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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 เปนโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัวสกุล Perkinsus ท่ีมีรายงานการแพรระบาดมาตั้งแตป
ค.ศ.1946 ในหอยนางรม (Eastern oyster, Crassostrea virginica) จากประเทศสหรัฐอเมริกา (Mackin,
Owen และ Colller, 1950) ในขณะนั้นปรสิตชนิดนี้ ไดถูกระบุวาเปนเชื้อรา โดยมีชื่อเรียกวา
Dermocystidium marinum ตอมาเม่ือไดทําการศึกษาลักษณะทางดานจุลพยาธิวิทยา พบวามีอวัยวะท่ี
เรียกวา Conoid apical complex, Subpellicular membrane, Micropores และมีการเกิดตัวออนท่ี
เรียกวา zoospore เชนเดียวกับโปรโตซัวในกลุม apicomplexan อ่ืน ๆ (Levine, 1978) จึงไดมีการจัดลําดับ
ใหอยูใน Order Perkinsida, Class Perkinsea และจัดอยูใน Phylum Apicomplexa (Perkin, 1976:
Levine, 1978) ตอมาไดมีการนําเทคโนโลยีการจําแนกชนิดดวยลักษณะทาง DNA โดยใชสวน Small
subunit ribosomal RNA (SSUrRNA) gene sequence ทําใหทราบวาปรสิตกลุมนี้มีลักษณะใกลเคียงกับ
กลุม Dinoflagellate จึงไดมีการจัดใหปรสิตชนิดนี้อยูใน phylum Perkinsozoa โดยมีสมาชิกอยู 2 สกุล คือ
Perkinsus และ Colpodella (Goggin andBarker, 1993: Noren et al., 1999) ในปจจุบันมีรายงาน
การพบ Perkinsus หลายชนิดโดยพบในหอยทะเลชนิดตางๆ จากหลายประเทศ (ตารางท่ี 1) โดยในประเทศ
ไทยมีรายงานการพบโปรโตซัวชนิดนี้ในหอยลาย (Paphiaundulata) (Leethochavalit et al., 2004) และ
ในหอยนางรม (Saccrostrea forskali) (Taveekijakarn et al., 2008)

วงจรชีวิตและกลไกการแพรระบาด
วงจรชีวิตของปรสิตในสกุล Perkinsus นี้มีอยู 3 ระยะ ไดแก ระยะ trophozoite ระยะ

hypnospore และระยะ zoospore (ภาพท่ี 1) ซึ่งสองระยะหลังนี้พบไดจากการเลี้ยงในหองปฏิบัติการ โดยท่ี
ในธรรมชาติยังไมมีรายละเอียดมากนัก (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. ท่ีพบในหอยชนิดตางๆ 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



3

ตารางท่ี 1 (ตอ)

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 ไดแก (ภาพท่ี 1)
ระยะโทรโฟซอยท (Trophozoite stage)
เปนระยะท่ีมีการเพ่ิมจํานวนภายเนื้อเยื่อหอยดวยกระบวนการ Binary division เซลลปรสิต มี

รูปรางกลม แวคคิวโอลมีขนาดใหญ นิวเคลียสติดอยูท่ีบริเวณขอบดานใน ขณะท่ีโทรโฟซอยทเพ่ิมจํานวนใหได
เซลลลูกนั้น เซลลจะอยูรวมกันภายในผนังเซลลแมจนกระท่ังผนังเซลลแตกออกจะไดเปนระยะโทรโฟซอยดท่ี
ยังไมเจริญเต็มท่ี จนกวาจะมีการเพ่ิมขนาดและสรางแวคิวโอล จึงจะเรียกวาตัวเต็มวัย (Goggin and Lester,
1995; Blackbourn et al., 1998) เซลลระยะนี้จะถูกปลอยออกจากหอยทางเม็ดเลือดและอุจจาระ (Bushek
et al. 2002) หรือเม่ือหอยตายลง (Ragone-Calvo et al. 2003)

