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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือใช้ในการศึกษาและตรวจหาเชื้อ
ปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลาย ด้วยเทคนิคอิมมูโนพยาธิวิทยา โดยใช้มอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต
ด้วยวิธีไฮบริโดมา แล้วจึงน ามอนอโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบความสามารถในการท าปฏิกิริย าและ
ความจ าเพาะกับปรสิต0Perkinsus0olseni ด้วยวิธี Indirect ELISA และ dot- blotting  พบว่า มอนอ
โคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 20 ให้ค่าการดูดกลืนแสงมากที่สุด 2.27 ส่วนหมายเลข 12 ไม่ท าปฏิกิริยากับ
ปรสิต P. olseni เมื่อตรวจสอบความจ าเพาะต่อปรสิตโดยวิธี dot- blotting พบว่ามอนอโคลนอล
แอนติบอดีหมายเลข 7 และ 20 สามารถจับกับปรสิต P. olseni ระยะฮิปโนสปอร์และโทรโฟซอยด์ได้ และ
พบว่าแอนติบอดีหมายเลข 20 ท าให้เนื้อเยื่อของระยะฮิปโนสปอร์และโทรโฟซอยด์ บริเวณขอบผนังเซลล์ 
และส่วนที่เป็นนิวเคลียสติดสีน้ าตาลเข้ม 
 
ค าส าคัญ: ปรสิต P. olseni, มอนอโคลนอลแอนติบอดี, หอยลาย  
 

. 
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ABSTRACT 
 

 This research aims to select monoclonal antibodies for study and detecting 
parasite Perkinsus sp. in undulated surf clam by immunohistochemistry technique. The 
monoclonal antibodies (MAbs) produced from hybridoma were characterized the specific 
immunoreactivity to Perkinsus olseni by indirect ELISA and dot blotting. In this study, a 
monoclonal antibody named 20th showed the highest absorbtion at 2.27. The clone 
named 12 had no cross-reactivity with P. olseni. Furthermore, specific blinding of each 
monoclonal antibody was confirmed by dot blotting. Both antibody named 7 and 20 were 
reacted with parasite P. olseni. In addition, antibody -20 were stained both hypnospore 
and trophozoite in clams tissue, causing cell wall and nucleus of parasite appeared dark 
blown colour. 

 
Key words: P. Olseni,  Monoclonal antibody, Undulated surf clam 
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บทนํา

โรค Perkinsosis เปนโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัวสกุล Perkinsus ท่ีมีรายงานการแพรระบาดมาตั้งแตป
ค.ศ.1946 ในหอยนางรม (Eastern oyster, Crassostrea virginica) จากประเทศสหรัฐอเมริกา (Mackin,
Owen และ Colller, 1950) ในขณะนั้นปรสิตชนิดนี้ ไดถูกระบุวาเปนเชื้อรา โดยมีชื่อเรียกวา
Dermocystidium marinum ตอมาเม่ือไดทําการศึกษาลักษณะทางดานจุลพยาธิวิทยา พบวามีอวัยวะท่ี
เรียกวา Conoid apical complex, Subpellicular membrane, Micropores และมีการเกิดตัวออนท่ี
เรียกวา zoospore เชนเดียวกับโปรโตซัวในกลุม apicomplexan อ่ืน ๆ (Levine, 1978) จึงไดมีการจัดลําดับ
ใหอยูใน Order Perkinsida, Class Perkinsea และจัดอยูใน Phylum Apicomplexa (Perkin, 1976:
Levine, 1978) ตอมาไดมีการนําเทคโนโลยีการจําแนกชนิดดวยลักษณะทาง DNA โดยใชสวน Small
subunit ribosomal RNA (SSUrRNA) gene sequence ทําใหทราบวาปรสิตกลุมนี้มีลักษณะใกลเคียงกับ
กลุม Dinoflagellate จึงไดมีการจัดใหปรสิตชนิดนี้อยูใน phylum Perkinsozoa โดยมีสมาชิกอยู 2 สกุล คือ
Perkinsus และ Colpodella (Goggin andBarker, 1993: Noren et al., 1999) ในปจจุบันมีรายงาน
การพบ Perkinsus หลายชนิดโดยพบในหอยทะเลชนิดตางๆ จากหลายประเทศ (ตารางท่ี 1) โดยในประเทศ
ไทยมีรายงานการพบโปรโตซัวชนิดนี้ในหอยลาย (Paphiaundulata) (Leethochavalit et al., 2004) และ
ในหอยนางรม (Saccrostrea forskali) (Taveekijakarn et al., 2008)

วงจรชีวิตและกลไกการแพรระบาด
วงจรชีวิตของปรสิตในสกุล Perkinsus นี้มีอยู 3 ระยะ ไดแก ระยะ trophozoite ระยะ

hypnospore และระยะ zoospore (ภาพท่ี 1) ซึ่งสองระยะหลังนี้พบไดจากการเลี้ยงในหองปฏิบัติการ โดยท่ี
ในธรรมชาติยังไมมีรายละเอียดมากนัก (Volety and Chu, 1994; Rodríguez et al., 1994; Chu, 1996;
Ford et al. 2002)

ภาพท่ี 1 วงจรชวีิตของปรสิต P. olseni (Choi and Park, 2010)
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ตารางท่ี 1 ชนิดของปรสิต Perkinsus spp. ท่ีพบในหอยชนิดตางๆ ท่ัวโลก (Villalba et al., 2004)

Perkinsus
species

Type host Other hosts Areas Source

Perkinsus marinus Crassostrea
virginica

C. gigas, C. arikensis
C. rhizophorae
C corteziensis

USA, Hawaii,
Mexico, Brazil

Andrews 1996,
Burreson et al.
1994, Calvo et al.
1999, Calvo
et al. 2001,
Bushek et al.
2002a,
Moss et al. 2007
Silva et al. 2013
Cáceres-
Martínez et al.
2016

Perkinsus olseni
(=P. atlanticus)

Haliotis ruber Clams:
Ruditapesdecussatus,
R.
philippinarum,
Anadara trapezia,
Austrovenus
stutchburyi, Pitar
rostrata, Protothaca
jedoensis;
Oysters - C.
ariakensis, C.
hongkongensis;
Pearl oysters:
Pinctada
margaritifera, P.
martensii;
Abalones - Haliotis
laevigata, H.
scalaris, H.
cyclobates

Australia, New
Zealand, Korea,
Japan, China,
Portugal, Spain,
Italy and Uruguay

Azevedo 1989,
Goggin and
Lester 1995,
Hamaguchi et al.
1998, Liang et al.
2001, Casas et
al. 2002a,
Cremonte et al.
2005,
Park et al. 2005,
Abollo et al.
2006, Moss et al.
2007, Elandaloussi
et al. 2009,

Perkinsus
chesapeaki
(P. andrewsi)

Mya arenaria Macoma baltica,
M. mitchelli,
Mercenaria
mercenaria, Tagelus
plebeius,

USA, Brazil, Spain Kotob et al. 1999,
Coss et al. 1999,
Coss et al. 2001b
Dungan et al. 2002
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ตารางท่ี 1 (ตอ)

Perkinsus
species

Type host Other hosts Areas Source

Crassostrea virginica,
C. rhizophorae
Cerastoderma edule
Anadara trapezia

Carrasco , et al,
2014
Neto, et al. 2016

Perkinsus
mediterraneus

Ostrea edulis Spain Casas et al. 2004

Perkinsus qugwadi Patinopecten
yessoensis

Canada Bower et al. 1998

Perkinsus
honshuensis

Ruditapes
philippinarum

Japan Dungan and Reece
2006,Kang et al.
2016

วงจรชีวิต
วงจรชีวิตของปรสิตในสกุล Perkinsus นี้มีอยู 3 ระยะ ไดแก (ภาพท่ี 1)
ระยะโทรโฟซอยท (Trophozoite stage)
เปนระยะท่ีมีการเพ่ิมจํานวนภายเนื้อเยื่อหอยดวยกระบวนการ Binary division เซลลปรสิต มี

รูปรางกลม แวคคิวโอลมีขนาดใหญ นิวเคลียสติดอยูท่ีบริเวณขอบดานใน ขณะท่ีโทรโฟซอยทเพ่ิมจํานวนใหได
เซลลลูกนั้น เซลลจะอยูรวมกันภายในผนังเซลลแมจนกระท่ังผนังเซลลแตกออกจะไดเปนระยะโทรโฟซอยดท่ี
ยังไมเจริญเต็มท่ี จนกวาจะมีการเพ่ิมขนาดและสรางแวคิวโอล จึงจะเรียกวาตัวเต็มวัย (Goggin and Lester,
1995; Blackbourn et al., 1998) เซลลระยะนี้จะถูกปลอยออกจากหอยทางเม็ดเลือดและอุจจาระ (Bushek
et al. 2002) หรือเม่ือหอยตายลง (Ragone-Calvo et al. 2003)

