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บทคดัย่อ 
 

ไดผ้ลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(MAb) ต่อ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus โดยใช้
แบคทเีรยีแต่ละชนิดๆ 5 isolates ผสมกนัในการปลูกภูมคิุม้กนั  พบว่า MAb สว่นใหญ่ทีแ่ยกไดจ้ากหนู
ทีป่ลูกภูมคิุม้กนัดว้ย V. parahaemolyticus มคีวามจําเพาะกบั V. parahaemolyticus เฉพาะบาง 
isolate เท่านัน้  MAb ทีม่คีวามจาํเพาะกวา้งมกัมปีฏกิริยิาขา้ม V. alginolyticus มเีพยีง 2 โคลนไดแ้ก่ 
VP-11B9 และ VP-618 ทีส่ามารถจบักบั V. parahaemolyticus สว่นใหญ่ได ้ซึง่เมื่อรวมกนัแลว้สามารถ
จบักบั V. parahaemolyticus ไดท้ัง้หมด (28 isolates)   สว่นหนูทีป่ลูกภูมคิุม้กนัดว้ย V. vulnificus ก็
เช่นเดยีวกนั MAb ส่วนใหญ่จบักบั V. vulnificus ไดเ้พยีง 1-2 isolate  ม ีMAb VV-158 ทีส่ามารถจบั
กบั V. vulnificus  5/13 isolate, MAb VV-165 ทีจ่บั V. vulnificus และ V. alginolyticus ไดทุ้ก 
isolate และ MAb VV-100 สามารถจบักบั Vibrio spp. สว่นใหญ่ได ้  ดงันัน้จงึคาดว่าจะสามารถนํา 
MAb เหล่าน้ีมาพฒันาชุดตรวจแบบแถบส ีstrip test ได ้3 ชุดสาํหรบัตรวจ Vibrio ต่างๆ คอื 1) V. 
parahaemolyticus 2) V. vulnificus และ V. alginolyticus 3) Vibrio spp. ในขณะน้ีกําลงัอยูใ่นระหว่าง
ดาํเนินการผลติ polyclonal antibody (PAb) จาํเพาะต่อ Vibrio ทัง้ 3 ชนิดและผลติ MAb เพิม่เตมิ
เพือ่ใหไ้ด ้MAbทีม่คีวามไวและความจาํเพาะสงูขึน้ต่อไป 
 
  



