  าเรจ็ลงไดด้ว้ยด ี 

ขอขอบพระคุณ อาจารย ์ดร.นนัทกิา คงเจริญพร และ ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.อรอนงค ์พริ้งศุลกะ ที่

กรุณารบัเป็นคณะกรรมการสอบปริญญานิพนธ์ และช่วยแกไ้ขปรญิญานิพนธฉ์บบันี้ ใหม้คีวามสมบูรณ์และเป็นที่

ยอมรบัในแวดวงวชิาการมากยิง่ขึ้น  

ขอขอบพระคุณภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ ที่ไดเ้อื้อเฟ้ือสถานที่ 

เครื่องมอื และอปุกรณต่์างๆ ใหข้า้พเจา้ไดใ้ชต้ลอดระยะเวลาของการท าปรญิญานิพนธฉ์บบันี้   

ขอขอบพระคุณสถาบนัยุทธศาสตรท์างปญัญาและวิจยั มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ที่ไดใ้หเ้งิน

ทนุอดุหนุนการศึกษาและการวจิยัคร ัง้นี้  

ขอขอบคุณ คุณวารุณี หะยีมะสาและ คุณชลินันท ์เพ็งสุข คุณประดิษฐ ์หวงัมาน คุณอรรคพล  

วณิกสมับนั พีน่อ้งและเพือ่นๆ ทุกคนในหอ้งปฏบิตักิารโมโนโคลนอลแอนติบอดี คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยั 

ศรนีครนิทรวโิรฒ ส าหรบัน า้ใจอนัมค่ีายิง่อกีท ัง้ความช่วยเหลอืต่างๆ ทีข่า้พเจา้ไดร้บัท ัง้ในทางตรงและทางออ้ม  

ขา้พเจา้ขอนอ้มระลกึถงึพระคุณของบดิา มารดา ทีไ่ดใ้หก้ าลงัใจ ช่วยเหลอื สนบัสนุน และชื่นชมในความ

เพยีรพยายามของขา้พเจา้ ตัง้แต่เริ่มท  าปรญิญานิพนธจ์นเสรจ็สิ้นสมบูรณ์  

ทา้ยที่สุดนี้  ขา้พเจา้ขอระลกึถงึคุณพระศรีรตันตรยัและจะน าเอาผลประโยชนอ์นัเกิดจากปรญิญานิพนธ์

ฉบบันี้ท ัง้หมดมอบเป็นกศุลแก่หนูทดลองทกุตวัทีไ่ดส้ละชวีติเพือ่การท าปรญิญานิพนธข์องขา้พเจา้  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 

Pseudomonas aeruginosa จดัอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ตอ้งการออกซิเจนในการ

เจริญเติบโต สามารถพบไดท้ ัว่ไปในธรรมชาติ (Green; et al. 1974: 987-991); (Pellett; et al. 1983: 328-332) 

โดยเฉพาะสภาพแวดลอ้มที่ชื้นแฉะ ไดแ้ก่ พื้นดิน ผลผลติทางการเกษตร (Samadpour. 2001: 7) แหล่งน า้ขงับน

ผิวดิน น า้ดื่ม (Romling; et al. 1994: 1734-1738) น า้กล ัน่ (Favero; et al. 1971: 836-838) สระว่ายน า้ สปา 

(Cross. 1985: 156-159) และแยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจในโรงพยาบาล (Jamasbi. 1999: 10-15); (Romling; 

et al. 1994: 1734-1738) โดยเชื้ อ P. aeruginosa เป็นเชื้ อที่มีความส าคญัในสกุล Pseudomonas ซึ่งพบได ้

รอ้ยละ 50 ของเชื้อที่ก่อโรคติดเชื้อในกระแสโลหิตจาก Pseudomonas และเป็นหน่ึงในเชื้อฉวยโอกาสที่ส  าคญั

ที่สุดที่พบในมนุษยแ์ละสตัว ์ในมนุษยพ์บว่า P. aeruginosa เป็นเชื้อฉวยโอกาสที่สามารถท าใหเ้กิดการติดเชื้อ 

ท ัง้แบบเฉียบพลนั (Driscoll; et al. 2007: 351-368) และเรื้อรงั (Elkin; & Greddes. 2003: 609-618); (Gomez; 

& Prince. 2007: 244-251) รวมท ัง้ยงัพบการติดเชื้อในผูป่้วยที่มภีูมคุิม้กนัต า่จากสาเหตุต่างๆ เช่น แผลไฟไหม ้

ผูป่้วยโรค cystic fibrosis (CF) ผูท้ี่มกีารใชย้ากดภูมคุิม้กนัหรือการรกัษามะเร็งโดยวธิีเคมบี  าบดั (Samadpour. 

2001: 8-12) ผูป่้วยติดเชื้อ human immunodeficiency virus (HIV) และโรคอื่นๆ ที่เป็นสาเหตุใหภู้มิคุม้กนั 

ลดต า่ลง (Kielhofner; et al. 1992: 403-411); (Meynard; et al. 1999: 176-181); (Singer; et al. 1977: 731-

742); (Steinstraesser; et al. 2005: 19); (Vostrugina; et al. 2006: 576-579); (Maschmeyer; & Braveny. 

2000: 915-925); (Yamashita; et al. 2000: 107-111) การตดิเชื้อ P. aeruginosa เป็นสาเหตุส  าคญัทีท่  าใหอ้ตัรา

การเสยีชวีติในผูป่้วยสูงทีสุ่ดในบรรดาแบคทเีรยีทีเ่ป็นสาเหตขุองการตดิเชื้อในกระแสโลหติ (Cachia; & Hodges. 

2003: 141-168) อีกท ัง้ยงัเป็นสาเหตุใหผู้ป่้วยมะเร็ง ผูป่้วยแผลไฟไหม ้ผูป่้วยที่มกีารปลูกถ่ายอวยัวะ และผูป่้วย  

cystic fibrosis มอีตัราการตายสูงขึ้นอกีดว้ย (Samadpour. 2001: 7-12) การตดิเชื้อ P. aeruginosa ในสตัวน์ ัน้

พบว่าสามารถก่อใหเ้กิดโรคแผลตามล าตวั (ulcerative disease) ในปลา และเป็นสาเหตุใหป้ลาติดโรคเชื้อรา

แทรกซอ้นต่อไป โดยปลาที่ตดิเชื้อมกัเกดิภาวะติดเชื้อในกระแสโลหติ ท าใหเ้ลอืดออกตามผวิหนงับรเิวณปาก แผ่น

ปิดเหงือก และบริเวณดา้นหลงัของล  าตวั (Hossain; et al. 2006: 77-78) ปลาที่มกัพบบ่อยว่าเป็นโรคน้ีไดแ้ก่  

ปลาดุก ปลาบู ่ปลาช่อน และปลาสวยงามต่างๆ (Noga. 2000: 36616-36622)  

การควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อ P. aeruginosa ในโรงพยาบาลและฟารม์เลี้ยงปลา ตลอดจน 

การรกัษาดว้ยยาปฏชิีวนะจ าเป็นตอ้งทราบชนิดของแบคทเีรียเพื่อการรกัษาและการป้องกนัที่เหมาะสม เน่ืองจาก  

เชื้ อมีความดื้ อต่อยาปฏิชีวนะท ัว่ไป ดงันัน้การรกัษาตอ้งใชย้าที่ออกฤทธิ์เฉพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa (anti-

pseudomonal antibiotic) ในอดีตไดม้กีารคิดคน้พฒันาวิธีการที่ใชต้รวจวิเคราะหเ์ชื้อ P. aeruginosa โดยใช ้
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เทคนิคทางจลุชีววทิยาหลายวธิี เช่น ทดสอบดูความสามารถในการเจริญของเชื้อในสภาวะต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(Palleroni. 2005: 323-379) การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาตา้นจุลชีพ (Patzer; et al. 1986: 45-49) ประกอบ

กบัการทดสอบทางชีวเคมีต่างๆ ของเชื้ อเป็นตน้ (Ghanei; et al. 2007: 26939-26947); (MacIntyre; et al. 

1986: 675-686); (Palleroni; 2005: 323-379) พบว่าการตรวจโดยใชว้ิธีเหล่าน้ีค่อนขา้งยุ่งยาก ซบัซอ้น ใชเ้วลา

และแรงงานค่อนขา้งมาก และตอ้งอาศยับุคลากรที่มคีวามเชี่ยวชาญ ท าใหก้ารควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อ

เป็นไปอย่างล่าชา้ ในปจัจุบนัจึงไดม้ีผูพ้ฒันาเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยการใชเ้ทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) (Hassan; et al. 2012: 90-98) การตรวจหาล  าดบัของยีนบริเวณ 16S rRNA (Anzai; et al. 

2000: 1563-1589); (Palleroni; 2005: 323-379) ก า ร ใ ช ้ Multilocus sequence analysis (MLSA) ห รื อ 

Multilocus sequence typing (MLST) (Curran; et al. 2004: 5644-5649); (Johnson; et al. 2007: 3707-

3712); (Khan; et al. 2008: 6194-6205) และการตรวจสอบการติดเชื้ อดว้ยเทคนิค Real time PCR อย่างไร 

ก็ตามวิธีเหล่าน้ีมค่ีาใชจ่้ายสูง ตอ้งใชเ้ครื่องมอืที่จ  าเพาะ อีกท ัง้ข ัน้ตอนต่างๆ ในการตรวจสอบจ าเป็นตอ้งอยู่ใน

หอ้งปฏบิตักิาร และตอ้งอาศยับคุลากรทีม่คีวามเชี่ยวชาญ 

นอกจากน้ีไดม้กีารน าความรูท้างภมูคุิม้กนัวทิยามาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบการติดเชื้อแบคทเีรยีโดย

การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies; MAb) ที่มคีวามจ าเพาะต่อองคป์ระกอบต่างๆ ของ

แบคทีเรีย โดยคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่ออิพโิทป (epitope) ของแบคทีเรียชนิดต่างๆ ไดโ้ดย

ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียที่มีลกัษณะใกลเ้คียง ท าใหไ้ดโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูง 

สามารถจ าแนกสายพนัธุข์องแบคทีเรียชนิดเดียวกนัได ้ซึ่งมรีายงานการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ

แบคทีเรียชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ Vibrio harveyi (Phianphak; et al. 2005: 161-168), Escherichia coli (He; et 

al. 1996: 3325-3332); (Rivera-Betancourt; & Keen. 2000: 4124-4127) และ Bacillus cereus (Charni; et 

al. 2000: 2278-2281) การผลิตและใช โ้มโนโคลนอลแอนติบอดี ในการจ าแนกแบคทีเรีย โดยสามารถใช ้

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใ้นการตรวจสอบการปนเป้ือนของเชื้อ Comamonas acidovorans, Cytophaga 

johnsonae และ Aeromonas hydrophila ในน า้ได ้(Faude; & Hofle. 1997: 4534-4542) เป็นตน้  

ส าหรบัการสรา้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ P. aeruginosa นัน้ไดม้ีรายงานการผลิตจากหนูที่ 

ปลูกภมูคุิม้กนัดว้ยเชื้อ P. aeruginosa ทีอ่ยู่ในรูปแบบ formalin-fixed เป็นแอนตเิจน (Jamasbi. 1999: 10-15); 

(Lam; et al. 1987a: 2854-2856; 1987b: 1051-1057; 1992: 2178-2184) พบว่าสามารถผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีได ้และโมโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าวไม่เกดิปฏกิิริยาขา้มกบัโปรตีนต่างๆ ในแบคทเีรียชนิดอื่น แต่

พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดม้ีความจ าเพาะต่อสายพนัธุท์ี่มีความส าคญัทางคลนิิกเท่านัน้  และยงัไม่

สามารถใชใ้นการแยกสายพนัธุท์ีพ่บในสิ่งแวดลอ้มต่างๆ ได ้ดงันัน้ในงานวจิยัน้ีจะผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดต่ีอ

เชื้อ P. aeruginosa โดยปลูกภูมคุิม้กนัดว้ยแบคทเีรียท ัง้เซลล ์แลว้คดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทีจ่  าเพาะต่อ

เชื้อ P. aeruginosa สายพนัธุต่์างๆ โดยไม่เกดิปฏกิริิยาขา้มกบัเชื้อ Pseudomonas spp. หรือแบคทเีรียแกรมลบ 
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และแกรมบวกชนิดอื่นๆ ซึ่งคาดว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดส้ามารถน าไปใชเ้ป็นเครื่องมอืส าหรบัพสูิจนท์ราบ

และจ าแนกสายพนัธุ์ของเชื้ อ P. aeruginosa สายพนัธุ์ต่างๆ ที่ก่อโรคในคนและสตัว ์ หรืออาจปนเป้ือนใน

เครื่องส าอาง (ส  านกัเครื่องส าอางและวตัถุอนัตราย กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข. 2555: 

online) เพื่อช่วยในการคดักรองเชื้อที่ก่อใหเ้กิดอนัตรายต่อมนุษยแ์ละตรวจสอบสนิคา้ประเภทเครื่องส าอางน าเขา้

หรือส่งออกที่ส  าคญั อีกท ัง้ยงัเป็นทางเลอืกหน่ึงที่สามารถใชใ้นการควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ P. aerugonosa ซึ่ง

น าไปสู่การดูแลรกัษาดว้ยยาปฏิชีวนะที่ถูกตอ้ง รวดเร็ว และมปีระสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น นอกจากน้ีโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดอ้าจสามารถน าไปพฒันาเป็นชุดตรวจแบบแถบสี (strip test) ที่สามารถใชต้รวจและรูผ้ลรวดเร็ว

ภายใน 15 นาที โดยไม่ตอ้งใชเ้ครื่องมอือื่นๆ เพิ่มเติม เพื่อใชเ้ป็นเครื่องมอืตรวจสอบการติดเชื้อไดด้ว้ยตนเอง

ต่อไป (Sithigorngul; et al. 2006: 101-106; 2007a: 256-264; 2007b: 193-199) 

 

ควำมมุ่งหมำยของงำนวจิยั 

1. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ต่อเชื้ อ P. aeruginosa สายพนัธุต่์างๆ เพื่อน ามาใชจ้  าแนก  

P. aeruginosa  

2. เพือ่ใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการตรวจเชื้อ P. aeruginosa จากตวัอย่างดว้ยวธิ ีdot blotting 

 

ควำมส ำคญัของงำนวจิยั 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดส้ามารถใชเ้ป็นเครื่องมอืในการพิสูจน์ทราบและวินิจฉยัการติดเชื้อ   

P. aeruginosa ในมนุษยต์ลอดจนปศุสตัว ์และสามารถประยุกตใ์ชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ไดน้ี้เพื่อพฒันาเป็น

ชดุตรวจแบบแถบสต่ีอไป 

 

ขอบเขตของโครงกำรวจิยั 

1. เตรยีมแบคทเีรยีทีใ่ชเ้ป็นแอนตเิจนส าหรบัใชป้ลูกภมูคุิม้กนัในหนูขาว 

2. ผลติเซลลไ์ฮบริโดมา และคดัเลอืกเซลลไ์ฮบรโิดมาที่มคีวามจ าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa โดยวธิี 

dot blotting, Western blotting และ ทดสอบปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรียชนิดอื่นๆ 

3. ตรวจสอบสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่ไดโ้ดยวธิี sandwich ELISA และทดสอบความไว

ในการตรวจ P. aeruginosa โดยวธิ ีdot blotting  
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สมมตฐิำนงำนวจิยั 

เทคนิคโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibodies technique) เป็นแนวทางการผลิต

แอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อบริเวณที่เป็นลกัษณะเฉพาะของโมเลกุลอิพโิทปที่หลากหลายของเชื้อ P. aeruginosa ซึ่งมี

สมบตัิเป็นแอนติเจนที่มที ัง้ลกัษณะเฉพาะแต่ละสายพนัธุห์รือมลีกัษณะร่วมกนัในแต่ละชนิดของแบคทเีรีย ดงันัน้

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ออิพิโทปดงักล่าวไดจ้ึงเป็นการสรา้งเครื่องมือถาวรในการวินิจฉยัโมเลกุล

เหลา่นัน้และท าใหส้ามารถแยกความแตกต่างของเชื้อ P. aeruginosa จากเชื้อแบคทเีรยีอื่นๆ ในตวัอย่างต่างๆ ได ้



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวขอ้ง 

 

1. ภมูิหลงั 

1.1 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยา สรรีวทิยา และชีวเคมี 

P. aeruginosa เป็นเชื้อแบคทเีรยีแกรมลบทีอ่ยู่ในจีนสั Pseudomonas มลีกัษณะเป็นรูปท่อนหรือ

โคง้เล็กนอ้ย ขนาดประมาณ 0.5 µm x 2.5 µm ไม่สรา้งสปอรแ์ละแคปซูล เคลื่อนที่ดว้ยโพลารแ์ฟลกเจลลา 

(polar flagella) ซึ่งเป็นโครงสรา้งหลกัในการเคลือ่นที่ไปขา้งหนา้โดยการหมนุคลา้ยลกัษณะของใบพดัเรอืหรือการ

หมนุเป็นเกลยีว (screw-like motion) นอกจากน้ีโพลารแ์ฟลกเจลลายงัมบีทบาทส าคญัในการท าใหเ้กิดโรค โดย

การยึดเกาะกบัองคป์ระกอบบนเซลลเ์ยื่อบุ (epithelium cell) (Kipnis; Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-

91) ส าหรบัผนงัเซลลด์า้นนอก (outer membrane) ของเชื้อ P. aeruginosa ประกอบดว้ย lipopolysaccharide 

(LPS) มโีครงสรา้งคลา้ยแบคทเีรียในแฟมลิี Enterobacteriaceae แต่มสีารเคมบีางหมู่ที่แตกต่างกนัเท่านัน้ ส่วน

ของ polysaccharide side chain ที่ยืน่ออกจากผนงัเซลลด์า้นนอกเชื่อว่าเกี่ยวขอ้งกบัความจ าเพาะทาง serology 

อีกท ัง้ยงัมีความไวต่อ bacteriophage และ bacteriocin หรือ pyocin ซึ่งเป็นเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ ในการยบัย ัง้

แบคทีเรียบางชนิด (antimicrobial peptide) เชื้ อ P. aeruginosa บางสายพนัธุ์มีการสรา้งช ัน้เมือก (slime 

layer) รอบนอกอีกช ัน้ซึ่งอาจรอบเซลลเ์ดียวหรือหลายเซลลก์็ได ้นอกจากน้ีที่ผวิเซลลข์องเชื้อ P. aeruginosa ยงั

มพีิไล (pili) ซึ่งเป็นโครงสรา้งส าคญัอีกรูปแบบหน่ึงที่ใชส้  าหรบัการเคลื่อนที่และยึดเกาะที่เซลลเ์ยื่อบุขอ งโฮสต์

( Anzai; et al. 2000: 1563-1589); (Cryz; et al. 1984: 317-351); (MacIntyre; McVeigh; & Owen. 1986: 

675-686) พิไลที่พบใน P. aeruginosa ท าใหเ้กิดการเคลื่อนที่แบบ twitching โดยเกิดจากสมบตัิของพิไลที่

สามารถหดตวัจนท าใหเ้กิดการกระตุกและเคลื่อนที่ได ้ซึ่งแตกต่างจากเซลลแ์บคทีเรียอื่นๆ ที่พิไลไม่มบีทบาท

เกี่ยวกบัการเคลือ่นที ่(Mattick. 2002: 289-314) 

ส าหรบัลกัษณะโคโลนีของเชื้อ P. aeruginosa โดยท ัว่ไปมลีกัษณะเป็นมนัวาว (glossy colonies) 

กลม มีขนาดค่อนขา้งเล็ก หลงัจากบ่มบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria agar (LA) พบว่าโคโลนีส่วนใหญ่ผลิตเม็ดสี 

(pigment) ที่มีสีเขียวน า้เงินที่มีความเป็นกลางหรือด่างซึมออกสู่อาหารเลี้ยงเชื้ อ ไดแ้ก่ สีที่มีโครงสรา้งเป็น 

phenazine เรยีกสชีนิดน้ีว่า pyocyanin สอีื่นๆ ทีส่ามารถสรา้ง ไดแ้ก่ pyoverdin (สฟีลูออเรสเซนต)์, pyorubin 

(สแีดง) และ pyomelanin (สนี า้ตาล) เชื้อ P. aeruginosa ที่ไม่ผลติเมด็ส ี(pigment) มนีอ้ยมาก ประมาณ 10-

15 เปอรเ์ซน็ต ์และไอโซเลต (isolate) ทีผ่ลติเมด็สสีแีดงม ี5 เปอรเ์ซน็ต ์(นนัทนา อรุณฤกษ.์ 2537: 258-279) 
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2.1 นิเวศวทิยา 

เชื้อ P. aeruginosa ด ารงชีวิตแบบใชอ้อกซเิจน สามารถใชพ้ลงังานจากแหล่งของไนโตรเจนและ

คารบ์อนจากสารอาหารท ัว่ไปโดยไม่จ าเป็นตอ้งอาศยั growth factor สามารถทนต่อความเขม้ขน้ของเกลอืไดสู้ง 

แต่ไม่ทนต่อสภาวะที่แหง้ (desiccation) เจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 10-42 องศาเซลเซียส (นนัทนา อรุณฤกษ์. 

2537: 258-279) และเจริญไดด้ีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถแยกไดจ้ากดิน น า้ พืช สตัว ์และคน 

เน่ืองจากเชื้ อมีความสามารถทนต่อสภาพอากาศที่แตกต่างกนัไดด้ี และตอ้งการอาหารเพียงเล็กนอ้ยใน  

การเจริญเติบโต (สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) สามารถอาศยัอยู่ในน า้ไดน้านถึง 

300 วนั แมแ้ต่ในน า้กล ัน่ เน่ืองจากเชื้อสามารถใชอ้าซเีตท (acetate) หรือคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) จากอากาศ

เป็นแหล่งคารบ์อน และแอมโมเนีย (NH3) เป็นแหล่งไนโตรเจน (นนัทนา อรุณฤกษ์. 2537: 258-279) นอกจากน้ี

เชื้ อ P. aeruginosa ยงัมีความสามารถในการปร ับตัว เพื่อใหเ้หมาะก ับสภาพแว ดลอ้มที่อาศัยอยู่ โดย 

การเปลี่ยนแปลงฟีโนไทป์กลบัไปกลบัมา ( phenotypically change) จากที่ ไม่สรา้งเมือก (non-mucoid  

P. aeruginosa) ใหส้ามารถสรา้งเมือก (mucoid P. aeruginosa) ได ้อีกท ัง้ยงัสามารถผลิต alginate ซึ่งเป็น 

พอลิแซคคาไรดท์ี่หล ัง่สู่ภายนอกเซลล ์ (exopolysaccharide) ในปริมาณสูงส าหรบัใชส้รา้งเป็น biofilm เพื่อ

ส่งเสริมการยึดเกาะพื้ นผิว และกกัเก็บสารอาหารที่อ ยู่ในแหล่งน ้าหรือตามสิ่งแวดลอ้มต่างๆ ( Boyd; & 

Chakrabarty. 1995: 162-168)  

เชื้อ P. aeruginosa สามารถพบไดท้ ัว่ไปในธรรมชาติ (Green; et al. 1984: 987-991); (Pellett; 

et al. 1983: 328-332) โดยเฉพาะสภาพแวดลอ้มที่เปียกชื้น ไดแ้ก่ ดิน ผลผลิตทางการเกษตร (Samadpour. 