ระยะฮิปโนสปอร (Hypnospore stage or growth stage)
เปนระยะท่ีเซลลโทรโฟซอยท มีขนาดใหญข้ึนและสรางผนังเซลลหนาข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fluid

glycollate medium ฮิปโนสปอรนี้เม่ือนําไปเลี้ยงในน้ําทะเลจะเกิดกระบวนการแบงเซลลข้ึนภายใน จาก
รายงานของ Casas และคณะ (2002) กลาววาฮิปโนสปอรสามารถทนตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมไดเปนเวลานาน
ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาระยะนีเ้ปนระยะพักตัวของปรสิต

ระยะซูโอสปอร (Zoospore stage or proliferative stage)
เปนระยะตัวออนท่ีเกิดจากการแบงเซลลโดยกระบวนการbinary fissionของฮิปโนสปอรจนไดเปน

ตัวออนท่ีวายน้ําได เรียกวาระยะซูโอสปอร เม่ือซูโอสปอรเจริญเต็มวัยจะวายน้ําออกมาทางทอ discharge ซึ่ง
ซูโอสปอร ระยะนี้มีนิวเคลียส1 อัน มีแวคคิวโอล จํานวนมาก เคลื่อนท่ีไดดวยแฟลกเจลลา 2 เสน ท่ีอยู
ทางดานขางของลําตัว(Azevedo 1989, Casas et al. 2002)
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การตรวจวินิจฉัย
การตรวจวินิจฉัยปรสิต Perkinsus spp. สามารถแบงตามหลักใหญได คือ
1. วิธี Ray’s fluid thioglycollate medium เปนวิธีท่ีนําเนื้อเยื่อหอยมาบมในอาหาร Fluid

thioglycolate หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อมายอยดวย NaOH กอนยอมดวย Lugol's iodine solution จะทําให
เห็นเซลล Perkinsus sp. เปนสีน้ําเงินดํา (Ray, 1966) หลังจากนั้นวิธีการตรวจวินิจฉัยนี้ไดรับการปรับปรุงมา
เปนลําดับเพ่ือใหสามารถใชไดอยางแมนยําและใชกับ Perkinsus sp. แตละชนิด (Choi et al. 1989; Fisher
and Oliver 1996; Oliver et al. 1998; Almeida et al. 1999; McLaughlinand Faisal 1999)

2. การตรวจดวยภาพจากกลองจุลทรรศน
การใชภาพท่ีผานกระบวนการทางดานมิญชวิทยา (histology) แลวนําไปยอมดวยสี H&E จะทําให

เห็นปรสิตระยะโทรโฟซอยท ในเนื้อเยื่อหอยท่ีติดเชื้อ โดยขนาดจะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิด เชน P. olseni
มีรายงานวาขนาดจะแตกตางกันตั้งแต 3-30 m. (Choi et al. 2002)

3. การตรวจดวยวิธี Immunohistochemistry และ Molecular Tool
เปนวิธีการตรวจวินิจฉัยท่ีเริ่มเขามาบทบาทในระยะหลัง และมีความจําเพาะและรวดเร็วมากกวาวิธี

เดิม การตรวจวินิจฉัยแบบนี้เชน
3.1 วิธี Immunohistochemistry
การตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิคแบบใหมนี้ เปนการพัฒนาแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอปรสิต Perkinsus

sp. โดยในระยะแรกเปนการพัฒนา polyclonal antibody ท่ีจําเพาะตอปรสิต P. Marinus (Choi et al.,
1991; Dangan and Robersom, 1993) รวมถึงมีการพัฒนา monoclonal antibody ของ P. Marinus
ดวยเชนกัน (Dangan and Robersom, 1993; Romestand, et al. 2002; Earnhart, et al., 2004)

การแกไขขอจํากัดของเทคนิค RFTM ตอมาไดมีการนําเอาเทคโนโลยีทางดาน Molecular มาใช
เนื่องจากมีความจําเพาะมากกวา เชน ในป ค.ศ. 1991 Choi และคณะ ไดทําการพัฒนาเทคนิค Polyclonal
antibody เพ่ือใชในการวินิจฉัยเซลล hypnospore ของปรสิต เชนเดียวกับ Dungan และ Robertson
(1993) ไดพยายามผลิต monoclonal antibodies เพ่ือใชในการวินิจฉัยเซลล hypnospore ของปรสิต
P. marinus นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิคทางดาน ELISA โดยใช polyclonal antibodies เพ่ือตรวจหาปรสิต
P. marinus อีกดวย (Villalba et al, 2004) ซึ่งการตรวจดวยเทคนิคนี้จะใหความถูกตองแมนยํากวาเทคนิค
RFTM เนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงมากกวา

ผลกระทบของการติดเช้ือ Perkinsus
หอยท่ีติดเชื้อปรสิต Perkinsus ในระดับรุนแรงจะสงผลตออัตราการเจริญเติบโตของหอยทําใหหอย

โตชาลง เกิดเนื้อตายบริเวณท่ีติดเชื้อ หรือในรายท่ีรุนแรงจะทําใหหอยตายได (Mackin, 1962; Park et al.,
1999; Park and Choi, 2001) ปรสิตชนิดนี้พบโดยท่ัวไปท่ีบริเวณเหงือก ทอทางเดินอาหาร และแมนเทิล
นอกจากนี้ในหอย Manila clam ยังสามารถพบปรสิตนี้ไดบริเวณเนื้อเยื่อเก่ียวพันของระบบสืบพันธุของหอย
ท้ังตัวผูและตัวเมีย (Park and Choi, 2001; Choi et al., 2002) ลักษณะอาการท่ีอาจพบไดในหอยท่ีติดเชื้อ
เชน ตุมเนื้อสีขาวท่ีบริเวณแมนเทิล เทา และเหงือก ซึ่งเปนผลมาจากการอักเสบของเนื้อเยื่อ ในกรณีท่ีหอยติด
เชื้ออยางรุนแรงบริเวณทอทางเดินอาหาร เหงือก จะแสดงอาการของ hemocytic infiltration เหงือกหอยจะ
เสื่อมลง
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ระบบภูมิคุมกันของหอยสองฝา
ระบบภูมิคุมกันของหอยสองฝาถูกจัดเปนแบบ innate และ nonlymphoid system ซึ่งกลไกการ

ปองกันภายในของหอยสองฝาจะมี 2 ระบบ
1. ระบบ cellular component โดยกระบวนการ phagocytosis หรือ encapsulation ซึ่งจะ

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

2. ระบบ humoral component โดยใชปฏิกิริยาท่ีอยูภายใตการควบคุมของโมเลกุลแบบตาง ๆ
(Song et al., 2010) เชน lectins (agglutinins, opsonins), lysosomalenzymes (phosphatase acid,
lysozyme and various hydrolytic enzymes), antimicrobial peptides, proteaseinhibitors เปนตน
(Cheng 1996, Chu 2000)

โมนอโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibodies)
มอนอโคลนอลแอนติบอดีคือ แอนติบอดีท่ีสรางมาจากกลุมเซลลพลาสมาซึ่งมีตนกําเนิดมาจากบี-

เซลล เซลลเดียว จึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ท้ัง ในดานความ
จําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของสายสั้น (Light chain) และสายยาว (Heavy chain)
ของอิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของ แอนติบอดีชนิดนั้น
เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมากจึงสามารถชักนํากระตุนการ ตอบสนองโดยโคลนตางๆ
ของบี-เซลลจํานวนมากท่ีตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสราง แอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม
แอนติบอดีแตละชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกัน ในซีรัมเรียกวา โพลีโคลนอลแอนติบอดี
(Polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาท่ีตาง ๆ กันเชน จับกับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอมพลีเมนต
ในการสลายแอนติเจน ซึ่งเปนประโยชนตอตัวของสิ่งมีชีวิต เองท่ีสามารถชักนําการตอบสนองในรูปแบบตางๆ
เพ่ือปองกันอันตรายจากสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรค แตความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรัม ทําให
แอนติบอดีท่ีไดมีความจําเพาะต่ําและอาจไปทําปฏิกิริยาขามกลุม (Cross reaction) กับแอนติเจนอ่ืนสงผลให
การใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้น มีไมมากเทาท่ีควร ดังนั้นการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรางจาก 1
โคลนของบี-เซลลท่ีมี ความจําเพาะตออิพิโทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (หทัยทิพย สุขสดใส,
2551)

การผลิต Monoclonal antibody
Monoclonal antibody เปน Immunoglobulin ท่ีมีความจําเพาะ ผลิตจากเซลลไฮบริโดมา