Abstract 
  
 Monoclonal antibodies (MAb) against V. parahaemolyticus and V. vulnificus were 
generated by immunization into mice with combination of 5 isolates of each bacterial species. 
Most MAb obtained from mouse immunized with V. parahaemolyticus demonstrated narrow 
specificity. Most of them recognized few isolates of V. parahaemolyticus and the broad specific 
MAb usually recognized V. alginolyticus as well. Combination of two broad specific MAbs (VP-
11B9 and VP-618) recognized all isolates of V. parahaemolyticus. Similar results were obtained 
from mice immunized with vulnificus. Most MAbs recognize only few isolates, only MAb VV-
158 recognized 5 of 13 V. vulnificus. MAb VV-165 recognized all isolates of V. vulnificus and 
V. alginolyticus and MAb VV-100 recognized almost all Vibrio in the collection. These MAbs 
are potentially used foe development of 3 types of immunochromatographic strip test for 1) 
V. parahaemolyticus 2) V. vulnificus และ V. alginolyticus 3) Vibrio spp.  The production of 
monoclonal antibodies and more MAbs against these 3 species are in progress in order to 
maximize the specificity and sensitivity of the test kits 
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โรค vibriosis เป็นการตดิเชือ้ Vibrio spp. ต่างๆ นอกจากเป็นปญัหาทีก่่อใหเ้กดิโรคทางเดนิ
อาหารใหแ้ก่มนุษยแ์ลว้   การตดิเชือ้ Vibrio spp. ต่างๆ ในสตัวน้ํ์าชนิดต่างๆ ก่อใหเ้กดิการตายและ
ความเสยีหายต่อการเพาะเลีย้งสตัวน้ํ์าอย่างมากโดยเฉพาะอุตสาหกรรมการเลีย้งกุง้ โดยเฉพาะ Vibrio 
harveyi  ก่อใหเ้กดิโรคเรอืงแสงในกุง้วยัอ่อนและกุง้ในฟารม์กุง้ Penaeus ชนิดต่างๆ เช่น กุง้กุลาดํา 
(Penaeus monodon) กุง้ญีปุ่น่ (P. japonicus) ซึง่มกีารระบาดทัว่ไปในประเทศออสเตรเลยี (Pizzutto 
and Hirst, 1995) ไทย (Jiravanichpaisal et al., 1994 ) ซึง่นอกจากกุง้แลว้ Vibrio spp. ต่างๆ ยงั
ก่อใหเ้กดิโรคในปลาทะเล  ปลาหมกึ และหอย (Alvarez et al., 1998)   Vibrio  อื่นๆ ทีพ่บในประเทศ
ไทยไดแ้ก่  
 V. parahaemolyticus ซึง่พบการตดิเชือ้รุนแรงในหอยนางรม หอยแมลงภู่ และเป็นสาเหตุที่
สาํคญัของโรคอาหารเป็นพษิก่อใหเ้กดิโรคทอ้งรว่งในมนุษยซ์ึง่พบการระบาดทัว่โลก (McCarter, 2001) 
ดงันัน้การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus จงึจําเป็นต้องมกีารตรวจในผลติภณัฑอ์าหารเพื่อการ
สง่ออกอยา่งเขม้งวด    
 V. vulnificus  พบการตดิเชือ้ในกุง้ (Longyant et al., 2008) ปลาไหลและก่อใหเ้กดิโรคทอ้งรว่ง
ในมนุษย ์(Amaro et al., 1992) 
  การควบคุมป้องกนัการระบาดของ Vibrio spp. ต่างๆ ในฟารม์และบ่อเลีย้งตลอดจนการ
รกัษาดว้ยยาปฏชิวีนะจําเป็นต้องทราบชนิดของแบคทเีรยีเพื่อการรกัษาและการป้องกนัทีเ่หมาะสม ซึ่ง
การพสิจูน์ทราบชนิดของ Vibrio spp. ต่างๆ นอกจากจะดลูกัษณะการเจรญิใน selective media ชนิด
ต่างๆ ประกอบกบั biochemical test ต่างๆ (Liu et al., 1996) ซึง่ใชเ้วลาและแรงงานค่อนขา้งมากแลว้  
ลกัษณะทีค่าบเกีย่วกนัระหว่าง  Vibrio spp. ต่างๆ ทาํใหอ้าจพสิจูน์ทราบชนิดผดิพลาดได ้(Alcaide et 
al., 2001)  การใช ้molecular probe labeled oligonucleotide หรอืหาลําดบัของ 16S ribosome 
(Tsukamoto et al., 2006) สามารถใชไ้ดด้ ี แต่ตอ้งทาํควบคู่กบั biochemical test จงึจะสามารถแยก 
Vibrio spp. ชนิดต่างๆ ทีม่คีวามสมัพนัธ์ใกลช้ดิแยกจากกนัได ้ซึ่งเป็นกระบวนการทีซ่บัซ้อนและ
เสยีเวลา 
  การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(MAb) ต่อองคป์ระกอบต่างๆ ของแบคทเีรยี สามารถ
คดัเลอืก MAb ทีจ่ําเพาะต่อ unique epitope ของแบคทเีรยีชนิดต่างๆ ไดโ้ดยการคดัเลอืกทดสอบ
ปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีทีม่ลีกัษณะใกลเ้คยีงทาํใหส้ามารถคดัเลอืก MAb ทีม่คีวามจาํเพาะสงู สามารถ
จําแนก สายพนัธุ์ของแบคทเีรยีชนิดเดยีวกนัได ้ซึ่งมรีายงานการผลติ MAb ในแบคทเีรยีชนิดต่างๆ 
ไดแ้ก่ E. coli  (He et al., 1996; Rivera-Betancourt and Keen, 2000) Bacillus cereus (Charni et al., 
2000) สปอรข์อง Bacillus และ Clostridium (Quinlan and Foegeding, 1997) การผลติและใช ้MAb ใน
การจาํแนกแบคทเีรยีในน้ํา (Faude and Hofle, 1997) เป็นตน้   ซึง่ MAb เหล่าน้ีสามารถใชจ้าํแนก
แบคทีเรยีต่างๆ โดยมคีวามจําเพาะและแม่นยําสูงแล้วยงัสามารถปรบัรูปแบบการทดสอบให้ทําได้
สะดวกและรวดเรว็ได ้เช่น dot blotting และ sandwich ELISA รปูแบบต่างๆ  เน่ืองจากการผลติ
แอนตบิอดใีนรปู MAb ซึง่สรา้งโดย cell line ถาวรจงึสามารถผลติแอนตบิอดปีรมิาณมากเท่าทีต่อ้งการ
ในราคาไมแ่พงมาก หลงัจากสามารถคดัเลอืก clone ของ hybridoma ทีต่อ้งการไดแ้ลว้ 
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  สาํหรบัการสรา้ง MAb ต่อ Vibrio spp. มรีายงานการผลติใน V. cholerae ซึง่เป็นเชือ้ทีก่่อ
โรคอหวิาหใ์นมนุษย ์โดยผลติ MAb ต่อ non O-1 heat stable toxin (Takeda et al., 1990) และ non 
membrane-damaging cytotoxin (Saha and Nair, 1997) ซึง่ MAb ดงักล่าวมปีฏกิริยิาขา้มกบัโปรตนี
ในแบคทเีรยีชนิดอื่นดว้ย ไดแ้ก่ Yesinia enterocolitica (MAb ชุดแรก) V. parahaemolyticus,  
Aeromonas spp.,  Shigella spp. เป็นตน้ (MAb ชุดทีส่อง)   ดงันัน้การผลติ MAb ต่อ V. 
parahaemolyticus และ V. vulnificus จะใชว้ธิกีารปลูกภูมคิุม้กนัดว้ยแบคทเีรยีทัง้เซลล ์แลว้คดัเลอืก
เฉพาะ MAb ทีจ่าํเพาะต่อ Vibrio แต่ละ species  โดยไมม่ปีฏกิริยิาขา้มกบั Vibrio spp. หรอืแบคทเีรยี
แกรมลบและแกรมบวกชนิดต่างๆ   และจากการทดลองผลติ MAb ต่อ V. harveyi  นัน้สามารถผลติ 
MAb ทีจ่าํเพาะต่อ V. harveyi  โดยไมม่ปีฏกิริยิาขา้มกบั Vibrio spp. ชนิดอื่นๆ และแบคทเีรยีแกรมลบ
และแกรมบวกชนิดต่างๆ   นอกจากน้ี MAb ทีไ่ดบ้างชนิดยงัมแีนวโน้มจะแยกสายพนัธุต่์างๆ ของ V. 
harveyi ไดด้ว้ย (Phianphak et al., 2005)   ซึง่ MAb บางตวัสามารถนําไปพฒันาเป็นชุดตรวจอยา่ง
งา่ย (strip test) ทีส่ามารถใชโ้ดยเกษตรกรหรอืบุคคลทัว่ไปและใหผ้ลแมน่ยาํภายในเวลารวดเรว็ (15 
นาท)ี โดยไมต่อ้งใชเ้ครือ่งมอืเพิม่เตมิ (Sithigorngul et al., 2007a) 
  ดงันัน้โครงการวจิยัน้ีจะเป็นการสร้าง MAb จําเพาะต่อ V. parahaemolyticus และ V. 
vulnificus เพิ่มขึ้นจากที่เคยได้รบัทุนสนับสนุนในงบประมาณประจําปี 2548 ซึ่งสามารถผลิต MAb 
จาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ไดอ้ยา่งละ 3 สายพนัธุ ์ ซึง่ MAb ทีไ่ดด้งักล่าวยงั
ไม่ครอบคลุมที่จะใช้ตรวจ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ได้ทุกสายพนัธุ์เน่ืองจาก V. 
parahaemolyticus และ V. vulnificus มคีวามหลากหลายมากจงึตอ้งทาํการรวบรวมสายพนัธุต่์างๆ ของ
เชือ้ทัง้สองชนิดน้ีเพิม่เตมิทัง้จากทีต่ดิเชือ้ในสตัวน้ํ์าและในคนเพือ่นํามาผลติ MAb ใหค้รอบคลุมสายพนัธุ์
ส่วนใหญ่ที่ก่อโรคเพิม่เติม   เพื่อใช้เป็นเครื่องมอืสําหรบัพสิูจน์ทราบและจําแนกสายพนัธุ์ของ V. 
parahaemolyticus และ V. vulnificus  ต่างๆ ทีก่่อโรคในสตัวน้ํ์าและในคนหรอือาจปนเป้ือนในผลติ- 
ภณัฑอ์าหารทะเลซึง่เป็นอนัตรายต่อมนุษยแ์ละมผีลต่อการส่งสนิคา้ออก  ซึง่หลงัจากทีไ่ด ้MAb และ
คดัเลอืก MAb ทีเ่หมาะสมแลว้กจ็ะนํามาพฒันาประกอบเป็นชุดตรวจแบบแถบส ี strip test  ซึง่เป็นชุด
ตรวจทีม่คีวามสะดวกในการใชเ้พื่อใหเ้กษตรกรหรอืบุคคลทัว่ไปสามารถใชไ้ดส้ะดวกและแมน่ยาํสาํหรบั
ใชใ้นการวนิิจฉยัการตดิเชือ้ชนิดน้ีต่อไปเช่นเดยีวกบัชุดตรวจไวรสัหวัเหลอืง  ไวรสัตวัแดงดวงขาวและ
แบคทเีรยี V. harveyi (Sithigorngul  et al., 2006, 2007 a, b) 
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Vibrio parahaemolyticus 
  V. parahaemolyticus เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ พบไดท้ัว่ไปในน้ําสามารถแยกไดจ้ากตะกอน 
อาหารทะเล เช่น หอยนางรม หอยแมลงภู่ และปลาต่างๆ (Vuddhakul et al., 2000; Baffone et al., 
2005) การรบัประทานอาหารทะเลดบิหรอืปรุงไม่เหมาะสมเป็นสาเหตุหลกัทีก่่อใหเ้กดิโรคทอ้งร่วงใน
มนุษยโ์ดยมสีาเหตุจากการตดิเชือ้ V. parahaemolyticus (Chan et al., 1989, Kaufman et al., 
2002; Zhang and Austin, 2005) นอกจากน้ีการตดิเชือ้ Vibrio (vibriosis) ในกุง้ก่อใหเ้กดิการ
ระบาดและเสยีชวีติจํานวนมากมกัเกดิจากการตดิเชือ้ V. parahaemolyticus ร่วมกบั Vibrio ชนิด
ต่างๆ (Liu et al., 1996; Sung et al., 2001) นอกจากน้ี V. parahaemolyticus ยงัพบการตดิเชือ้ใน
หอยเป๋าฮือ้ (abalone) ทีเ่ป็นโรคกลา้มเน้ือเน่าเป่ือย (Withering syndrome) (Lui et al., 2000; 
2001) ซึ่งจากการทาํใหห้อยเป๋าฮือ้ตดิเชือ้ V. parahaemolyticus ทีแ่ยกไดจ้ากคนทอ้งร่วงหรอืแยก
จากหอยทีต่ดิเชือ้ลว้นก่อ ใหเ้กดิการตายของหอยเป๋าฮือ้ (Lee et al., 2003) 
  การตรวจสอบการตดิเชือ้ Vibrio โดยปกตทิําโดยการเพาะเชือ้ในอาหารเลี้ยงเชือ้ แยกเชือ้
และพสิูจน์ทราบชนิดโดยกระบวนการทางชวีเคมตี่างๆ มากมาย ซึ่งเชือ้ Vibrio หลายชนิดมลีกัษณะ
ใกลเ้คยีงกบั V. parahaemolyticus จงึต้องอาศยัวธิกีารต่างๆ ทีน่่าเชื่อถอืมาประกอบการพสิูจน์
ทราบ (Gopal et al., 2005; Yam et al., 1999) ซึ่งกระบวนการน้ีสิน้เปลอืงแรงงาน เวลา และมี
ความไวตํ่า   การพฒันาการตรวจสอบโมเลกุลจําเพาะต่อ V. parahaemolyticus เช่น thermostable 
direct haemolysin (TDH) และ TDH related haemolysin (TRH) โดยวธิ ี ELISA (Honda et al., 
1995)  polymerase chain reaction (PCR) ของ toxR, tolh trh genes (Kim et al., 1999; 
Kaufman et al., 2002; Gopal et al., 2005)  แต่วธิเีหล่าน้ีมขีอ้จาํกดัทีแ่อนตซิรีมัยงัไม่มกีาร
จําหน่ายทางการคา้และวธิกีารทางอณูชวีวทิยามคี่าใชจ้่ายต่อตวัอย่างค่อนขา้งสูง ต้องใชเ้ครื่องมอื
เฉพาะทาง  นอกจากนี้วธิกีารเหล่านี้ยงัไม่สามารถใชต้รวจสอบ V. parahaemolyticus ทีพ่บใน
สิง่แวดลอ้มทัว่ไปไดเ้น่ืองจาก tdh gene และหรอื trh gene มกัพบใน V. parahaemolyticus ทีก่่อ
โรคในคน (Kaufman et al., 2002; Osawa et al., 2002) 
 