ระยะฮิปโนสปอร (Hypnospore stage or growth stage)
เปนระยะท่ีเซลลโทรโฟซอยท มีขนาดใหญข้ึนและสรางผนังเซลลหนาข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fluid

glycollate medium ฮิปโนสปอรนี้เม่ือนําไปเลี้ยงในน้ําทะเลจะเกิดกระบวนการแบงเซลลข้ึนภายใน จาก
รายงานของ Casas และคณะ (2002) กลาววาฮิปโนสปอรสามารถทนตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมไดเปนเวลานาน
ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาระยะนีเ้ปนระยะพักตัวของปรสิต

ระยะซูโอสปอร (Zoospore stage or proliferative stage)
เปนระยะตัวออนท่ีเกิดจากการแบงเซลลโดยกระบวนการbinary fissionของฮิปโนสปอรจนไดเปน

ตัวออนท่ีวายน้ําได เรียกวาระยะซูโอสปอร เม่ือซูโอสปอรเจริญเต็มวัยจะวายน้ําออกมาทางทอ discharge ซึ่ง
ซูโอสปอร ระยะนี้มีนิวเคลียส1 อัน มีแวคคิวโอล จํานวนมาก เคลื่อนท่ีไดดวยแฟลกเจลลา 2 เสน ท่ีอยู
ทางดานขางของลําตัว(Azevedo 1989, Casas et al. 2002)
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การตรวจวินิจฉัย
การตรวจวินิจฉัยปรสิต Perkinsus spp. สามารถแบงตามหลักใหญได คือ
1. วิธี Ray’s fluid thioglycollate medium เปนวิธีท่ีนําเนื้อเยื่อหอยมาบมในอาหาร Fluid

thioglycolate หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อมายอยดวย NaOH กอนยอมดวย Lugol's iodine solution จะทําให
เห็นเซลล Perkinsus sp. เปนสีน้ําเงินดํา (Ray, 1966) หลังจากนั้นวิธีการตรวจวินิจฉัยนี้ไดรับการปรับปรุงมา
เปนลําดับเพ่ือใหสามารถใชไดอยางแมนยําและใชกับ Perkinsus sp. แตละชนิด (Choi et al. 1989; Fisher
and Oliver 1996; Oliver et al. 1998; Almeida et al. 1999; McLaughlinand Faisal 1999)

2. การตรวจดวยภาพจากกลองจุลทรรศน
การใชภาพท่ีผานกระบวนการทางดานมิญชวิทยา (histology) แลวนําไปยอมดวยสี H&E จะทําให

เห็นปรสิตระยะโทรโฟซอยท ในเนื้อเยื่อหอยท่ีติดเชื้อ โดยขนาดจะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิด เชน P. olseni
มีรายงานวาขนาดจะแตกตางกันตั้งแต 3-30 m. (Choi et al. 2002)

3. การตรวจดวยวิธี Immunohistochemistry และ Molecular Tool
เปนวิธีการตรวจวินิจฉัยท่ีเริ่มเขามาบทบาทในระยะหลัง และมีความจําเพาะและรวดเร็วมากกวาวิธี

เดิม การตรวจวินิจฉัยแบบนี้เชน
3.1 วิธี Immunohistochemistry
การตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิคแบบใหมนี้ เปนการพัฒนาแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอปรสิต Perkinsus

sp. โดยในระยะแรกเปนการพัฒนา polyclonal antibody ท่ีจําเพาะตอปรสิต P. Marinus (Choi et al.,
1991; Dangan and Robersom, 1993) รวมถึงมีการพัฒนา monoclonal antibody ของ P. Marinus
ดวยเชนกัน (Dangan and Robersom, 1993; Romestand, et al. 2002; Earnhart, et al., 2004)

การแกไขขอจํากัดของเทคนิค RFTM ตอมาไดมีการนําเอาเทคโนโลยีทางดาน Molecular มาใช
เนื่องจากมีความจําเพาะมากกวา เชน ในป ค.ศ. 1991 Choi และคณะ ไดทําการพัฒนาเทคนิค Polyclonal
antibody เพ่ือใชในการวินิจฉัยเซลล hypnospore ของปรสิต เชนเดียวกับ Dungan และ Robertson
(1993) ไดพยายามผลิต monoclonal antibodies เพ่ือใชในการวินิจฉัยเซลล hypnospore ของปรสิต
P. marinus นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิคทางดาน ELISA โดยใช polyclonal antibodies เพ่ือตรวจหาปรสิต
P. marinus อีกดวย (Villalba et al, 2004) ซึ่งการตรวจดวยเทคนิคนี้จะใหความถูกตองแมนยํากวาเทคนิค
RFTM เนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงมากกวา

ผลกระทบของการติดเช้ือ Perkinsus
หอยท่ีติดเชื้อปรสิต Perkinsus ในระดับรุนแรงจะสงผลตออัตราการเจริญเติบโตของหอยทําใหหอย

โตชาลง เกิดเนื้อตายบริเวณท่ีติดเชื้อ หรือในรายท่ีรุนแรงจะทําใหหอยตายได (Mackin, 1962; Park et al.,
1999; Park and Choi, 2001) ปรสิตชนิดนี้พบโดยท่ัวไปท่ีบริเวณเหงือก ทอทางเดินอาหาร และแมนเทิล
นอกจากนี้ในหอย Manila clam ยังสามารถพบปรสิตนี้ไดบริเวณเนื้อเยื่อเก่ียวพันของระบบสืบพันธุของหอย
ท้ังตัวผูและตัวเมีย (Park and Choi, 2001; Choi et al., 2002) ลักษณะอาการท่ีอาจพบไดในหอยท่ีติดเชื้อ
เชน ตุมเนื้อสีขาวท่ีบริเวณแมนเทิล เทา และเหงือก ซึ่งเปนผลมาจากการอักเสบของเนื้อเยื่อ ในกรณีท่ีหอยติด
เชื้ออยางรุนแรงบริเวณทอทางเดินอาหาร เหงือก จะแสดงอาการของ hemocytic infiltration เหงือกหอยจะ
เสื่อมลง
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ระบบภูมิคุมกันของหอยสองฝา
ระบบภูมิคุมกันของหอยสองฝาถูกจัดเปนแบบ innate และ nonlymphoid system ซึ่งกลไกการ

ปองกันภายในของหอยสองฝาจะมี 2 ระบบ
1. ระบบ cellular component โดยกระบวนการ phagocytosis หรือ encapsulation ซึ่งจะ

ทําลายเชื้อโรคดวย enzyme activity และการหลั่งสาร oxygen metabolite ออกมาระบบนี้จะดําเนินการ
โดยเม็ดเลือด โดยเม็ดเลือดมีคุณสมบัติในการดึงดูด เคลื่อนท่ีได และสามารถกลืนกินสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กได
(Hine 1999, Canesi et al., 2002)

2. ระบบ humoral component โดยใชปฏิกิริยาท่ีอยูภายใตการควบคุมของโมเลกุลแบบตาง ๆ
(Song et al., 2010) เชน lectins (agglutinins, opsonins), lysosomalenzymes (phosphatase acid,
lysozyme and various hydrolytic enzymes), antimicrobial peptides, proteaseinhibitors เปนตน
(Cheng 1996, Chu 2000)

โมนอโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibodies)
มอนอโคลนอลแอนติบอดีคือ แอนติบอดีท่ีสรางมาจากกลุมเซลลพลาสมาซึ่งมีตนกําเนิดมาจากบี-

เซลล เซลลเดียว จึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ท้ัง ในดานความ
จําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของสายสั้น (Light chain) และสายยาว (Heavy chain)
ของอิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของ แอนติบอดีชนิดนั้น
เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมากจึงสามารถชักนํากระตุนการ ตอบสนองโดยโคลนตางๆ
ของบี-เซลลจํานวนมากท่ีตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสราง แอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม
แอนติบอดีแตละชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกัน ในซีรัมเรียกวา โพลีโคลนอลแอนติบอดี
(Polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาท่ีตาง ๆ กันเชน จับกับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอมพลีเมนต
ในการสลายแอนติเจน ซึ่งเปนประโยชนตอตัวของสิ่งมีชีวิต เองท่ีสามารถชักนําการตอบสนองในรูปแบบตางๆ
เพ่ือปองกันอันตรายจากสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรค แตความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรัม ทําให
แอนติบอดีท่ีไดมีความจําเพาะต่ําและอาจไปทําปฏิกิริยาขามกลุม (Cross reaction) กับแอนติเจนอ่ืนสงผลให
การใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้น มีไมมากเทาท่ีควร ดังนั้นการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรางจาก 1
โคลนของบี-เซลลท่ีมี ความจําเพาะตออิพิโทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (หทัยทิพย สุขสดใส,
2551)