ชิ้นสวนแปรผันสายเดี่ยว โดยเปนอนุพันธของแอนติบอดีท่ีประกอบดวยสวนแปรผันสายยาวและสายสั้น
เชื่อมตอกันดวยเปปไทดสายสั้นปจจุบันมอนอโคลนอลแอนติบอดีถูกนํามาประยุกตใชในงานตาง ๆ หลาย
แขนงรวมถึงการตรวจวินิจฉัยโรคและปรสิต (ทวีศักดิ์ จึงวัฒนตระกูล, 2554) วิธีการผลิต monoclonal
antibody เริ่มจากการฉีดแอนติเจนท่ีเหมือนกันในสัตวทดลองเพ่ือกระตุนทําให B lymphocytes จํานวนมาก
สรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตามความตองการ สวนมากแลวมักใชหนูเปนสัตวทดลอง สําหรับกระบวนการนํา
กลุมเซลลท่ีสรางแอนติบอดีทไปใชข้ึนอยู กับเทคนิคการเพาะเลี้ยงขยายเพ่ิมจํานวน สําหรับการผลิต
monoclonal antibody จากหนูตองตรวจกรองหากลุ มเซลลสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะเพียงเซลลเดียว
(monoclonal) ใหเพียงพอเหมาะสมท่ีจะนําไปผลิตเปนน้ํายาตรวจปรสิต ไมเพียงแตความจําเพาะของ
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แอนติบอดีท้ังหมดเทานั้นแตยังรวมถึง IgG class, subclass และชนิดของ light chain ท้ังหมดอีกดวยตอง
เหมือนกัน (อุดม ติ่งตอย, 2554)