2001: 7) น า้ที่ขงับนผวิหนา้ดิน น า้ดื่ม (Romling; et al. 1994: 1734-1738) น า้กล ัน่ (Favero; et al. 1971: 836-

838) สระว่ายน า้ และสปา (Cross. 1985: 156-159) และแยกไดจ้ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจในโรงพยาบาล (Jamasbi. 

1999: 10-15); (Romling; et al. 1994: 1734-1738) ส าหรบัในมนุษยม์กัพบบริเวณซอกพบัแขน ขา ในล าคอ 

อจุจาระ (นนัทนา อรุณฤกษ.์ 2537: 258-279) ฝีเยบ็ รกัแร ้และหู (สมเกยีรติ วฒันศิริชยักลุ; และคนอื่นๆ. 2547: 

1035-1041) นอกจากน้ีสภาพแวดลอ้มในโรงพยาบาลโดยเฉพาะบริเวณที่มคีวามชื้นสูงมกัเป็นแหล่งเพาะพนัธุข์อง

เชื้อไดด้ี เช่น อุปกรณ์เครื่องช่วยหายใจ สารน า้ต่างๆ ยาน า้ รวมท ัง้น า้ยาฆ่าเชื้อบางชนิด อ่างลา้งมอื ไมถู้พื้น หรือ

แมก้ระท ัง่ในอาหาร ดงันัน้เชื้อ P. aeruginosa จึงเป็นเชื้อก่อโรคที่ส  าคญัของการติดเชื้อในโรงพยาบาล อีกท ัง้ยงั

เป็นหน่ึงในเชื้อประจ าถิ่นบนร่างกายมนุษย ์อย่างไรก็ตามในคนที่แข็งแรงความชุกของเชื้อมกัจะมีค่อนขา้งต า่ 

ในขณะที่ผูป่้วยที่อยู่ในโรงพยาบาลความชุกของเชื้อจะเพิ่มสูงขึ้น โดยเฉพาะบนผวิหนงัผูป่้วยไฟไหม ้หรือน า้รอ้น

ลวก ผูป่้วยที่ใส่เครื่องช่วยหายใจ ในทางเดินอาหารของผูป่้วยที่ไดร้บัเคมบี  าบดั หรือบริเวณต่างๆ ของผูป่้วยที่
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ไดร้บัยาปฏชิีวนะ ซึ่งการมอียู่ของเชื้อน้ีตามบริเวณต่างๆ ของผูป่้วยมกัจะน าไปสู่การติดเชื้อไดใ้นที่สุด (สมเกียรติ 

วฒันศิรชิยักลุ; และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) 

 

3.1 ความส าคญัทางดา้นสาธารณสุข (Public Health Significance) 

P. aeruginosa เป็นแบคทเีรียก่อโรคที่ส  าคญัของการติดเชื้อที่เกิดขึ้นในโรงพยาบาล (nosocomial 

infection) (Baron; & Jones. 1995: 141-151); (Pollack. 1984: S617-S626); (Yamashita; et al. 2000: 107-

111) สามารถพบไดบ้่อยในน า้และแหล่งน า้ตามสถานที่พกัผ่อนต่างๆ เป็นเชื้ อฉวยโอกาส (opportunist) ที่

ก่อใหเ้กิดโรคในผูป่้วยที่มีภูมิคุม้กนัต า่ ( immunocompromised individuals) อนัเน่ืองมาจากการใชย้ากด

ภมูคุิม้กนัและการรกัษาดว้ยเคมบี  าบดั ในผูป่้วยทีม่แีผลไฟไหมรุ้นแรง (Vostrugina; et al. 2006: 576-579) หรือ

ผูป่้วยที่ติดเชื้อ human immunodeficiency virus (HIV) หรือโรคอื่นๆ ที่เป็นสาเหตุใหภู้มิคุม้กนัต า่ (Cross. 

1985: 156-159) เชื้อ P. aeruginosa สามารถท าใหเ้กดิการติดเชื้อเรื้อรงั (chronic infection) ไดท้ ัง้ในผูป่้วยโรค 

cystic fibrosis (Pujana; et al. 1999: 2071-2073) และผูป่้วยติดเชื้ อ HIV (Asboe; et al. 1998: 1771-1775) 

ส่วนในสถานพยาบาลสามารถพบเชื้อ P. aeruginosa ไดใ้นหอ้งผ่าตดั (Cross. 1985: 156-159) เครื่องมอืส าหรบั

การฟอกเลือด (Krothapalli; et al. 1982: 1862-1863); (Vanholder; Vanhaeke; & Ringoir. 1992: 19-24)  

ยาหยอดตา และคอนแทคเลนส ์(Cross. 1985: 156-159) ซึ่งน า้เป็นหน่ึงในตวักลางส าคญัที่ท  าใหเ้กดิการปนเป้ือน

ในสิง่แวดลอ้มตามสถานพยาบาล อปุกรณ์ต่างๆ ภายในสถานพยาบาล กอ๊กน า้ อ่างลา้งมอื ท่อพกัน า้ และของเล่น

เด็กลอยน า้ (Ayliffe; et al. 1974: 578-581); (Kolmos; et al. 1993: 11-21); (Ferroni; et al. 1998: 301-307); 

(Buttery et al. 1998: 509-513) นอกจากน้ีเชื้อ P. aeruginosa ยงัสามารถปนเป้ือนไดต้ามสายสวนท่อปสัสาวะ 

(Urinary catheters) และสายสวนหลอดเลือดด า  (intravenous lines) (Edgeworth; Treacher; & Eykyn. 

1999: 1421-1428) และมกัเป็นสาเหตุของโรคปอดอกัเสบเน่ืองมาจากการใชเ้ครื่องช่วยหายใจ (Ventilator-

associated pneumonia; VAP) (Bergmans; et al. 1998: 1053-1058) 

การตดิเชื้อ P. aeruginosa มกัส่งผลใหม้อีตัราการตายสูงขึ้นในผูป่้วยที่เป็นโรคมะเร็ง แผลไฟไหม ้

ผูป่้วยที่มกีารปลูกถ่ายอวยัวะ และผูป่้วยโรค cystic fibrosis (Bodey; et al. 1983: 279-293); (Buttery; et al. 

1998: 509-513) จากการศึกษาการใชย้าปฏิชีวนะและการดื้ อยาของเชื้ อ P. aeruginosa พบว่าการติดเชื้ อ  

P. aeruginosa ทีพ่บในผูป่้วยทีร่กัษาตวัในแผนกผูป่้วยหนกั (intensive care units; ICUs) มอีตัราการดื้อต่อยา 

piperacillin และ ceftazidime สูงที่สุดเมือ่เทียบกบัผูป่้วยที่อยู่แผนกผูป่้วยนอกหรือหอ้งอื่นๆ (Fridkin; et al. 

1999: 245-252) การศึกษาการติดเชื้อ P. aeruginosa ในโรงพยาบาลสวสิส ์(Swiss hospitals) พบว่าการติดเชื้อ

ในแผนกผูป่้วยหนกัมแีนวโนม้ที่สูงขึ้นกว่าแผนกอื่นๆ ในโรงพยาบาล (Pittet; et al. 1999: 37-42) สาเหตุการติด
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เชื้อ P. aeruginosa ในผูป่้วยที่เพิ่มขึ้นนัน้ส่วนหน่ึงมาจากปจัจยัต่างๆ ที่เอื้อต่อการก่อโรค เช่น ระยะเวลาการเขา้

รกัษาตวัในโรงพยาบาล อายุ และผูป่้วยที่เป็นโรคเกี่ยวกบัระบบทางเดินอาหาร ( gastrointestinal diseases) 

(Olson; et al. 1984: 808-816) ซึ่งปจัจยัดงักล่าวส่งผลใหผู้ป่้วยหลงัผ่าตดัมโีอกาสติดเชื้อที่ปอด (nosocomial 

pneumonia) เพิ่มขึ้น (Crabtree; et al. 1999: 706-709) นอกจากน้ีเชื้อ P. aeruginosa ยงัเป็นสาเหตุใหเ้กิด

การอกัเสบที่หูช ัน้นอก (external otitis) ที่เรียกว่า swimmer’s ear และยงัพบว่าการผ่าตดัศลัยกรรมบนใบหนา้

ยงัมคีวามเสีย่งทีจ่ะเกดิการตดิเชื้อ P. aeruginosa ไดอ้กีดว้ย (Samadpour. 2001: 7-18)  

เน่ืองจากเชื้อ P. aeruginosa สามารถเจรญิไดด้ใีนสภาพแวดลอ้มทีเ่ปียกชื้น ดงันัน้การแพร่ระบาด

ของเชื้ออาจเกดิขึ้นไดจ้ากการปนเป้ือนในของเหลว และเครื่องมอืส าหรบัการฟอกเลอืด (Krothapalli; et al. 1982: 

1862-1863); (Vanholder; Vanhaeke; & Ringoir. 1992: 19-24) ซึง่กรณีผูป่้วยทีม่คีวามจ าเป็นที่ตอ้งฟอกเลอืด

นัน้ การตดิเชื้อ P. aeruginosa ในเยือ่บชุ่องทอ้ง (peritonitis) เป็นภาวะแทรกซอ้นที่พบไดบ้่อยทีสุ่ด นอกจากน้ีมี

รายงานการพบการปนเป้ือนของเชื้อ P. aeruginosa ในยาหยอดตา ซึง่เป็นสาเหตุใหเ้กิดการตดิเชื้อทีต่าได ้อย่างไร

ก็ตามผูป่้วยมกัไดร้บับาดเจ็บอย่างใดอย่างหน่ึงเกิดขึ้นก่อนที่จะเกิดการติดเชื้อขึ้น (Cross. 1985: 156-159) เช่น 

เกิดการฉีกขาดหรอืเป็นแผลในกระจกตา จากนัน้เมือ่มกีารสมัผสักบัน า้ที่ปนเป้ือนหรือน า้ยาคอนแทคเลนสท์ี่อาจมี

การปนเป้ือนตัง้แต่กระบวนการผลิตจึงสามารถท าใหเ้กิดการติดเชื้อที่ ตาไดใ้นที่สุด นอกจากน้ี biofilm ที่เชื้ อ  

P. aeruginosa สรา้งขึ้นยงัเพิ่มความสามารถในการสรา้งโคโลนีบนคอนแทคเลนสแ์ละเป็นตน้เหตุใหก้ระจกตาเกิด

การอกัเสบ (keratitis) (Simmons; Tomlinson; & Seal. 1998: 860-866)  

รายงานการระบาดของเชื้ อ P. aeruginosa ในโรงพยาบาลมกัพบว่าอุปกรณ์เครื่องช่วยหายใจ 

กลอ้งส่องอวยัวะภายใน (endoscopes) การใส่เครื่องกระตุน้หวัใจ (pace makers) เขา้เสน้เลอืดด า น า้ยาฆ่าเชื้อ 

พลาสเตอรปิ์ดแผล เครื่องมือ suction ในหอ้งผ่าตดั อาหารเหลวและสระน า้ธาราบ าบดั (hydrotherapy pool) 

เป็นแหล่งแพร่เชื้อที่ส  าคญั ในขณะที่การส่งผ่านเชื้อระหว่างผูป่้วยไปยงัผูป่้วย (cross-transmission) โดยผ่านมอื

ของบุคลากรทางการแพทยน์ัน้มีโอกาสเกิดขึ้นนอ้ย (สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; และคนอื่นๆ. 2547: 1035) เชื้อ  

P. aeruginosa สามารถแยกไดจ้ากแหล่งน า้ต่างๆ ภายในสถานพยาบาล เช่น ระบบน า้ทางทนัตกรรม (dental 

waterlines) ก็สามารถเป็นแหล่งปนเป้ือนของเชื้ อได ้ (Barbeau; Gauthier; & Payment. 1998: 1019-1028) 

และ biofilms ที่สรา้งออกมาในสภาพแวดลอ้มเหล่าน้ีจะช่วยป้องกนัเชื้ อจากยาปฏิชีวนะ หรือสารตา้นจุลชีพ 

(biocides) และส่งเสริมการกกัเก็บสารอาหารท าใหเ้ชื้อที่อยู่ภายใน biofilm น้ีสามารถยึดเกาะและทนอยู่ไดเ้ป็น

เวลานาน นอกจากน้ีก๊อกน า้ตามแผนกผ่าตดัเด็ก (pediatric surgical unit) (Ferroni; et al. 1998: 301-307) 

หอ้งผูป่้วยหนกัศลัยกรรมระบบประสาท (neurosurgery ICU) (Bert; et al. 1998: 53-62) แผนกผูป่้วยที่มแีผล

ไฟไหม ้(Ayliffe; et al. 1974: 578-581); (Kolmos; et al. 1993: 11-21) และแผนกผูป่้วยโรค cystic fibrosis 

(Bobhammer; et al. 1995: 261-274) ยงัสามารถเป็นแหลง่ปนเป้ือนของเชื้อ P. aeruginosa ไดอ้กีดว้ย 
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นอกจากการติดเชื้อในโรงพยาบาลแลว้การติดเชื้อ P. aeruginosa นอกโรงพยาบาลยงัเป็นเรื่อง

ปกติที่สามารถเกิดขึ้นได ้โดยผลที่เกิดขึ้นจากการติดเชื้อน้ี ไดแ้ก่ รูขุมขนอกัเสบ ( folliculitis) หูช ัน้นอกอกัเสบ 

(external otitis) การติดเชื้อที่ระบบทางเดินปสัสาวะ (Urinary tract infection) โดยสถานที่ที่สามารถก่อใหเ้กิด

การแพร่ระบาดได ้ไดแ้ก่ อ่างน า้วน (whirlpools) (Highsmith; et al. 1985: 407-412); (Penny. 1991: 535-

542) กอ๊กน า้ อ่างน า้รอ้น เครื่องเล่น water slides และทะเลสาบน า้จืด จากการวิเคราะหน์ า้ที่ใชด้ื่มใน 7 ชุมชน 

พบว่า Pseudomonas เป็นส่วนหน่ึงในกลุ่มของแบคทีเรียท ัว่ไปที่พบมากในน า้ดื่มมากกว่าตามแหล่งน า้ท ัว่ไป 

(Armstrong; et al. 1981: 277-283) โรคผวิหนงัที่เกิดจากการติดเชื้อ P. aeruginosa สามารถเกิดไดจ้ากการใช ้

แหล่งน า้ตามสถานที่พกัผ่อน โดยมีรายงานพบว่าการใชอ่้างน า้รอ้นสามารถท าใหเ้กิดการแพร่ระบาดของเชื้อได ้

(Cross. 1985: 156-159); (Herwaldt; et al. 1991: 1-21); (Kramer; et al. 1996: 1-33); (Levine; Stephenson; 

& Craun. 1990: 1-13) เช่น การเกิดผื่นที่มีสาเหตุมาจาก P. aeruginosa ซึ่งสามารถเกิดขึ้นไดจ้ากการใชอ่้าง

น า้วนและสปาทีอ่ยู่ในเขตพื้นทีข่องประเทศสหรฐัอเมริกา (Herwaldt; et al. 1991: 1-21); (Kramer; et al. 1996: 

1-33); (Levine; Stephenson; & Craun. 1990: 1-13) การระบาดของเชื้ อ P. aeruginosa ที่ท  าใหเ้กิดผื่นและ

การอกัเสบของหูช ัน้นอกยงัสามารถเกิดขึ้นไดจ้ากการรบัเชื้อน้ีจากแหล่งน า้ตามบงึหรือทะเลสาบน า้จืดในประเทศ

เนเธอรแ์ลนด ์(Van Asperen; et al. 1995: 1407-1410) และฝรัง่เศสไดอ้ีกดว้ย (Ferley; et al. 1989: 198-205) 

 

4.1 การก่อโรค (Pathogenicity) 

เชื้ อ P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียที่ท  าใหเ้กิดโรคไดท้ ัง้ในคนและในสตัว ์ เป็นเชื้ อฉวยโอกาส 

ที่มีความรุนแรงสูงชนิดหน่ึง สามารถสรา้งสารพิษและเอนไซม์ ซึ่ ง เ ป็นปัจจ ัยที่ส่งผลต่อความรุนแรง 

ของโรค (virulence factor) ไดห้ลายชนิด (ตาราง 1) มกัพบการตดิเชื้อแบคทเีรียน้ีในผูป่้วยที่มคีวามผดิปกติของ 

ภูมคุิม้กนัอย่างใดอย่างหน่ึงเกิดขึ้นก่อนการติดเชื้อ เช่น ผิวหนงัหรือเยื่อบุถูกท าลาย มกีารสอดสิ่งแปลกปลอม  

เขา้ สู่หลอดเลือด การใส่ ท่อช่วยหายใจ หรือในผู ป่้วยที่มีภาวะเม็ดเลือดขาวต า่  ( neutropenia) ภาวะ

hypogammaglobulinemia การขาดคอมพลีเมนต์ ผู ป่้วยที่ไดร้ ับยากดภูมิคุม้ก ันหรือแมแ้ต่ผูป่้วยเอดส์ 

(สมเกียรต ิวฒันศิรชิยักลุ; และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) โดยท ัว่ไปเชื้อ P. aeruginosa มกัไมม่อีนัตรายหรอืมี

อนัตรายนอ้ยมากกบัคนที่มีสุขภาพแข็งแรง แต่จะส่งผลอย่างมากกบัผูท้ี่มีระบบภูมิคุม้กนัที่อ่อนแอ โดยการ 

ติดเชื้อขึ้นอยู่กบัความไวในการเกิดโรคของแต่ละคน ตวัอย่างเช่น ผูป้ระสบภยัไฟไหมจ้นท าใหสู้ญเสียผิวหนงั  

ช ัน้เน้ือเยือ่บุผวิหรอืสูญเสยีกลไกการป้องกนัและท าลายสิ่งแปลกปลอมด่านแรก (first-line defense) การสูญเสยี

ช ัน้เน้ือเยื่อบุผิวน้ีจะท าใหเ้ชื้ อ P. aeruginosa สามารถสมัผสัและเขา้หลอดสู่เสน้เลือด ซึ่งอาจส่งผลใหเ้กิด 

การตดิเชื้อในกระแสโลหติได ้(Samadpour. 2001: 12-13)   
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ตาราง 1 แสดงปจัจยัทีก่่อความรุนแรงของโรค (virulent factor) ของเชื้อ P.  aeruginosa 

Virulent factor Gene อา้งองิ 

Alkaline protease aprA Duong; et al. (2001): 147-158. 

Unknown aprX Duong; et al. (2001): 147-158. 

Haem-binding protein hasA Letoffe; et al. (1998): 1223-1234. 

Hemolytic phospholipase C plcH Ostroff; et al. (1990): 5915-5923. 

Non-hemolytic phospholipase C plcN Ostroff; et al. (1990): 5915-5923. 

Alkaline ceramidase P A0845 Okino; et al. (1999): 36616-36622. 

Exotoxin A (ADP-ribosyltransferase) exoA Filloux; et al. (1998): 68-72. 

Aminopeptidase P A2939 Braun; et al. (1998): 3467-3469. 

Chitin-binding protein cbpD Folders; et al. (2000): 1257-1263. 

Alkaline phosphatase lapA Ball; et al. (2002): 475-485. 

Elastase lapB Filloux; et al. (1998): 68-72. 

Lipase lipA Martinez; et al. (1998): 1235-1246. 

Protease IV prpL Wilderman; et al. (2001): 5385-5394. 

Staphylolytic protease lasA Filloux; et al. (1998): 68-72. 

Cytotoxin exoU Cornelis; & Van (2000): 735-774. 

ADP-ribosyltransferase ExoT exoT Cornelis; & Van (2000): 735-774. 

ADP-ribosyltransferase ExoS exoS Cornelis; & Van (2000): 735-774. 

Adenylate cyclase exoY Cornelis; & Van (2000): 735-774. 