Vibrio vulnificus 
  V. vulnificus เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ พบในน้ําทะเลซึ่งก่อโรคในปลา (Esteve-Gassent et 
al., 2003) กุง้ (Sung and Song, 1996) และในมนุษย ์โดยตดิเชือ้รุนแรงในกระแสเลอืดมผีลทาํให้
เสยีชวีติได ้ซึ่งสาเหตุการตดิเชือ้อาจเกดิจากการบรโิภคอาหารทะเลทีม่กีารปนเป้ือน (Bender and 
Romig, 2004; Summer and Ross, 2002) หรอือาจตดิเชือ้ทางบาดแผลทีส่มัผสักบัน้ําทะเล หรอื
สมัผสักบัปลาหรอืหอย ปูทีต่ดิเชือ้อยู่ (Petel et al., 2002; Midturi et al., 2005)   V. vulnificus แบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่ม (Biotype) ชนิดของสตัวท์ีต่ดิเชือ้และการสรา้ง indole (Linkous and Oliver, 1999) 
serotype ต่างๆ (Biosca et al., 1996) หรอืลกัษณะทางพนัธุกรรมของโมเลกุลต่างๆ (Ripabelli et 
al., 1999)  สาํหรบั V. vulnificus ใน Biotype 1 เป็นกลุ่มทีก่่อโรคในมนุษย ์ แต่ใน Biotype 2 ก่อ
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โรคในปลา และ Biotype 3 ก่อใหเ้กดิโรคทัง้คนและปลา (Amaro and Biosca, 1996; Biosca et al., 
1997a)  
  การพสิูจน์ทราบชนิดของ V. vulnificus อาศยั selective media และกระบวนการทางชวีเคมี
ต่างๆ มากมาย   ซึ่งเสยีค่าใชจ้่ายสูงและเสยีเวลามาก และยงัคงต้องอาศยักระบวนการทางภูมคิุม้กนั
วทิยาและอณูวทิยาในการยนืยนัผลการพสิูจน์ชนิด (Cerda’Cue’lla et al., 2000; Biosca et al., 
1996) โดย Biotype ทีก่่อใหเ้กดิโรครุนแรงในปลาไหลและใหผ้ลลบต่อ indole reaction มลีกัษณะ
ทางซรีมัเหมอืนกนั ในขณะที ่Biotype 1 ก่อใหเ้กดิโรครุนแรงในคนใหผ้ลบวกกบั indole และมี
ลกัษณะทางซรีมัแตกต่างกนัมาก (Biosca et al., 1997b) จากรายงานการผลติ MAb 5 ชนิดจาํเพาะต่อ 
lipopolysaccharide (LPS) สามารถจาํแนก V. vulnificus 17 isolates ออกได ้6 serovar โดยแต่ละ
กลุ่มไม่แสดงปฏกิริยิาขา้มระหว่างกลุ่ม  ในขณะที ่antiserum ไม่สามารถใชจ้ําแนกกลุ่มของ V. 
vulnificus เหล่าน้ีออกไดจ้ากกนั (Martin and Siebeling, 1991) ดงันัน้การใช ้MAb ในการพสิูจน์
และตรวจหา V. vulnificus น่าจะเป็นวธิทีีเ่หมาะสมเน่ืองจากมคีวามจําเพาะต่อ epitope เพยีง
ตําแหน่งเดยีวซึ่งจะสามารถแยก V. vulnificus กลุ่มต่างๆ ออกจากกนัได ้
  การศกึษาการระบาดของ V. vulnificus ในประเทศไทยมน้ีอยมากเน่ืองจาก V. vulnificus มี
ลกัษณะคลา้ยกบั Vibrio ชนิดต่างๆ มากและไม่มเีครื่องมอืทีจ่ะใชพ้สิูจน์ทราบไดช้ดัเจน   รายงาน
การระบาดในปลากะพงขาว (Lates calcarieer) สามารถแยก V. vulnificus ได ้2 isolates (Barnette 
personal communication) และในกุง้ขาวสามารถแยก V. vulnificus ได ้3 isolates (Longyant et 
al., 2008)   ดงันัน้เพื่อใหก้ารศกึษาการระบาดของ V. vulnificus ทาํไดง้่ายขึน้โดยเกษตรกรและเพื่อ
การตรวจสอบและลดการตดิเชือ้ V. vulnificus การผลติ MAb เพิม่เตมิใหค้รอบคลุมการจบั V. 
vulnificus สายพนัธุ์ต่างๆ เพื่อใชพ้ฒันาชุดตรวจแบบสะดวกใชแ้บบ strip test จงึเป็นวธิทีีส่ามารถ
ผลติเครื่องมอืทีส่ามารถใชไ้ดโ้ดยเกษตรกรและบุคลากรทางการแพทยเ์พื่อตรวจสอบการตดิเชือ้ใน
ผูป้่วยและตรวจการปนเป้ือนของเชือ้ V. vulnificus ในอาหารทะเลเพื่อป้องกนัการตดิเชือ้และตรวจ
เชือ้ปนเป้ือนในผลติภณัฑอ์าหารเพื่อการส่งออกต่างประเทศไดด้ว้ย 
  ในงานวจิยัวจิยัครัง้นี้เป็นการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจําเพาะต่อสายพนัธุ์ 
(isolate) ต่างๆ เพื่อใชใ้นการตรวจสอบและพสิูจน์ทราบการตดิเชือ้ V. parahaemolyticus  และ V. 
vulnificus โดยตรงและนํามาพฒันาต่อเป็นชุดสะดวกใชแ้บบ strip test ซึ่งทราบผลรวดเรว็ โดยไม่
ต้องใชเ้ครื่องมอืใดๆ ใชไ้ดโ้ดยเกษตรกรหรอืบุคลากรในหอ้งปฏบิตักิารทัว่ไปโดยไม่ต้องอาศยัความ
ชาํนาญ   ซึ่งนอกจากจะใชใ้นดา้นการเพาะเลี้ยงสตัวน้ํ์าแลว้ยงัสามารถใชใ้นการวนิิจฉัยโรคทีเ่กดิจาก
การตดิเชือ้ชนิดน้ีในคนไข ้และการปนเป้ือนของเชือ้ V. parahaemolyticus  และ V. vulnificus น้ีใน
ผลติภณัฑต่์างๆ รวมถงึผลติภณัฑอ์าหารไดโ้ดยตรง 
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1. การเตรียมและการรวบรวมแบคทีเรีย 
  ทาํการรวบรวมแบคทเีรยี V. parahaemolyticus, V. vulnificus และแบคทเีรยีกลุ่ม Vibrio 
spp. ชนิดอื่นๆ, Aeromonas spp. และแกรมลบชนิดต่างๆ จากสตัวน้ํ์าต่างๆ เช่น กุง้ ปลา และจากคน
ป่วยโรคทอ้งร่วง  เพื่อใชเ้ป็นแอนติเจนสําหรบัปลูกภูมคิุมกนัในหนูขาวและทดสอบปฏกิริยิาขา้มดงัน้ี 
(ตารางที ่1)   

1. V. parahaemolyticus 28 isolates 
2. V. vulnificus 13 isolates 
3. Vibrio harveyi 30 isolates 
4. V. campbellii 3 isolates 
5. V. mimicus 10 isolates 
6. V. cholerae 25 isolates 
7. V. alginolyticus 13 isolates 
8. V. fluvialis 7 isolates 
9. V. penaeicida 1 isolate 
10. V. ordalii  1 isolate 
11. V. anguillarum 1 isolate 
12. V. shilonii 1 isolate 
13. Aeromonas hydrophila 20 isolates 
14. A. sobria 17 isolates 
15. A. caviae 10 isolates 
16. A. veronii 1 isolate 
17. A. jandaei 1 isolate 
18. Plesiomonas shigelloides 3 isolates 
19. แบคทเีรยีแกรมลบอกี 10 ชนิดๆ ละ 1 isolate 

 
2. Identification of Vibrio spp.   
  ตรวจสอบชนิดของ V. parahaemolyticus และV. vulnificus โดย Biochemical test ต่างๆ  
และ 16s ribosome gene เพือ่ยนืยนัความถูกตอ้งของ Vibrio  
 
3. การเตรียมแอนติเจน 
 เพิม่จาํนวนแบคทเีรยีใน tryptic soy agar (TSA) ทีเ่สรมิดว้ย NaCl 2% สาํหรบัแบคทเีรยี
กลุ่ม Vibrio ประมาณ 24 ช.ม. ลา้งดว้ย PBS 3 ครัง้ ปรบัความเขม้ขน้ OD = 1 ที ่680 nm ซึง่เทยีบกบั
จาํนวนแบคทเีรยีประมาณ 8 X 108 CFU/ml  แยกเป็น 3 สว่นคอื 1) ทาํเป็น stock โดยผสม 1.5 % 
glycerol เกบ็ที ่-70 oC  2) นําไปฆา่เชือ้ที ่60 0C เป็นเวลา 60 นาทแีบ่งเป็นสว่นๆ เกบ็ไวท้ี ่-20 oC  3)
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นําไปทาํใหเ้สยีสภาพโดยผสมกบั 2 X treatment buffer (4% SDS และ 10% mercaptoethanol) ที่
อตัราสว่น 1:1 และตม้เป็นเวลา 1 นาทหีรอืผสมดว้ย formalin 10% จากนัน้นําไป dialyzed ใน PBS 3 
ครัง้ๆ ละ 12 ช.ม. 
 