การผลิต Monoclonal antibody
Monoclonal antibody เปน Immunoglobulin ท่ีมีความจําเพาะ ผลิตจากเซลลไฮบริโดมา

ชิ้นสวนแปรผันสายเดี่ยว โดยเปนอนุพันธของแอนติบอดีท่ีประกอบดวยสวนแปรผันสายยาวและสายสั้น
เชื่อมตอกันดวยเปปไทดสายสั้นปจจุบันมอนอโคลนอลแอนติบอดีถูกนํามาประยุกตใชในงานตาง ๆ หลาย
แขนงรวมถึงการตรวจวินิจฉัยโรคและปรสิต (ทวีศักดิ์ จึงวัฒนตระกูล, 2554) วิธีการผลิต monoclonal
antibody เริ่มจากการฉีดแอนติเจนท่ีเหมือนกันในสัตวทดลองเพ่ือกระตุนทําให B lymphocytes จํานวนมาก
สรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตามความตองการ สวนมากแลวมักใชหนูเปนสัตวทดลอง สําหรับกระบวนการนํา
กลุมเซลลท่ีสรางแอนติบอดีทไปใชข้ึนอยู กับเทคนิคการเพาะเลี้ยงขยายเพ่ิมจํานวน สําหรับการผลิต
monoclonal antibody จากหนูตองตรวจกรองหากลุ มเซลลสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะเพียงเซลลเดียว
(monoclonal) ใหเพียงพอเหมาะสมท่ีจะนําไปผลิตเปนน้ํายาตรวจปรสิต ไมเพียงแตความจําเพาะของ
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แอนติบอดีท้ังหมดเทานั้นแตยังรวมถึง IgG class, subclass และชนิดของ light chain ท้ังหมดอีกดวยตอง
เหมือนกัน (อุดม ติ่งตอย, 2554)

หลังจากฉีดกระตุนหนูจนไดแอนติบอดีท่ีตอบสนองตามตองการแลว จึงทําการแยกเอาเซลลมาม
(spleen cells) มาบดเซลลใหละเอียด เพ่ือแยกเอา B lymphocytes ออกมาซึ่งเซลลเหลานี้เปนเซลลท่ีสราง
แอนติบอดี (plasma cells) ไมสามารถเลี้ยงขยายได เนื่องจากเซลลสรางแอนติบอดีมีอายุจํากัดไมสามารถ
เลี้ยงใหมีชีวิตยืนยาวได ดังนั้นจึงไดมีการเชื่อมเซลลสรางแอนติบอดีกับ myeloma cells ของหนูเขาดวยกัน
(cell fusion) โดยการใช sendai virus, lysolecithin, polyethylene glycol(PEG)22 หรือ electrified
induction (ใชกระแสไฟฟาเปนตัวทําใหเกิดการเชื่อมเซลล เหมาะสําาหรับเซลลจํานวนนอย ๆ) สําหรับใน
ปจจุบัน hybridomas technique นิยมใช PEG เปนตัวเชื่อมเซลลมากท่ีสุด สําาหรับกลไกในการเชื่อมเซลล
เริ่มจากการรวมตัวของเซลลเมมเบรนเขาดวยกันกอนท่ีจีโนมของเซลลจะผานเขาสูซัยโตพลาสของอีกเซลลหนึ่ง
เซลลท่ีรวมตัวกันจะเปนเซลลท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส หรือมากกวา เม่ือเซลลแบงตัวนิวเคลียสจึงรวมตัวกัน
และเกิดเปนเซลลลูกผสมท่ีเรียกวา hybrid cells หรือ hybridomacells ท่ีสามารถสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะ
สวน myeloma cells จะแบงตัวเจริญเติบโตไมตาย และไมสามารถควบคุมได เซลลสายพันธุ มะเร็ง
(myeloma cells line) เปนเซลลพิเศษสามารถเปลี่ยนแปลงตัวได 2 รูปแบบ (two mutations) รูปแบบแรก
ตัวมันไม สร าง immunoglobulin และรูปแบบสองตัวมันขาดเอ็นไซม  hypoxanthineguanine
phosphoribosyl transferase (HGPRT) ซึ่งเปนเอ็นไซมจําเปนสําหรับการสราง deoxyribonucleic acid
(DNA) ในการจําลองแบบ (replication) ของเซลล เม่ือมี HGPRT จะมีการกระตุนปฏิกิริยาภายนอกเซลล
(catalyzes the exogenous) ใหใช hypoxanthine เพ่ือผลิต purines ซึ่งเปนองคประกอบพ้ืนฐานในการ
ขัดขวางการสราง DNA แมวาเซลลจะขาดเอ็นไซมนี้แตเซลลยังสามารถใช hypoxanthine จากภายในเซลล
(utilizedby an endogenous route) เองได ดังนั้นถานํา myeloma cells มาทํา fusion กับเซลลสราง
แอนติบอดีปกติแลวเพาะเลี้ยงตอไปพบวา myeloma cells ท่ียังไม fusion จะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจน
ปกคลุม hybridoma cells หลังจากนั้นจึงตองหาวิธีคัดเลือกเฉพาะ hybridoma cells เทานั้นใหเจริญเติบโต
ไดในการเพาะเลี้ยง โดยใช selective medium เรียกวา HAT medium ซึ่งประกอบดวยสาร aminopterin,
hypoxanthine และ thymidine มีคุณสมบัติยอมใหเฉพาะ hybridoma cells เทานั้นเจริญเติบโตสวน
aminopterin เปนสาร folic acid analogue มีคุณสมบัติเกาะจับเอ็นไซม folic acid reductase เพ่ือไป
ยับยั้ง coenzymes ในการสังเคราะห DNA ทาง “de novo” synthesis pathway ทําให myeloma cells
ตาย สวน B lymphocytes ซึ่งเปนเซลลปกติจะตายตามอายุไขประมาณ 7-10 วัน ดังนั้นเซลลท่ีรอดชีวิตใน
HAT medium ไดคือ hybridoma cells เพราะมีการสราง DNA ผานทาง “salvage pathway” ท่ีอาศัยเอ็น
ไซมท่ีสําคัญสองตัวคือเอนไซม thymidine kinase (TK) และเอ็นไซม HGPRT หลังจาก fusion แลวจึงนํา
hybridoma cells มาคํานวณ เพ่ือเจือจางและปรับใหมีเซลลประมาณ 1-2 เซลลตอหลุม (well) จึงนําไปเลี้ยง
ใน micro wells ประมาณ 10 วัน ซึ่งเซลลในแตละหลุมเม่ือเจริญเติบโต จึงนําไปตรวจกรองหาแอนติบอดี
จําเพาะ เม่ือไดโคลนท่ีสรางแอนติบอดี ท่ีจําเพาะ แลวจึงนําโคลนไปเลี้ยงขยายและทําการ reclone เพ่ือใหแน
ใจ ในความจําเพาะ และความคงทน เนื่องจาก hybridoma cells เปนการผสมกันระหวาง 2 เซลลทําใหมี
chromosomes มากเกินบางครั้ง อาจจะทําใหเสียหนาท่ี ดังนั้นตองดูแล chromosomes ท่ีจําเปนสําหรับ
หารผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะใหคงอยูตลอดไป (อุดม ติ่งตอย, 2554)

ในโครงการนี้ทางคณะผูวิจัยไดมีการรวมมือกับนักวิจัยจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยการนําตัว
ออนระยะซูโอสปอรและฮิบโนสปอรของโปรโตซัว Perkinsus sp. ไปใชในการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดี
จนประสบผลสําเร็จไดสวนหนึ่ง เพ่ือใหการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสําหรับตรวจเชื้อปรสิตโปรโตซัว
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Perkinsus โดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ประสบผลสําเร็จจึงตองมีการประเมินผลมอนอโคลนอลแอนติเจน อาศัย
เทคนิค immunohistochemistry เปรียบเทียบกับวิธีการตรวจวินิจฉัยแบบเดิม กอนท่ีจะมีการพัฒนาเพ่ือให
สามารถนํามอนอโคลนอลนี้ไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบทางอิมมูโนวิทยา โดยวิธี ELISA ซึ่งจะชวยลดเวลาใน
การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ ในเชิงพาณิชยตอไป โดยมุงเนนการใชประโยชนในดานการเกษตร และอาหาร
ปลอดภัยเปนหลัก เพ่ือสงเสริมงานวิจัยและพัฒนาดานการเกษตรและการตรวจวินิจฉัยของประเทศใหมี
ความกาวหนาและมีศักยภาพท่ี เขมแข็งยิ่งข้ึน