Chitinase chiC Folders; et al. (2001): 1257-1263. 
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สาเหตุของการเกิดโรคในคนเน่ืองจากร่างกายผูป่้วยสรา้งแอนติบอดีไปต่อตา้นเชื้อ P. aeruginosa 

ซึ่งแอนติบอดีที่สรา้งขึ้นน้ีไม่สามารถไปก าจดัเชื้อได ้แต่จะรวมเป็น immune complex กระตุน้ inflammatory 

mediator และ cytokine ต่างๆ ดงันัน้จึงเป็นสาเหตุใหเ้กิดการอกัเสบอย่างรุนแรงตามอวยัวะต่างๆ ตวัอย่างเช่น 

เชื้ อ P. aeruginosa บางไอโซเลตสามารถท าใหเ้กิดการบาดเจ็บอย่างเฉียบพลนัของเยื่อบุหลอดเลือดที่ปอด  

(Wiener-Kronish; et al. 1993: 1661-1669); (Faure; et al. 2003: 2) หรือส่งผลใหเ้กิดการท าลายเ น้ือเยื่อ 

parenchyma ของปอด ส่งผลใหเ้กิดโรคและลดประสทิธิภาพการท างานของปอด (Caballero; et al. 2000: 669-

674) จากรายงานของ แมนเฟรดีและคนอื่นๆ ในปี ค.ศ. 2000 (Manfredi; et al. 2000: 111-118) พบอบุตัิการณ์

ของการติดเชื้อ P. aeruginosa  ในผูป่้วยติดเชื้อ HIV และพบบ่อยมากขึ้นใน advanced HIV disease ไดแ้ก่ 

ผูป่้วยโรคเอดส ์(AIDS) ที่มภีาวะเมด็เลอืดขาว CD4 ต า่ หรือมกีารใส่สายสวนท่อปสัสาวะร่วมดว้ย เชื้อน้ีสามารถ

แพร่กระจายทางกระแสโลหิตไปยงัระบบทางเดินปสัสาวะ ดงันัน้จึงสามารถตรวจเชื้อน้ีไดท้ ัง้ทางเลือดและใน

ปสัสาวะของผูป่้วยติดเชื้อ HIV และผูป่้วย AIDS  นอกจากเชื้อ P. aeruginosa จะเป็นปญัหาที่ก่อใหเ้กิดโรคแก่

มนุษยแ์ลว้ พบว่าการตดิเชื้อ P. aeruginosa ยงัก่อใหเ้กดิโรคในสตัวน์ า้ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมการเลี้ยงปลา ซึ่ง

ก่อใหเ้กิดโรคแผลตามล าตวั (ulcerative disease) ของปลา และเป็นสาเหตุใหป้ลาติดโรคเชื้อราแทรกซอ้นต่อไป 

โดยปลาที่ติดเชื้อมกัเกิดภาวะติดเชื้อในกระแสโลหิต ท าใหเ้ลอืดออกตามผวิหนงับริเวณปาก แผ่นปิดเหงอืก และ

บริเวณดา้นหลงัของล  าตวั (Samadpour. 2001: 7-18) ปลาที่มกัพบบ่อยว่าเป็นโรคน้ีไดแ้ก่ ปลาดุก ปลาบู่ ปลา

ช่อน และปลาสวยงามต่างๆ (Noga. 2000: 36616-36622) 

 

5.1 กลไกและปจัจยัที่สง่ผลต่อความรุนแรงของโรค 

เน่ืองจากเชื้ อ P. aeruginosa เป็นเชื้ อฉวยโอกาสที่ก่อใหเ้กิดการติดเชื้ อไดใ้นหลายระบบของ

ร่างกายโดยเฉพาะระบบทางเดินหายใจ ซึ่งมกัเป็นปญัหาในผูป่้วย cystic fibrosis โดยการติดเชื้อที่ส  าคญัและ

รุนแรงที่เกดิขึ้นในระบบทางเดินหายใจหรือการติดเชื้อในระบบอื่นๆ ที่มกัพบภาวะติดเชื้อในกระแสโลหติ (sepsis) 

ร่วมดว้ย กลไกการก่อโรคของเชื้อ P. aeruginosa สามารถแบ่งออกเป็น 3 ระยะคือ ระยะที่ 1 เป็นการยึดเกาะ 

(attachment) และการสรา้งโคโลนี (colonization) ระยะที่ 2 เป็นการบุกรุกเฉพาะที่ (localized invasion) และ

ระยะที่ 3 เป็นระยะที่ก่อใหเ้กิดการแพร่กระจายของโรคไปท ัว่ร่างกาย   (systemic infection) (สมเกียรติ  

วฒันศิรชิยักลุ; และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) 

 

1.5.1 การยดึเกาะและสรา้งโคโลนี  

หลงัจากร่างกายไดร้บัเชื้อจะมกีารสรา้งโคโลนีขึ้นที่เยื่อบขุองระบบทางเดินหายใจ (respiratory 

epithelium) ซึง่หากผูป่้วยอยู่ในสภาวะที่เอื้อต่อการเกิดโรค ไดแ้ก่ ผูป่้วย cystic fibrosis ผูป่้วยที่ใชเ้ครื่องช่วย
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หายใจ (mechanical ventilation) ผูป่้วยที่ระบบภูมคุิม้กนับกพร่อง ป่วยเป็นโรคปอด (Samadpour. 2001: 7-

18) หรือมอีาการบาดเจ็บของเซลล ์(cellular injury) เกดิขึ้นก่อนที่จะมกีารตดิเชื้อร่วมดว้ยยิ่งเป็นปจัจยัส่งเสรมิให ้

การยึดเกาะของเชื้ อดีขึ้น (สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) เชื้อ P. aeruginosa มี

โครงสรา้งส าคญัที่มีส่วนช่วยในการลุกล  า้เขา้สู่ร่างกายไดแ้ก่ แฟลกเจลลาและพิไล ซึ่งเป็นปจัจยัก่อใหเ้กิด 

ความรุนแรงของโรคที่อยู่บนผิวเซลล ์(cell surface virulence factors) รูปแบบหน่ึงของเชื้ อ P. aeruginosa ที่มี

บทบาทในการเคลื่อนที่ไปยงัเซลลเ์ยื่อบุและยึดเกาะเพื่อเตรียมผ่านขา้มสิ่งกีดขวางทางสรีรวิทยา (physiological 

barrier) ต่อไป 

การยดึเกาะในเบื้องตน้นัน้แฟลกเจลลาและพไิลจะไปจบัที่บรเิวณ asialo-GM1 receptor ของ 

เซลลเ์ยื่อบุ จากนัน้เกิดการจบักนัระหว่างแฟลกเจลลากบั Toll-like receptor ชนิด TLR5 และ TLR2 ท าใหเ้กิด

การกระตุน้ใหม้กีารเพิ่มการสงัเคราะหแ์ละหล ัง่ IL-8 (interleukin 8) ซึ่งเป็นสารที่มบีทบาทในกระบวนการอกัเสบ

แบบเฉียบพลนั นอกจากน้ียงัมี LPS ที่มีบทบาทคลา้ยกนัในเรื่องการยึดเกาะของเซลลแ์บคทีเรียที่บริเวณ 

เซลลเ์ยื่อบุของโฮสต ์โดย LPS จะจบักบับริเวณ asialo-GM1 receptor, CFTR และ Toll-like receptors ชนิด 

TLR4/CD14 หรือ TLR4/MD-2 ส่งผลใหม้กีารเพิ่มการสงัเคราะหแ์ละหล ัง่ IL-8 ไดเ้ช่นเดียวกนั โดยการอกัเสบที่

เกิดขึ้นจากการท าปฏกิิริยาระหว่างแฟลกเจลลาหรือ LPS ของเชื้อกบัองคป์ระกอบต่างๆ บนผวิเซลลข์องโฮสตน์ัน้ 

สามารถเกิดขึ้นโดยการกระตุน้ผ่านแนวทางที่เรียกว่า NKκB pathway โดยโครงสรา้งต่างๆ เหล่าน้ีลว้นมบีทบาท

ส าคญัในการยดึเกาะแบบไม่ผนักลบั (irreversible adhesion) นอกจากน้ีเชื้อจะมกีารสรา้งโคโลนีที่เยื่อบุทางเดิน

หายใจในระยะเริ่มตน้ (Kipnis; Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-91) จากนัน้เซลลจ์ะมกีารเจริญและแบ่ง

เซลลต่์อไปโดยการใชส้ารอาหารที่มอียู่รอบๆ ในสิ่งแวดลอ้ม ท าใหเ้กิดการเพิ่มจ านวนจนกลายเป็นกลุ่มของเซลล์ 

(colony) ทีม่ขีนาดใหญ่และเกาะรวมกนัจนเกดิเป็นช ัน้ของเซลล ์(layer of cells) ปกคลุมบรเิวณพื้นผวิ ในระยะน้ี

เซลล ์ที่ เกาะติดอยู่จะมีการผลิตสารกลุ่มพอลิเมอร์แลว้หล ัง่ออกมานอกเซลล์ (extracellular polymeric 

substances) เช่น การสรา้ง glycocalyx ชนิด alginate หรือ biofilm ออกมาคลุมอยู่ที่ผวิของกลุ่มเซลล ์ซึ่งสาร

ที่สรา้งขึ้นมาน้ีจะช่วยใหเ้ซลลย์ดึเกาะพื้นผิวไดด้ีและมคีวามเสถยีรมากขึ้น  ท าใหเ้ชื้อมคีวามตา้นทานหรือดื้อต่อยา

ปฏชิีวนะมากกว่าเชื้อที่อยู่เดี่ยวๆ (planktonic) และเป็นเหตุใหก้ าจดัเชื้อไดย้ากยิ่งขึ้น (สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; 

และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) อีกท ัง้ยงัมีบทบาทในการป้องกนัหรือหลีกเลี่ยงระบบภูมิคุม้กนัของโฮสต ์(host 

defenses) ไดแ้ก่ ลิมโฟไซต์ (lymphocytes) ฟาโกไซต์ (phagocytes) แอนติบอดี และคอมพลีเมนท ์(Kipnis; 

Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-91) 
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1.5.2 การบกุรุกเฉพาะที่  

มีปัจจยัหลายประการที่เกี่ยวขอ้งกบัการบุกรุกของเชื้ อ P. aeruginosa เน่ืองจากเชื้ อมี

ความสามารถในการปรบัตวัใหอ้ยู่รอดในสิ่งแวดลอ้มที่แตกต่างกนัได ้ เช่น การสรา้ง biofilm ขึ้นมาเพื่อหลกีเลีย่ง

หรือป้องกนัตวัเองจากการตอบสนองของระบบภูมคุิม้กนัในร่างกาย ไดแ้ก่ กระบวนการ phagocytosis การจบั

ของแอนตบิอด ีและระบบคอมพลเีมนต ์อีกท ัง้ยงัสามารถสรา้งสารพษิ (toxins) หลายชนิดซึง่เป็นปจัจยัก่อใหเ้กิด

ความรุนแรงของโรค และเอนไซม ์(enzyme) ที่หลงัออกนอกเซลล ์(secreted virulence factors) เพื่อบุกรุก 

และเขา้ท าลายเซลลโ์ฮสต ์ (สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; และคนอื่นๆ. 2547: 1035-1041) การยึดเกาะของเชื้ อ  

P. aeruginosa ที่เซลลเ์ยื่อบุจะท าใหเ้กิดการกระตุน้การท างานของ type III secretion system โดยการฉีด

สารพิษซึ่งมีอยู่ดว้ยกนัหลายชนิด ไดแ้ก่ ExoS, ExoY, ExoT, และ ExoU หรืออาจเป็นโปรตีนเอฟเฟคเตอร ์

(effector proteins) อื่นๆ ที่มีบทบาทคลา้ยกนัผ่านโครงสรา้งที่เรียกว่า syringe-like apparatus เขา้สู่ภายใน 

ไซโตพลาซึมของเซลลโ์ฮสตโ์ดยตรง (Kipnis; Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-91) สารพิษต่างๆ เหล่าน้ี

ลว้นมีบทบาทในการกระตุน้ใหเ้กิดการตายของเซลล ์หรือแมแ้ต่ยบัย ัง้กระบวนการจบักินสิ่งแปลกปลอม 

(phagocytosis) ของ neutrophil และ macrophage (Engel, J.; & Balachandran, P. 2009: 61-66) นอกจากน้ี

ยงัม ีalkaline protease ซึ่งมบีทบาทในการย่อยสลายโปรตีน fibrin ที่อยู่บนเซลลเ์ยื่อบุทางเดินหายใจของ

โฮสตผ์่าน type I secretion system ส่วน type II secretion system ไดแ้ก่ elastase, exotoxin A และ 

phospholipase C ชึ่งสารต่างๆ ที่หล ัง่ออกมานอกเซลลเ์หล่าน้ีมีบทบาทส าคญัในการก่อใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์

(cytotoxicity) และการบุกท าลาย glycoprotein ที่อยู่บนผวิเซลลท์างเดินหายใจ นอกจากน้ียงัมปีจัจยัอื่นๆ ที่มี

บทบาทคลา้ยคลงึกนัในการบุกรุกและเขา้ท าลายเซลลข์องโฮสต ์ไดแ้ก่ pyoverdine, pyocyanin, protease IV 

(Kipnis; Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-91) และ hemolysin (สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; และคนอื่นๆ. 

2547: 1036) เป็นตน้ ความสามารถในการก่อใหเ้กิดพษิต่อเซลลน้ี์เองที่น าไปสู่การบุกรุกและแพร่กระจายของเชื้อ 

P. aeruginosa ท ัว่ร่างกาย (Kipnis; Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-91) 

 

1.5.3 การแพร่กระจายของโรคไปทัว่ร่างกาย 

การแพร่กระจายของโรคไปท ัว่ร่างกายส่วนหน่ึงเกิดจากสารต่างๆ ทีก่่อใหเ้กิดการบุกรุกเฉพาะที่ 

ซึ่งในกรณีของการติดเชื้อแบบเฉียบพลนั (acute infections) การบุกรุกท าใหเ้กิดการแพร่กระจายและเกิดความ

เสียหายต่อเน้ือเยื่อเป็นบริเวณกวา้ง ขณะที่การติดเชื้อแบบเรื้อรงัโดยเฉพาะอย่างยิ่ งในผูป่้วยที่เป็นโรค cystic 

fibrosis เชื้อ P. aeruginosa สามารถปรบัตวัใหอ้ยู่รอดไดโ้ดยที่องคป์ระกอบบนผวิเซลลเ์กิดการเปลีย่นแปลงเพื่อ

หลีกเลี่ยงการถูกตรวจพบโดยระบบภูมคุิม้กนัของโฮสต ์เช่น ขณะที่เชื้อมกีารสรา้งโคโลนีที่เยื่อบุระบบทางเดิน

หายใจจะมกีารสรา้ง biofilm ขึ้นมาปกคลุมกลุม่ของโคโลนีท าใหร้ะบบภูมคุิม้กนัของโฮสตไ์มส่ามารถตรวจพบพิไล

และแฟลกเจลลาได ้ส่วนในการติดเชื้อเรื้อรงันัน้ปจัจยัทีก่่อความรุนแรงของโรคทีห่ล ัง่ออกสู่นอกเซลลน้ี์เป็นปจัจยั
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ส าคญัที่ท  าใหเ้กิดการอกัเสบเป็นเวลานาน (Kipnis; Sawa; & Wiener-Kronish. 2006: 78-91) นอกจากน้ีเชื่อว่า 

endotoxin ซึ่ง เป็น lipopolysaccharide (LPS) ที่มีอยู่จ าเพาะในเชื้ อแบคทีเรียแกรมลบ และ exotoxin A 

สามารถท าใหเ้กิดการแพร่กระจายของเชื้อไปท ัว่ร่างกายในผูป่้วยที่มีการติดเชื้อ P. aeruginosa ในกระแสโลหิต  

(P. aeruginosa sepsis) ส าหรบั LPS ของเชื้ อ P. aeruginosa มีฤทธิ์ เช่นเดียวกบัที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ

ทัว่ไปคือ มีผลท าใหเ้กิดไข ้ความดนัโลหิตต า่ลง ปสัสาวะออกนอ้ย เม็ดเลือดขาวต า่ลงหรือสูงขึ้น เกิดภาวะ 

disseminated intravascular coagulatin (DIC) และภาวะ adult respiratory distress syndrome (ARDS) 

โดยผ่านการกระตุน้ระบบแขง็ตวัของเลอืด (clotting system), fibrinolytic, kinin และคอมพลเีมนท ์(สมเกยีรติ 

วฒันศิริชยักลุ; และคนอื่นๆ. 2547: 1036) อกีท ัง้ยงัสามารถกระตุน้กระบวนการอกัเสบไดอ้กีดว้ย (Kipnis; Sawa; 

& Wiener-Kronish. 2006: 78-91) ในขณะที่  exotoxin A ออกฤทธิ์ ท  าลายเซลล ์ phagocytes โดยย ับย ั้ง

กระบวนการสงัเคราะหโ์ปรตีนภายในเซลล ์(สมเกียรติ วฒันศิริชยักุล; และคนอื่นๆ. 2547: 1036) งานวิจยัที่ผ่าน

มาพบว่า exotoxin A เป็น virulent factor ที่ส  าคญัในการก่อใหเ้กิดความรุนแรงในการติดเชื้อ P. aeruginosa 

(Liu. 1974: S94-S99); (Iglewski; & Kabat. 1975: 2284-2288); (Iglewski; Liu; & Kabat. 1977: 138-144) 

ในปี 1998 เอลซาเอม และคนอื่นๆ (EL-zaim; et al. 1998: 5551-5554) พบว่า lethal dose (LD 50%) ของ 

exotoxin A ในปริมาณ 60-80 ng ส่งผลใหเ้กดิการตายของเซลลแ์บบ necrosis และยงัพบมกีารตกเลอืดในปอด

และไตในหนูทดลองที่ติดเชื้อ P. aeruginosa โดยกลไกการท างานของ exotoxin A จะเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ 

ADP ribosylation  ซึ่งไปเร่งปฏิกิริยาทางเคมกีารจบักนัระหว่าง NAD และ elongation factor 2 ส่งผลยบัย ัง้

กระบวนการสงัเคราะหโ์ปรตีนของเซลลส์ิ่งมชีีวติ (Armstrong; Yate; & Merrill. 2002: 227); (Mannafi; et al. 

2009: 23)  

 

6.1 วธิกีารตรวจวเิคราะห ์

การจ าแนกสปีชีสด์ว้ยวิธีด ัง้เดิมท าโดยใชเ้ทคนิคทางจุลชีววิทยาโดยอาศยัการเพาะเลี้ยงเชื้อ ใน

อาหารเลี้ยงเชื้ อชนิดต่างๆ เช่น tryptic soy agar, blood agar หรือ Macconkey agar หรือเลี้ยงในอาหาร

คดัเลอืก เช่น  cetrimide agar หรือ Muller-Hinton agar (นนัทนา อรุณฤกษ.์ 2537: 275-279) การจ าแนกเชื้อ

สามารถพิจารณาจากสณัฐานวิทยาของโคโลนี เช่น  ขนาด การสรา้งรงควตัถ ุกลิน่ และความสามารถในการย่อย

สลายเม็ดเลือดแดง พบว่า P. aeruginosa เจริญไดเ้ร็วและใหโ้คโลนีมีลกัษณะแบน มีขอบโคโลนีกระจาย 

ออกไป โคโลนีส่วนใหญ่สามารถสรา้ง pigment ที่มสีเีขยีวน า้เงนิซึมออกสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ และมกีลิน่คลา้ยองุ่น  

(อรอนงค ์พริ้งศุลกะ. 2555: 226) ซึ่งการตรวจโดยใชว้ธิีเหล่าน้ีตอ้งใชเ้วลานาน มวีิธีการค่อนขา้งยุ่งยาก ซบัซอ้น 

ใชเ้วลาและตอ้งอาศยัผูท้ี่มีประสบการณ์ งานวิจยัที่ผ่านมาที่ใชว้ิธีทางจุลชีววิทยาโดยการน าเสมหะจากผูป่้วย 

โรคทางเดินหายใจเรื้อรงัและผูป่้วยในโรงพยาบาลที่มภีูมคุิม้กนัต า่มาท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ  P. aeruginosa พบว่า
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สามารถใชเ้ป็นวธิีการตรวจเบื้องตน้ได ้แต่ไมส่ามารถน ามาใชแ้ยก infection state ออกจาก colonization state 

ได ้(Noda; et al. 1992: 575-582); (Yamashita; et al. 2010: 198-204) 

การจ าแนกเชื้อที่เฉพาะเจาะจงอาศยัการทดสอบทางชีวเคมีต่างๆ (Buchanan. 1974: 220-221); 

(Gilardi. 1984: 127); (Ghanei; Abeyrathne; & Lam. 2007: 26939-26947); (MacIntyre; McVeigh; & 

Owen. 1986: 675-686); (Palleroni. 2005: 323-379) เช่น  การทดสอบการสรา้งเม็ดสี (pigments) การสรา้ง

เอนไซม ์hydrolase (hydrolase test), oxidase (oxidase test) เป็นตน้ (ตาราง 2 และ 3) อย่างไรก็ตามการ

ทดสอบทางชีวเคมีตอ้งใชเ้วลานาน และมีวิธีการที่ยุ่งยากเน่ืองจากตอ้งเสียเวลาเพิ่มในการเพาะเลี้ยงเชื้อต่อใน

อาหารชนิดแข็งนานอีกหลายสปัดาหก่์อนน าไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี  (Ghanei; Abeyrathne; & Lam. 