4. การผลิต MAb  
4.1 การปลกูภมิูคุ้มกนั 

ใชห้นูขาว 4 ตวัฉีดสารผสมของแบคทเีรยีแต่ละชนิดทีท่ําใหเ้สยีสภาพและปกตโิดยผสมกบั 
complete Freud’s adjuvant ในอตัราส่วน 1 : 1 ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ฉีดเขา้ทางช่องทอ้ง 
(intraperitoneal cavity) และฉีดซํ้าอกี 3 ครัง้ทุกๆ 2 สปัดาหโ์ดยผสมกบั incomplete Freund’s 
adjuvant หลงัการฉีดครัง้ที่ 4 เป็นเวลา 1 สปัดาห ์เจาะเกบ็เลอืด serum มาตรวจสอบการสรา้ง
แอนตบิอดโีดยวธิ ีWestern blotting 

 
4.2 การผลิต hybridoma 

การผลติ hybridoma ทาํตามวธิขีอง KÖhler and Milstein (1976) และ Mosmann et al. 
(1979)  โดยคดัเลอืกหนูตวัทีต่อบสนองดทีีสุ่ดต่อแบคทเีรยีแต่ละชนิด มาเตรยีมเซลลจ์ากมา้ม (spleen) 
และนํามาเชื่อมรวมกบั P3X myeloma โดย polyethylene glycol เลีย้งใน selective media (HAT 
medium) ใน 96 well culture plate จํานวน 30 plate หลงัจากตรวจคดัเลอืกโคลนของเซลลท์ีผ่ลติ
แอนติบอดีที่ต้องการได้โดยวธิีต่างๆ แล้วนํามา reclone ให้แน่ใจว่าเป็น monoclone โดยวธิี limited 
dilution  โคลนทีไ่ดนํ้ามาเกบ็ไวใ้น liquid nitrogen เพือ่ใชใ้นการทดสอบและผลติแอนตบิอดต่ีอไป 
 
5. วิธีการตรวจสอบคดัเลือก hybridoma 

ทาํการคดัเลอืก hybridoma clone ทีส่รา้ง MAb จาํเพาะต่อแบคทเีรยีทัง้ 2 ชนิด ขัน้ตอน
แรกโดย dot blotting  จากนัน้นํามาคดัเลอืกต่อโดยวธิ ีimmunohistochemistry และ Western blotting  
5.1  Dot blotting 

นํา V. parahaemolyticus หรอื V. vulnificus ชนิดทีใ่ช ้immunize ทัง้สภาพทีป่กตแิละถูก
ทําใหเ้สยีสภาพผสมกนั 1:1 ความเขม้ขน้ประมาณ 106 cell/ml  นํา มาหยดบน nitrocellulose 
membrane  อบที ่60 oC  นํามาบ่มในน้ํายาเลีย้งเซลลจ์าก hybridoma ในแต่ละหลุม  หลงัจากนัน้ลา้ง
ดว้ย 0.5 % blotto นํามาบ่มใน horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG heavy and 
light chain specific antibody (GAM–HRP; Biorad) เจอืจาง 1 : 1000   ลา้งใน 0.5 % blotto และใส่
สารละลาย substrate ประกอบดว้ย 0.03 % diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide, 
0.05 % cobalt chloride ละลายใน PBS   เลอืก hybridoma clone ทีแ่สดงปฏกิริยิาต่อแบคทเีรยีทีใ่ชใ้น
การทดสอบโดยเลอืกโคลนทีใ่หส้เีกดิขึน้บน  nitrocellulose membrane ทีม่คีวามเขม้กว่าจุดควบคุม 
(ไมไ่ดบ้่ม MAb)  นํามาคดัเลอืกต่อโดย dot blotting กบัแบคทเีรยีชนิดต่างๆ Western blotting และ 
immunohistochemistry ก่อนนําไป reclone และ cryopreservation สาํหรบัการศกึษาต่อไป 
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5.2  SDS–PAGE และ Western blotting 
นําแบคทเีรยี V. parahaemolyticus หรอื V. vulnificus isolate ต่างๆ มาแยกใน SDS–

PAGE ตามวธิขีอง Laemmli (1970)  โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 50 V เป็นเวลา 4 ชัว่โมง บางสว่นของ gel 
นํามายอ้มโปรตนีดว้ย Coomassie brilliant blue R–250 บางสว่นนํามาถ่ายโปรตนีจาก gel ลงสู ่
nitrocellulose membraneโดยใช ้transblot apparatus (Biorad) สาํหรบักระบวนการ Western blotting   
ทาํโดยนํา nitrocellulose membrane ทีไ่ดแ้ยกบ่มใน MAb แต่ละชนิดและผา่นกระบวนการ indirect 
immunoperoxidase เชน่เดยีวกบักรณีของ dot–blotting เพื่อหาตําแหน่งและพสิจูน์ทราบแอนตเิจนทีท่าํ
ปฏกิริยิากบัแอนตบิอด ี 

 
5.3  Immunohistochemistry  

นําเชือ้ V.  parahaemolyticus หรอื V. vulnificus ความเขม้ขน้ 106 เซลล/์กรมัฉีดใหกุ้ง้ขาว
ทีม่ชีวีติ   จากนัน้ 2-3 วนัเลอืกกุง้ทีแ่สดงอาการอ่อนเพลยี หยุดกนิอาหาร มาตดัส่วนหวัแบ่งครึง่แช่ใน 
Davidson’s fixative   จากนัน้นําไปผา่นกระบวนการ paraffin sectioning ตดัเน้ือเยื่อเป็นชิน้ๆ หนา 8 
m ตดิบนสไลด ์นํามาผา่นกระบวนการ immunohistochemistry โดยวธิ ี indirect immunoperoxidase  
มวีธิโีดยยอ่ดงัน้ี rehydrate  เน้ือเยื่อโดยลา้ง paraffin ออกจากเน้ือเยื่อดว้ย xylene จากนัน้ผา่นลง 
butanol (100 %) 95 %-70 % ethanol และน้ํา  บ่มใน MAb ชนิดต่างๆ ลา้ง section ดว้ย PBS  บ่มใน 
GAM-HRP และบ่มในสารละลาย substrate ประกอบ ดว้ย 0.03 % DAB, 0.006 % H2O 2 ละลายใน 
PBS   ยอ้มซํ้าดว้ย haematoxylin และ eosin Y (H & E)   ดงึน้ําดว้ย ethyl alcohol เปอรเ์ซน็ตต่์างๆ  
และ butanol  ทาํใหใ้สใน xylene  ทาํเป็น slide ถาวรโดยใช ้permount บรเิวณทีต่ดิเชือ้ไวรสัจะปรากฏ
เป็นสน้ํีาตาล  
 
6. การตรวจ class และ subclass 

ทาํโดยใช ้sandwich ELISA Zymed’s Mouse Mono AB ID kit 
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Propagation 
 

 
60 oC  Formalin fix  100oC + SDS + Mercaptoethanol 

 

 
Immunization 

 
Mouse 

 
  Hybridoma production 
 

Antibody selection & characterization 
  Dot blotting,  
  Western blotting 
  Immunohistochemistry 
    MAb 
 

 
สรปุขัน้ตอนการดาํเนินการทดลอง 
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ตารางที ่1  List of bacterial isolates and sources used in this study. 
 
V. parahaemolyticus 28 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VP1 = V. parahaemolyticus 22091, O8:K21 DMST Stool 
2 VP2 = V. parahaemolyticus 22092, O2:K3 DMST Food 
3 VP3 = V. parahaemolyticus 22093, O2:K3 DMST Food 
4 VP4 = V. parahaemolyticus 22094, O4:K34 DMST Stool 
5 VP5 = V. parahaemolyticus 1 VPV O5:K33 VMARC Aquatic animals 
6 VP6 = V. parahaemolyticus 2 VPB O5:K33 DABU P. monodon 
7 VP7 = V. parahaemolyticus 5665 O10:KUT DMSC Stool 
8 VP8 = V. parahaemolyticus 45034 O10:KUT DABU Stool 
9 VP9 = V. parahaemolyticus 23794 O3:K54 DMST Stool 
10 VP10 = V. parahaemolyticus 23795 O10:KUT DMST Stool 
11 VP11 = V. parahaemolyticus 23796 O2:K28 DMST Stool 
12 VP12 = V. parahaemolyticus 23797 O10:KUT DMST Stool 
13 VP13 = V. parahaemolyticus 15285 OUT:KUT DMST Food 
14 VP14 = V. parahaemolyticus 20245 O1:KUT DMST ? 
15 VP15 = V. parahaemolyticus 21243 O1:K1 DMST ? 
16 VP16 = V. parahaemolyticus 21296 O4:K12 DMST Food 
17 VP17 = V. parahaemolyticus 21308 O1:K32 DMST Seafood 
18 VP18 = V. parahaemolyticus 21318 O2:K28 DMST Food 
19 VP19 = V. parahaemolyticus 21330 O3:KUT DMST Shrimp 
20 VP20 = V. parahaemolyticus 21332 O11:KUT DMST Stool 
21 VP21 = V. parahaemolyticus 23798 O10:K52 DMST Stool 
22 VP22 = V. parahaemolyticus 23801 O5:KUT DMST Stool 
23 VP23 = V. parahaemolyticus 23802 O4:KUT DMST Stool 
24 VP24 = V. parahaemolyticus 23803 O3:K54 DMST Stool 
25 VP25 = V. parahaemolyticus 23804 O3:K7 DMST Stool 
26 VP26 = V. parahaemolyticus 23805 O4:K68 DMST Stool 
27 VP27 = V. parahaemolyticus 23806 O2:K28 DMST Stool 
28 VP28 = V. parahaemolyticus 23807 O10:KUT DMST Stool 