หลังจากฉีดกระตุนหนูจนไดแอนติบอดีท่ีตอบสนองตามตองการแลว จึงทําการแยกเอาเซลลมาม
(spleen cells) มาบดเซลลใหละเอียด เพ่ือแยกเอา B lymphocytes ออกมาซึ่งเซลลเหลานี้เปนเซลลท่ีสราง
แอนติบอดี (plasma cells) ไมสามารถเลี้ยงขยายได เนื่องจากเซลลสรางแอนติบอดีมีอายุจํากัดไมสามารถ
เลี้ยงใหมีชีวิตยืนยาวได ดังนั้นจึงไดมีการเชื่อมเซลลสรางแอนติบอดีกับ myeloma cells ของหนูเขาดวยกัน
(cell fusion) โดยการใช sendai virus, lysolecithin, polyethylene glycol(PEG)22 หรือ electrified
induction (ใชกระแสไฟฟาเปนตัวทําใหเกิดการเชื่อมเซลล เหมาะสําาหรับเซลลจํานวนนอย ๆ) สําหรับใน
ปจจุบัน hybridomas technique นิยมใช PEG เปนตัวเชื่อมเซลลมากท่ีสุด สําาหรับกลไกในการเชื่อมเซลล
เริ่มจากการรวมตัวของเซลลเมมเบรนเขาดวยกันกอนท่ีจีโนมของเซลลจะผานเขาสูซัยโตพลาสของอีกเซลลหนึ่ง
เซลลท่ีรวมตัวกันจะเปนเซลลท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส หรือมากกวา เม่ือเซลลแบงตัวนิวเคลียสจึงรวมตัวกัน
และเกิดเปนเซลลลูกผสมท่ีเรียกวา hybrid cells หรือ hybridomacells ท่ีสามารถสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะ
สวน myeloma cells จะแบงตัวเจริญเติบโตไมตาย และไมสามารถควบคุมได เซลลสายพันธุ มะเร็ง
(myeloma cells line) เปนเซลลพิเศษสามารถเปลี่ยนแปลงตัวได 2 รูปแบบ (two mutations) รูปแบบแรก
ตัวมันไม สร าง immunoglobulin และรูปแบบสองตัวมันขาดเอ็นไซม  hypoxanthineguanine
phosphoribosyl transferase (HGPRT) ซึ่งเปนเอ็นไซมจําเปนสําหรับการสราง deoxyribonucleic acid
(DNA) ในการจําลองแบบ (replication) ของเซลล เม่ือมี HGPRT จะมีการกระตุนปฏิกิริยาภายนอกเซลล
(catalyzes the exogenous) ใหใช hypoxanthine เพ่ือผลิต purines ซึ่งเปนองคประกอบพ้ืนฐานในการ
ขัดขวางการสราง DNA แมวาเซลลจะขาดเอ็นไซมนี้แตเซลลยังสามารถใช hypoxanthine จากภายในเซลล
(utilizedby an endogenous route) เองได ดังนั้นถานํา myeloma cells มาทํา fusion กับเซลลสราง
แอนติบอดีปกติแลวเพาะเลี้ยงตอไปพบวา myeloma cells ท่ียังไม fusion จะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจน
ปกคลุม hybridoma cells หลังจากนั้นจึงตองหาวิธีคัดเลือกเฉพาะ hybridoma cells เทานั้นใหเจริญเติบโต
ไดในการเพาะเลี้ยง โดยใช selective medium เรียกวา HAT medium ซึ่งประกอบดวยสาร aminopterin,
hypoxanthine และ thymidine มีคุณสมบัติยอมใหเฉพาะ hybridoma cells เทานั้นเจริญเติบโตสวน
aminopterin เปนสาร folic acid analogue มีคุณสมบัติเกาะจับเอ็นไซม folic acid reductase เพ่ือไป
ยับยั้ง coenzymes ในการสังเคราะห DNA ทาง “de novo” synthesis pathway ทําให myeloma cells
ตาย สวน B lymphocytes ซึ่งเปนเซลลปกติจะตายตามอายุไขประมาณ 7-10 วัน ดังนั้นเซลลท่ีรอดชีวิตใน
HAT medium ไดคือ hybridoma cells เพราะมีการสราง DNA ผานทาง “salvage pathway” ท่ีอาศัยเอ็น
ไซมท่ีสําคัญสองตัวคือเอนไซม thymidine kinase (TK) และเอ็นไซม HGPRT หลังจาก fusion แลวจึงนํา
hybridoma cells มาคํานวณ เพ่ือเจือจางและปรับใหมีเซลลประมาณ 1-2 เซลลตอหลุม (well) จึงนําไปเลี้ยง
ใน micro wells ประมาณ 10 วัน ซึ่งเซลลในแตละหลุมเม่ือเจริญเติบโต จึงนําไปตรวจกรองหาแอนติบอดี
จําเพาะ เม่ือไดโคลนท่ีสรางแอนติบอดี ท่ีจําเพาะ แลวจึงนําโคลนไปเลี้ยงขยายและทําการ reclone เพ่ือใหแน
ใจ ในความจําเพาะ และความคงทน เนื่องจาก hybridoma cells เปนการผสมกันระหวาง 2 เซลลทําใหมี
chromosomes มากเกินบางครั้ง อาจจะทําใหเสียหนาท่ี ดังนั้นตองดูแล chromosomes ท่ีจําเปนสําหรับ
หารผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะใหคงอยูตลอดไป (อุดม ติ่งตอย, 2554)

ในโครงการนี้ทางคณะผูวิจัยไดมีการรวมมือกับนักวิจัยจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยการนําตัว
ออนระยะซูโอสปอรและฮิบโนสปอรของโปรโตซัว Perkinsus sp. ไปใชในการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดี
จนประสบผลสําเร็จไดสวนหนึ่ง เพ่ือใหการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสําหรับตรวจเชื้อปรสิตโปรโตซัว
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Perkinsus โดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ประสบผลสําเร็จจึงตองมีการประเมินผลมอนอโคลนอลแอนติเจน อาศัย
เทคนิค immunohistochemistry เปรียบเทียบกับวิธีการตรวจวินิจฉัยแบบเดิม กอนท่ีจะมีการพัฒนาเพ่ือให
สามารถนํามอนอโคลนอลนี้ไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบทางอิมมูโนวิทยา โดยวิธี ELISA ซึ่งจะชวยลดเวลาใน
การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ ในเชิงพาณิชยตอไป โดยมุงเนนการใชประโยชนในดานการเกษตร และอาหาร
ปลอดภัยเปนหลัก เพ่ือสงเสริมงานวิจัยและพัฒนาดานการเกษตรและการตรวจวินิจฉัยของประเทศใหมี
ความกาวหนาและมีศักยภาพท่ี เขมแข็งยิ่งข้ึน