2007: 26939-26947); (MacIntyre; McVeigh; & Owen. 1986: 675-686); (Palleroni. 2005: 323-379) ท าให ้

การควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อเป็นไปอย่างลา่ชา้ อกีท ัง้ยงัมคีวามจ าเป็นตอ้งใชอ้าหารเลี้ยงเชื้อทีม่คีวามจ าเพาะ

และตอ้งอาศยับคุลากรทีม่คีวามเชี่ยวชาญ 

ต่อมาไดม้ผูีพ้ฒันาเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อใชพ้สูิจนเ์อกลกัษณ์เชื้อ P. aeruginosa เช่น การใช ้

เ ท ค นิ ค  Polymerase Chain Reaction (PCR) (Hassan; et al. 2012: 90-98) ก า ร ใ ช ้เ ทค นิ ค  restriction 

fragment-pattern analysis หรอื  PCR-based generation of multiple differently sized DNA  ชึ่งสามารถ

ใชใ้นการจ าแนกเชื้อ P. aeruginosa ไดโ้ดยใชพ้ื้นฐานของ genome fingerprinting techniques (Romling; et 

al. 1994: 1734-1738)  และการท า DNA hybridization (Palleroni; et al. 1972: 1-11) ในปจัจุบนัมกีารใชก้าร

หาล  าดบัของนิวคลโีอไทดข์องยีน 16S rRNA (Anzai; et al. 2000: 1563-1589); (Palleroni. 2005: 323-379) 

และการใช ้Multilocus sequence analysis (MLSA) หรือ Multilocus sequence typing (MLST) (Curran; 

et al. 2004: 5644-5649); (Johnson; et al. 2007: 3707-3712); (Khan; et al. 2008: 6194-6205) วธิเีหลา่น้ีเป็น

วธิีที่มปีระสิทธิภาพสูงโดยใชร้ะยะเวลาในการตรวจไม่นาน แต่พบว่ายงัมค่ีาใชจ่้ายที่สูง ตอ้งใชเ้ครื่องมอืที่จ  าเพาะ 

และยงัคงตอ้งอาศยับคุลากรทีม่คีวามเชี่ยวชาญ 
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ตาราง 2 การทดสอบทางชีวเคมแีสดงคุณสมบตัิบางประการของเชื้อ P. aeruginosa เปรียบเทียบกบัสปีชีสอ์ื่นๆ  

   ภายในจนีสั Pseudomonas (ปรบัปรุงจาก Buchanan, R. E. 1974: 220-221) 

Species of Pseudomonas 

P
. 
ae

ru
g
in

os
a 

P
. 
p
u
ti
d
a 

p.
 f
lu

or
es

ce
n
s 

P
. 
ch

lo
ro

ra
ph

is
 

P
. 
au

re
of

ac
ie

n
s 

P
. 
sy

in
g
ae

 

P
. 
ci

ch
or

ii
 

P
. 
st

u
tz

er
i 

P
. 
m

en
d
oc

in
a 

P
. 
al

ca
li
g
en

es
 

Fluorescent pigments d* +* + + + + + -* - - 

Pyocyanine d - - - - - - - - - 

Carotenoids - - - - - - - - + - 

Growth at 41 ºC + - - - - - - d + + 

Levan formation from 

sucrose 

- - d d d d - - - - 

Arginine dihydrolase + + + + + - - - + + 

Oxidase reaction + + + + + - + + + + 

Denitification + - d d d - - + + - 

Hydrolysis of: 

     Gelatin 

     Starch 

     poly-β-hydroxybutyrate 

 

+ 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

 

d 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

- 

+ 

- 

 

- 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

Cabon sources for growth: 

     Glucose 

     Trehalose 

     2-Ketogluconate 

     Meso-Inositol 

     Geraniol 

     L-Valine 

     β-Alanine 

     DL-Arginine 

 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

- 

- 

d 

- 

- 

- 

d 

 

+ 

- 

- 

d 

- 

- 

- 

+ 

 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

 

* = ใหผ้ลเป็นบวกหรอืลบ ≥ 90% ของสายพนัธุท์ ัง้หมด 

+ = ใหผ้ลบวก 

- = ใหผ้ลลบ 

d = ใหผ้ลบวกตัง้แต่ 10% ถงึ 90% ของสายพนัธุท์ ัง้หมดทีใ่ชท้ดสอบ 
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ตาราง 3 การทดสอบทางชีวเคมีแสดงตวัอย่างลกัษณะต่างๆ ของสปีชีสต่์างๆ ภายในจีนสั Pseudomonas  

    (ปรบัปรุงจาก Gilardi, G. L. 1984: 127) 

Species 

(number of strains) 
P
. 
ae

ru
g
in

os
a*

 (
84

) 

P
. 
m

al
to

p
h
il
a 

(5
27

) 

P
. 
ce

p
ac

ia
 (

20
1)

 

P
. 
fl
u
or

es
ce

n
s 

(1
94

) 

P
. 
p
u
ti
d
a 

(2
73

) 

P
. 
st

u
tz

er
i 

(1
68

) 

P
. 
p
u
tr

ef
ac

ie
n
s 

(7
2)

 

P
. 
p
au

ci
m

ob
il
i 

(1
10

) 

P
. 
ac

id
ov

or
an

s 
(9

5)
 

P
. 
al

ca
li
g
en

es
 (
51

) 

Oxidase 100 2 92 100 100 100 100 90 100 100 

Growth at 42 ºC 100 48 58 0 0 89 65 0 10 59 

Gas from nitrate 61 0 0 5 0 100 0 0 0 16 

Acid in O-F glucose 98 100 100 100 100 100 100 100 0 0 

Acid in O-F lactose 0 88 98 12 14 0 3 100 0 0 

Acid in O-F fructose 89 99 100 99 99 94 53 100 100 0 

Lysine decarboxylase 0 99 90 0 0 0 0 0 0 0 

Arginine dihydrolase 100 0 0 99 99 5 0 0 0 10 

Ornthing 

decarboxylase 

0 0 65 0 0 0 99 0 0 0 

Gelatin Hydrolysis 50 100 74 100 0 1 97 0 2 2 

 

ตวัเลขแสดงหน่วยเป็นอตัราส่วนรอ้ยละ 

* = Apyocyanogenic strains 

O-F = Oxidative-fermentative 
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2. โมโนโคลนอลแอนตบิอดี (Monoclonal antibodies) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่สรา้งมาจากกลุ่มเซลลพ์ลาสมาซึ่งมตีน้ก าเนิดมาจากบี-เซลล ์

เพียงเซลลเ์ดียวจึงท าใหทุ้กโมเลกุลของแอนติบอดีเหล่าน้ีมสีมบตัิเหมอืนกนัทุกประการ  ท ัง้ในดา้นความจ าเพาะ

ต่ออิพิโทปของแอนติเจน และในดา้นชนิดของสายส ั้น  (light chain) และสายยาว (heavy chain) ของ 

อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ซึ่งเป็นตวัก าหนดสมบตัิทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น  เน่ืองจาก

แอนตเิจนแต่ละชนิดมอีิพโิทปจ านวนมาก จงึสามารถชกัน าการตอบสนองโดยโคลนต่างๆ ของบ-ีเซลลจ์ านวนมากที่

ตรวจจบัแต่ละอิพโิทปเป็นผลใหม้กีารสรา้งแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยู่ในซรีมั แอนติบอดีแต่ละชนิดจะจ าเพาะ

ต่อแต่ละอิพิโทปรวมอยู่ดว้ยกนัในซีรมัเรียกว่า โพลโีคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) ซึ่งสามารถท า

หนา้ที่ต่างๆ กนัเช่น จบักบัแอนติเจนหรือกระตุน้ระบบคอมพลเีมนตใ์นการสลายแอนตเิจน ซึ่งเป็นประโยชนต่์อตวั

ของสิง่มชีวีติเองทีส่ามารถชกัน าการตอบสนองในรูปแบบต่างๆ เพื่อป้องกนัอนัตรายจากสิง่แปลกปลอมหรอืเชื้อโรค

ต่างๆ แต่ความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรมั ท าใหแ้อนติบอดีที่ไดม้คีวามจ าเพาะต า่และอาจไปท าปฏิกิริยา 

ขา้มกลุ่ม (cross reaction) กบัแอนติเจนอื่นซึ่งส่งผลใหก้ารใชป้ระโยชน์จากแอนติบอดีนัน้มีไม่มากเท่าที่ควร 

ดงันัน้การใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีที่สรา้งจาก 1 โคลนของบ-ีเซลลท์ี่มคีวามจ าเพาะต่ออิพโิทปเดียวจะสามารถ

แกป้ญัหาดงักลา่วได ้(ไพศาล สทิธกิรกลุ. 2548: 90-232) 

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธีหลอมรวมเซลล์ (somatic hybridization) ไดถู้กคิดคน้ 

เป็นผลส าเร็จโดย Köhler และ Milestein ในปี ค.ศ. 1975 โดยการน าบี-เซลลจ์ากมา้มของหนูที่ถูกกระตุน้ดว้ย

แอนติเจนทีต่อ้งการมาหลอมรวมกบัเซลลม์ะเร็งของพลาสมาเซลลห์รอืไมอิโลมาเซลล์ (myeloma cell) จากสมบตัิ

ของเซลลท์ ัง้ 2 ชนิด คือ บ-ีเซลลส์ามารถผลติแอนติบอดีไดแ้ต่ไม่สามารถมชีีวติยาวนานจึงมอีายุจ ากดั  ในขณะที่

ไมอิโลมาเซลลไ์ม่สามารถผลิตแอนติบอดีแต่สามารถแบ่งตวัเติบโตไดไ้ม่จ  ากดัใหส้มบตัิความเป็นอมตะ  ดงันัน้ 

เมื่อน าเซลลท์ ัง้ 2 ชนิดมาหลอมรวมกนั ท าใหไ้ดเ้ป็นเซลลลู์กผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) ที่สามารถสรา้ง

แอนติบอดีที่จ  าเพาะต่ออิพโิทปของแอนติเจนเพยีงชนิดเดยีวซึ่งเรียกว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดเ้ป็นจ านวนมาก

และแบง่ตวัเจรญิเตบิโตไดไ้มม่ทีี่สิ้นสุด 

หลงัจากทีม่กีารหลอมรวมไมอโิลมาเซลลก์บับี-เซลลจ์ากสตัวท์ีป่ลูกภมูคุิม้กนัดว้ยแอนติเจนทีต่อ้งการให ้

สรา้งแอนติบอดโีดยการใชพ้อลเิอทลินีไกลคอล (polyethylene glycol) ในทางปฏบิตัินัน้ไม่สามารถหลอมรวมทุก

เซลลเ์พื่อผลิตไฮบริโดมาไดท้ ัง้หมด จึงมีท ัง้เซลลท์ี่หลอมรวมกนัเองและไม่หลอมรวมกนั และมีไฮบริโดมาที่ 

ไม่ตอ้งการปะปนอยู่เป็นจ านวนมาก ดงันัน้จึงตอ้งหาภาวะทีเ่ลอืกใหเ้ฉพาะไฮบรโิดมาเท่านัน้สามารถมชีีวติรอดและ

เจริญเติบโตได ้วิธีที่ใชท้ ัว่ไป ไดแ้ก่ การใชไ้มอิโลมาเซลลท์ี่มคีวามบกพร่องในการสงัเคราะหเ์อนไซมท์ี่เกี่ยวกบั 

การสงัเคราะหนิ์วคลีโอไทด์ในขบวนการ salvage pathway คือมีความบกพร่องในการสงัเคราะหเ์อนไซม์ 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) ซึง่ท  าใหไ้ม่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเซลล์
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ที่เสริมดว้ย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT medium) เมื่อน าเซลลผ์สมที่ไดม้าเลี้ยงใน 

HAT medium น้ี ไมอิโลมาเซลลท์ี่ไม่หลอมรวมกนัหรือหลอมรวมกนัเองจะไม่สามารถมีชีวิตรอดได ้แต่จะมี

เฉพาะเซลลไ์ฮบริโดมาที่หลอมรวมระหว่างไมอิโลมาเซลลก์บับี-เซลลเ์ท่านัน้ที่สามารถมีชีวิตรอด เน่ืองจากได ้

เอนไซมท์ี่ใชใ้น salvage pathway จากบ-ีเซลล ์และในขณะเดียวกนับี-เซลลท์ี่ไม่หลอมรวมกนัหรือหลอมรวม

กนัเองจะมชีวีติรอดเพยีงระยะเวลาส ัน้ๆ และจะตายไปเองในทีสุ่ด (ไพศาล สทิธกิรกลุ. 2548: 90-232) 

การคดัเลอืกเซลลไ์ฮบริโดมาโดยใช ้HAT medium มพีื้นฐานมาจากเซลลข์องสตัวเ์ลี้ยงลูกดว้ยน า้นม 

ซึ่งส่วนใหญ่สามารถสงัเคราะหนิ์วคลโีอไทดไ์ด ้2 วิถี คือ de novo pathway และ salvage pathway ในกรณี

ของ de novo pathway จะมีข ัน้ตอนการยา้ยหมู่ methyl หรือ formyl จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยา้ยหมู่ 

methyl หรือ formyl น้ีสามารถถูกยบัย ัง้ดว้ย aminopterine ดงันัน้เมือ่ de novo pathway ถูกยบัย ัง้เซลลก์็จะ

เปลี่ยนมาใช ้salvage pathway โดยการเปลีย่นพวิรีน (purine) หรือ ไพริมดิีน (pyrimidine) เป็นนิวคลโีอไทด์

โดยตรงเพื่อใชใ้นการสงัเคราะหด์ีเอ็นเอแทน เอนไซมท์ี่เกี่ยวขอ้งใน salvage pathway นัน้ไดแ้ก่ เอนไซม ์

HGPRT และเอนไซม ์thymidine kinase (TK) ความบกพร่องในการสงัเคราะหเ์อนไซมต์วัใดตวัหน่ึงจะยบัย ัง้

การสงัเคราะหด์ีเอ็นเอใน salvage pathway ได ้ดงันัน้ aminopterin ที่มอียู่ใน HAT medium จะไปขดัขวาง 

de novo pathway ส่วน hypoxanthine และ thymidine จะท าใหเ้ซลล ์สามารถเจริญไดโ้ดยใช ้ salvage 

pathway ดงันัน้เซลลท์ี่มีความบกพร่องในการสงัเคราะหเ์อนไซม์ HGPRT หรือ TK จะไม่สามารถเจริญไดใ้น 

HAT medium เพราะไม่สามารถใช ้salvage pathway ในการสงัเคราะหด์ีเอ็นเอได ้(ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548: 

90-232) 

การผลติไฮบรโิดมานัน้มกัใชไ้มอโิลมาเซลลท์ีม่คีวามบกพร่อง 2 ประการดว้ยกนัคือ (1) มคีวามบกพร่อง

ในการส ัง เคราะห์เอนไซม์ HGPRT (HGPRT )̄ และ (2) ไม่สามารถสรา้งอิมมูโนโกล บูลินได  ้(Ig-) เพื่อ 

ใหแ้น่ใจว่าการสรา้งแอนติบอดีจากไฮบริโดมานั้นเป็นการถอดรหสัการสรา้งมาจากยีนของเซลลม์า้ม  ส่วน 

ไมอโิลมาเซลลเ์พยีงแต่ท าใหเ้ซลลส์ามารถเจริญไดไ้มม่ทีี่สิ้นสุดเท่านัน้ เมือ่ไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาทีส่รา้งแอนตบิอดแีลว้

ตอ้งมกีารคดัเลอืกไฮบริโดมาที่สรา้งแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติเจนที่ตอ้งการเน่ืองจากมไีฮบริโดมาบางเซลล์

เท่านัน้ที่ผลิตแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติเจนที่ใหแ้ก่สตัวท์ดลอง  วิธีที่ใชค้ดัเลือกโดยท ัว่ไปไดแ้ก่ ELISA 

(Enzyme-linked immunosorbent assay) และการทดสอบทางวทิยาภูมคุิม้กนั (immunoassay) รูปแบบต่างๆ 

เช่น วิธี dot-blotting, Western blotting, immunohistochemistry และอื่นๆ ตามแต่ความเหมาะสม เมื่อ

คดัเลอืกไฮบริโดมาเซลลท์ี่สรา้งแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อแอนติเจนที่ตอ้งการไดแ้ลว้ตอ้งท าการโคลนซ า้  (reclone) 

เพื่อใหแ้น่ใจว่าไฮบริโดมานั้นมีตน้ก าเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเ์ดียวจริงๆ และขยายเพิ่มจ านวนเพื่อผลิต 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดใีหไ้ดป้รมิาณตามทีต่อ้งการต่อไป (ไพศาล สทิธกิรกลุ. 2548: 90-232) 

ปจัจุบนัไดม้กีารน าเอาโมโนโคลนอลแอนตบิอดีน้ีมาประยุกตใ์ชป้ระโยชนใ์นหลายๆ ดา้นไดแ้ก่ (1) ดา้น

การวิจยั เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีประกอบดว้ยแอนติบอดีชนิดเดียวที่มคีวามจ าเพาะต่ออิพิโทปเพยีง 1 
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ต าแหน่งบนแอนติเจน จึงสามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใชใ้นการพิสูจนท์ราบ วดัปริมาณ หรือตรวจหา

ต าแหน่งของโมเลกุล เซลลห์รือจุลนิทรียต่์างๆ ไดอ้ย่างถูกตอ้งและแม่นย า (2) ในดา้นการแพทย ์โมโนโคลนอล

แอนติบอดีมปีระโยชนอ์ย่างมากในทางการแพทยใ์นแง่การวนิิจฉยั การตรวจ และการใชร้กัษาโรค ซึ่งในปจัจุบนัจะ

พบการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการวนิิจฉยัการตัง้ครรภ ์โรคจากจลุนิทรียต่์างๆ วดัปรมิาณยาในเลอืด ตรวจ

ความเขา้กนัไดข้องเน้ือเยือ่ และตรวจแอนตเิจนของเซลลม์ะเรง็บางชนิด (ไพศาล สทิธกิรกลุ, 2548: 90-232)  

เน่ืองจากเชื้อ  P. aeruginosa มโีครงสรา้งที่ผวิเซลลป็์น LPS ซึ่งมลีกัษณะเป็น multivalent epitope 

ประกอบดว้ย lipid A, core oligosaccharide และ O-antigen (Chester; et al. 1973: 305-318); (Ghanei; 

Abeyrathne; & Lam. 2007: 26939-26947) และ H-antigen ที่ ส่ วนของ  flagellum (Allison; et al. 1985: 

770-774) สามารถชกัน าการกระตุน้การตอบสนองโดยโคลนต่างๆ ของบี -เซลลจ์  านวนมากที่ตรวจจบัแต่ละ 

epitope ที่มอียู่เป็นจ านวนมากบนแอนติเจน เป็นผลใหม้กีารสรา้งแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยู่ในซรีมั ซึ่งเ รียก

แอนติบอดีแต่ละชนิดจ าเพาะต่อแต่ละอิพิโทปรวมอยู่ดว้ยกนัในซีรมัว่า โพลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal 

antibody) (ไพศาล สทิธิกรกุล. 2548: 90-232) รายงานการใช ้rabbit polyclonal antiserum ในการจ าแนกเชื้อ  

P. aeruginosa (Allison; et al. 1985: 770-774); (Pitt; et al. 1986: 179-186) พบ ว่ า ก า ร ใ ช ้โ พ ลิ โ ค ลนอล

แอนตบิอดดีงักลา่วมปีระสทิธิภาพค่อนขา้งต า่ การศึกษาต่อมาพบว่าการใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่สรา้งจากหน่ึง

โคลนของบี-เซลลท์ี่มีความจ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวสามารถแกป้ัญหาเหล่า น้ีได ้โดยมีรายงานการผลิต 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ P. aeruginosa จากหนูที่ปลูกภูมิคุม้กนัดว้ย P. aeruginosa ที่อยู่ในรูปแบบ 

formalin-fixed เป็นแอนตเิจน (Jamasbi; 1999: 10-15); (Lam; et al. 1987a: 2854-2856; 1987b: 1051-1057; 

1992: 2178-2184) ซึง่โมโนโคลนอลแอนติบอดดีงักลา่วไม่มปีฏกิิริยาขา้มกบัโปรตีนในแบคทีเรียชนิดอื่น แต่พบว่า

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดม้คีวามจ าเพาะต่อสายพนัธุท์ี่มคีวามส าคญัทางคลนิิกเท่านัน้ไม่สามารถแยกสาย

พนัธุท์ี่พบในสิ่งแวดลอ้มต่างๆ ได ้ดงันัน้ในงานวจิยัน้ีจะผลติโมโนโคนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ P. aeruginosa โดย

ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ยแบคทเีรยีท ัง้เซลล ์แลว้คดัเลอืกเฉพาะโมโนโคนอลแอนติบอดีทีจ่  าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa 

สายพนัธุต่์างๆ โดยไม่เกิดปฏกิิริยาขา้มกบัเชื้อ Pseudomonas spp. หรือแบคทเีรียแกรมลบ และแกรมบวกชนิด

อื่นๆ เพื่อใชใ้นการตรวจสอบและคดักรองเชื้อที่ก่อใหเ้กิดอนัตรายต่อมนุษยแ์ละตรวจสอบสินค ้าส่งออกที่ส  าคญั 

อีกท ัง้ยงัเป็นทางเลอืกหน่ึงที่สามารถใชใ้นการที่จะการควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ P. aeruginosa ซึ่งจะน าไปสู่การ

ดูแลรกัษาดว้ยยารกัษาดว้ยยาปฏชิวีนะทีถ่กูตอ้ง รวดเรว็ และมปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึ้น 



บทที่ 3 

 วิธีด ำเนินกำรวิจยั  

 

สตัวท์ดลองและแบคทเีรยี 

สตัวท์ดลองและแบคทเีรยีทีใ่ชม้ดีงัน้ี 

1. หนูขาว (Swiss mice) เพศเมยี อายุ 6 สปัดาห ์น า้หนกัประมาณ 25 กรมั จากศูนยส์ตัวท์ดลอง

แห่งชาต ิมหาวทิยาลยัมหดิล ศาลายา 

2. แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการทดลอง (ตาราง 4) 

ตาราง 4 แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการทดลอง 

แบคทเีรยี ช่ือย่อ รหสั เลขที่ แหล่งที่มำ 

Pseudomonas aeruginosa PA1 24988 DMST sputum 

PA2 25000 DMST sputum 

PA3 25617 DMST sputum 

PA4 25965 DMST urine 

PA5 26217 DMST sputum 

PA6 26225 DMST compost 

PA7 

 

9027 

(781) 

ATCC 

(TISTR) 

outer-ear infection 

- 

PA8 15442 ATCC animal room water bottle 

PA9 27853 ATCC blood culture 

PA10 10145 

(1101) 

ATCC 

(TISTR) 

bacterial resistance testing of latex paint 

- 

PA11 12610 DMST sputum 

PA12 15007 DMST blood culture 

PA13 15718 DMST blood 

PA14 1287 DMST pus 

PA15 16947 DMST fluid 

PA16 17941 DMST Intercostal Drainage 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

แบคทเีรยี ช่ือย่อ รหสั เลขที่ แหล่งที่มำ 

Pseudomonas aeruginosa PA17 20045 DMST cerebrospinal fluid 

PA18 25552 DMST urine 

PA19 26782 DMST heart blood 

PA20 27116 DMST endotracheal 

PA21 357 TISTR used in training course 

Pseudomonas chlororaphis PC 9446 ATCC plate contaminant 

Pseudomonas fluorescens PF1 26030 DMST Tuberous Sclerosis Complex 

PF2 13525 ATCC pre-filter tank, England 

Pseudomonas japonica PJ 1526 TISTR flower of Heliconia sp. (paksasawan), Thailand 

Pseudomonas olevorans PO 1097 TISTR epoxidizes terminal olefins 

Pseudomonas putida PP1 23201 DMST cerebrospinal fluid 

PP2 27522 ATCC - 

Pseudomonas stutzeri  PSt 22487 DMST blood culture 

Pseudomonas syringae PSy 19310 ATCC syringe vulgaris, Great Britain 

Aeromonas caviae AC 22106 DMST - 

Aeromonas hydrophila AH 22097 DMST - 

Aeromonas jandiia AJ 22100 DMST - 

Aeromonas sobria AS 22100 DMST - 

Aeromonas veronii AV - DMST - 

Escherichia  coli EC 25922 CPF - 

Enterobacter cloacae E. clo - DMSM - 

Enterococcus sp. - - - - 

Klebsiella pneumonia - - DMSM - 

Photobacterium damselae 

sub damselae 

PDD - - - 

Photobacterium damselae 

sub piscicida 

PDP - UK Sea bream 

Plesiomonas shigelloides PS1 22107 DMST rectal swab 

Proteus vulgaris PV - DMSM - 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

แบคทเีรยี ช่ือย่อ รหสั เลขที่ แหล่งที่มำ 

Shigella flexneri SF - DMSM - 

Vibrio anguillarum Vang AVL01 GB - 

Vibrio cholerae O139 VC 22135 DMST stool 

Vibrio fluvialis VF 22085 DMST rectal swab 

Vibrio haeveyi VH 22889 LMG unknown 

Vibrio mimicus VM 22088 DMST food 

Vibrio ordallii  Vord VIB02 DABU - 

Vibrio parahaemolyticus VP 22093 DMST food 

V. penaeicida Vpen - DMSC - 

Vibrio vulnificus VV 27427 DMST blood 

Yersinia rukeri - - - - 

 

หมายเหต ุ ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, U.S.A.  