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย
1. เพ่ือประเมินผลการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดตอปรสิตโปรโตซัว Perkinsus ใน

หอยลาย (Paphia undulate) หอยนางรม (Saccrostrea sp.) และดินตะกอนโดยวิธีการทาง
immunohistochemistry และเทคนิค RFTM

2. เพ่ือพัฒนาวิธี ELISA ในการตรวจหาปรสิตโปรโตซัว Perkinsus ในหอย และในดินตะกอน
บริเวณแหลงเลี้ยงหอย

ขอบเขตของโครงการวิจัย
1. ทําการเก็บตัวอยางหอยลาย (P. undulata) บริเวณฝงทะเลภาคตะวันออกและจังหวัดชายทะเล

ภาคกลาง เชน สมุทรสาคร สมุทรสงคราม เพชรบุรี
2. ทําเก็บตัวอยางหอยนางรม (S. forskali) บริเวณฝงทะเลภาคตะวันออก
3. ทําการประเมินผลการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดตอปรสิตโปรโตซัว Perkinsus

ในหอยลาย (Paphia undulate) หอยนางรม (Saccrostrea sp.)
4. พัฒนาวิธี ELISA ในการตรวจหาปรสิตโปรโตซัว Perkinsus แบบ Sandwich ELISA
5. ทดสอบประสิทธิภาพวิธี ELISA ในการตรวจหาปรสิตโปรโตซัว Perkinsus ในหอย และในดิน

ตะกอนบริเวณแหลงเลี้ยงหอย

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
1. การจดอนุสิทธิบัตรหรือสิทธิบัตรตนแบบชุดตรวจสอบ
2. การเผยแพรในวารสาร
3. การนําไปผลิตในเชิงพาณิชย
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วิธีดําเนินการวิจัย

1. การเก็บตัวอยาง
เก็บตัวอยางหอยลาย (P. undulata) จากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงครามจํานวน

จังหวัดละ 30 ตัว ทุกเดือนและตัวอยางหอยนางรม (Saccostrea spp.) จากสถานีวิจัยประมงศรีราชา
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรจังหวัดชลบุรี จํานวน 30 ตัวทุกเดือน ตั้งแตเดือนมกราคม ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ.
2560

2. การเตรียมเช้ือปรสิตระยะ hypnospore และ zoospore ของปรสิต Perkinsus sp. จาก
หอยลาย

2.1 นําหอยลาย (P. undulata) มาแกะเปลือกและตัดเหงือกหอยบมในอาหาร Fluid
Thioglycollate medium (FTM) ท่ีมี Streptomycin 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Penicillin 500
ยูนิตตอมิลลิลิตร บมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อหอยมากรองผานผาขาวบาง
เพ่ือนําเนื้อเยื่อท่ีกรองไดมายอยดวย 0.2 % Trypsin ใน SM 30 ปลอดเชื้อ (น้ําทะเลเทียม ความเค็ม 30 พีพีที
กรองดวยกระดาษกรองเมมเบรน 0.2 ไมครอน ) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 ชั่วโมง ลางเนื้อเยื่อดวย SM 30
ปลอดเชื้อ จํานวน 3 รอบ ดวยเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 450 xg เพ่ือกําจัด Trypsin ออกใหหมดจนสะอาด
นําตัวอยางปรสิตระยะ hypnospore เลี้ยงดวย SM 30 ปลอดเชื้อ ในจานเลี้ยงเชื้อ ตั้งท้ิงไวในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิหอง

2.2 การเก็บรวบรวม zoospore ของปรสิต Perkinsus หลังจากท่ี hypnospore ท่ีเลี้ยงไว
เกิดการแบงเซลล จนได zoospores วายน้ําออกมาจากตัวแมแลว จึงเก็บรวบรวม zoospores ใน PBS นับ
จํ า น ว น ป ร สิ ต เ ก็ บ ป ร สิ ต ร ะ ย ะ hypnosporeแ ล ะ zoosporesไ ว ใ ช ใ น ก า ร ท ด ส อ บ ต อ ไ ป

3. การตรวจหาปรสิต Perkinsus sp. โดยวิธีการตรวจนับเซลลในอาหารเลี้ยงเช้ือ
3.1 นําหอยลายจังหวัดละ 30 ตัวและหอยนางรม 30 ตัวท่ีตัดเนื้อเยื่อตามภาพท่ี 1 และ 2 ออก

แลวจึงนําสวนดานหนาและดานหลังมาบมในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อ Fluid  thioglycolate
medium (FTM) พรอมท้ังใสยาปฏิชีวนะคือ Streptomycin 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Penicillin
500 ยูนิตตอมิลลิลิตร บมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน

3.2 นําหอยท่ีผานการบมในอาหาร FTM แลว มายอยดวย 2 M NaOH ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง

3.3 นําตัวอยางหอยท่ียอยแลวมาปนเหวี่ยงใหตกตะกอนท่ีความเร็ว 4,500 x g เปนเวลา 15
นาที เทน้ําสวนบนท้ิง เติม 0.01 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมี 0.15 โมลารเกลือ (PBS) 30 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วเทาเดิม เพ่ือลาง NaOH ออกใหหมด ทําซ้ําจํานวน 3 รอบ

3.4 เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร 30 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางเก็บไวในตูเย็นเพ่ือทําการนับตอไป
3.5 สุมตัวอยางท่ีได 500 ไมโครลิตร ยอมดวย Lugol’s iodine 500 ไมโครลิตร เพ่ือนับ

จํานวน hypnospore ของ Perkinsus sp. ดวยสไลดนับแพลงกตอน (Sedgewick Rafter Counting
Chamber) ภายใตกลองจุลทรรศน จํานวน 3 ครั้ง จดบันทึก แลวนํามาหาคาเฉลี่ย  (Wilson-Ormond et
al., 1993; Almeida et al., 1999)



9

4. การตรวจหาปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี Histochemistry
4.1 นําหอยท่ีเก็บมาตัดตามขวางดังแสดงในภาพท่ี 2 และ 3 แชใน Davidson fixative นาน

24 ชั่วโมง
4.2 หลังจากนั้นยายมาแชใน 70% ethyl alcohol กอนนําไปผานกระบวนการดึงน้ําออก

ดวยเครื่อง Auto processor (Leica TP 1020) (ตารางท่ี 2) และ embed ลงใน block paraffin

ภาพท่ี 2 ภาพตัดขวางหอยนางรมท่ีใชทางดาน histological technique (Howard and Smith, 1983)

ภาพท่ี 3 ภาพตัดขวางหอยลายท่ีใชทางดาน histological technique (Howard and Smith, 1983)
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ตารางท่ี 2 ข้ันตอนการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อหอยกอน embedded ในพาราฟน

สารเคมี เวลา
1st 70 % ethanol 1 ชั่วโมง
1st 80% ethanol 1 ชั่วโมง
1st 95% ethanol 1 ชั่วโมง

2nd 95% ethanol  1 ชั่วโมง 1 ชั่วโมง
1st 100% ethanol 1 ชั่วโมง
2nd 100% ethanol 1 ชั่วโมง
3rd 100% ethanol 1 ชั่วโมง

½ 100% ethanol ½ Neo clear 1 ชั่วโมง
1st neo clear 1 ชั่วโมง
2 ndneo clear 1 ชั่วโมง
1st paraffin 1 ชั่วโมง
2nd paraffin 1 ชั่วโมง

4.3 นําเนื้อเยื่อหอยท่ีผานกระบวนการตามตารางท่ี 1 เรียบรอยแลวไปฝงในพาราฟน
4.4 ตัดเนื้อเยื่อหอยดวยเครื่อง microtome ท่ีความหนา 3-5 ไมโครเมตร เลือกเนื้อเยื่อไปลอย

ในน้ําอุนของเครื่อง water bath เพ่ือใหพาราฟนยืดตัว นําสไลดท่ีทาไขขาวแลวไปชอนเนื้อเยื่อ และอุนสไลดท่ี
ไดบนเครื่อง slide warmer ท่ีตั้งอุณหภูมิประมาณ 40 oC

4.5 เก็บสไลดท่ีได ใสกลองเพ่ือนํามาเขาวิธีการยอมดวยสี H&E

5. การตรวจสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือปรสิต Perkinsus sp.ดวยวิธี ELISA, dot-
blotting

5.1 วิธี indirectELISA
1) มอนอโคลนท่ีนํามาใชในการทดสอบ ไดแกหมายเลข 1, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 19, 20, 22,

22 และ 24
2) ตรึง Polseni ระยะ hypnospore ความเขมขน 8.00x105 cells/mL ใสในไมโครเพลท