 
Note: 
CENTEX = Centex Shrimp, Faculty of Science, Mahidol University.  
CPF = Charoen Pokphand Foods Public Co. Ltd. 
DABU = Department of Aquatic Science, Burapa University. 
DMSC = Department of Microbiology, Faculty of Science,Chulalongkorn University. 
DMSM = Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol University. 
DMST = Department of Medical Science, Ministry of Public Health Thailand. 
GB = Ghent University, Belgium 
NCIMB = National Collection of Industrial Marine and Food Bacteria, UK. 
SWU = Department of Biology, Srinakharinwirot University. 
VMARC = Veterinary Medical Aquatic Research Center, Chulalongkorn University. 
? = unknown 
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V. vulnificus 14 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VV1 = V. vulnificus (VVB) DABU Sea bass 
2 VV2 = V. vulnificus MT1506 DABU ? 
3 VV3 = V. vulnificus 4907006 SWU P. vannamei 
4 VV4 = V. vulnificus 4907001 SWU P. vannamei 
5 VV5 = V. vulnificus 4907011 SWU P. vannamei 
6 VV6 = V. vulnifucus 27426 DMST Hemoculture 
7 VV7 = V. vulnifucus 27427 DMST Blood 
8 VV8 = V. vulnifucus 27428 DMST Hemoculture 
9 VV9 = V. vulnifucus 27429 DMST Hemoculture 

10 VV10 = V. vulnificus 19346 DMST ? 
11 VV11 = V. vulnificus 22441 DMST ? 
12 VV12 = V. vulnificus 26351 DMST ? 
13 VV13 = V. vulnificus 5852 DMST ? 
14 VV? = V. vulnificus VVBs   (V. ponticus ?) DABU Sea bass 

 

Vibrio harveyi 30 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VH1  = V. harveyi 639 Centex P. monodon 
2 VH2  = V. harveyi 1526 Centex P. monodon 
3 VH3  = V. harveyi 114 (VHS1) Centex P. monodon 
4 VH4  = V. harveyi 47666-1 UK DABU ? 
5 VH5  = V. harveyi MM30 GB ? 
6 VH6  = V. harveyi MM77 GB ? 
7 VH7  = V. harveyi 22888 GB ? 
8 VH8  = V. harveyi 22889 GB ? 
9 VH9  = V. harveyi LMG 22891 GB ? 

10 VH10 = V. harveyi LMG 22893 GB ? 
11 VH11 = V. harveyi LMG 22894 GB ? 
12 VH12 = V. harveyi LMG 22895 GB ? 
13 VH13 = V. harveyi GB 120 GB ? 
14 VH14 = V. harveyi GB 152 GB ? 
15 VH15 = V. harveyi GB170 GB ? 
16 VH16 = V. harveyi GB 612 GB ? 
17 VH17 = V. harveyi GB 886 GB ? 
18 VH18 = V. harveyi 25919 Centex ? 
19 VH19 = V. harveyi VG Centex ? 
20 VH20 = V. harveyi 14126 Centex ? 
21 VH21 = V. harveyi 39804 Centex ? 
22 VH22 = V. harveyi 1039i  Centex ? 
23 VH23 = V. harveyi 1039II  Centex ? 
24 VH24 = V. harveyi 1039III Centex ? 
25 VH25 = V. harveyi 2230 Centex ? 
26 VH26 =  V. harveyi Surat DABU ? 
27 VH27 = V. harveyi H1 CPF Shrimp pond 
28 VH28 = V. harveyi H3 CPF Shrimp pond 
29 VH29 = V. harveyi H4 CPF Shrimp pond 
30 VH30 = V. harveyi H5 CPF Shrimp pond 

 V?      = Vibrio sp.  H2 CPF Shrimp pond 
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V. campbellii 3 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 Vca1  = V. campbellii LMG 21361 GB ? 
2 Vca2  = V. campbellii LMG 21362 GB ? 
3 Vca3  = V. campbellii LMG 21363 GB ? 

 
V. mimicus 10 isolates 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
V. cholerae 25 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VC1 = V. cholerae 22115 O1,El Tor, Inaba  DMST Stool 
2 VC2 = V. cholerae 22116 O1,El Tor, Inaba  DMST Stool 
3 VC3 = V. cholerae 22117 O1,El Tor, Inaba  DMST Stool 
4 VC4 = V. cholerae 22118 O1,El Tor, Inaba  DMST Stool 
5 VC5 = V. cholerae 22125 O1,El Tor, Ogawa DMST Rectal swab 
6 VC6 = V. cholerae 22126 O1,El Tor, Ogawa  DMST Rectal swab 
7 VC7 = V. cholerae 22127 O1,El Tor, Ogawa  DMST Rectal swab 
8 VC8 = V. cholerae 22128 O1,El Tor, Ogawa  DMST Rectal swab 
9 VC9 = V. cholerae 22135 O139  DMST Stool 
10 VC10 = V. cholerae 22136 O139  DMST Stool 
11 VC11 = V. cholerae 22137 O139  DMST Stool 
12 VC12 = V. cholerae 22138 O139  DMST Stool 
13 VC13 = V. cholerae 22413 O141  DMST ? 
14 VC14 = V. cholerae 22140 non O1, O139, O141  DMST Food 
15 VC15 = V. cholerae 22141 non O1, O139, O141  DMST Food 
16 VC16 = V. cholerae 22142 non O1, O139, O141  DMST Food 
17 VC17 = V. cholerae 22143 non O1, O139, O141  DMST Stool 
18 VC18 = V. cholerae 22144 non O1, O139, O141  DMST ? 
19 VC19 = V. cholerae B20 non O1, O139, O141  SWU P. vannamei 
20 VC20 = V. cholerae 4907014 non O1, O139, O141  SWU P. vannamei 
21 VC21 = V. cholerae 27424 non O1, O139, O141  DMST Stool 
22 VC22 = V. cholerae 27425 non O1, O139, O141  DMST Stool 
23 VC23 = V. cholerae 25087 non O1, O139, O141  DMST ? 
24 VC24 = V. cholerae 520601 SWU P. vannamei 
25 VC25 = V. cholerae 520602 SWU P. vannamei 

No. Bacteria Institute Source 
1 VM1 = V.  mimicus 15142 DMSC Patient 
2 VM2 = V. mimicus 22088  DMST Food 
3 VM3 = V. mimicus 22089  DMST Food 
4 VM4 = V. mimicus 22090  DMST Food 
5 VM5 = V. mimicus 24053  DMST Food 
6 VM6 = V. mimicus 24054  DMST Water 
7 VM7 = V. mimicus 24055  DMST Water  
8 VM8 = V. mimicus 24056  DMST Food 
9 VM9 = V. mimicus B1.4  SWU P. vannamei  
10 VM10 = V. mimicus 27430  DMST Rectal swab 
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V. alginolyticus 15 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VA1 = V. alginolyticus 22082 DMST Stool 
2 VA2 = V. alginolyticus 22083 DMST Food 
3 VA3 = V. alginolyticus 22084 DMST Food 
4 VA4 = V. alginolyticus Y16 SWU Shrimp pond 
5 VA5 = V. alginolyticus BY2 SWU Shrimp pond 
6 VA6 = V. alginolyticus BY17 SWU Shrimp pond 
7 VA7 = V. alginolyticus BY18 SWU Shrimp pond 
8 VA8 = V. alginolyticus Y2 SWU Seawater 
9 VA9 = V. alginolyticus Y3 SWU Seawater 
10 VA10 = V. alginolyticus Y4 SWU Seawater 
11 VA11 = V. alginolyticus 24045 DMST Food 
12 VA12 = V. alginolyticus 24046 DMST Food 
13 VA13 = V. alginolyticus 24047 DMST Stool 
14 VA14 = V. alginolyticus 24048 DMST Water 
15 VA15 = V. alginolyticus 14800 DMSC Seafood 

 
V. fluvialis 7 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VF1 = V. fluvialis 22085  DMST Rectal swab 
2 VF2 = V. fluvialis 22086 DMST Stool 
3 VF3 = V. fluvialis 22087 DMST Stool 
4 VF4 = V. fluvialis 24049 DMST Stool 
5 VF5 = V. fluvialis 24050 DMST Stool 
6 VF6 = V. fluvialis 24051 DMST Stool 
7 VF7 = V. fluvialis 24052 DMST Stool 

 
V. penaeicida 1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 Vpen = V. penaeicida DMSC ? 

 
V. ordalii  1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VO = V. ordalii VIB 02 DABU ? 

 
V. anguillarum 1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VAn =V. anguillarum AVL01 DMSC ? 

 
V. shilonii 1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 VS = V. shilonii SWU ? 
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Aeromonas hydrophila 20 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 AH1 = A. hydrophila 1234 VMARC Carp kidney 
2 AH2 = A. hydrophila 24057 DMST Stool 
3 AH3 = A. hydrophila 2798  DMST ? 
4 AH4 = A. hydrophila 22095  DMST Blood 
5 AH5 = A. hydrophila 22096  DMST Stool 
6 AH6 = A. hydrophila 22097  DMST Stool 
7 AH7 = A. hydrophila 22098  DMST Stool 
8 AH8 = A. hydrophila 490601  SWU Goldfish intestine 
9 AH9 = A. hydrophila 04082  AAHRI ? 
10 AH10 = A. hydrophila 24058  DMST Stool 
11 AH11 = A. hydrophila 24059  DMST Stool 
12 AH12 = A. hydrophila 24060  DMST Stool 
13 AH13 = A. hydrophila 213  SWU Gold fish 
14 AH14 = A. hydrophila 221  SWU Gold fish 
15 AH15 = A. hydrophila FS2  SWU Fairy shrimp 
16 AH16 = A. hydrophila 251  SWU Fairy shrimp 
17 AH17 = A. hydrophila 4FS2  SWU Fairy shrimp 
18 AH18 = A. hydrophila 09021011/3s  AAHRI ? 
19 AH19 = A. hydrophila 09021017/3k  AAHRI ? 
20 AH20 = A. hydrophila 08021107  AAHRI ? 