 CPF = Charoen Pokphand Foods Public Co. Ltd 

 DABU = Department of Aquatic Science, Burapa Univerity 

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

 DMST = Department of Medical Science, Ministry of Public Health. Thailand 

 GB = Ghent University, Belgium 

 LMG = Laboratory of Microbiology, Ghent University, Belgium 

 TISTR = Thailand Institute of Scientific and Technological Research 

 UK = United Kingdom 

  -  = unknown 
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อปุกรณ์ 

1. Microcentrifuge  tube  ยีห่อ้ eppendorf 

2. หมอ้น่ึงฆ่าเชื้ อดว้ยไอน ้า (Autoclave) รุ่น HA-36 ของบริษทั Hirayama Manufacturing   

Corporation, Japan 

3. ตูอ้บ (Hot air oven) ของบรษิทั Sanyo, Thailand 

4. ตูบ้ม่เชื้อ (Incubator) รุ่น RO-8 ของบรษิทั Memmert, Western Germany 

5. เครื่องผสมสาร (Vortex mixter) รุ่น G560E ของบรษิทั Scientific Industries, Inc., Switzerland 

6. เครื่องช ัง่ รุ่น A200S ของบรษิทั Sartorius, Germany 

7. ตูเ้พาะเลี้ยงเซลล ์(CO2 Incubator) รุ่น NU-2500V ของบรษิทั NUAIRE, U.S.A. 

8. ตูป้ลอดเชื้อ (Laminar flow) รุ่น NU-201-330E ของบรษิทั NUAIRE, U.S.A. 

9. กลอ้ง Inverted microscope รุ่น IX 70 ของบรษิทั Olympus,  

10. เครื่อง Electrophoresis apparatus และอปุกรณ ์ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

11. ชดุ Transblot apparatus ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A.  

12. ตูแ้ช่แขง็ -20C ของบรษิทั Sanyo, Thailand 

13. ตูแ้ช่แขง็ -70C ของบรษิทั Sanyo, Thailand 

 

สำรเคมี 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) ของบริษทั Difco Laboratories, U.S.A. 

(ภาคผนวก ก) 

2. Ether ของบรษิทั Merck, Germany 

3. Agar ของบรษิทั Gibco, U.S.A. 

4. Acrylamide ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

5. Bis (N, N’-methylene-bis-acrylamide) ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

6. Tris (hydroxymethyl) aminomethane ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

7. Sodium dodecyl sulfate (SDS) ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

8. Ammonium persulfate ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

9. Dimethylsulfoxide (DMSO) ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

10. SDS molecular weight markers ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 
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11. ชดุตรวจสอบ Hybridoma sub-isotyping, mouse ของบรษิทั Zymed, U.S.A. 

12. Ethyl alcohol ของบรษิทั BDH,  

13. Formaldehyde ของบรษิทั Carlo Erba, Germany 

14. Xylene ของบรษิทั Carlo Erba, Germany 

15. Hydrogenperoxide (H2O2) 30% ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

16. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

17. GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate) 

ของบรษิทั BIO-RAD, U.S.A. 

18. Hydrochloric acid  (HCl) ของบรษิทั Merck, Germany 

19. Sodium hydroxide (NaOH) ของบรษิทั Merck, Germany 

20. Sodium chloride (NaCl) ของบรษิทั Merck, Germany 

21. Potassium chloride (KCl) ของบรษิทั Merck, Germany 

22. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) ของบรษิทั Merck, Germany 

23. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) ของบรษิทั Merck, Germany 

24. Methiolate ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

25. Triton X-100 ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

26. อาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI 1640 ของบรษิทั Gibco, U.S.A. (ภาคผนวก ค) 

27. Fetal bovine serum ของบรษิทั Starrate, Australia 

28. Calf bovine serum ของบรษิทั Starrate, Australia 

29. D-glucose ของบรษิทั Gibco, U.S.A. 

30. L-glutamine ของบรษิทั Gibco, U.S.A. 

31. Sodium pyruvate ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

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

33. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(Phosphate buffered saline, PBS) 0.15 M pH 7.2 (ภาคผนวก ช) 

34. HT supplements ของบรษิทั Gibco, U.S.A. 

35. Aminopterin ของบรษิทั Sigma, U.S.A. 

36. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) ของบรษิทั Amresco 
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วธิดี ำเนินกำรวจิยั 

1 กำรเตรียมแอนตเิจนและกำรปลูกภมิูคุม้กนัในหนูขำว  

1.1 กำรเตรียมแบคทเีรยี 

รวบรวมเชื้อแบคทีเรีย P. aeruginosa, Pseudomonas spp. และแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆ 

ดงัที่แสดงไวใ้นตาราง 4 น ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar (TSA) ส่วนแบคทเีรยีสกุล Vibrio น ามา

เลี้ยงในอาหารเลี้ยง TSA ที่เติม NaCl เขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซน็ต ์(น า้หนกั/ปริมาตร) บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 24 ช ัว่โมง โดยเลี้ยงและคดัเลอืกเชื้อจนไดเ้ชื้อบริสุทธิ์ ท  าการเพิ่มจ านวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA และ

เก็บเซลลแ์บคทเีรียในรูปของสารแขวนลอยโดยใชอ้าหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth (TSB) ที่เติมกลเีซอรอล 20 

เปอรเ์ซ็นต ์แลว้เก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ-70 องศาเซลเซียส และแบคทีเรียที่ไดส้่วนหน่ึงจะถูกเก็บโดยเติมบพัเฟอร ์

0.15 M phosphate buffered saline (PBS) และดูดเซลลแ์บคทีเรียเก็บในรูปสารแขวนลอย จากนัน้ลา้งเซลล์

แขวนลอยเพื่อก าจดั exotoxin และน าไปฆ่าดว้ยความรอ้น (heat killed) ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 

1 ช ัว่โมง วดัค่าการดูดกลนืแสง (OD) ที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร แลว้เจอืจางสารแขวนลอยเซลลด์ว้ย PBS 

ใหม้ค่ีา OD เท่ากบั 1.0 (เทยีบเท่าปรมิาณ 1× 109 CFU/ml) (ภาพประกอบ 1) เกบ็ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

เพือ่ใชส้  าหรบัการทดสอบและปลูกภมูคุิม้กนัในหนูขาวต่อไป 

 

1.2 กำรเตรียมแอนตเิจน  

ท าการเตรียมแบคทเีรีย โดยแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ คือ รูปแบบ heat-killed โดยการฆ่าดว้ย

ความรอ้นที่อณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ช ัว่โมง และรูปแบบ formalin-fixed (ภาพประกอบ 1) โดยน า

แบคทเีรียในรูปแบบ heat-killed มาผสมกบั 40% formaldehyde ในอตัราส่วน 1: 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ทิ้ง

ไวท้ี่อุณหภูมหิอ้ง 5 ช ัว่โมง หรือที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช ัว่โมง จากนัน้น าไปท า dialyse ในน า้กล ัน่ที่

อณุหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 1 สปัดาห ์หรือจนกว่าจะหมดกลิน่ของ formaldehyde จากนัน้แบ่งแอนตเิจนทีไ่ดใ้ส่หลอด 

microcentrifuge และเกบ็ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เพือ่ใชส้  าหรบัการปลูกภมูคุิม้กนัในหนูต่อไป 

 

1.3 กำรปลูกภมิูคุม้กนั   

การปลูกภูมคุิม้กนัใหก้บัหนูขาวแบง่ออกเป็น 2 ชุดตามรูปแบบของแอนตเิจนทีใ่ชใ้นการกระตุน้ 

คือ 1) ชดุทีป่ลูกภมูคุิม้กนัดว้ยเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 21 ไอโซเลตเป็นแอนตเิจน และ 2) ชดุทีป่ลูกภมูคุิม้กนั

ดว้ยเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 8 ไอโซเลต ไดแ้ก่ PA1, PA4, PA5, PA13, PA14, PA16, PA17 และ PA21 

เป็นแอนติเจน ซึ่งเชื้อ P. aeruginosa ที่ใชส้  าหรบัปลูกภูมคุิม้กนัในหนูขาวชุดที่ 2 น้ีคดัเลอืกจากผลการทดสอบ

ความจ าเพาะของแอนตซิรีมัทีไ่ดจ้ากหนูขาวชดุที ่1 ดว้ยวธิ ีdot blotting  
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การปลูกภูมิคุม้กนัหนูคร ัง้แรกท าโดยน าแอนติเจนที่เตรียมไดจ้ากวิธีการในขอ้ 1.2 ท ัง้ 2 

รูปแบบ ผสมในอตัราส่วนเท่ากนั แลว้น ามาผสมกบั complete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1: 1 (ปริมาตร

ต่อปริมาตร) ก่อนน าไปฉีดเขา้ทางช่องทอ้ง (intraperitoneal injection) ของหนูขาว จ านวน 4 ตวั ตวัละ 100 

ไมโครลติร (ภาพประกอบ 1) จากนัน้ทุก 2 สปัดาหฉี์ดกระตุน้อีก 3 คร ัง้ โดยใชแ้อนติเจนผสมกบั incomplete 

Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1: 1 (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) หลงัจากท าการฉีดคร ัง้ที ่4  ประมาณ 1 สปัดาห ์ท า

การเก็บเลอืดหนูแต่ละตวัเพื่อใชใ้นการตรวจหาความจ าเพาะของแอนติซรีมัต่อเชื้อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ 

โดยวธิ ีWestern blotting แลว้เลอืกหนูตวัทีม่กีารตอบสนองดีทีสุ่ดมาใชส้  าหรบัการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาต่อไป 

 

1.4 กำรเกบ็เลอืดหนู 

หลงัจากการปลูกภมูคุิม้กนัคร ัง้ 4 เป็นเวลา 1 สปัดาห ์ท าการเกบ็เลอืดหนู โดยการสลบหนูดว้ย 

ether จากนั้นน าหนูออกมาวางบนพื้นสะอาดที่เช็ดดว้ย 70% ethyl alcohol จบัหนังบริเวณหลงัหูของหนู 

ดงึขึ้นใหต้งึจนตาถลนออกเลก็นอ้ย น า sterile pasture pipett (เคลอืบดว้ย silicone เพือ่ชะลออตัราการแขง็ตวั

ของเลอืด) ที่สวมเขา้กบัหลอดยาง สอดปลายปิเปตตรงกลางเบา้ตาดา้นล่างเฉียงไปทางดา้นหลงัเลก็นอ้ย เพื่อดนั

กลุ่มเสน้เลอืดบริเวณแอ่งเลอืดบริเวณตา (orbital sinus) ใหแ้ตก ดูดเบาๆ จนเลอืดไหลเขา้สู่ปิเปตในปริมาตรที่

ตอ้งการประมาณ 0.5-1 มลิลลิติร ระวงัอย่าใหเ้กดิฟองอากาศเน่ืองจากจะเร่งใหเ้ลอืดแขง็ตวั ดูดเลอืดใส่ใน sterile 

microcentrifuge tube ตัง้ทิ้งไวใ้หเ้ลอืดแขง็ตวั จากนัน้น าไปปัน่เหวี่ยงเพื่อแยกซีรมัที่ความเร็ว 3,000 ×g เป็น

เวลา 5 นาท ีท าการดูดซีรมั (ส่วนใสดา้นบน) แต่ละหลอดของหนูแต่ละตวัแยกเก็บไว ้โดยเติม 1% methiorate 

ในอตัราส่วน 1: 100 (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) เพือ่ป้องกนัการเจริญของจุลนิทรยี ์จากนัน้ท าการดูดซบัแอนติซรีมัทีไ่ด ้

ดว้ยเชื้อ V. parahaemolyticus ในอตัราส่วน 1: 1 (ปรมิาตรต่อปริมาตร) น าแอนตซิรีมัที่ไดไ้ปเกบ็ไวท้ี่อณุหภมู ิ-

20 องศาเซลเซียส ซึ่งการเก็บเลอืดหนูสามารถเก็บซ า้ไดโ้ดยทิ้งช่วงการเก็บเลือดแต่ละคร ัง้เป็นเวลาอย่างนอ้ย 1 

เดือน จากนัน้น าแอนติซรีมัที่ไดไ้ปตรวจหาความจ าเพาะของแอนติซรีมัต่อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ โดยวธิี 

dot blotting และ Western blotting (ภาพประกอบ 1) แลว้เลอืกหนูขาวตวัที่ตอบสนองดีที่สุดมาใชส้  าหรบัการ

ผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาต่อไป  
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2 กำรผลติเซลลไ์ฮบรโิดมำ 

ข ัน้ตอนการผลติเซลลไ์ฮบริโดมาดดัแปลงจากวธิกีารทีพ่ฒันาขึ้นโดย Köhler และ Milstein (1975) 

โดยน าหนูที่ไดร้บัการปลูกภมูคุิม้กนัดว้ยเชื้อ P. aeruginosa ทีต่อบสนองดีทีสุ่ดมาท าการฉีดดว้ยแบคทเีรยีท ัง้ 2 

รูปแบบทีผ่สมกบั incomplete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1: 1 ปรมิาณ 100 ไมโครลติร อกีคร ัง้ก่อนการ

ผลติเซลลลู์กผสม 3 วนั จากนัน้แยกเซลลม์า้ม แลว้น ามาหลอมรวมกบั P3X myeloma cell (เซลลม์ะเรง็ของหนู) 

โดยใช ้50% polyethylene glycol (PEG) ผสมเซลลใ์หเ้ขา้กนัเป็นเวลา 1 นาท ีแลว้เตมิอาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI ที่

มสี่วนผสมของ hypoxanthine (H) และ thymidine (T) แลว้ท าการบม่เซลลไ์วใ้นตูบ้่มอณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

ทีม่ ี5% กา๊ซคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) เป็นเวลา 2 ช ัว่โมง จากนัน้กระจายเซลลล์งเลี้ยงในถาดเลี้ยงเซลล ์ 96 wells 

microculture plate ทีม่อีาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI กบั 20% Fetal calf bovine serum (FBS) และ aminopterin 

(A) จ านวน 20 plate เลี้ยงเซลลต่์อเป็นระยะเวลาประมาณ 7-10 วนั ตรวจดูการเจริญของเซลล ์แลว้ท าการทดสอบ

เพือ่คดัเลอืกเซลลไ์ฮบรโิดมาทีส่รา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทีจ่  าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa ดว้ยวธิ ีdot blotting 

และ Western blotting จากนัน้น าเซลลไ์ฮบรโิดมาที่ผ่านการคดัเลอืกแลว้มาท าการโคลนซ า้ (reclone) เพือ่ให ้

แน่ใจว่าเซลลไ์ฮบรโิดมานัน้มตีน้ก าเนิดมาจากไฮบรโิดมาเพยีงเซลลเ์ดยีว ดว้ยวธิ ี limited dilution และขยายเพิม่

จ านวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพือ่ใหไ้ดป้ริมาณตามทีต่อ้งการ จากนัน้เก็บเซลลแ์ช่แขง็ในไนโตรเจนเหลว (liquid 

N2) ส่วนน า้เลี้ยงเซลลท์ีไ่ดจ้ะเก็บไวใ้ชท้ดสอบต่อไป (ภาพประกอบ 2) 

 

3 กำรคดัเลอืกเซลลไ์ฮบรโิดมำ 

ข ัน้ตอนการผลติเซลลไ์ฮบริโดมาที่เลี้ยงใน 96 wells microculture plate จ านวน 20 plate ท าให ้

ไดไ้ฮบริโดมาจ านวนมากจึงจ าเป็นตอ้งคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อเชื้ อ  

P. aeruginosa โดยท าการคดัเลือก 2 ข ัน้ตอน คือ ข ัน้ที่ 1 คดัเลอืกดว้ยวิธี dot blotting และคดัเลอืกข ัน้ที่ 2 

ดว้ยวธิ ีdot blotting และ Western blotting ต่อไป 

 

3.1 กำรคดัเลอืกขัน้ที่ 1 โดยวธิี dot blotting 

น าเชื้อ P. aeruginosa และเชื้ อ V. parahaemolyticus ที่อยู่ในรูป heat-killed มาหยดลง

บนกระดาษ nitrocellulose membrane (ความเขม้ขน้ 108 CFU/ml) อบที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาท ีแช่ในสารละลาย 1% blotto (นมพร่องมนัเนย 1% ที่ละลายใน PBS) เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้น ามาบ่มใน

น า้เลี้ยงเซลลใ์นแต่ละหลุม (น า้ยาเลี้ยงเซลลเ์จือจาง 1: 8 ใน 1% blotto) ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ช ัว่โมง 

หลงัจากนัน้ลา้งดว้ย PBS แลว้น าไปบ่มต่อใน goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish 



29 

 

peroxidase conjugate (GAM-HRP) เจือจาง 1: 1,500 ในสารละลาย 1% blotto ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  

3 ช ัว่โมง ลา้งดว้ย PBS 4 คร ั้ง จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาในสารละลาย substrate ที่ประกอบดว้ย 0.03% 

diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 0.05% cobalt chloride (CoCl2) ละลายใน 

PBS (Sithigorngul; et al, 2000) (ภาพประกอบ 3) เลอืกไฮบริโดมาโคลนหลุมที่ใหส้ีเกิดขึ้นบน nitrocellulose 

membrane ที่จ  าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa แต่ไม่จ  าเพาะต่อเชื้อ V. parahaemolyticus ไปคดัเลือกต่อโดย

การตรวจสอบความจ าเพาะ (specificity test) โดยวธิ ีdot blotting และ Western blotting ก่อนน าไป reclone 

และ cryopreservation ส าหรบัการศึกษาต่อไป  
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เชื้อ P. aeruginosa, Pseudomonas spp. 

และแบคทเีรยีแกรมลบต่างๆ 

 

เพิม่จ  านวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ triptic soy agar (TSA) 

 

เก็บเซลลใ์หอ้ยู่ในรูปสารแขวนลอยโดยใช ้PBS 

 

วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร 

 

เจอืจางดว้ย PBS ใหม้ค่ีาการดูดกลนืแสงเทา่กบั 1.0 (~10
9
 CFU/ml) 

 

ท าใหต้ายดว้ยความรอ้น (heat-killed) ทีอ่ณุหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส 

 

heat-killed form   formalin fixed form 

 

ปลูกภูมคิุม้กนัในหนูขาว 

 

เก็บเลอืดจากแอ่งเลอืดบรเิวณเบา้ตาหนู (orbital sinus) 

 

ปัน่แยกแอนติซรีมัออกจากเลอืดหนู 

 

ดูดซบัแอนติซรีมัของหนูแต่ละตวั 

ดว้ย Vibrio parahaemolyticus [1:1] 

 

ทดสอบความจ าเพาะของโพลโิคลนอลแอนตบิอดต่ีอเชื้อ P. aeruginosa 

 

dot blotting และ Western blotting 

 

 

ภาพประกอบ 1 แผนผงัการเตรียมแอนตเิจนและการปลูกภมูคุิม้กนัในหนูขาว 
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ภาพประกอบ 2 แผนผงัการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมา (ดดัแปลงจากไพศาล สทิธกิรกลุ. 2548: 94) 

37˚C, 5% CO2, 2 hrs. 
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ภาพประกอบ 3 แผนผงัการคดัเลอืกข ัน้ที่ 1 (ขอ้ 3.1) ดว้ยวธิ ีdot blotting (ดดัแปลงจาก Sithigorngul; et al.  