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาไมโครเพลท ท้ิงไวขามคืนท่ีอุณหภูมิ 4ºC
3) ลางดวย 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBST) 3 ครั้ง แลวเติม 5% skim milk ใน PBST

(300 ไมโครลิตรตอหลุม) บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 ชั่วโมง
4) ลางดวย PBST3 ครั้ง จากนั้นเติมมอนอโคลนอลแอนติบอดี (ความเขมขน 1:2 ใน PBS) ลง

ไปในหลุมไมโครเพลท มอนอโคลนอลทุกหมายเลขจะใสปริมาตร 50 ไมโครลิตร แตละหลุม จะใสท้ังแบบเดี่ยว
(หมายเลขเดียว) และ แบบผสม (สองหมายเลข) บมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 2 ชั่วโมง

5) ลางดวย PBST 3 ครั้ง แลวเติม GAM-HRP เจือจางใน PBS (1:10,000) หลุมละ 100
ไมโครลิตรและบมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 ชั่วโมง

6) ลางดวย PBST เติมสารละลายสับสเตรท Tetramethylbenzidine (TMB) 100 ไมโครลิตร
ตอหลุม บมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที
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7) เติม 1 M H2SO4 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลววัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาว 450 nm โดย
เทียบคาการดูดกลืนแสงมอนอโคลนอลแอนติบอดี แบบเดี่ยวกับแบบผสม

5.2 วิธี dot-blotting
เพ่ือนํามาใชประกอบการตัดสินใจเลือกหมายเลขของ มอนอโคลนอลแอนติบอดีมาใชในการทดลอง

และเพ่ือเปนการทดสอบวาหมายเลขมอนอโคลนอลชนิดนั้นๆยังสามารถจับกับแอนติเจนหรือไมมอนอโคลนท่ี
นํามาใชในการทดสอบ ไดแกหมายเลข 1, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 19, 20, 22, 22 และ 24

ตัวอยางแอนติเจนท่ีนํามาทดสอบ ไดแก
Perkinsus olseni ระยะ zoosporeความเขมขน 1.0 x107 cells/mL
Perkinsus olseni ระยะ hypnosporeความเขมขน 8.8 x107 cells/mL
Amphora (diatom)ความเขมขน 2.3 x106 cells/mL
Chaelacros (diatom) ความเขมขน 3.7 x106 cells/mL
Thalassiosira (diatom) ความเขมขน 1.1 x106 cells/mL
1) หยด เชื้อ P. olseni ท่ี fixed ดวย formaldehyde ลงบนกระดาษ ไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 1

ไมโครลิตรตอจุด (แบงกระดาษเปนชองละ 0.5 cm x 0.5 cm) ดังภาพท่ี 4

ภาพท่ี 4 การตัดกระดาษไนโตรเซลลูโลสและการหยดแอนติเจน

2) นําแผนไนโตรเซลลูโลสไปอบท่ี 37 ºC 10 นาที หรือท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนแหง
3) นําแผนไนโตรเซลลูโลสไปแชใน 5% skim milk เปนเวลา 1 ชั่วโมง
4) ลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย PBST จํานวน 3 ครั้ง
5) ทําการเจือจาง Monoclonal Antibody 1:5 ใน PBS (โพลีโคลน 1:2,000) และเติมลงใน

เพลท ชองละ 1.5 มิลลิลิตร
6) บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือ คางคืน
7) ทําการลางดวย PBST จํานวน 3 ครั้ง
8) เติม GAM-HRP เจือจาง 1:3000 เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรอืท่ี 4˚C ขามคืน
9) ลางGAM-HRP ออกดวย PBST จํานวน 4 ครั้ง
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10) จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรท ซึ่งประกอบดวย 0.03% diaminobezidine
tetrahydrochoride (DAB), 0.03% hydrogenperoxide ( H2O2), 1% CoCl2 ใน PBS เปนเวลา 5 นาที
(DAB 3 มิลลิกรัม , 30% 10 ไมโครลิตร,  1% CoCl2 25 ไมโครลิตร , PBS 10 ml)

11) ลางน้ํากลั่นหลายๆครั้ง
12) การอานผล บริเวณท่ีแอนติบอดีจับกับเชื้อ P.olseni บนกระดาษจะมีลักษณะเปนจุดสีดํา

6. การตรวจสอบปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี อิมมูโนพยาธิวิทยา (สิริรัตน แกวสลับนิล, 2554)
6.1 นําสไลดเนื้อเยื่อท่ีไดจากข้ันตอน 4 นํามาผานขบวนการ deparaffin ดังแสดงในตารางท่ี 3

ตารางท่ี 3 ข้ันตอนการ deparaffin กอนนํามายอมตามวิธีอิมมูโนพยาธิวิทยา

สารเคมี เวลา
Xylene  1 5 นาที
Xylene  2 5 นาที
Xylene   3 5 นาที

Xylene-Butanol 5 นาที
Butanol 5 นาที

95 % alcohol 5 นาที
90 % alcohol 5 นาที
80 % alcohol 5 นาที
70 % alcohol 5 นาที

DI 1 5 นาที
DI 2 5 นาที

PBS 1 5 นาที
PBS 2 5 นาที
PBS 3 5 นาที
PBS 4 5 นาที

6.2 ข้ันตอนการตรวจหา Perkinsus ในเนื้อเยื่อ โดยใชแอนติบอดี
1) นําสไลดแชท่ีผานการแชใน PBS เปนเวลา 5 นาที
2) ดูดสารละลายรอบๆออก โดยไมทําใหเนื้อเยื่อแหง
3) หยด 10% FBS ใหคลุมบนเนื้อเยื่อ ท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที
4) ดูดสารละลาย 10% FBS (โดยไมทําใหเนื้อเยื่อแหง)
5) หยดแอนติบอดี (Monoclonal antibody) ท่ีเจือจาง 1:5 ใน 10% FBS ลงบนเนื้อเยื่อ บม

เปนเวลา 3-4 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิหอง หรือ ท่ี 4 °C ขามคืน
6) จุมลางสไลดดวย PBS 4 ครั้งๆละ 10 นาที
7) หยด GAM-HRP เจือจาง 1:2000 ลงบนเนื้อเยื่อ บมเปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือท่ี

4oC ขามคืน
8) จุมลางสไลดดวย PBS 4 ครั้งๆละ 10 นาที
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9) จุมในสารละลายสับสเตรท ซึ่งประกอบดวย 0.03% diaminobezidine
tetrahydrochoride (DAB) และ 0.03% hydrogenperoxide (H2O2) ใน PBS เปนเวลา 5 นาที (DAB 30
mg, 30% H2O2 50 ul, PBS 100 ml)

10) ยอมสไลดดวย Haematoxylin 5 นาที
11) ดึงน้ําออกดวยแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% ตามลําดับอยางละ 5 นาที
12) ยอมซ้ําดวย eosin และลาง eosin สวนเกินออกดวยแอลกอฮอล 95%
13) นําสไลดแชในbutanol, xylene –butanol, xylene 1, xylene 2 และ xylene 3

ตามลําดับ อยางละ 5 นาที
14)  ทําเปนสไลดถาวร ดวย permount ปดทับดวย cover glass และดูผลดวยกลอง

จุลทรรศนบริเวณท่ีแอนติบอดีจับกับเชื้อ Perkinsus บนเนื้อเยื่อจะมีลักษณะเปนจุดสีน้ําตาลเขม
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ผลการวิจัย

1. การเก็บตัวอยาง
จากการเก็บตัวอยางหอยลาย (P. undulata) จากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาครและสมุทรสงคราม

จํานวนจังหวัดละ 30 ตัว ทุกเดือนและตัวอยางหอยนางรม (Saccostrea spp.) จากสถานีวิจัยประมงศรีราชา
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรจังหวัดชลบุรี จํานวน 30 ตัวทุกเดือน ตั้งแตเดือนมกราคม ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ.
2560พบวาหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาครและสมุทรสงครามมีขนาดและน้ําหนักเฉลี่ย ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4 และขนาดและน้ําหนักเฉลี่ยของหอยนางรมจากจังหวัดชลบุรี ดังแสดงในตารางท่ี 5

ตารางท่ี 4 ขนาดและน้ําหนักเฉลี่ยของหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาครและสมุทรสงคราม

ขนาดและน้ําหนักของหอยลาย
เดือน สถานี

เพชรบุรี
(mm.±SD)

เพชรบุรี
(g. ±SD)

สมุทรสาคร
(mm.±SD)

สมุทรสาคร
(g. ±SD)

สมุทรสงคราม
(mm±SD)

สมุทรสงคราม
(g. ±SD)