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย
1. เพ่ือประเมินผลการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดตอปรสิตโปรโตซัว Perkinsus ใน

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

2. เพ่ือพัฒนาวิธี ELISA ในการตรวจหาปรสิตโปรโตซัว Perkinsus ในหอย และในดินตะกอน
บริเวณแหลงเลี้ยงหอย

ขอบเขตของโครงการวิจัย
1. ทําการเก็บตัวอยางหอยลาย (P. undulata) บริเวณฝงทะเลภาคตะวันออกและจังหวัดชายทะเล

ภาคกลาง เชน สมุทรสาคร สมุทรสงคราม เพชรบุรี
2. ทําเก็บตัวอยางหอยนางรม (S. forskali) บริเวณฝงทะเลภาคตะวันออก
3. ทําการประเมินผลการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดตอปรสิตโปรโตซัว Perkinsus

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

ตะกอนบริเวณแหลงเลี้ยงหอย

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
1. การจดอนุสิทธิบัตรหรือสิทธิบัตรตนแบบชุดตรวจสอบ
2. การเผยแพรในวารสาร
3. การนําไปผลิตในเชิงพาณิชย



8

วิธีดําเนินการวิจัย

1. การเก็บตัวอยาง
เก็บตัวอยางหอยลาย (P. undulata) จากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงครามจํานวน

จังหวัดละ 30 ตัว ทุกเดือนและตัวอยางหอยนางรม (Saccostrea spp.) จากสถานีวิจัยประมงศรีราชา
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรจังหวัดชลบุรี จํานวน 30 ตัวทุกเดือน ตั้งแตเดือนมกราคม ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ.
2560

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

2.1 นําหอยลาย (P. undulata) มาแกะเปลือกและตัดเหงือกหอยบมในอาหาร Fluid
Thioglycollate medium (FTM) ท่ีมี Streptomycin 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Penicillin 500
ยูนิตตอมิลลิลิตร บมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อหอยมากรองผานผาขาวบาง
เพ่ือนําเนื้อเยื่อท่ีกรองไดมายอยดวย 0.2 % Trypsin ใน SM 30 ปลอดเชื้อ (น้ําทะเลเทียม ความเค็ม 30 พีพีที
กรองดวยกระดาษกรองเมมเบรน 0.2 ไมครอน ) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 ชั่วโมง ลางเนื้อเยื่อดวย SM 30
ปลอดเชื้อ จํานวน 3 รอบ ดวยเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 450 xg เพ่ือกําจัด Trypsin ออกใหหมดจนสะอาด
นําตัวอยางปรสิตระยะ hypnospore เลี้ยงดวย SM 30 ปลอดเชื้อ ในจานเลี้ยงเชื้อ ตั้งท้ิงไวในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิหอง

2.2 การเก็บรวบรวม zoospore ของปรสิต Perkinsus หลังจากท่ี hypnospore ท่ีเลี้ยงไว
เกิดการแบงเซลล จนได zoospores วายน้ําออกมาจากตัวแมแลว 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. โดยวิธีการตรวจนับเซลลในอาหารเลี้ยงเช้ือ
3.1 นําหอยลายจังหวัดละ 30 ตัวและหอยนางรม 30 ตัวท่ีตัดเนื้อเยื่อตามภาพท่ี 1 และ 2 ออก

แลวจึงนําสวนดานหนาและดานหลังมาบมในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อ Fluid  thioglycolate
medium (FTM) พรอมท้ังใสยาปฏิชีวนะคือ Streptomycin 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Penicillin
500 ยูนิตตอมิลลิลิตร บมในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน

3.2 นําหอยท่ีผานการบมในอาหาร FTM แลว มายอยดวย 2 M NaOH ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง

3.3 นําตัวอยางหอยท่ียอยแลวมาปนเหวี่ยงใหตกตะกอนท่ีความเร็ว 4,500 x g เปนเวลา 15
นาที เทน้ําสวนบนท้ิง เติม 0.01 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมี 0.15 โมลารเกลือ (PBS) 30 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วเทาเดิม เพ่ือลาง NaOH ออกใหหมด ทําซ้ําจํานวน 3 รอบ