     2000) 

 

หยดลงบน nitrocellulose membrane 
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3.2 กำรคดัเลอืกขัน้ที่ 2  

3.2.1 กำรคดัเลอืกจำกปฏกิริยิำขำ้มโดยวธิี Dot blotting 

น าเชื้อ P. aeruginosa , Pseudomonas spp. และแบคทเีรียแกรมลบชนิดต่างๆ ทีอ่ยู่รูป 

heat-killed form ที่ไดแ้สดงไวใ้นตาราง 4 มาหยดบน nitrocellulose membrane (ความเขม้ขน้ 108  CFU/ml 

ตวัอย่างละ 1 ไมโครลติร/หยด) อบที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีแช่ในสารละลาย 1% blotto 

เป็นเวลา 10 นาที แลว้น ามาบ่มในน ้าเลี้ ยงเซลลจ์ากไฮบริโดมาในแต่ละหลุมที่ผ่านการคัดเลือกโดยวิธี  

dot blotting ในข ัน้ตอนที่ 1 (เจอืจาง 1: 40 ในสารละลาย 1% blotto) ที่อณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 5 ช ัว่โมง จากนัน้

น ามาผ่านข ัน้ตอนต่างๆ เหมอืนกบัในขอ้ 3.1 ตรวจสอบปฏกิิริยาขา้มกบัแบคทีเรียชนิดอื่นๆ จากจุดสดี าที่เกิดขึ้น

บน nitrocellulose membrane 

 

3.2.2 กำรคดัเลอืกโดยวธิี Western blotting 

น าเชื้ อ P. aeruginosa จ านวน 12 ไอโซเลต (PA1, PA4, PA5, PA8, PA11, PA13, 

PA15, PA18, PA21 และ PA22) ในรูปแบบ heat-killed มาผสมกบั 2X treatment buffer อตัราส่วน 1: 1 

(ปริมาตรต่อปริมาตร) น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 90 วินาที ท าการแยกแถบโปรตีนดว้ยวิธี  sodium 

dodesylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยเตรยีม 15% separating gel (ตาราง 

5) ผ่านกระแสไฟฟ้า 80 โวลต ์จากนัน้น าเจลไปท าการยา้ยโปรตีนจากเจลลงสู่ nitrocellulose membrane โดยใช ้

transblot apparatus ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ 50 โวลต ์เป็นเวลา 3 ช ัว่โมง น า nitrocellulose membrane แช่ใน

สารละลาย 1% blotto เป็นเวลา 10 นาท ีตดัแบ่งใหเ้ป็นเสน้ที่มขีนาดประมาณ 0.3-0.5 เซนติเมตร แลว้น ามาบ่ม

ดว้ยน า้เลี้ยงเซลลจ์ากไฮบริโดมาในแต่ละหลุมที่ผ่านการคดัเลอืกโดยวิธี dot blotting ในข ัน้ตอนแรกแลว้ ที่เจือ

จาง 1:40 ใน 1% blotto ทีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 5 ช ัว่โมง จากนัน้ลา้งดว้ย PBS น าไปบม่ใน GAM–HRP เจอืจาง

ในอตัราส่วน 1: 1,500 ในสารละลาย 1% blotto ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 ช ัว่โมง จากนัน้ลา้งดว้ย PBS และ

น าไปบ่มในสารละลาย substrate (0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 ละลายใน PBS) (ภาพประกอบ 

4) ตรวจดูแถบของโปรตีนสดี าที่เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีจบักบัแอนติเจนเพื่อยืนยนัความจ าเพาะของ 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดต่ีอ P. aeruginosa  
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ตาราง 5 ส่วนผสมของ SDS-PAGE (ดดัแปลงมาจาก Hoefer. 1986) 

สำร 
15% separating gel 

(30 มิลลลิติร) 

4% stacking gel 

(5 มิลลลิติร) 

30%T 2.7% CBis (Monomer) 

1.5 M Tris-Cl pH 8.8 (Buffer2) 

0.5 M Tris-Cl pH 6.8 (Buffer2) 

10% SDS 

น า้กล ัน่ 

10% ammonium persulfate (Amp) 

TEMED 

15  มลิลลิติร 

7.5 มลิลลิติร 

- 

300 ไมโครลติร 

6.75  มลิลลิติร 

150 ไมโครลติร 

20 ไมโครลติร 

0.67 มลิลลิติร 

- 

1.25 มลิลลิติร 

50 ไมโครลติร 

3.05 มลิลลิติร 

50 ไมโครลติร 

5 ไมโครลติร 

 

3.3 กำรโคลนซ ้ำดว้ยวธิี limited dilution 

กระจายเซลลไ์ฮบริโดมาที่คดัเลอืกแลว้โดยใชปิ้เปตดูดสารละลายขึ้นลงหลายๆ คร ัง้ หยดเซลล์

แขวนลอยลงในจานเลี้ยงเชื้อใหม้ีจ  านวนเซลลป์ระมาณ 100 เซลล ์โดยนบัจ านวนเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง inverted 

microscope จากนัน้เติม HT medium (อาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI 1640 ที่เสริมดว้ย 20% fetal bovine serum, 

เมด็เลอืดแดง 0.5%, hypoxanthine และ thymidine) ปริมาตร 6 มลิลลิติร ดูดเซลลแ์ขวนลอยลงใน 96 well 

microculture plate จ านวน 32 หลุมแรก (คอลมัน ์1-4, แถว A-H) ปรมิาตร 100 ไมโครลติร เตมิ HT medium 

เพิ่มในจานเลี้ยงเชื้อปริมาตร 2 มลิลลิติร แลว้ดูดใส่ลงใน 32 หลุมหลงั (คอลมัน ์5-12, แถว A-D) หลุมละ 100 

ไมโครลติร เติม HT medium เพิ่มในจานเลี้ยงเชื้ออีก 2 มลิลลิติร แลว้ดูดใส่ลงใน 32 หลุมที่เหลอื (คอลมัน ์5-

12, แถว E-H) บ่มใน CO2 incubator (5% CO2 ) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ประมาณ 10-12 วนั ตรวจสอบ

หลุมที่มโีคลนเดี่ยวภายใตก้ลอ้ง inverted microscope จากนัน้น าน า้เลี้ยงเซลลม์าทดสอบดว้ยวธิี dot blotting 

และขยายเพิม่จ านวนเซลล ์

3.4 กำรเกบ็เซลลไ์ฮบรโิดมำ 

เลี้ยงเซลลไ์ฮบริโดมาใหเ้จริญอยู่ในระยะ log phase ในอาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI 1640 ที่เสริม

ดว้ย 20% fetal bovine serum ดูดเซลลแ์ขวนลอยลงในหลอด ปัน่แยกเซลลท์ี่ความเร็ว 3,000 × g เป็นเวลา  

5 นาที แยกสารละลายส่วนใสเก็บรกัษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดสอบต่อไป ส่วน 

เซลลไ์ฮบริโดมาที่ตกตะกอนอยู่กน้หลอดน ามาเติมสารละลาย 12% ไดเมทลิซลัฟอกไซด ์(DMSO) ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร ลงไปผสมกบัเซลลไ์ฮบริโดมา ดูดเซลลแ์ขวนลอยลงใน cryopreservation tube แลว้เก็บรกัษาใน 

ถงัไนโตรเจนเหลว (อณุหภมู ิ-196 องศาเซลเซยีส) 
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ภาพประกอบ 4 แผนผงัการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ เชื้ อ P. aeruginosa ใน 

     การคดัเลอืกข ัน้ที ่2 ดว้ยวธิ ีdot blotting และ Western blotting 
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4. กำรศึกษำสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

หลงัจากการโคลนซ า้ดว้ยวิธี  limited dilution ท าการทดสอบยืนยนัน ้าเลี้ ยงเซลลจ์ากเซลล ์

ไฮบริโดมาที่ผ่านการคดัเลือกแต่ละโคลนที่ไดโ้ดยการตรวจสอบปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียชนิดต่างๆ  ดว้ยวิธี  

dot blotting ตามวธิีการในขอ้ 3.2.1 และตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จบักบัแอนติเจน

ขนาดน า้หนกัโมเลกลุต่างๆ ดว้ยวธิี Western blotting ตามวธิกีารในขอ้ 3.2.2 จากนัน้น าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี

ที่ผลิตไดม้าจ าแนก class และ subclass ดว้ยวิธี sandwich ELISA และทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้ อ  

P. aeruginosa ดว้ยวธิ ีdot blotting  

 

4.1 กำรจ ำแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี sandwich ELISA 

โดยใช ้sub-isotyping kit จาก Zymed Laboratories โดยท าการเคลือบ 96 well microculture plate ดว้ย 

goat anti-mouse IgG (GAM-IgG) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-12 

ช ัว่โมง และลา้งดว้ยสารละลาย 0.5% blotto หลุมละ 150 ไมโครลิตร 3 คร ัง้ๆ ละ 10 นาที เติมสารละลาย 5% 

blotto หลุมละ 50 ไมโครลติร เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตอ้งการทดสอบ เจือจาง 

1: 50 ในสารละลาย 5% blotto แถวละ 1 ชนิด (1-12) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 

ช ัว่โมง และลา้งดว้ยสารละลาย 0.5% blotto หลุมละ 150 ไมโครลติร 4 คร ัง้ๆ ละ 10 นาท ีแลว้เตมิ rabbit anti-

isotype antibodies (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM, λ และ κ) เจือจาง 1: 20 ในสารละลาย 0.5% 

blotto แถวละ 1 ชนิด (A-H) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 ช ัว่โมง และลา้งดว้ย

สารละลาย 5% blotto หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4 คร ัง้ๆ ละ 10 นาที เติม goat anti-rabbit IgG heavy and 

light chain horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP) เจือจาง 1: 1,000 ในสารละลาย 5% blotto 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 ช ัว่โมง และลา้งดว้ย PBS หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4  

คร ัง้ๆ ละ 10 นาที จากนัน้น าไปท าปฏิกิริยาในสารละลายซบัสเตรต O-phenylenediamine dihydrochloride 

(OPD) 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และ 0.006% H2O2 ใน 0.1 โมลาร ์ซิเตรทบฟัเฟอร ์หลุมละ 100 ไมโครลติร เป็น

เวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ย 1 นอรม์อล กรดซลัฟูริก หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลโดยสงัเกตสีที่

เกิดขึ้นในแต่ละหลุม หรืออ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดว้ย microplate reader  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดจะใหส้ีเขม้ 1 หลุมตาม isotype และอีก 1 หลุมตามชนิดของโปรตีนสายส ัน้ 

(light chain) (ภาพประกอบ 5) 
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4.2 กำรทดสอบควำมไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกำรตรวจหำเช้ือ P. aeruginosa โดย

วธิี dot blotting 

น า เ ชื้ อ  P. aeruginosa ที่ อ ยู่สภาพ heat-killed ซึ่ งมีคว าม เข ม้ข น้ ต่ า งๆ ก ันตั้ง แ ต่   

108 CFU/ml จนถงึ 103 CFU/ml ไปหยดลงบน nitrocellulose membrane ประมาณ 1 ไมโครลติร/หยด อบที่

อณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีแช่ในสารละลาย 1% blotto บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดแีต่ละ

ชนิดที่ตอ้งการทดสอบ แลว้น ามาผ่านข ัน้ตอนเหมือนกบัในขอ้ 3.1 จากนัน้ตรวจดูระดบัความเขม้ขน้ของเชื้ อ  

P. aeruginosa ทีต่  า่สุดทีส่ามารถท าปฏกิริิยากบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีซึง่สามารถสงัเกตเหน็ไดด้ว้ยตาเปลา่ 
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ภาพประกอบ 5 วิธีการทดลองการจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ดดัแปลงจาก  

     Winotaphan et al. 2005: 189-198) 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

1. การปลูกภมิูคุม้กนัในหนูขาว 

หลงัจากกระตุน้ภูมคุิม้กนัในหนูขาวคร ัง้ที่ 4 แลว้ ท าการเก็บแอนติซีรมั (mouse-anti P. aeruginosa 

antiserum) และน ามาดูดซบัดว้ย V. parahaemolyticus แลว้น าไปทดสอบความจ าเพาะต่อ P. aeruginosa  

ไอโซเลตต่างๆ โดยวิธี  dot blotting พบว่าแอนติซีรมัจากหนูขาวชุดที่ 1 ท ัง้ 3 ตวัที่ปลูกภูมิคุม้ก ันดว้ย  

P. aeruginosa จ านวน 21 ไอโซเลต สามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัเชื้ อ P. aerginosa ทัง้ 21 ไอโซเลตและ

สามารถเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชื้ อ Pseudomonas สปีชีสอ์ื่นๆ ที่ใชท้ดสอบ (ภาพประกอบ 6) และเมื่อทดสอบ

ความจ าเพาะของแอนติซรีมัของหนูแต่ละตวัดว้ยวธิี Western blotting เพือ่ตรวจสอบความสามารถในการจบักบั

แอนติเจนที่ขนาดต่างๆ พบว่าแอนติซรีมัที่ไดจ้ากหนูท ัง้ 3 ตวัสามารถจบักบัแถบแอนติเจนของ P. aeruginosa  

ไอโซเลตต่างๆ ไดเ้ป็นจ านวนมาก (ภาพประกอบ 7) โดยหนูขาวท ัง้ 3 ตวัใหผ้ลการตอบสนองที่คลา้ยกนัจึงเลอืกหนู

ท ัง้ 3 ตวัมาใชใ้นการผลติเซลลไ์ฮบริโดมา ท ัง้น้ีหลงัจากการตรวจสอบเชื้อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ ดว้ยวธิี 

PCR แลว้พบว่า PA15 ไมใ่ช่เชื้อ P. aeruginosa จงึไมไ่ดน้ ามาใชใ้นการทดสอบต่อไป  

ส าหรบัการปลูกภูมิคุม้กนัในหนูขาวชุดที่ 2 นัน้ไดค้ดัเลือกเชื้ อ P. aeruginosa จ านวน 8 ไอโซเลต 

ไดแ้ก่ PA1, PA4, PA5, PA13, PA14, PA16, PA17 และ PA21 โดยคดัเลอืกจากการทดสอบแอนตซิรีมัของหนู

ขาวชุดที่ 1 ในการจบัเชื้อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ ดว้ยวธิี dot blotting โดยพจิารณาจากผลการติดสเีขม้

และจางของเชื้อ P. aeruginosa (ภาพประกอบ 7) ซึ่งหลงัจากปลูกภูมคุิม้กนัคร ัง้ที่ 4 แลว้น าแอนติซีรมัที่ไดจ้าก

หนูขาว 2 ตวัมาทดสอบพบว่าสามารถจบักบัเชื้อ P. aerginosa ไดท้ ัง้ 21 ไอโซเลตและสามารถเกิดปฏกิิริยาขา้ม

กบัเชื้อ Pseudomonas สปีชีสอ์ื่นๆ เมือ่ทดสอบดว้ยวธิี dot blotting (ภาพประกอบ 8) และเมือ่ทดสอบดว้ยวธิี 

Western blotting พบว่าสามารถจบัแถบแอนติเจนของ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ ไดเ้ป็นจ านวนมาก โดย 

หนูขาวตวัที่ 1 ใหผ้ลการตอบสนองดีที่สุดและพบแถบโปรตีนเป็นจ านวนมากและชดัเจน (ภาพประกอบ 9) ดงันัน้

จงึไดน้ าหนูขาวตวัที ่1 ทีใ่หผ้ลการตอบสนองดทีีสุ่ดมาท าการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาต่อไป 
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ภาพประกอบ 6 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาว 3 ตวัที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa  

จ านวน 21 ไอโซเลต ดว้ยวิธี dot blotting โดยหยดแบคทเีรียชนิดต่างๆ ความเขม้ขน้ 1× 10
8
 CFU/ml ที่ท  าให ้

ตายดว้ยความรอ้นลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลติร/จดุ) และน าไปบ่มกบัแอนตซิรีมั จากหนูขาวแต่ละตวั 

(No.1-3) ซึ่งแบคทีเรียที่ใชท้ดสอบมีดงันี้  1-22 = P. aeruginosa, 23 = P. chlororaphis, 24 = P. japonica, 25 =  

P. oleovorans, 26 = P. putida, 27 = P. stutzeri, 28 = P. syringae, 29 = A. carviae, 30 = A. hydrophila, 31 

= A. sobria, 32 = E. coli, 33 = V. anguillarum, 34 = V. cholera, 35 = V. fluvialis, 36 = V. harveyi, 37 =  

V. minicus, 38 = V. ordallii, 39 = V. parahaemolyticus, 40 = V. vulnificus, ว ง ก ลม  = ตัว แ ทน ข อ ง เ ชื้ อ  

P. aeruginosa ที่ใชใ้นการปลูกภูมคิุม้กนัในหนูชุดที่ 2, * = จากการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR พบว่า PA15 

ไมใ่ช่เชื้อ P. aeruginosa จงึไมไ่ดน้ ามาใชใ้นการทดสอบต่อไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No. 1 No. 2 No. 3 

* * * 

1 
6 

11 
16 
21 
26 
31 
36 
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ภาพประกอบ 7 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาว 3 ตวัที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa  

     จ านวน 21 ไอโซเลต ดว้ยวธิ ีWestern blotting โดยน า P. aeruginosa (PA) ไอโซเลต PA2 (2) , PA5 (5),  

     PA8 (8) , PA15 (15) และ V. parahaemolyticus (VP) มาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าแลว้ยา้ยโปรตนีจากเจลลง 

     สู่แผ่นไนโตรเซลลูโลส แลว้น าไปบ่มกบัแอนติซีรมัจากหนูขาวแต่ละตวั (No.1-3) ลูกศรสีน า้เงนิ = ตวัอย่าง 

     แถบของแอนติเจนที่ปรากฏใหเ้ห็นในทุกๆ ไอโซเลตของ P. aeruginosa, ลูกศรสีแดง = ตวัอย่างแถบของ 

     แอนติเจนที่ปรากฏใหเ้ห็นในบางไอโซเลตเท่านัน้โดยที่ไม่มีปรากฏใหเ้ห็นในไอโซเลตอื่น , * = จากการ 

     ตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR พบว่า PA15 ไมใ่ช่เชื้อ P. aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

* * * 
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ภาพประกอบ 8 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาว 2 ตวัที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa  

จ านวน 8 ไอโซเลต ดว้ยวธิ ีdot blotting โดยหยดแบคทเีรยีชนิดต่างๆ ความเขม้ขน้ 1× 10
8
 CFU/ml ทีท่  าใหต้าย

ดว้ยความรอ้นลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลติร/จุด) และน าไปบ่มกบัแอนติซีรมัจากหนูขาวแต่ละตวั 

(No.1-2) ซึ่งแบคทีเรียที่ใชท้ดสอบมีดงันี้  1-22 = P. aeruginosa, 23 = P. chlororaphis, 24 = P. japonica, 25 =  

P. oleovorans, 26 = P. putida, 27 = P. stutzeri, 28 = P. syringae, 29 = A. carviae, 30 = A. hydrophila,  

31 = A. sobria, 32 = E. coli, 33 = V. anguillarum, 34 = V. cholera, 35 = V. fluvialis, 36 = V. harveyi, 37 = 

V. minicus, 38 = V. ordallii, 39 = V. parahaemolyticus, 40 = V. vulnificus, * = จ ากการตรวจสอบด ้วย

เทคนิค PCR พบว่า PA15 ไมใ่ช่เชื้อ P. aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

No. 2 No. 1 

* * 

1 
6 

11 
16 
21 
26 
31 
36 
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ภาพประกอบ 9 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาว 2 ตวัที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa  

     จ านวน 8 ไอโซเลต ไดแ้ก่ PA1, PA4, PA5, PA13, PA14, PA16, PA17 และ PA21 ดว้ยวิธี Western  

     blotting โดยน า P. aeruginosa (PA) ไอโซเลต PA5 (5), PA14 (14), PA17 (17), PA21 (21) และ VP มา 

     แยกดว้ยกระแสไฟฟ้าแลว้ยา้ยโปรตีนจากเจลลงสู่แผ่นไนโตรเซลลูโลส น าไปบ่มกบัแอนติซีรมัจากหนูขาวแต่ 

     ละตวั (No. 1-2) 
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2. การผลติและคดัเลอืกเซลลไ์ฮบรโิดมา 

จากการน าหนูขาวชุดที่ 1 ที่มีการตอบสนองดีที่สุดท ัง้ 3 ตวั มาผลติเซลลไ์ฮบริโดมาซึ่งภายหลงัจาก

คดัเลอืกเซลลไ์ฮบริโดมาในข ัน้แรกโดยวธิี dot blotting พบว่าม ีculture media ประมาณ 52 หลุม จากท ัง้หมด 

2,000 หลุมที่ใหผ้ลบวก โดยแต่ละหลุมมโีคโลนีของเซลลไ์ฮบริโดมาประมาณ 1-4 โคโลนี และจากการคดัเลอืกใน

ข ัน้ที่ 2 โดยวิธี Western blotting และจากปฏกิิริยาขา้มกบั Pseudomonas spp. และแบคทีเรียแกรมลบชนิด

อื่นๆ พบว่ามเีซลลไ์ฮบรโิดมาจ านวน 12 โคลน ไดแ้ก่ PA108-A2, PA109-C1, PA115-H5, PA201-A5, PA202-

C1, PA202-E6, PA204-B12, PA205-A11, PA205-F4, PA208-D11, PA210-H8 และ  PA302-A6 ที่ ส ร ้า ง

แอนติบอดีทีม่คีวามจ าเพาะสูงและแสดงปฏกิิรยิาขา้มกบับางไอโซเลตภายในสายพนัธุ ์(ตาราง 6 และ ภาพประกอบ 

10)  

ส าหรบัการผลติเซลลไ์ฮบริโดมาจากหนูขาวชุดที่ 2 โดยใชห้นูขาวตวัที่ 1 ที่มกีารตอบสนองดทีี่สุดที่ปลูก

ภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa ท ัง้เซลลจ์  านวน 8 ไอโซเลต หลงัจากคดัเลอืกเซลลไ์ฮบริโดมาในข ัน้แรกโดยวิธี  

dot blotting พบว่ามี culture media ประมาณ 4 หลุม จากท ัง้หมด 2,000 หลุม ที่ใหผ้ลบวก และจากการ

คดัเลือกในข ัน้ที่ 2 โดยวิธี Western blotting และจากปฏิกิริยาขา้มกบั Pseudomonas spp. และแบคทีเรีย 

แกรมลบชนิดอื่นๆ พบว่ามเีซลลไ์ฮบริโดมาจ านวน 3 โคลน ไดแ้ก่ PA401-D1, PA403-H8 และ PA408-D10 ที่

สรา้งแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูงและแสดงปฏิกิริยาขา้มกบับางสปีชีสภ์ายในจีนสั Pseudomonas (ตาราง 6 

และ ภาพประกอบ 10)  

 

3. การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

จากการทดลองพบว่าสามารถแบ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดจ้ากหนูขาวที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย  

P. aeruginosa ออกเป็น 2 กลุม่ (ตาราง 6) ดงัน้ี 

กลุ่มที่ 1 ประกอบดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ านวน 7 โคลน ไดแ้ก่ PA115-H5, PA204-B12, 

PA205-A11, PA208-D11, PA302-A6, PA401-D1 และ PA408-D10 ซึ่งสามารถจ ับไดอ้ย่างจ าเพาะต่อเชื้ อ  

P. aeruginosa บางไอโซเลตที่แตกต่างกนั (ตาราง 6) โดยไม่แสดงปฏิกิริยาขา้มกบั Pseudomonas และ

แบคทีเรียชนิดอื่นๆ ที่ใชใ้นการทดสอบ (ภาพประกอบ 10 A ถึง G) และเมื่อทดสอบความจ าเพาะของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนดว้ยวิธี Western blotting เพื่อตรวจสอบความสามารถในการจบักบั

แอนติเจนที่ขนาดต่างๆ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท ัง้ 7 โคลนสามารถจบักบัแอนติเจนที่มีขนาดน า้หนกั

โมเลกุลประมาณ 36-309, 50-106, 62-300, 25-195, 14-195, และ 36-140 กิโลดาลตันตามล าด ับ ยกเวน้ 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีโคลน PA401-D1 ทีไ่มส่ามารถจบักบัแถบแอนตเิจนใดๆ ในการทดสอบดว้ยวธิ ีWestern 

blotting (ภาพประกอบ 11 A ถงึ G)  

กลุ่มที่ 2 ประกอบดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ านวน 8 โคลน ไดแ้ก่ PA108-A2, PA109-C1, 

PA201-A5, PA202-C1, PA202-E6, PA205-F4, PA210-H8 และ PA403-H8 ซึ่งสามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะต่อ

เชื้อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ ที่แตกต่างกนั (ตาราง 6) และแสดงปฏกิิริยาขา้มกบัสปีชีสต่์างๆ ภายในจีนสั 
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Pseudomonas โดยไมเ่กดิปฏกิริิยาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นทีใ่ชใ้นการทดสอบ (ภาพประกอบ 10 H ถงึ O) และ