มกราคม 4.15±0.27b 7.56±1.48b 5.14±0.37a 15.37±3.37a 3.92±0.11b 6.57±0.70b

กุมภาพันธ 4.07±0.20b 6.41±1.28b 4.30±0.23a 8.98±1.69a 4.12±0.19b 6.98±1.10b

มีนาคม 4.06±0.15a 6.11±1.06a 3.87±0.22b 5.08±0.96b 4.09±0.19a 6.35±1.22a

เมษายน 4.49±0.20a 8.32±1.55a 4.38±0.18b 7.36±1.33b NA NA
พฤษภาคม 4.62±0.14a 10.02±1.66a 4.65±0.25a 10.21±2.16a 3.87±0.22b 4.88±1.46b

มิถุนายน 4.04±0.16a 6.59±0.89a 3.91±0.24b 5.09±0.85b 3.63±0.20c 4.68±1.05b

กรกฎาคม 1.50±0.20a 6.93±1.09a 1.54±0.15a 6.58±0.92a 1.26±0.25b 5.18±1.04b

สิงหาคม 4.33±0.22a 8.32±1.04a 3.45±0.20b 4.43±1.02b NA NA
เฉลี่ย 3.91±0.95 7.53±0.95 3.90±1.04 7.89±1.04 3.48±1.03 5.77±1.03

ตารางท่ี 5 ขนาดและน้ําหนักเฉลี่ยของหอยนางรมจากจังหวัดชลบุรี

ขนาดและน้ําหนักเฉลี่ยในหอยนางรม
เดือน ขนาด (mm.±SD) น้ําหนัก (g..±SD)

มกราคม 4.44±0.69c 30.11±13.78a

กุมภาพันธ 3.70±0.81c 27.44±12.30ab

มีนาคม 3.41±0.36c 19.87±6.87cd

เมษายน 3.40±0.43c 20.06±6.66cd

พฤษภาคม 3.35±0.49c 25.87±8.48ab

มิถุนายน 35.58±5.80a 24.57±9.09bc

กรกฎาคม 31.14±3.56b 19.27±6.31d

เฉลี่ย 10.35±12.59 24.97±11.06
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2. การเตรียมเช้ือปรสิตระยะ hypnospore และ zoospore ของปรสิต Perkinsus sp. จากหอยลาย
เม่ือนําเนื้อเยื่อหอยสวนเหงือกมาบมในอาหาร FTM เปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อมาสอง

ใตกลอง เม่ือพบปรสิตจึงนํามากรองผานผาขาวบาง กอนนําไปยอยดวยเอนไซม Trypsin 0.2% ในน้ําทะเล
เทียมปลอดเชื้อ (SM 30) 3 ช.ม. แลวจึงนํามาลางใหสะอาดดวย SM 30ปลอดเชื้อดวยการปนเหวี่ยง ทําการ
เก็บ hypnospore บางสวน ท่ีเหลือนําไปเลี้ยงใน SM 30 ปลอดเชื้อ ในจานทดลอง เพ่ือให hypnospore
แบงเซลลจนได ระยะ zoospore กอนทําการเก็บรวบรวมดวยการปนเหวี่ยงตอไป (ภาพท่ี 5-6)

ภาพท่ี 5 ปรสิต Perkinsus sp. ระยะ hypnospore เลี้ยงในน้ําทะเลเทียมปลอดเชื้อ (SM 30)

ภาพท่ี 6 ปรสิต Perkinsus sp. ขณะเกิดกระบวนการ Zoosporulation จนได ปรสิตระยะ Zoospore
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3. การตรวจหาปรสิต Perkinsus sp. โดยวิธีการตรวจนับเซลลในอาหารเลี้ยงเช้ือ FTM
จากการนําเนื้อเยื่อหอยลายและหอยนางรมมาบมในอาหารเลี้ยงเชื้อ FTM กอนนํามายอยและลาง

ใหสะอาด เพ่ือนํามานับหาปริมาณปรสิต Perkinsus sp. พบปริมาณปรสิตในหอยลายดังแสดงในตารางท่ี 6
ภาพท่ี 7 และ 8 สวนในหอยนางรมท่ีเก็บจากจังหวัดชลบุรีไมพบปรสิต Perkinsus sp.

ตารางท่ี 6 ปริมาณปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาครและสมุทรสงคราม
ระหวางเดือนมกราคม ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ.2560 ( X ̄±SE)

ปริมาณ Perkinsus sp. ในหอยลาย (cell/g)(N=30)
เดือน สถานี

เพชรบุรี สมุทรสาคร สมุทรสงคราม

มกราคม 555.82±324.06ab 985.98±1,660.64a 100.57±46.38b

กุมภาพันธ 0a 5.30±3.74a 36.53±36.53a

มีนาคม 9.29±5.55a 11.18±8.10a 33.68±21.60a

เมษายน 13.48±13.48a 22.22±22.22a NA
พฤษภาคม 0 0 0
มิถุนายน 324,923.74,967.41a 80,957.92±36,379.81b 0b

กรกฎาคม 56,708.41±11,663.18a 74,576.99±10,439.64a 10,328.95±5,327.76b

ภาพท่ี 7 ปรสิต Perkinsus sp. ในเนื้อเยื่อสวนเหงือกของหอยลายท่ียอมดวย Lugol’s iodine กอนนําไป
ยอยดวย NaOH เพ่ือนับจํานวน (ลูกศรชี้)
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ภาพท่ี 8 กราฟแสดงปริมาณปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลายแตละจังหวัดตั้งแตเดือน มกราคม ถึงเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2561 ก. เดือนมกราคม ข. เดือนกุมภาพันธ ค. เดือนมีนาคม ง. เดือนเมษายน
จ. เดือนมิถุนายน และ ฉ. เดือนกรกฎาคม

ม.ค. 2561 ก.พ. 2561ก. ข.

มี.ค. 2561 เม.ย.2561
ค. ง.

มิ.ย.2561
ก.ค.2561จ. ฉ.



18

4. การตรวจหาปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี Histology
จากการตรวจหาปรสิต Perkinsus sp. ในเนื้อเยื่อหอยลายและหอยนางรม ดวยเทคนิคทางดาน

histology แลวนําเนื้อเยื่อมายอมดวยสี H&E พบปรสิตระยะโทรโฟซอยดในเนื้อเยื่อหอยลายมีขนาดประมาณ
3-6 m. ดังแสดงในภาพท่ี 9 และ 10

ภาพท่ี 9 ปรสิต Perkinsus sp. ระยะ trophozoites ในเนื้อเยื่อหอยลาย ยอมดวยสี H&E (ลูกศรชี้)

ภาพท่ี 10 ปรสิต Perkinsus sp. ระยะtrophozoites ในเนื้อเยื่อหอยลาย ยอมดวยสี H&E (ลูกศรชี้)

5. การตรวจสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือปรสิต Perkinsus sp. ดวยวิธี ELISA, dot-blotting
5.1 ผลการทดสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดตีอแอนติเจนดวยเทคนิค indirectELISA
การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาและนําอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีมอนอโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบวายังคงมี

ความสามารถในการทําปฏิกิริยากับ0Perkinsus0sp.หรือไม0รวมท้ังการหาอิพิโทปเพ่ือท่ีจะทําการคัดเลือก
มอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการนํามาใชในวิธีอิมมูโนพยาธิวิทยา โดยวิธี indirect ELISA จาก
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รายงานวิจัยของ สิริรัตน แกวสลับนิล (2554) ท่ีไดทําการทดลองเพ่ือผลิตและทดสอบประสิทธิภาพของมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดดวยการยอมเนื้อเยื่อ ผลท่ีไดคือ มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7,12 และ
20 เปนมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีประสิทธิภาพ ในการจับกับปรสิต Perkinsus sp. เม่ือนํามอนอโคลนอล
แอนติบอดีหมายเลข 7, 12 และ 20 มาทดสอบอีกครั้ง พบวา มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 12 ไมทํา
ปฏิกิริยากับปรสิต Perkinsus sp. โดยวิธีการ indirect ELISA ซึ่งไดผลการทดลองดังตารางท่ี 3.4 ดังนั้น การ
ทดลองตอไปจึงใชเฉพาะมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 070 และ 0200 เทานั้น

ตารางท่ี 7 คาการดดูกลืนแสงของมอนอโคลนอลแอนติบอดีแตละตัวและคูโคลน

มอนอโคลนอลแอนติบอดี (เจือจาง 1:2) คาการดูดกลืนแสง (ความยาวคลื่น 450 nm)
7 1.5752
12 0.1603
20 2.2675

5.2 ผลการทดสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดตีอแอนติเจนดวยเทคนิค dot blotting
เนื่องจากมอนอโคลนอลแอนติบอดีตอปรสิตท่ีไดท้ังหมด 8 โคลน คือ MAb N0. 7,9,12,15,17,19,