 
A. sobria 17 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 AS1 = A. sobria 12056   NCIMB ? 
2 AS2 = A. sobria 12446 DMST Stool 
3 AS3 = A. sobria 22099 DMST Stool 
4 AS4 = A. sobria 22100 DMST Stool 
5 AS5 =  A. sobria 22101 DMST Stool 
6 AS6 =  A. sobria 22102 DMST Stool 
7 AS7 =  A. sobria 24061 DMST Stool 
8 AS8 =  A. sobria 24062 DMST Stool 
9 AS9 =  A. sobria 24063 DMST Stool 
10 AS10 =  A. sobria 24064 DMST Stool 
11 AS11 =  A. sobria FS1 SWU Fairy shrimp 
12 AS12 =  A. sobria 4FS1 SWU Fairy shrimp 
13 AS13 =  A. sobria AFS4 SWU Fairy shrimp 
14 AS14 =  A. sobria 0802111 AAHRI ? 
15 AS15 =  A. sobria 09021008/7K AAHRI ? 
16 AS16 =  A. sobria 09021012/1 AAHRI ? 
17 AS17 =  A. sobria 09021014/1S AAHRI ? 
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A. caviae 10 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 AC1 = A. caviae 13016  NCIMB ? 
2 AC2 = A. caviae 22103 DMST Stool 
3 AC3 = A. caviae 22104 DMST Rectal swab 
4 AC4 = A. caviae 22105 DMST Stool 
5 AC5 = A. caviae 22106 DMST Stool 
6 AC6 = A. caviae 24065 DMST Stool 
7 AC7 = A. caviae 24066 DMST Stool 
8 AC8 = A. caviae 24067 DMST Stool 
9 AC9 = A. caviae 24068 DMST Pus 
10 AC10 = A. caviae 06103 AAHRI ? 

 
A. veronii 1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 AV = A. veronii 21255 ATCC35624  DMST ? 

 
A. jandaei 1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 AJ = A. jandaei 21256 ATCC49568 DMST ? 

 
Plesiomonas shigelloides 3 isolates 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 PS1 = P. shigelloides 22107 DMST rectal swab 
2 PS2 = P. shigelloides 22108 DMST rectal swab 
3 PS3 = P. shigelloides 22109 DMST rectal swab 

 
แบคทเีรยีแกรมลบอกี 10 ชนิดๆ ละ 1 isolate 
 

No. Bacteria Institute Source 
1 Enterobacter cloacae DMSM ? 
2 Escherichia coli ATCC 25922 CPF ? 
3 Klebsiella pneumoniae DMSM ? 
4 Morganella morganii DMSM ? 
5 Proteus vulgaris DMSM ? 
6 Pseudomonas aeruginosa DMSM ? 
7 Salmonella Enteritidis 7108 DMST ? 
8 Salmonella Typhi DMSM ? 
9 Salmonella Typhimurium ATCC 1408 CPF ? 
10 Shigella flexneri DMSM ? 
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ผลการทดลอง 
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MAb ต่อ V. parahaemolyticus 
 จากการใช ้ V. parahaemolyticus ปลูกภูมคิุม้กนัในหนูขาวแลว้นําไปผลติ MAb สามารถ

คดัเลอืก MAb ไดท้ัง้หมด 15 โคลนทีม่คีวามจาํเพาะต่างๆ กนัสามารถแบ่งเป็น 11 กลุ่มตามความ 
จาํเพาะไดด้งัน้ี (ตารางที ่2, รปูที ่1)  

กลุ่มที ่1 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus 14 isolates 
และสามารถทาํปฏกิริยิาขา้มกบั V. alginolyticus ได ้5 isolates  โดย MAb ไมจ่บักบัแอนตเิจนทีต่รวจ 
สอบดว้ยวธิ ีWestern blotting และ IHC  

กลุ่มที ่2 ประกอบดว้ย MAb 3 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus 5 isolates 
เทา่นัน้ โดยไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ   MAb ทีไ่ดจ้บักบัแอนตเิจนเป็นแถบกวา้งขนาด 
30-67 kDa สามารถใชต้รวจสอบการตดิเชือ้ในเน้ือเยือ่โดยวธิ ีIHC ได ้

กลุ่มที ่3 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus 6 isolates 
และสามารถทาํปฏกิริยิาขา้มเลก็น้อยกบั V. alginolyticus ได ้3 isolates โดย MAb ไมจ่บักบัแอนตเิจนที่
ตรวจ สอบดว้ยวธิ ีWestern blotting และ IHC  

กลุ่มที ่4 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus 11 isolates 
เทา่นัน้   แอนตบิอดไีมจ่บักบัแอนตเิจนเมื่อตรวจสอบดว้ยวธิ ีWestern blotting แต่สามารถใชต้รวจสอบ
การตดิเชือ้ในเน้ือเยือ่โดยวธิ ีIHC ได ้

กลุ่มที ่5 ประกอบดว้ย MAb 2 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus 4 isolates 
และเกดิปฏกิริยิาขา้มกบั V. harveyi 1 isolate (VH28)   แอนตบิอดสีามารถจบักบัแอนตเิจนขนาด 6 
kDa และใชต้รวจสอบการตดิเชือ้โดยวธิ ีIHC ได ้

กลุ่มที ่6-9 ประกอบดว้ย MAb กลุ่ม 1 โคลน สามารถทาํปฏกิริยิากบั V. parahaemolyticus 
เพยีง 1 isolate เทา่นัน้ โดยไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ 

กลุ่มที ่10 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus เกอืบทุก 
isolate ทีท่ดสอบ (ยกเวน้ VP 2, 3 และ 14) และสามารถทําปฏกิริยิาขา้มกบั V. alginolyticus ได้
ทัง้หมด (15 isolates)   แต่แอนตบิอดไีมส่ามารถจบักบัแอนตเิจนโดยวธิ ีWestern blotting และ IHC ได ้

กลุ่มที ่11 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus ทุก isolate 
ทีท่ดสอบ (ยกเวน้ VP22) และมทีาํปฏกิริยิาขา้มกบั VA และ VH  อยา่งละ 1 isolate แอนตบิอดจีบักบั
แอนตเิจนขนาด 31 kDa แต่ไมส่ามารถใชต้รวจสอบการตดิเชือ้โดยวธิ ีIHC ได ้

MAb สว่นใหญ่เป็นชนิด IgM  ยกเวน้ในกลุ่มที ่1, 3, 4 และ 9-11 เป็น IgG  และมคีวามไว
ในการตรวจจบัแอนตเิจนสว่นใหญ่เทา่กบั 107-108 CFU/ml 
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ตารางที ่2 Specificity of monoclonal antibodies against V. parahaemolyticus. The binding of 
antibodies to various bacteria was determined by dot blotting using bacteria at 
approximately 109 CFU ml-1. +++ = very intense staining, - = not staining. IHC = 
immunohistochemistry, VP = V. parahaemolyticus, VA = V. alginolyticus. The 
number of each isolate was assigned as appeared in Table 1  

 

Group MAb (isotype) 
Antigen  

Western blotting 
(kDa) 

IHC 
Sensitivity Dot 

Blotting 
(CFU ml-1) 

Bacterial 
immunoreactivity 

(Dot blotting) 
1 VP-16C1 (G2a) - - 108 VP1, 4, 5, 7, 9, 15, 16, 18, 

19, 23-27 
VA1, 4-5, 7, 15 

2 VP-2D2, 7F6, 
12H4 (M) 

30-67 +++ 108 VP2, 3, 7, 18, 27 

3 VP-14E6 (G2a) - - 108 VP2, 3, 7, 18, 20, 27 
(+++) 

 VA 3, 13, 15 (+) 
4 VP-11B9 

(G2b) 
- ++ 107 VP6, 8, 10-13, 17, 20-22, 

28, 
5 VP-11H1 (M) 

20B6 (M) 
6 +++ 107 

108 
VP4, 6, 13, 16, VH28 

6 VP-7D5 (M) - +++ 107 VP9 
7 VP-18G4 (M) 23-76 +++ 107 VP10 
8 VP-16A8 (M) - - 108 VP11 
9 VP-20B9 (G) 7, 38-48 +++ 107 VP11 
10 VP-516  (G2a) - - 107 VP almost isolates except 