เมื่อทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแต่ละโคลนดว้ยวิธี Western blotting เพื่อตรวจสอบความสามารถ 

ในการจบักบัแอนติเจนที่ขนาดต่างๆ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท ัง้ 8 โคลนสามารถจบักบัแอนติเจนที่ม ี

ขนาดน า้หนกัโมเลกุลประมาณ 48, 60, 12 และ 20, 55-195, 38 และ 42, 13, 28-58 และ 13-36, และ 60-140 

กโิลดาลตนัตามล าดบั (ภาพประกอบ 11 H ถงึ O)  

 

4. การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีท ัง้ 2 กลุ่มที่ผลติไดส้่วนใหญ่สรา้งแอนติบอดีที่มี class และ subclass เป็น 

IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 และ มเีพยีง 5 โคลนทีส่รา้ง IgM (ตาราง 6) 

 

5. การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีในการตรวจหา P. aeruginosa โดยวธิี dot blotting 

จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดดว้ยวิธี dot blotting โดยใชเ้ชื้ อ  

P. aeruginosa ไอโซเลตต่างกนัไดแ้ก่ PA4, PA5, PA6, PA7, PA10 และ PA12 (คดัเลอืกจากผล dot blotting 

ทีใ่หจุ้ดเขม้ที่สุด ภาพประกอบ 10) พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดม้คีวามไวในระดบัที่แตกต่างกนัตัง้แต่ 

5× 106 ถึง 8× 103 CFU/ml โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี PA408-D10 มีความไวในการตรวจสูงที่สุดประมาณ 

8× 103 CFU/ml (ตาราง 6 และ ภาพประกอบ 12) 
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ตาราง 6 แสดงสมบตัต่ิางๆ ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่  าเพาะต่อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ 

Group MAbs Isotype Bacterial immunoreactivity 
a
 

Detected antigen by 

Western blot 
b
 (kDa) 

Sensitivity 
c
 

(CFU/ml) 

1 

PA115-H5 IgM PA4, 11, 12, 16, 21 36-309 (LPS) 4× 104 (PA12) 

PA204-B12 IgG3 PA6, 9, 10, 14, 21 50-106 (LPS) 1× 106 (PA6) 

PA205-A11 IgM PA11, 12, 20 62-300 (LPS) 1× 106 (PA12) 

PA208-D11 IgG1 PA7, 8, 19 25-195 (LPS) 2× 105 (PA7) 

PA302-A6 IgG2b PA7, 8, 18 14-195 (LPS) 1× 106 (PA7) 

PA401-D1 IgG2a PA6, 9, 10, 21 - 1× 106 (PA10) 

PA408-D10 IgG2b PA6, 9, 10, 14, 21 36-140 (LPS) 8× 103 (PA10) 

2 

PA108-A2 IgG2a PA1-21, PC, PJ, PO, PP, PSt, PSy 48 1× 106 (PA4) 

PA109-C1 IgG2b PA1-21, PJ, PO, PP1, PSt, PSy 60 5× 106 (PA4) 

PA201-A5 IgG2b PA1-21, PC, PJ, PO, PP, PSt, PSy 12, 20  5× 106 (PA4) 

PA202-C1 IgM PA2, 5, 16, PSy 55-195 (LPS) 1× 106 (PA5) 

PA202-E6 IgG2b PA1-5, 6-12, 14-21, PC, PJ, PO, PSy 38, 42 5× 106 (PA4) 

PA205-F4 IgM PA1-5, 8-11, 13-21, PC, PJ, PO,  PP, 

PSt, PSy 

13 5× 106 (PA4) 

PA210-H8 IgM PA2, 3, 5, 6, 7, 9, 10-12, 14, 18-21, 

PSy 

28-58 (LPS) 5× 106 (PA12) 

PA403-H8 IgG2b PA2, 5, 15, PSy 13-36, 60-140 (LPS) 2× 105 (PA5) 

PA = P. aeruginosa, PC = P. chlororaphis, PJ = P. japonica, PO = P. oleovorans, PP = P. putida, 

PSt = P. stutzeri, PSy = P. syringae 

a การทดสอบปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียชนิดต่างๆ ดว้ยวิธี dot blotting โดยหยดแบคทีเรียชนิดต่างๆ ความ

เขม้ขน้ 1× 108 CFU/ml ที่ท  าใหต้ายดว้ยความรอ้นลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลติร/จุด) และน าไปบ่ม

ดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอดชีนิดต่างๆ 

b การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี Western blotting โดยน าส่วนผสมของเชื้ อ  

P. aeruginosa จ านวน 6 ไอโซเลต ไดแ้ก่ PA1, 4, 5, 7, 12, 13, 15, and 18 มาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า (15% 

SDS-PAGE) จากนัน้ท าการยา้ยโปรตีนจากเจลลงสู่แผ่นไนโตรเซลลูโลสและน าไปบ่มกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ต่างๆ 

c การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีในการตรวจหาเชื้อ P. aeuginosa ดว้ยวธิ ีdot blotting  

- ไมส่ามารถจบักบัแถบแอนตเิจนใดๆ ไดเ้มือ่ทดสอบดว้ยวธิ ีWestern blotting 

 

 



47 

 

 

ภาพประกอบ 10 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มต่างๆ (A-O) กบัแบคทเีรียชนิดต่างๆ  

ดว้ยวิธี dot blotting โดยหยดแบคทีเรียชนิดต่างๆ ความเขม้ขน้ 1× 10
8
 CFU/ml ที่ท  าใหต้ายดว้ยความรอ้น 

ลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลติร/จุด) และน าไปบ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนต่างๆ ไดแ้ก่  

(A) PA115-H5, (B) PA204- B12, (C) PA205-A11, (D) PA208- D11, (E) PA302-A6, (F) PA401- D1, (G) 

PA408-D10, (H) PA108-A2, (I) PA109-C1, (J) PA201-A5, (K) PA202-C1, (L) PA202-E6, (M) PA205-F4, 

(N) PA210-H8 แ ล ะ  (O) PA403-H8 ซึ่ ง แ บ ค ที เ รี ย ที่ ใ ช ้ท ด ส อ บมีด ัง นี้  1-21 = P. aeruginosa, 22 =  

P. chlororaphis, 23 = P. japonica, 24 = P. oleovorans, 25 = P. putida, 26 = P. stutzeri, 27 = P. syringae, 

28 = A. carviae, 29 = A. hydrophila, 30 = A. sobria, 31 = A. jandiia, 32 = A. veronii, 33 = E. coli,  

34 = Enterobacter cloacae, 35 = Enterococcus sp., 36 = Klebsiella pneumonia, 37 = Shigella flexneri,  

38 = Photobacterium damselae sub damselae, 39 = Photobacterium damselae sub piscicida,  

40 = Proteus vulgaris, 41 = V. penaeicida, 42 = V. anguillarum, 43 = V. cholera, 44 = V. fluvialis,  

45 = V. harveyi, 46 = V. minicus, 47 = V. ordallii, 48 = V. parahaemolyticus, 49 = V. vulnificus,  

50 = Yersinia rukeri, a = clinical isolate, b = environmental isolate 
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ภาพประกอบ 11 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท ัง้ 12 โคลน ดว้ยวธิี Western blotting 

โดยน าเชื้อ P. aeruginosa (PA) จ านวน 6 ไอโซเลต ไดแ้ก่ PA4 (4), PA5 (5), PA6 (6), PA7 (7), PA10 

(10) และ PA12 (12) ในรูปแบบเชื้อธรรมชาติทีท่  าใหต้ายดว้ยความรอ้นมาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า (15% SDS-

PAGE) จากนัน้ท าการยา้ยโปรตีนจากเจลลงสู่แผ่นไนโตรเซลลูโลส และน าไปบ่มกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี

จากโคลนต่างๆ ไดแ้ก่ (A) PA115-H5, (B) PA204-B12, (C) PA205-A11, (D) PA208-D11, (E) PA302-

A6, (F) PA401- D1, (G) PA408- D10, (H) PA108- A2, (I) PA109- C1, (J) PA201- A5, (K) PA202- C1, 

(L) PA202-E6, (M) PA205-F4, (N) PA210-H8 และ (O) PA403-H8, หมายเหตุ เชื้ อที่ใชใ้นการทดสอบ

คดัเลอืกจากไอโซเลตทีต่ดิสเีขม้จาการทดสอบดว้ยวธิ ีdot blotting ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลน  
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ภาพประกอบ 12 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา P. aeruginosa ดว้ยวิธี  

dot blotting โดยหยด P. aeruginosa (PA) ไอโซเลตต่างๆ ไดแ้ก่ PA4 (4), PA5 (5), PA6 (6), PA7 (7), 

PA10 (10) และ PA12 (12) ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ กนัตัง้แต่ 1× 108 CFU/ml จนถงึ 3.2× 102 CFU/ml ลงบน

แผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และน าไปบ่มกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ (A) 

PA115- H5, (B) PA204- B12, (C) PA205- A11, (D) PA208- D11, (E) PA302- A6, (F) PA401- D1, (G) 

PA408-D10, (H) PA108-A2, (I) PA109-C1, (J) PA201-A5, (K) PA202-C1, (L) PA202-E6, (M) PA205-

F4, (N) PA210-H8 และ (O) PA403-H8, หวัลูกศร = ความเขม้ขน้ต า่ สุดของเชื้ อ P. aeruginosa ที ่

โมโนโคลนอลแอนตบิอดสีามารถจบัได ้



บทที่ 5 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

 

จากการตรวจสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัของหนูขาวที่ผ่านการปลูกภูมิคุม้กนัดว้ยแอนติเจน

รูปแบบต่างๆ ดว้ยวิธี Western blotting พบว่ามีรูปแบบการตอบสนองต่อแอนติเจนของ P. aeruginosa ที่

แตกต่างกนั ซึ่งการใชแ้อนติเจนรูปแบบ formalin fixed form ควบคู่กบั heat-killed form ในการกระตุน้

ภูมิคุม้กนัช่วยเพิ่มโอกาสใหห้นูขาวสามารถสรา้งแอนติบอดีตอบสนองต่ออิพิโทปต่างๆ  ของแอนติเจนได ้

หลากหลายมากขึ้น การมีอิพิโทปเป็นจ านวนมากท าใหบ้ี-เซลลต์รวจจบัแต่ละอิพิโทปของแอนติเจนส่งผลใหม้ี 

การตอบสนองโดยการกระตุน้ใหเ้ซลลแ์บ่งตวัเพิ่มจ านวนโคลนและสรา้งแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยู่ใน 

แอนติซีรมั (โพลีโคลนอลแอนติบอดี) เมื่อตรวจดูความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาวที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย

แอนติเจนท ัง้ 2 ลกัษณะโดยวิธี dot blotting พบว่าสามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัเชื้ อ P. aerginosa ทัง้ 21  

ไอโซเลตและสามารถเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชื้ อ Pseudomonas สปีชีส ์อื่นๆ ที่ใชท้ดสอบ และเมื่อทดสอบ

ความจ าเพาะของแอนติซรีมัของหนูแต่ละตวัดว้ยวธิี Western blotting เพือ่ตรวจสอบความสามารถในการจบักบั

แอนติเจนที่มขีนาดต่างๆ สงัเกตพบแถบของแอนติเจนบางแถบปรากฏใหเ้ห็นในบางไอโซเลตเท่านัน้โดยที่ไม่มี

ปรากฏใหเ้ห็นในไอโซเลตอื่น แสดงใหเ้ห็นถึงความแตกต่างระหว่างไอโซเลตของ P. aeruginosa นอกจากน้ียงั

สงัเกตพบแถบของแอนติเจนบางแถบที่ปรากฏใหเ้ห็นในทุกๆ ไอโซเลตของ P. aeruginosa แสดงใหเ้ห็นว่า

แบคทีเรียที่มีความใกลช้ิดกนัเหล่าน้ีมีแอนติเจนชนิดเดียวกนัร่วมกนัอยู่  และเมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบ

ความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาวท ัง้ 2 ชุด ดว้ยวิธี Western blotting พบว่าแอนติซีรมัของหนูแต่ละตวัมี

รูปแบบการตอบสนองต่อแถบแอนติเจนขนาดต่างๆ ของเชื้ อ P. aeruginosa ที่แตกต่างกนั ท ัง้น้ีเน่ืองมาจาก 

แอนติซีรมัที่ใชท้ดสอบมาจากหนูขาวคนละตวั ซึ่งหนูแต่ละตวัมกีารตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัต่อแอนติเจน

ชนิดต่างๆ ที่ไม่เหมอืนกนั จึงท าใหล้กัษณะความจ าเพาะของแอนติซีรมัที่ไดม้รูีปแบบการตอบสนองที่แตกต่างกนั

ออกไปถงึแมจ้ะถูกกระตุน้ภูมคุิม้กนัดว้ยแอนติเจนชนิดเดียวกนัก็ตาม โดยหนูขาวท ัง้ 3 ตวั ที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย 

P. aeruginosa จ านวน 21 ไอโซเลต และหนูขาวตวัที ่1 ทีป่ลูกภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa จ านวน 8 ไอโซเลต 

ใหผ้ลการตอบสนองดีที่สุดและพบแถบแอนติเจนเป็นจ านวนมากและชดัเจนกว่าหนูต ัวอื่นๆ ดงันัน้จึงน าหนู

ดงักลา่วมาใชใ้นการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมา 

จากการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมาโดยใชห้นูขาวที่มีการตอบสนองดีที่สุดท ัง้ 3 ตวัที่ปลูกภูมิคุม้กนัดว้ย  

P. aeruginosa ท ัง้เซลลจ์  านวน 21 ไอโซเลต และหนูขาวตวัที่ 1 ที่ปลูกภูมคุิม้กนัดว้ย P. aeruginosa จ านวน 8 

ไอโซเลต พบว่ามไีฮบริโดมาจ านวน 15 โคลนที่สรา้งแอนติบอดีที่มคีวามจ าเพาะสูงและแสดงปฏกิิริยาขา้มกบับาง 

ไอโซเลตภายในสายพนัธุเ์ดียวกนั โดยสามารถจ าแนกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตามความจ าเพาะออกเป็น 2 กลุ่ม 

ดงัน้ี 
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โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มที่ 1 ประกอบดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ านวน 7 โคลน ไดแ้ก่ 

PA115- H5, PA204- B12, PA205- A11, PA208- D11, PA302- A6, PA401- D1 แ ล ะ  PA408- D10 ซึ่ ง มี

ความจ าเพาะต่อเชื้อ P. aeruginosa บางไอโซเลตที่แตกต่างกนัโดยไม่แสดงปฏิกิริยาขา้มกบั Pseudomonas 

spp. และแบคทีเรียชนิดอื่นที่ใชใ้นการทดสอบ และเมือ่ทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละ

โคลนดว้ยวิธี Western blotting เพื่อตรวจสอบความสามารถในการจบักบัแอนติเจนที่ขนาดต่างๆ พบว่า 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดจ้  านวน 6 โคลนสามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัแอนติเจนในส่วนของ LPS โดย 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี PA115-H5, PA208-D11 และ PA302-D6 สามารถจบักบัแถบของโอแอนติเจนที่มี

ลกัษณะคลา้ยข ัน้บนัได (ladder-like O-antigen bands) ในขณะที่ PA204-B12, PA205-A11 และ PA408-

D10 สามารถจ ับกบัแถบของแอนติเจนที่มีขนาดใหญ่หรือมีน ้าหนักโมเลกุลสูง  (high-molecular-weight  

O-antigen bands; HMW O-antigen) ซึ่งจากการศึกษาก่อนหนา้น้ีเกี่ยวกบั common lipopolysaccharide 

antigen ของเชื้ อ P. aeruginosa สายพนัธุต่์างๆ โดยการทดสอบดว้ยวิธี silver-stained SDS-PAGE และ 

Western blotting พบว่าโครงสรา้ง LPS ของเชื้อ P. aeruginosa มรูีปแบบของแถบแอนติเจนแบ่งออกเป็น 2 

ล ักษณะตามขนาดของโมเลกุล ไดแ้ ก่  high-molecular-weight (HMW) O-antigen bands และ low-

molecular-weight (LMW) O-antigen bands โดยส่วนของ HMW O-antigen ที่เชื้ อ P. aeruginosa สรา้ง

ขึ้นประกอบดว้ยแอนติเจนที่มีโครงสรา้งต่างกนั  2 รูปแบบ ไดแ้ก่ A-band และ B-band ซึ่งโครงสรา้งของ  

A-band มลีกัษณะเป็น trisaccharide ที่ประกอบดว้ยน า้ตาลชนิดเดียวกนั (homopolymer) 3 โมเลกุลเรียงต่อ

กนัเป็นสายยาวประมาณ 70 หน่วย ส่วนโครงสรา้งของ B-band นัน้มลีกัษณะการจดัเรยีงโมเลกุลที่เกดิจากน า้ตาล

ต่างชนิด (heteropolymer) 2 ถงึ 5 โมเลกลุ (di to pentasaccharide) มาเชื่อมต่อกนัเป็นสายทีค่่อนขา้งยาวกว่า 

A-band ซึ่งเมื่อสงัเกตต าแหน่งของแถบแอนติเจนบนแผ่นเจลพบ B-band อยู่ในต าแหน่งที่สูงกว่า A-band 

ในขณะที่แอนติเจนที่มขีนาดเลก็หรือมนี า้หนกัโมเลกุลต า่ (LMW O-antigen) ประกอบดว้ยแถบแอนติเจนที่เป็น

ส่วนของ core-lipid A ซึ่งพบแถบของแอนติเจนปรากฏอยู่ในต าแหน่งดา้นล่างของแผ่นเจล (Cryz; et al. 1984: 

508-513; Duchese; et al. 1988: 191-194; Lam; et al. 1989: 962-967; Stanislavsky & Lam. 1997: 243-

277) ส่วนโมโนโคลนอลแอนตบิอดี PA401-D1 ไมส่ามารถจบักบัแถบแอนติเจนใดๆ เมือ่ทดสอบดว้ยวธิ ีWestern 

blotting อาจเน่ืองมาจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าวไม่สามารถจบักบัแอนติเจนในรูปแบบเสยีสภาพได ้ซึ่ง

สอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ีเกี่ยวกบัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อ outer membrane 

protein ของ V. cholerae พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดจ้  านวนหน่ึงสามารถจบักบัแอนติเจนที่อยู่ใน

ลกัษณะของแบคทีเรียท ัง้เซลลแ์ละ outer membrane protein ได ้แต่ไม่สามารถจบักบัแถบแอนติเจนใดๆ เมื่อ

ทดสอบดว้ยวิธี Western blotting ท ัง้ น้ีอาจเน่ืองมาจาก SDS มีผลท าใหโ้ครงสรา้งตติยภูมิของโปรตีน

เปลี่ยนแปลงไป โดยอิพิโทปของแอนติเจนอาจหลุดออกจาก bilayer lipid membrane หรืออยู่ในต าแหน่งที่ไม่

สามารถเขา้ถึงไดส้่งผลใหแ้อนติบอดีที่ใชใ้นการทดสอบไม่สามารถจบัได ้ (Sciortino; Yang; & Finkelstein. 

1985; 122-131) จากความแตกต่างกนัของความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดท้ ัง้ 7 โคลนเหล่าน้ี

ซึง่เมือ่น ามาใชใ้นการตรวจสอบร่วมกนั (combination) จะสามารถใชใ้นการตรวจสอบการตดิเชื้อ P. aeruginosa 
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ไดเ้พยีง 13 ไอโซเลตจากท ัง้หมด 21 ไอโซเลตที่ใชใ้นการทดสอบ ซึ่งชี้ใหเ้หน็ว่า P. aeruginosa แต่ละไอโซเลตที่

รวบรวมมาจากแหลง่ต่างๆ มคีวามหลากหลายสูง จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Rocchetta และคณะ เมือ่ปี ค.ศ. 