20 และ 22 (สิริรัตน แกวสลับนิล, 2557) ไดมาจากการฉีดกระตุนหนูทดลองดวยปรสิต P. olseni ระยะ
hypnospore โดยการหาความไวของ MAb พิจารณาจากความเขมขนโดยประมาณของเซลลท่ีนอยท่ีสุด ท่ียัง
สามารถเห็นความเขมสีของจุดเปนสีเทา ซึ่งเกิดการจับกันระหวางแอนติบอดีและแอนติเจน พบวา MAb ท่ีได
จับกับระยะ hypnospore อยูในชวงความไวโดยประมาณ 106 เซลลตอมิลลิลิตร และยังจับกับปรสิตระยะ
zoospore อยูในชวงความไวโดยประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร เม่ือเทียบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี
(polyclanal antibody; PAb) สามารถจับกับปรสิตระยะ hypnospore และระยะ zoospore อยูในชวง
ความไวโดยประมาณ 105 และ 106 เซลลตอมิลลิลิตร (ภาพท่ี 10) นอกจากนี้ไดนํา MAb ท่ีไดทดสอบ
ความจําเพาะกับไดอะตอม (Amphora, Characcros และ Tharasiosira) พบวา ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับได
อะตอมท่ีนํามาทดสอบ ยกเวน MAb19 และ 22 ท่ีจับกับไดอะตอมอยางออน ซึ่งปรากฏจุดสีเทาออนบน
กระดาษเมมเบรน ในลักษณะเชนเดียวกับเม่ือบมดวย PAb (ภาพท่ี 11) นั่นแสดงวา MAb ตอปรสิตท่ีไดมี
ความจําเพาะตอปรสิตระยะ hypnospore และสามารถเกิดปฏิกิริยาขามไดกับระยะ zoospore
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Cell concentration
(cell/ml, approximately) MAb7 MAb9 MAb12 MAb15

Cell concentration
(cell/ml, pproximately) MAb17 MAb19 MAb20 MAb22 PAb

ภาพท่ี 11 ผลการทดสอบความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาเชื้อปรสิต Perkinsus sp.
ดวยวิธี dot blotting โดยหยดเชื้อปรสิตในระยะ hypnospore (A) และ zoospore (B) ท่ีความ
เขมขนเซลลตางๆ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด และบมในมอนอโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตได

A     B

107

106

105

104

A     B A     B A     B

107

106

105

104

A     BA     B A     B A     B A     B
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Diatom
cell/ml, MAb7 MAb9 MAb12 MAb15

Diatom
cell/ml, MAb17 MAb19 MAb20 MAb22 PAb

ภาพท่ี 12 ผลการทดสอบความจําเพาะของมอนอโคลนอลแอนติบอดีกับไดอะตอม ท่ีความเขมขน
โดยประมาณ 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดวยวิธี dot blotting หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1
ไมโครลิตรตอจุด และบมในมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได

5.3 ผลการตรวจสอบปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี อิมมูโนพยาธิวิทยา
เพ่ือการคัดเลือกวามอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดโคลนใด ท่ีมีความสามารถในการจับกับปรสิต

เนื้อเยื่อไดหรือไม จึงไดทําการตรวจหาปรสิตในหอยลายโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเบื้องตนจากเนื้อเยื่อหอย
ลายจํานวน 10 ตัว ท่ีไดพิสูจนแลววามีการติดเชื้อปรสิต โดยพิจารณาการติดสีน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนจากการจับกัน
ระหวางมอนอโคลนอลแอนติบอดีกับเซลลปรสิต โดยในการทดลองไดเปรียบเทียบการยอมเนื้อเยื่อดวย H&E,
ไมไดยอมดวย MAb และยอมดวย MAb แตละโคลน และนําไปสองกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา
พบวาเม่ือใช MAb 7 และ 20 มีการยอมติดสีน้ําตาล ท่ีปรสิตระยะ trophozoites บริเวณขอบผนังเซลล
แสดงวา MAb 7 และ 20 มีความสามารถในการจับกับปริสิตในเนื้อเยื่อหอยลายได ในขณะท่ี MAb22 มีการ
ยอมติดสีน้ําตาลเชนกัน แตมีความเขมของสีพ้ืนหลังสูง ซึ่งจะทําใหยากตอการแปลผล สวน Mab9, 12, 15,
17 และ 19 ไมมีการยอมติดสีน้ําตาลท่ีปรสิตในเนื้อเยื่อหอยลาย (ภาพท่ี 13-15) ดังนั้นจึงคัดเลือก MAb7 และ
20 เปนมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความสามารถในการตรวจหาปรสิตโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี เพ่ือใชตอไป

Amphora
Characcros
Tharasiosira

Amphora

Characcros

Tharasiosira
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H&E Control : ไมไดยอมดวย MAb

MAb7: ติดสีท่ีเซลล MAb9 :ไมติดสีท่ีเซลล

ภาพท่ี 13 ผลตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยการยอมเนื้อเยื่อดวย H&E, ไมได
ยอมดวย MAb และยอมดวย MAb โคลนหมายเลข 7 และ 9 ระยะ trophozoites (ลูกศรชี้)
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MAb12: ไมติดสีท่ีเซลล MAb15: ไมติดสีท่ีเซลล

MAb17: ไมติดสีท่ีเซลล MAb19: ไมติดสีท่ีเซลล

ภาพท่ี 14 ผลตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยการยอมเนื้อเยื่อดวย MAb
หมายเลข 12, 15, 17 และ 19 ระยะ trophozoites (ลูกศรชี้)
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MAb20: ติดสีท่ีเซลล MAb22: ไมติดสีท่ีเซลล

ภาพท่ี 15 ผลตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยการยอมเนื้อเยื่อดวย MAb
หมายเลข 20 และ 22 ระยะ trophozoites (ลูกศรชี้)
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สรุปและอภิปรายผลการทดลอง

โรค Perkinsosis เปนโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัวสกุล Perkinsus ท่ีมีรายงานการแพรระบาดมาตั้งแตป
ค.ศ. 1950 ในหอยนางรม (eastern oyster, Crassostrea virginica) ในประเทศสหรัฐอเมริกาจากนั้นมี
รายงานการพบปรสิต Perkinsus ในหอยชนิดตางๆ จาก 20 ประเทศท่ัวโลก ซึ่งปรสิต Perkinsus นี้จะสงผล
กระทบทําใหอัตรารอดของหอยท่ีเลี้ยงลดลงหรืออาจทําใหหอยตายได จากการศึกษาของ Waki และคณะ
(2018) พบวาหอย Manila clam (Ruditapes philippinarum) จากธรรมชาติ บริเวณอาวอริเกะ ประเทศ
ญี่ปุนมีจํานวนลดลงจากการติดเชื้อ P. olseni สําหรับในประเทศไทยนั้นมีรายงานการพบปรสิต Perkinsus
olseni ในหอยลาย (Leethochavalit et al., 2004) และหอยนางรม (Taveekijakarn et al., 2008) การ
ตรวจวินิจฉัยปรสิตชนิดนี้เริ่มแรกใชวิธีนําเนื้อหอยท่ีคาดวาจะติดเชื้อไปบมในอาหาร Fluid thioglycollate
mediumเพ่ือใหปรสิตระยะ trophozoite มีขนาดใหญข้ึนและผนังหนาข้ึน (Ray, 1966) เกิดเปนระยะใหมท่ี
เรียกวา hypnospore ซึ่งการวินิจฉัยดวยวิธีนี้สามารถใชได กับปรสิตPerkinsus ทุกชนิดยกเวน
P. Qugwadi (Blackbourn et al. 1998) การวินิจฉัยดวยวิธี RFTM นี้เหมาะสําหรับการเฝาระวังอยาง
ตอเนื่อง เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและประหยัดซึ่งวิธีนี้ไดมีการพัฒนามาเปนระยะเพ่ือใหสามารถใชในการตรวจ
วินิจฉัยปรสิต Perkinsus ชนิดตางๆ (Choi et al. 1989; McLaughlin and Faisal 1999; Oliveret al.
1998) แตอยางไรก็ตาม Novoa et al. (2002) ไดทําการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน SSU rRNA จาก
hypnospores ท่ีไดจากการบมเพาะของเหงือกหอยนางรมในอาหาร FTM และพบวา วิธี RFTM นี้จะไมมี
ความจําเพาะตอสมาชิกของปรสิต Perkinsus และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ท่ีเหมือน Perkinsus (Pseudoperkinsus
tapetis, Mesomycetozoa) เนื่องจากอาหารนี้สามารถทําให hypnospores ขยายใหญข้ึนได เม่ือนําไปบม
ใน FTM จากผลการตรวจหาปรสิต Perkinsus sp. จากงานวิจัยนี้ท้ังในดินตะกอน หอยลาย (P.undulata)
และหอยนางรม (Saccostrea sp.) ดวยวิธี RFTM พบปรสิตในหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี ในเดือนมิถุนายน
มากท่ีสุด ท้ังนี้จากรายงานของ Leethochavalit และคณะ (2004) พบปรสิต Perkinsusในหอยลายเดือน
ตุลาคมมากท่ีสุด แตจากการทดลองนี้ไมพบปรสิตในหอยนางรมท่ีเก็บในระหวางเดือนมกราคม ถึงเดือน
กรกฏาคม 2560 ซึ่งขัดแยงกับผลของTaveekijakarn และคณะ (2008) ท่ีรายงานการพบปรสิต Perkinsus
sp. ในหอยนางรม (Saccostrea forskali) จากการเก็บตัวอยางจากจังหวัดชลบุรี ในเดือนพฤศจิกายน 2004