VP 2, 3, 14 
VA all isolates  

11 VP-618  (G2b) 31 - 107 VP almost isolates except 
VP22 

VA5, VH18, slightly cross 
with another VH 

 
 
 
 

 
 



 21

 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่1  Cross-reactivity of MAbs against V. parahaemolyticus assayed by dot blotting. Heated killed 

bacteria (109 CFU/ml) were spot on nitrocellulose membrane (1 l/spot) and treated with 
various MAbs: (1) VP-16C1, (2) VP-2D2, (3) VP-14E6, (4) VP-11B9, (5) VP-11H1, (6) VP-
7D5, (7) VP-18G4, (8)  VP-16A8 or (9) VP-20B9, (10) VPA-516 and (11) VP-618.  A = 
diagram of the spotted bacteria. VA = V. alginolyticus, VP = V. parahaemolyticus, VM = V. 
mimicus, VC = V. cholerae, VF = V. fluvialis, VV = V. vulnificus, VH = V. harveyi, V? = Vibrio 
sp., Vca = V. campbellii, VO = V. ordalii, Vpe = V. penaeicida, VAn = = V. anguillarum, VS = 
V. shilonii, AH = Aeromonas hydrophila, AS = A. sobria, AC = A. caviae, PD = 
Photobacterium damselae,  EnC = Enterococcus, ET = Ent tarda, S = Salmonella, Y = Yersinia, 
K = Klebsella, EC = Escherichia coli, P = Psedomonas, En = Enterobacter, Shi = Shigella 
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 จากการผลติ MAb จาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus ได ้11 กลุ่มโดยกลุ่มที ่6-9 มคีวามจาํเพาะ
แคบสามารถจบักบั V. parahaemolyticus เพยีงบาง isolate เท่านัน้เหมาะสําหรบัใชใ้นการศกึษา
บทบาทในการก่อโรคเพราะมคีวามจาํเพาะสงูและสามารถใชต้รวจสอบการตดิเชือ้ในเน้ือเยื่อได ้    MAb 
กลุ่มที ่2 และ 5 มคีวามจาํเพาะต่อ V. parahaemolyticus 4-5 isolates และจบั V. harveyi  1 isolate 
(กลุ่มที ่5) แต่แอนตบิอดทีัง้ 2 กลุ่มเป็นชนิด IgM และมคีวามไวตํ่าประมาณ 107CFU/ml จงึไมน่่าจะใช้
ในการพฒันาชุดตรวจ strip test  สว่น MAb กลุ่มที ่4 มคีวามจาํเพาะกวา้งและมคีวามไวมากกว่า MAb 
กลุ่มที ่1 และ 3   สาํหรบั MAb กลุ่มที ่10 และ 11 มคีวามจําเพาะต่อ V. parahaemolyticus เกอืบ
ทัง้หมด โดยเฉพาะกลุ่มที ่10 สามารถจบั V. alginolyticus ไดทุ้ก isolate  จงึน่าจะใช ้MAb ทัง้ 2 กลุ่มน้ี
รว่มกบั MAb กลุ่มที ่4 ในการพฒันาชุดตรวจ strip test จําเพาะต่อ V. parahaemolyticus และ V. 
alginolyticus ได ้(ตารางที ่3)  แต่เน่ืองจากความไวของ MAb ทัง้ 3 กลุ่ม (กลุ่ม 4, 10 และ 11) ไมส่งู
มากนกั (107 CFU/ml) ดงันัน้ถา้นํา MAb ทีม่คีวามไวไมส่งูนกัมาใชร้วมกนัความไวในการตรวจจะลดลง
อกีมากจงึจาํเป็นตอ้งผลติ MAb ทีม่คีวามไวสงูขึน้และหาคู่ทีเ่หมาะสมหรอืผลติ polyclonal antibodies 
(PAb) สาํหรบัการพฒันาชุดตรวจ strip test ต่อไป 
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ตารางที ่3  สรปุความจาํเพาะของ MAb against V. parahaemolyticus ทีส่ามารถนําไปพฒันาเป็น strip 
test ได ้    *** From different sources 

 

MAbs  VP-11B9 VP-516 VP-618 

Sensitivity  107 107 107 

Bacteria Source    

V. parahaemolyticus     
VP1 (22091) DMST  +++ +++ 
VP2 (22092) DMST   +++ 
VP3 (22093) DMST   +++ 
VP4 (22094) DMST  +++ +++ 
VP5 (1 VPV) VMARC  +++ +++ 
VP6 (2 VPB) DABU +++ +++ +++ 
VP7 (5665) DMSC  +++ +++ 
VP8 (45034) DABU +++ +++ +++ 
VP9 (23794) DMST  +++ +++ 
VP10 (23795) DMST +++ +++ +++ 
VP11 (23796) DMST +++ +++ +++ 
VP12 (23797) DMST +++ +++ +++ 
VP13 (15285) DMST +++ +++ +++ 
VP14 (20245) DMST   +++ 
VP15 (21243) DMST  +++ +++ 
VP16 (21296) DMST  +++ +++ 
VP17 (21308) DMST +++ +++ +++ 
VP18 (21318) DMST  +++ +++ 
VP19 (21330) DMST  +++ +++ 
VP20 (21332) DMST +++ +++ +++ 
VP21 (23798) DMST +++ +++ +++ 
VP22 (23801) DMST +++ +++  
VP23 (23802) DMST  +++ +++ 
VP24 (23803) DMST  +++ +++ 
VP25 (23804) DMST  +++ +++ 
VP26 (23805) DMST  +++ +++ 
VP27 (23806) DMST  +++ +++ 
VP28 (23807) DMST +++ +++ +++ 
V. alginolyticus     
VA1 (22082) DMST  +++  
VA2 (22083) DMST  +++  
VA3 (2084) DMST  +++  
VA4 (Y16) SWU  +++  
VA5 (BY2) SWU  +++ ++ 
VA6 (BY17) SWU  +++  
VA7 (BY18) SWU  +++  
VA8 (Y2) SWU  +++  
VA9 (Y3) SWU  +++  
VA10 (Y4) SWU  +++  
VA11 (24045) DMST  +++  
VA12 (24046) DMST  +++  
VA13 (24047) DMST  +++  
VA14 (24048) DMST  +++  
VA15 (14800) DMSC  +++  
VH18 (25919) CENTEX   ++ 
VV (1-13) *** - - - 
VH (1-17, 19-30) *** - - - 
Vca *** - - - 
VM (1-10) *** - - - 
VC (1-25) *** - - - 
VF (1-7) *** - - - 
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MAb ต่อ V. vulnificus 
 จากการรวบรวม V. vulnificus และนํามาฉีดหนูขาวสามารถผลติ MAb ไดแ้ยกเป็น 6 กลุ่ม

ตามคุณสมบตัแิละความจาํเพาะดงัน้ี (ตารางที ่3, รปูที ่2)  
กลุ่มที ่1-4 ประกอบดว้ย MAb ทีม่คีวามสามารถจบักบั V. vulnificus ไดเ้พยีง 1-2 isolate 

เท่านัน้และไมท่าํปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ   โดย MAb กลุ่มที ่2 สามารถจบักบัแอนตเิจนที่
ตรวจสอบดว้ยวธิ ีWestern blotting และ IHC ได ้

กลุ่มที ่5 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลนมคีวามจาํเพาะต่อ V. vulnificus 5 isolates โดยไม่
เกดิปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ   MAb ทีไ่ดจ้บักบัแอนตเิจนขนาด 3-14 kDa และสามารถใช้
ตรวจสอบการตดิเชือ้ในเน้ือเยือ่โดยวธิ ีIHC ได ้

กลุ่มที ่6 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. vulnificus และ V. alginolyticus 
ทุก isolates ทีท่ดสอบ  แต่ไมท่าํปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ  แอนตบิอดจีบักบัแอนตเิจนขนาด    
10, 18 kDa และสามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ในเน้ือเยือ่ดว้ยวธิ ีIHC ได ้

กลุ่มที ่7 ประกอบดว้ย MAb 1 โคลน มคีวามจาํเพาะต่อ V. vulnificus ทุก isolates ทีท่ด 
สอบและสามารถทาํปฏกิริยิาขา้มกบั Vibrio ชนิดอื่นๆ ไดย้กเวน้ V. penaeicida และ V. anguillarum 
แอนตบิอดจีบักบัแอนตเิจนขนาด 5 kDa แต่ไมส่ามารถตรวจสอบดว้ยวธิ ีIHC ได ้

MAb ทีไ่ดส้ว่นใหญ่เป็นชนิด IgG  และมคีวามไวในการตรวจจบัแอนตเิจนประมาณ 105-107 
CFU/ml  
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ตารางที ่4 Specificity of monoclonal antibodies against V. vulnificus. The binding of antibodies 
to various bacteria was determined by dot blotting using bacteria at approximately 
108 CFU ml-1. +++ = very intense staining, - = not staining. IHC = immunohisto-
chemistry, VV = V. vulnificus, Vpe = V. penaeicida, Van = V. anguillarum, VA = V. 
alginolyticus. The number of each isolate was assigned as appeared in Table 1  
 

Group MAb (isotype) 
Antigen  
Western 

blotting (kDa) 
IHC 

Sensitivity Dot 
Blotting 

(CFU ml-1) 