1999 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มจี  านวนซโีรไทป์ (serotype) หลกัท ัง้หมด 20 ซโีรไทป์ โดยสามารถเกิดปฏกิริิยา

ขา้มระหว่างซโีรไทป์ O2, O5, O16, O18 และ O20 ไดเ้น่ืองจากซโีรไทป์ดงักลา่วมโีครงสรา้ง LPS ที่ประกอบดว้ย

น า้ตาลโมเลกุลซ า้กนัและมกีารจดัเรียงตวัคลา้ยกนั จึงท าใหโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติไดม้คีวามจ าเพาะต่อ 

เชื้ อ P. aeruginosa เพียงบางไอโซเลตที่มีโครงสรา้ง LPS คลา้ยคลึงกนัเท่านั้น และไม่สามารถจบักบัเชื้ อ  

P. aeruginosa แต่ละไอโซเลตทีใ่ชใ้นการทดสอบทีอ่าจมซีโีรไทป์ที่แตกต่างกนัได ้ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มที่ 2 ประกอบดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ านวน 8 โคลน ไดแ้ก่ 

PA108-A2, PA109-C1, PA201-A5, PA202-C1, PA202-E6, PA205-F4, PA210-H8 และ PA403-H8 ซึ่งมี

ความจ าเพาะต่อเชื้ อ P. aeruginosa ไอโซเลตต่างๆ และแสดงปฏิกิริยาขา้มกบัสปีชีส ์ต่างๆ ภายในจีนัส 

Pseudomonas โดยไม่เกดิปฏกิริิยาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นทีใ่ชใ้นการทดสอบ และเมือ่ทดสอบความจ าเพาะของ

โมโนโคลนอลแต่ละโคลนดว้ยวิธี Western blotting เพื่อตรวจสอบความสามารถในการจบักบัแอนติเจนที่ขนาด

ต่างๆ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดส้ามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัแอนติเจนท ัง้ในรูปแบบของแถบ

โปรตีนและส่วนของ LPS โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน PA108-A2, PA109-C1, PA201-A5, PA202-E6 

และ PA205-F4 สามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัแถบโปรตีนขนาด 48, 60, 12 และ 20, 38 และ 42, และ 13  

กิโลดาลตนัตามล าดบั ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีก 2 โคลน ไดแ้ก่ PA202-C1 และ PA210-H8 สามารถจบั

ไดอ้ย่างจ าเพาะก ับแถบ LPS ในส่วนของ HMW O-antigen bands และ ladder-like O-antigen bands 

ตามล าดบั ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดี PA403-H8 สามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัแถบ LPS ท ัง้ในส่วนของ 

HMW O-antigen bands และ LMW O-antigen bands ซึ่งเป็นที่น่าสงัเกตว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่

สามารถจบัไดอ้ย่างจ าเพาะกบัแถบแอนตเิจนทีเ่ป็นโปรตนีท ัง้หมด 5 โคลนสามารถจบักบั Pseudomonas spp. ได ้

เป็นส่วนใหญ่ ท ัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากโปรตีนที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าวสามารถจบัไดเ้ป็นโปรตีนทีพ่บเฉพาะ

ในกลุ่ม pseudomonads ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความอนุรกัษสู์ง (strongly conserved) โดยการศึกษาก่อนหนา้น้ี 

เกี่ยวกบั outer membrane protein ของ P. aeruginosa พบว่าโปรตีน H2 (OprL) เป็นโปรตีนที่พบในกลุ่ม 

pseudomonads ซึ่งมคีวามอนุรกัษสู์ง (Hancock; Siehnel; & Martin. 1990: 1069-1075) อย่างไรก็ตามหาก

น าโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนกลุม่น้ีมาใชใ้นการตรวจสอบการติดเชื้อร่วมกนัคาดว่าจะสามารถใชใ้นการตรวจสอบ

การตดิเชื้อ Pseudomonas ไดใ้นระดบัจนีสั (genus specific)  

ในอนาคตอาจน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุ่มที่ 1 และ 2 ไปใชใ้นการผลติชุดตรวจการติดเชื้อ 

Pseudomonas spp. อย่างงา่ย (immunochromatographic strip test) เช่นเดยีวกบัชดุตรวจ V. harveyi โดย

สามารถลดระยะเวลาในการตรวจสอบเหลอืเพยีงประมาณ 15 นาท ีไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัเครื่องมอืและบุคลากรที่มี

ความเชี่ยวชาญเฉพาะดา้น (Sithigorngul; et al. 2007a: 256-264) ท ัง้น้ีเพื่อเป็นประโยชน์ในการตรวจวินิจฉยั

เบื้องตน้ของการเกิดโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Pseudomonas (Pseudomonas infection) รวมถึงการปนเป้ือน

ของเชื้อ Pseudomonas ในหอ้งต่างๆ ภายในโรงพยาบาล เครื่องมอืแพทย ์หรือแมแ้ต่อาหารและเครื่องส าอางเพื่อ
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ช่วยในการคดักรองเชื้อที่ก่อใหเ้กิดอนัตรายต่อมนุษยแ์ละตรวจสอบสนิคา้น าเขา้หรือส่งออกที่ส  าคญั อีกท ัง้ยงัเป็น

ทางเลอืกหน่ึงที่สามารถใชใ้นการควบคุมโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Pseudomonas ซึ่งน าไปสู่การดูแลรกัษาและ 

การเลอืกใชย้าปฏชิวีนะไดถ้กูตอ้ง ครอบคลุม รวดเรว็ และมปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึ้น 

ส าหรบัในงานวจิยัคร ัง้น้ียงัไมส่ามารถผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่สามารถจบักบัเชื้อ P. aeruginosa 

สายพนัธุต่์างๆ ไดอ้ย่างครอบคลุมโดยไม่เกิดปฏกิิริยาขา้มกบัสปีชีสอ์ื่นๆ ภายในจีนสั Pseudomonas ดงันัน้จึงมี

ความจ าเป็นตอ้งท าการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพิ่มเติมเพื่อใหไ้ดโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนร่วม

ระหว่างเชื้อ P. aeruginosa ทกุไอโซเลตต่อไป 
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อาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวทริปตกิซอย (Tryptic soy broth)  

ทริปโตน (Tryptone)      17.00   กรมั  

ผงสกดัถ ัว่เหลอืง (Soytone)     3.00   กรมั  

เดก็ซโ์ตรส (Dextrose)      2.50  กรมั  

โซเดยีมคลอไรด ์(NaCl)      5.00   กรมั  

ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.50   กรมั  

น ำ้กล ัน่        1000.00   มลิลลิติร  

ปรบั pH เป็น 7.3 + 0.2  

 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็งทรปิตกิซอย (Tryptic soy agar)  

ทริปโตน (Tryptone)      17.00   กรมั  

ผงสกดัถ ัว่เหลอืง (Soytone)     3.00   กรมั  

เดก็ซโ์ตรส (Dextrose)      2.50   กรมั  

โซเดยีมคลอไรด ์(NaCl)      5.00   กรมั  

ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.50   กรมั  

วุน้ผง (Agar)       15.00   กรมั  

น ำ้กล ัน่        1000.00   มลิลลิติร  

ปรบั pH เป็น 7.3 + 0.2  

 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง TCBS (Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar)  

ผงสกดัจำกยสีต ์(Yeast extract)     5.00   กรมั  

โปรตโีอสเปปโตน เบอร ์3 (Proteose peptone No.3)   10.00   กรมั  

โซเดยีมซเิตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2)   10.00   กรมั  

โซเดยีมไทโอซลัเฟต (Na2S2O3)     10.00   กรมั  

ออกซก์อล (Oxgall)      8.00   กรมั 

แซคคำโรส (Saccharose)      20.00   กรมั 

โซเดยีมคลอไรด ์(NaCl)      10.00   กรมั  

เฟอรกิซเิตรท (C6H5O7Fe.5H2O)     1.00   กรมั  
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บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue)    0.04   กรมั  

วุน้ผง (Agar)       15.00   กรมั  

น ำ้กล ัน่        1000.00   มลิลลิติร  

ปรบัพเีอชเป็น 7.3 + 0.2 
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บฟัเฟอรแ์ละสารเคมี 

1. Phosphate buffered saline (PBS) เขม้ขน้ 0.15 โมลาร ์pH 7.2  

โซเดยีมคลอไรด ์(NaCl)      8.0   กรมั  

โพแทสเซยีมคลอไรด ์(KCl)     0.2   กรมั  

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.2   กรมั  

ไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)    1.15   กรมั  

น ำ้กล ัน่        1000.0   มลิลลิติร  

 

2. สารละลาย Blotto เขม้ขน้ 5%  

นมพร่องมนัเนย (Skimmed milk)     5.0   กรมั  

PBS เขม้ขน้ 0.15 โมลำร ์pH 7.2     100.0   มลิลลิติร  

เมอรไ์ธโอเลท (Merthiolate) เขม้ขน้ 1% (Sigma)   1.0   มลิลลิติร  

Triton X-100 (Sigma)      0.1   มลิลลิติร  

 

3. Merthiolate เขม้ขน้ 1%  

ไธเมอรโ์รซอล (Thimerosal) (Sigma)    1.0   กรมั  

น ำ้กล ัน่        100.0   มลิลลิติร 
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สารเคมีส าหรบัใชใ้นการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมา 

1. อาหารเลี้ยงเซลลไ์ฮบรโิดมา (RPMI medium)  

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)     10.4000   กรมั  

ด-ีกลูโคส (D-glucose) (Sigma)     3.6000   กรมั  

แอล-กลูตำมนี (L-glutamine) (Sigma)    0.2923   กรมั  

โซเดยีมไพรูเวท (C3H3O3Na) (Sigma)    1.1005   กรมั  

โซเดยีมไฮโดรเจนคำรบ์อเนต (NaHCO3)    2.0160   กรมั  

HEPES        5.5925   กรมั 

(N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, Sigma)  

เพนนิซลินิ จ ี(Penicillin G)     20,000   units  

สเตรปโตมยัซนิ (Streptomycin)     200.00   มลิลกิรมั  

น ำ้กล ัน่ (Milli Q water)      1000.00   มลิลลิติร  

กรองดว้ย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศำเซลเซยีส  

 

2. อาหารเลี้ยงเซลลไ์ฮบรโิดมาที่เสริมดว้ย Fetal bovine serum เขม้ขน้ 20%  

RPMI medium (1)      80.0   มลิลลิติร  

Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)   20.0   มลิลลิติร  

หรอื Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia)  

100 x HT supplement (Gibco BRL, USA)   1.0   มลิลลิติร  

 

3. อาหารคดัเลอืกเซลลไ์ฮบรโิดมา (HAT medium)  

เมด็เลอืดแดงจำกหนูเมำสเ์ขม้ขน้ 1% ใน RPMI medium (1) 80.0   มลิลลิติร  

FBS        20.0   มลิลลิติร  

100 x HT supplement      1.0   มลิลลิติร  

50 X Aminopterin (Sigma)     2.0   มลิลลิติร 
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4. สารละลายส าหรบัหลอมรวมเซลล ์(Polyethylene glycol เขม้ขน้ 40%)  

พอลเิอธลินีไกลคอล (Polyethylene glycol)    2.0   กรมั  

RPMI medium (1)      3.0   มลิลลิติร  

เตมิ RPMI (1) ลงในพอลเิอธิลนีไกลคอลที่ปรำศจำกเชื้อ บม่ในตูบ้ม่คำรบ์อนไดออกไซด ์ทีอ่ณุหภมู ิ37  

องศำเซลเซยีส ก่อนน ำมำใช ้ 

5. สารละลายส าหรบัแช่แข็งเซลลไ์ฮบรโิดมา (Dimethylsulfoxide เขม้ขน้ 12%)  

ไดเมธิลซลัฟอกไซด ์(Dimethylsulfoxide) (Sigma)   12.0   มลิลลิติร  

RPMI medium (1)      88.0   มลิลลิติร  

เกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศำเซลเซยีส ก่อนน ำมำใช ้
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บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรบั 

SODIUM DODECYL SULFATE POLYACRYLAMIDE GEL  

ELECTROPHORESIS (SDS-PAGE) และ WESTERN BLOT 

1. Stock solution  

1.1 สารละลายโมโนเมอร ์(30% T, 2.7% CBis)  

 อะครลิำไมด ์Acrylamide     58.4   กรมั  

 บสิ-อะครลิำไมด ์(N,N’-methylene-bis-acrylamide)  1.6   กรมั  

 น ำ้กล ัน่       200.0   มลิลลิติร  

 เกบ็ในขวดสชีำทีอุ่ณหภมู ิ4 องศำเซลเซยีส  

 

1.2 4 X Running gel buffer (tris-HCl เขม้ขน้ 1.5 โมลาร ์pH 8.8)  

 Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)  36.3   กรมั  

 น ำ้กล ัน่       200.0   มลิลลิติร  

 ปรบั pH ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) เขม้ขน้ 0.1 N  

 

1.3 4 X Stacking gel buffer (tris-HCl เขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์pH 6.8)  

 Tris       3.0   กรมั  

 น ำ้กล ัน่       50.0   มลิลลิติร  

 ปรบั pH ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขม้ขน้ 0.1 N  

 

1.4 SDS เขม้ขน้ 10%  

 โซเดยีมโดเดซลิซลัเฟต (sodium dodecyl sulfate)  50.0   กรมั  

 น ำ้กล ัน่       500.0   มลิลลิติร  

 

1.5 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟตเขม้ขน้10% (เตรยีมใหม่ทกุคร ัง้ที่ใช)้  

 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต     0.1   กรมั  

 น ำ้กล ัน่       1.0   มลิลลิติร 
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1.6 Running gel overlay  

 Tris เขม้ขน้ 0.15 โมลำร ์(1.2)     25.0   มลิลลิติร  

 SDS เขม้ขน้ 10% (1.4)     1.0   มลิลลิติร  

 น ำ้กล ัน่       100.0   มลิลลิติร  

 

1.7 2 X Treatment buffer  

 Tris เขม้ขน้ 0.5 โมลำร ์(1.3)     2.5   มลิลลิติร  

 SDS เขน้ขน้ 10% (1.4)     4.0   มลิลลิติร  

 กลเีซอรอล       2.0   มลิลลิติร  

 Beta-Mercaptoethanol     1.0   มลิลลิติร  

 น ำ้กล ัน่       0.5   มลิลลิติร 

 

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel  

2.1 การเตรยีม separating gel ส าหรบั SDS-PAGE 15% gel (15% T 2.7% CBIS)  

 สำรละลำยโมโนเมอร ์(1.1)     15.00   มลิลลิติร  

 tris-HCl เขม้ขน้ 1.5 โมลำร ์(1.2)    7.50   มลิลลิติร  

 SDS เขม้ขน้ 10% (1.4)     0.30   มลิลลิติร  

 น ำ้กล ัน่       6.75   มลิลลิติร  

 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต เขม้ขน้ 10% (1.5)   150.00   ไมโครลติร  

 N, N, N’, N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)  20.00   ไมโครลติร 

  

2.2 การเตรยีม Stacking gel ส าหรบั SDS-PAGE 4% gel (4% T 2.7% CBIS)  

 สำรละลำยโมโนเมอร ์(1.1)     2.66   มลิลลิติร  

 tris-HCl เขม้ขน้ 0.5 โมลำร ์pH 6.8 (1.3)   5.00   มลิลลิติร.  

 SDS เขม้ขน้ 10% (1.4)     0.20   มลิลลิติร  

 น ำ้กล ัน่       12.20   มลิลลิติร  

 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟตเขม้ขน้ 10% (1.5)   100.00   ไมโครลติร  

 TEMED       10.00   ไมโครลติร 
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ตำรำง ส่วนผสมพอลอิะคริลำไมดข์อง separating gel และ stacking gel 

ส่วนผสม 
Separating gel Stacking gel 

15% T 2.7% CBIS 4% T 2.7% CBIS 

30% T 2.7% CBIS 15.0 มลิลลิติร 2.66 มลิลลิติร 

tris-Cl เขม้ขน้ 1.5 โมลำร ์pH 8.8 (1.2) 7.5 มลิลลิติร  

tris-Cl เขม้ขน้ 0.5 โมลำร ์pH 6.8 (1.3)  5.0 มลิลลิติร 

SDS เขม้ขน้ 10% 0.3 มลิลลิติร 0.2 มลิลลิติร 

น ำ้กล ัน่ 6.75 มลิลลิติร 12.2 มลิลลิติร 

ผสมและใชป้ ัม๊สุญญำกำศดงึอำกำศออกจำกสำรละลำย 

แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต (1.5) 150 ไมโครลติร 100 ไมโครลติร 

TEMED 20 ไมโครลติร 10 ไมโครลติร 

ผสมและเทอย่ำงรวดเรว็ลงในช่องระหว่ำงกระจก 

 

3. Running buffer 

3.1 SDS-PAGE Tank buffer 

 Tris       12.0   กรมั 

 ไกลซนี       57.6   กรมั 

 SDS เขม้ขน้ 10% (1.4)     40.0   มลิลลิติร 

 น ำ้กล ัน่       4000.0   มลิลลิติร 

 

4. สารละลายยอ้มสโีปรตนี และลา้งสยีอ้มสว่นเกนิ 

 4.1 สารละลายยอ้มสโีปรตนี (Coomassie blue) 

  4.1.1 Stain stock (ส ีCoomassie blue R-250 เขม้ขน้ 1%) 

  ส ีCoomassie blue R-250    1.0   กรมั 

  น ำ้กล ัน่      100.0   มลิลลิติร 

  4.1.2 Stain 

  Stain stock (4.1.1)     50.0   มลิลลิติร 

  เมธำนอล      250.0   มลิลลิติร 

  กรดอะซตีิก      50.0   มลิลลิติร 

  น ำ้กล ัน่      500.0   มลิลลิติร 
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 4.2 สารละลายลา้งสยีอ้มสว่นเกนิ 

  4.2.1 สำรละลำยลำ้งสยีอ้มส่วนเกนิ (Destain) 1 

  เมธำนอล      500.0   มลิลลิติร 

  กรดอะซตีิก      100.0   มลิลลิติร 

  น ำ้กล ัน่      1000.0   มลิลลิติร 

  4.2.2 สำรละลำยลำ้งสยีอ้มส่วนเกนิ (Destain) 2 

  เมธำนอล      50.0   มลิลลิติร 

  กรดอะซตีิก      70.0   มลิลลิติร 

  น ำ้กล ัน่      1000.0   มลิลลิติร 

 

 วธิกีำรยอ้มและลำ้งเจล 

  ถอดเจลจำกกระจกแช่ในส ีCoomassie blue (4.1.2) เขย่ำเบำๆ เป็นเวลำ 2-4 ช ัว่โมง ลำ้งเจล

ในสำรละลำยลำ้งสยีอ้มส่วนเกนิ 1 (4.2.1) เขย่ำเบำๆ เป็นเวลำ 30-60 นำท ีจนเหน็แถบโปรตนี จำกนัน้แช่เจลใน

สำรละลำยลำ้งสยีอ้มส่วนเกนิ 2 (4.2.2) จนกระท ัง่สพีื้นใสปรำศจำกสี 

 

5. โปรตนีมาตรฐาน (Sigma)  

- Albumin, bovine serum     66   กโิลดำลตนั  

- Ovalbumin, chicken egg     45   กโิลดำลตนั  

- Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,   36   กโิลดำลตนั  

 rabbit muscle  

- Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes   29   กโิลดำลตนั  

- Trypsinogen, bovine pancreas    24   กโิลดำลตนั  

- Trypsin inhibitor, soybean     20   กโิลดำลตนั  

- α-Lactalbumin, bovine milk     14.2   กโิลดำลตนั  

- Aprotinin, bovine lung     6.5   กโิลดำลตนั 

 

 

 

 

 



78 

 

6. Towbin transfer buffer pH 8.8 ส าหรบัการวเิคราะห ์Western blotting  

Tris       3.03   กรมั  

ไกลซนี       14.4   กรมั  

เมธำนอล      200.0   มลิลลิติร  

น ำ้กล ัน่       1000.0   มลิลลิติร 
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สารเคมีส าหรบัใชใ้นการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE 

ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

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 ทีเ่สรมิดว้ย 10% FBS)  

11) Substrate Buffer, Concentration (10X) 

(1 M citrate, pH 4.2, containing 0.03% H2O2)  

12) ABTS Substrate, Concentrated (50X)  

(2, 2-azino-di [3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid])  

13) Blocking Solution, Concentration (50X)  

(25% BSA in PBS 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 in PBS containing 10% glycerol and 0.05% NaN3)  

16) 50% Tween 20 
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วธิีกำรตรวจสอบ isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี sandwich ELISA 

(ไพศำล สทิธกิรกลุ. 2548: 202)  

1) เคลอืบถำดหลุม 96 หลุมดว้ย Goat anti-Mouse Ig (H+L) เขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั/มล. ละลำย

ใน PBS ปรมิำตร 50 ไมโครลติร/หลุม บม่ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศำเซลเซยีส เป็นเวลำ 8-12 ช ัว่โมง  

2) สลดัสำรละลำยทิ้งและลำ้งทุกหลุมดว้ยสำรละลำย 0.5% blotto ปริมำตร 200 ไมโครลติร จ ำนวน 

3 คร ัง้ๆ ละ 10 นำท ี 

3) เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตอ้งกำรทดสอบแต่ละชนิดเจือจำง 1:20 ปริมำตร 50 ไมโครลติร/

หลุม ลงในแต่ละแถวตัง้แต่แถว 1-12 บม่ทีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็นเวลำ 4 ช ัว่โมง 

 

4) ลำ้งดว้ยสำรละลำย 0.5% blotto ปรมิำตร 200 ไมโครลติร จ ำนวน 4 คร ัง้ๆ ละ 10 นำท ี

5) เติม Rabbit anti isotype antibodies แต่ละชนิด (1-8) เจือจำง 1:50 ปริมำตร 50 ไมโครลติร/

หลุมลงในแต่ละคอลมันต์ ัง้แต่คอลมัน ์A-H 

 

6) ลำ้งดว้ยสำรละลำย 0.5% blotto ปรมิำตร 200 ไมโครลติรจ ำนวน 4 คร ัง้ๆ ละ 10 นำท ี

7) เติม HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจำง 1:1500 ปริมำตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่

อณุหภมูหิอ้งเป็นเวลำ 4 ช ัว่โมง 

8) ลำ้งดว้ยสำรละลำย 0.5% blotto ปรมิำตร 200 ไมโครลติร จ ำนวน 4 คร ัง้ๆ 10 นำท ี
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9) เติมสำรละลำย substrate ซึ่งประกอบดว้ย o-phenylenediamine (OPD) 1 มลิลกิรมั/มลิลลิติร 

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) เขม้ขน้ 0.006 % ใน citrate buffer ปริมำตร 100 ไมโครลติร/หลุม ต ัง้ทิ้งไว ้5 

นำท ีจำกนัน้หยุดปฏกิริยิำดว้ยกรดซลัฟูริก (H2SO4) เขม้ขน้ 1 N ปรมิำตร 100 ไมโครลติร/หลุม  

10) อ่ำนค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 490 นำโนเมตรโดยใช ้microplate reader 
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บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรบั 

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 

1. สารละลาย Blotto เขม้ขน้ 5%  

นมพร่องมนัเนย (Skimmed milk)     5.0   กรมั  

PBS เขม้ขน้ 0.15 โมลำร ์pH 7.2     100.0   มลิลลิติร  

เมอรไ์ธโอเลทเขม้ขน้ 1% (Sigma)     1.0   มลิลลิติร  

Triton X-100 (Sigma)      0.1   มลิลลิติร  

 

2. สารละลาย 0.5% Blotto  

สำรละลำย Blotto เขม้ขน้ 5% (1)     50.0   มลิลลิติร  

PBS 0.15 M pH 7.2      950.0   มลิลลิติร  

 

3. Citrate buffer เขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์pH 4.5  

โซเดยีมซเิตรท       29.41   กรมั  

Merthiolate เขม้ขน้ 1%      10.0   มลิลลิติร  

น ำ้กล ัน่ 1000.0 มลิลลิติร  

ปรบั pH ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 N  

 

4. กรดซลัฟรูกิเขม้ขน้ 1 N  

กรดซลัฟูรกิ (เขม้ขน้)      27.0   มลิลลิติร  

น ำ้กล ัน่        1000.0   มลิลลิติร  

 

5. O-Phenylenediamine (OPD) 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวตัิยอ่ผูว้ิจยั 
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ประวตัยิ่อผูว้จิยั 

 

ชื่อ ชื่อสกลุ    นายนโรดม แพนไธสง  

วนัเดอืนปีเกดิ    12 กรกฎาคม 2530  

สถานทีเ่กดิ    นครราชสมีา 

สถานทีอ่ยู่  บา้นเลขที่ 74-75 หมู่ 15 ถนนนิเวศน์รตัน์ ต าบลประทาย อ าเภอประทาย 
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