ในชวงหลายปท่ีผานมาเม่ือเทคโนโลยีทันสมัยข้ึน ไดมีการพัฒนาเทคนิคการวินิจฉัยทางดาน
ภูมิคุมกันและทางดานโมเลกุลข้ึนเพ่ือใชเปนทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการทดสอบดวยวิธี RFTM เชน Choi
และคณะ (1991) พัฒนา polyclonal antibody ตอ hypnospores ของ P. marinus ท่ีไมทําปฏิกิริยา
กับระยะปรสิตอ่ืน ๆ ซึ่งชี้ใหเห็นการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของแอนติเจนของเมมเบรนปรสิตในชวงท่ีผนังเซลล
ของhypnospore เจริญเต็มท่ี เชนเดียวกับ Dungan และ Robertson (1993) ไดผลคลายกันกับ Choi และ
คณะ แตเปนผลจากmonoclonal antibodiesในทางตรงขาม Bushek และคณะ (2002) ไดพัฒนา
polyclonal antibody ท่ีสามารถยึดจับกับเซลลของปรสิต P. Marinus ไดทุกระยะ อีกท้ังยังสามารถจําแนก
ชนิดของอนุภาคในเนื้อเยื่อของหอยท่ีถูกลอมรอบดวย focal lesion อีกดวย นอกจากนี้ แอนติบอดีเหลานี้ยัง
ตรวจสอบ P. olseni / P atlanticus และ Perkinsus sp อ่ืนๆ ไดหลายชนิด แตไมสามารถใชไดกับ
Dermocystidium บางสายพันธุ อยางไรก็ตามแอนติบอดีเหลานี้มีการแสดงใหเห็นวามีปฏิกิริยาขามสายพันธุ
กับ dinoflagellate หลายชนิดโดยเฉพาะอยางยิ่งปรสิตท่ีเปน dinoflagellates หลายชนิด นอกจากนี้
Montes และคณะ (2002) ไดใชวิธีการวิเคราะหดวย ELISA โดยใช polyclonal antibody ตอ
extracellular
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products ของ P. marinus ท่ีผลิตข้ึนในหลอดทดลองและพบวาวิธีนี้ใหผลท่ีไวกวาวิธี RFTM ท้ังนี้จากการ
ทดลองการประเมินเทคนิคการตรวจวินิจฉัยปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลาย (P. undulata) และหอย
นางรม (Saccostrea sp.) ดวยมอนอโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งผลิตจากการนํา hypnospores และ zoospores
ไปฉีดในหนูและนํามาทําการผสม จนไดเปนแอนติบอดีโคลนตาง ๆ จํานวน 8 clone นํามาทดสอบ
ความจําเพาะของแอนติบอดีตอปรสิตและไดอะตอมชนิดตางๆ ไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกลุม แตจะ
เกิดปฏิกิริยาตอปรสิตระยะฮิปโนสปอรและซูโอสปอร ซึ่งเชื้อปรสิต Perkinsus spp. ท่ีแพรระบาดในหอย มี
หลายระยะท้ังท่ีเปนระยะโทรโฟซอยด พบในเนื้อหอย ระยะท่ีเปน ฮิปโนสปอร ซึ่งเปนระยะเต็มวัย กอนแบง
เซลลไดเปนซูโอสปอร (Choi et al., 1991) จากงานวิจัยกอนหนานี้ คณะผูวิจัยไดผลิตมอนอโคลนอล
แอนติบอดีตอเชื้อ P. olseni มาแลว (สิริรัตน แกวสลับนิล, 2557) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดนําแอนติบอดีท่ีไดมา
เพ่ือนํามาทดสอบโดยเทคนิค indirect ELISA และ เทคนิค dot blotting หาโคลนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด จน
พบวา โคลน 7 และ 20 ใหประสิทธิภาพดีท่ีสุด สอดคลองกับงานวิจัยของ Romestand และคณะ (2001) ท่ี
ผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีจาก P. marinus และมีความจําเพาะตอโทรโฟซอยด ฮิปโนสปอร และ ซูโอ
สปอร จํานวน 2 โคลน เม่ือไดโคลนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดแลวจึงนํามอนอโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบกับ
เนื้อเยื่อหอยท่ีไดจากกระบวนการมิญชวิทยาและทดสอบกับปรสิตตัวเต็มวัย ท่ีแยกออกมาจากเนื้อเยื่อ ทําให
บริเวณผิวของเซลลปรสิตระยะโทรโฟซอยดและ ฮิปโนสปอร เปนสีน้ําตาล ซึ่งเกิดจากการจับของ MAbs กับ
ผนังเซลลปรสิต  แตจากรายงานของ Dungan และ Roberson (1993) พบวามอนอโคลนอลท่ีผลิตไดจะจับ
กับอิพิโทปของอิปโนสปอรของปรสิต P. marinus เทานั้น จากรายงานของ Maenoและคณะ (1999) พบวา
การตรวจวิเคราะหทางดานimmunohistochemical โดยใช antiserum กับปรสิต P. marinus แอนติบอดี
นั้นจะมีปฏิกิริยากับ trophozoites ของปรสิตท่ีพบเปนเซลลเดี่ยวและท่ีอยูกันเปนกลุม ผลการทดลองสรุปได
วาปรสิตเหลานี้อยู ในสกุล Perkinsus แมวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ trophozoites และ
prezoosporangia จะแตกตางออกไปจากรายงานท่ีพบในอดีต เชนเดียวกับรายงานของ Park และคณะ
(2010) ท่ีพบวา antibody จาก rabbit anti-P. olseni IgG จะมีความจําเพาะตอปรสิตทุกระยะท้ัง
prezoosporangium trophozoite และ zoospore

ป ค.ศ. 2003 Calvo และคณะ ไดใชเทคนิค antibody-label ในการนับเซลล P. Marinus ในหอย
นางรม (Crassostrea virginica) จากรายงานของ Earnhart และคณะ (2005) พบวามอนอโคลนอล
แอนติบอดีท่ีไดจากปรสิต P. marinus จะจับกับผนังเซลลของโทรโฟซอยดและโทมอนท นอกจากนี้ยังกลาววา
แอนติบอดียังสามารถใชในการสํารวจการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของผนังเซลลปรสิตระหวาง
การเลี้ยงในอาหาร FTM และยังระบุวาแอนติบอดีสามารถใชตรวจหาลักษณะเฉพาะเจาะจงของปรสิต
P. marinus ในเนื้อเยื่อหอยท่ีแชในน้ํายาดองได จากงานวิจัยนี้พบวาเทคนิคการตรวจหาปรสิตดวยมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีนี้สามารถตรวจพบปรสิต P. olseni ระยะโทรโฟซอยด และฮิปโนสปอรได สอดคลองกับ
งานวิจัยของ Romestand และคณะ (2001) ไดรายงานวา วิธีการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีตรวจหาปรสิต
P. marinus มีความไวและจําเพาะพอท่ีจะตรวจพบปรสิตระยะโทรโฟซอยดได และจากการรายงานของ
Wang และคณะ (2009) รายงานการใช Antibody-functionalized, Au-gated AlGaN/GaN high
electron mobility transistors (HEMTs) ในการตรวจหาปรสิต Perkinsusในน้ําทะเลท่ีใชเลี้ยงหอยมือเสือ
(Tridacna crocea) และสรุปวาวิธีนี้เปนวิธีท่ีเร็วสําหรับการตรวจหาปรสิต P. marinus ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
ไดแสดงเพียงผลการทดสอบของแอนติบอดีตอเชื้อ P. olseni ท่ีผลิตไดหลายโคลนเพ่ือหาประสิทธิภาพของ
โคลนเหลานั้น ซึ่งจะนําไปสูการนําโคลนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการตรวจวินิจฉัยปรสิตไปทําบริสุทธิ์เพ่ือหา
แนวทางการผลิตในเชิงพาณิชยตอไป
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