Bacterial 
immunoreactivity 

(Dot blotting) 

1 VV-5F2 (G2b) - - ~107 VV2 

2 VV-18H6 (M) 8-13 + ~107 VV2, 8 

3 
VV-4G2 (G2b) 
VV-19G12 (M) 

- - ~107 VV3, 5 

4 VV-8B8 (G2a) - - ~106 VV8, 9 

5 VV-158 (G2b) 3-14 + ~105 VV1, 4, 7,11,13 

6 VV-165 (G2a) 10, 18 +++ ~107 VV all,  VA all 

7 VV-100 (G2a) 5 - ~107 
VV all, Vibrio spp. 
Except VPe, Van 
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รปูที ่2  Cross-reactivity of MAbs against V. vulnificus assayed by dot blotting. Heated killed 

bacteria (108 CFU/ml) were spot on nitrocellulose membrane (1 l/spot) and treated 
with various MAbs: (1) VV-5F2, (2) VV-18H6, (3) VV-4G2, (4) VV-8B8, (5) VV-
158 (6) VV-165 and (7) VV-100. A = Diagram of the spotted bacteria. VV = V. 
vulnificus, VF = V. fluvialis, VP = V. parahaemolyticus, VH = V. harveyi, VC = V. 
cholerae, VM = V. mimicus, Vca = V. campbellii, Vpe = V. penaeicida, VAn = V. 
anguillarum, AH = A. hydrophila, AS = A. sobria, AC = A. caviae, EC = E.  coli 
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 จากการผลติ MAb จาํเพาะต่อ V. vulnificus ได ้8 โคลน   ซึง่ MAb สว่นใหญ่มคีวามจาํเพาะสงู
มากโดยสามารถจบั V. vulnificus ไดเ้พยีง 1-2 isolate (กลุ่มที ่1-4, ตารางที ่ 4) มเีพยีงบางกลุ่มทีม่ี
ความจาํเพาะกวา้ง น่าจะนํามาใชส้าํหรบัพฒันาชุดตรวจ strip test (ตารางที ่5) ไดด้งัน้ี  

1) MAb กลุ่มที ่5 สามารถจบั V. vulnificus เทา่นัน้ จาํนวน 5/13 isolate 
2) MAb กลุ่มที ่6 สามารถจบั V. vulnificus และ V. alginolyticus ทัง้หมด 
3) MAb กลุ่มที ่7 สามารถจบั V. vulnificus และ Vibrio spp. อื่นๆ ได ้ยกเวน้  V. penaeicida 

และ V. anguillarum  
 ดงันัน้การใช ้MAb กลุ่มที ่5 และ 6  ในการพฒันา strip test ในสว่นของ colloidal gold และ 
test line โดยใชร้่วมกบั MAb VP-516 ซึ่งจําเพาะต่อ V. alginolyticus ทุก isolate และ V. 
parahaemolyticus สว่นใหญ่ (ตารางที ่2) น่าจะสามารถไดชุ้ดตรวจทีม่คีวามจาํเพาะต่อ V. vulnificus + 
V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus ได ้ สว่น MAb กลุ่มที ่7 สามารถใชใ้นการพฒันาชุดตรวจ
สาํหรบั Vibrio ทัว่ๆ ไปได ้  แต่เน่ืองจาก MAb ทัง้ 3 กลุ่มมคีวามไวในการตรวจจบัของ MAb สว่นใหญ่
ยงัไมส่งูมากนกั ~105-107 CFU/ml โดยเฉพาะอยา่งยิง่ MAb ในกลุ่มที ่6 ซึง่สามารถจบั V. vulnificus 
และ V. alginolyticus และกลุ่มที ่7 จบักบั Vibrio spp. มคีวามไวค่อนขา้งตํ่า ~107 CFU/ml ดงันัน้การ
ตรวจ V. vulnificus หรอื V. alginolyticus หรอื Vibrio spp. อาจจาํเป็นตอ้งเพิม่ข ัน้ตอนในการเพิม่
จาํนวนแบคทเีรยีก่อนแลว้จงึตรวจดว้ยชุดตรวจต่อไป  
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ตารางที ่5  สรปุความจาํเพาะของ MAb against V. vulnificus ทีส่ามารถนําไปพฒันาเป็น strip test ได ้
 
 

MAbs  VV-158 VV-165 VV-100 
Sensitivity  105 107 107 
Bacteria Source    

V. vulnificus     
VV1 (VVB) DABU +++ +++ +++ 
VV2 (MT1506) DABU  +++ +++ 
VV3 (4907006) SWU  +++ +++ 
VV4 (4907001) SWU +++ +++ +++ 
VV5 (4907011) SWU  +++ +++ 
VV6 (27426) DMST  +++ +++ 
VV7 (27427) DMST +++ +++ +++ 
VV8 (27428) DMST  +++ +++ 
VV9 (27429) DMST   +++ +++ 
VV10(19346) DMST  +++ +++ 
VV11 (22441) DMST +++ +++ +++ 
VV12 (26351) DMST  +++ +++ 
VV13 (5852) DMST +++ +++ +++ 
V. alginolyticus     
VA1 (22082) DMST  +++ +++ 
VA2(22083) DMST  +++ +++ 
VA3 (22084) DMST  +++ +++ 
VA4 (Y16) SWU  +++ +++ 
VA5(BY2) SWU  +++ +++ 
VA6 (BY17) SWU  +++ +++ 
VA7 (BY18) SWU  +++ +++ 
VA8 (Y2) SWU  +++ +++ 
VA9 (Y3) SWU  +++ +++ 
VA10 (Y4) SWU  +++ +++ 
VA11 (24045) DMST  +++ +++ 
VA12 (24046) DMST  +++ +++ 
VA13 (24047) DMST  +++ +++ 
VA14 (24048) DMST  +++ +++ 
VA15 (14800) DMSC  +++ +++ 
V. para (13) ***   +++ 
V. mimicus (10) ***   +++ 
V. cholerae (25) ***   +++ 
V. harveyi (1) ***   +++ 
V .campbellii (3) GB   +++ 
V. fluvialis (7) ***   +++ 
V. ordallii (1) DABU   +++ 
V. anguillarum (1) DMST   - 
V.penaecida (1) DMSC   - 
V. shilonii (1) SWU   +++ 
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สรปุและอภิปรายผล  
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 สามารถผลติ MAb ทีจ่าํเพาะต่อ V. parahaemolyticus สว่นใหญ่ไดแ้ก่ VP-618 และ VP-11B9 
ซึง่ MAb ทัง้ 2 น้ีเมื่อรวมกนัสามารถจบักบั V. parahaemolyticus ไดทุ้กสายพนัธุ ์(รปูที ่1)  แต่อยา่งไร
กต็าม MAb VP-618 แสดงปฏกิริยิาขา้มอ่อนๆ กบั V. alginolyticus 1 isolate (VA5) และ V. harveyi 2 
isolate ไดแ้ก่ VH1 และ VH 18   ดงันัน้คาดว่าเมื่อนํา MAb ทัง้ 2 โคลนน้ีมารวมกนัน่าจะนํามาพฒันา
เป็น strip test สาํหรบัตรวจ V. parahaemolyticus ได ้
 สาํหรบั MAb จาํเพาะต่อ V. vulnificus ไดเ้พยีง MAB VV-158 ซึง่จบักบั V. vulnificus 5 ใน 13 
isolate ซึง่เป็นสายพนัธก่์อโรครุนแรงทัง้ในสตัวน้ํ์าและมนุษย ์  ส่วน MAb VV-165 สามารถจบั V. 
vulnificus ไดทุ้ก isolate และ V. alginolyticus ไดทุ้ก isolate นัน้ถา้นํามารวมกบั MAb VP-516 ซึง่จบั
กบั V. alginolyticus ไดทุ้ก isolate และ V. parahaemolyticus สว่นใหญ่ และ MAb-618 น่าจะนํามาใช้
ทดสอบ Vibrio ทัง้ 3 สายพนัธุร์วมกนัไดเ้น่ืองจาก V. alginolyticus, V. parahaemolyticus และ V. 
vulnificus เป็น Vibrio ทีพ่บทัว่ไปในแหล่งน้ําและปนเป้ือนในผลติภณัฑอ์าหารอนัเป็นสาเหตุหลกัในการ
ก่อโรคทอ้งรว่ง 
 นอกจากน้ีในกรณขีอง MAb VV-100 ซึง่จบักบั Vibrio ทัว่ไปเกอืบทุก isolates น่าจะมปีระโยชน์
ในการพฒันาชุดตรวจสาํหรบั Vibrio ทัว่ไปดว้ย   คาดว่าจะสามารถใช ้MAb เหล่าน้ีพฒันาเป็นชุดตรวจ
ได ้3 ชุดคอื  

1. ชุดตรวจ V. parahaemolyticus 
2. ชุดตรวจ V. vulnificus + V. alginolyticus 
3. ชุดตรวจ Vibrio spp. 

ขณะน้ีกําลงัอยู่ในระหว่างการผลติ PAb และ MAb เพิม่เตมิเพื่อใหชุ้ดตรวจมคีวามไวในการ
ตรวจสงูสดุต่อไป 
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