3.4 เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร 30 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางเก็บไวในตูเย็นเพ่ือทําการนับตอไป
3.5 สุมตัวอยางท่ีได 500 ไมโครลิตร ยอมดวย Lugol’s iodine 500 ไมโครลิตร เพ่ือนับ

จํานวน hypnospore ของ Perkinsus sp. ดวยสไลดนับแพลงกตอน (Sedgewick Rafter Counting
Chamber) ภายใตกลองจุลทรรศน จํานวน 3 ครั้ง จดบันทึก แลวนํามาหาคาเฉลี่ย  (Wilson-Ormond et
al., 1993; Almeida et al., 1999)
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4. การตรวจหาปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี Histochemistry
4.1 นําหอยท่ีเก็บมาตัดตามขวางดังแสดงในภาพท่ี 2 และ 3 แชใน Davidson fixative นาน

24 ชั่วโมง
4.2 หลังจากนั้นยายมาแชใน 70% ethyl alcohol กอนนําไปผานกระบวนการดึงน้ําออก

ดวยเครื่อง Auto processor (Leica TP 1020) (ตารางท่ี 2) และ embed ลงใน block paraffin

ภาพท่ี 2 ภาพตัดขวางหอยนางรมท่ีใชทางดาน histological technique (Howard and Smith, 1983)

ภาพท่ี 3 ภาพตัดขวางหอยลายท่ีใชทางดาน histological technique (Howard and Smith, 1983)
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ตารางท่ี 2 ข้ันตอนการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อหอยกอน embedded ในพาราฟน

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 นําเนื้อเยื่อหอยท่ีผานกระบวนการตามตารางท่ี 1 เรียบรอยแลวไปฝงในพาราฟน
4.4 ตัดเนื้อเยื่อหอยดวยเครื่อง microtome ท่ีความหนา 3-5 ไมโครเมตร เลือกเนื้อเยื่อไปลอย

ในน้ําอุนของเครื่อง water bath เพ่ือใหพาราฟนยืดตัว นําสไลดท่ีทาไขขาวแลวไปชอนเนื้อเยื่อ และอุนสไลดท่ี
ไดบนเครื่อง slide warmer ท่ีตั้งอุณหภูมิประมาณ 40 oC

4.5 เก็บสไลดท่ีได ใสกลองเพ่ือนํามาเขาวิธีการยอมดวยสี H&E

5. การตรวจสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือปรสิต Perkinsus sp.ดวยวิธี ELISA, dot-
blotting

5.1 วิธี indirectELISA
1) มอนอโคลนท่ีนํามาใชในการทดสอบ ไดแกหมายเลข 1, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 19, 20, 22,

22 และ 24
2) ตรึง Polseni ระยะ hypnospore ความเขมขน 8.00x105 cells/mL ใสในไมโครเพลท

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาไมโครเพลท ท้ิงไวขามคืนท่ีอุณหภูมิ 4ºC
3) ลางดวย 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBST) 3 ครั้ง แลวเติม 5% skim milk ใน PBST

(300 ไมโครลิตรตอหลุม) บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 ชั่วโมง
4) ลางดวย PBST3 ครั้ง จากนั้นเติมมอนอโคลนอลแอนติบอดี (ความเขมขน 1:2 ใน PBS) ลง

ไปในหลุมไมโครเพลท มอนอโคลนอลทุกหมายเลขจะใสปริมาตร 50 ไมโครลิตร แตละหลุม จะใสท้ังแบบเดี่ยว
(หมายเลขเดียว) และ แบบผสม (สองหมายเลข) บมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 2 ชั่วโมง

5) ลางดวย PBST 3 ครั้ง แลวเติม GAM-HRP เจือจางใน PBS (1:10,000) หลุมละ 100
ไมโครลิตรและบมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 ชั่วโมง

6) ลางดวย PBST เติมสารละลายสับสเตรท Tetramethylbenzidine (TMB) 100 ไมโครลิตร
ตอหลุม บมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที
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7) เติม 1 M H2SO4 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลววัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาว 450 nm โดย
เทียบคาการดูดกลืนแสงมอนอโคลนอลแอนติบอดี แบบเดี่ยวกับแบบผสม

5.2 วิธี dot-blotting
เพ่ือนํามาใชประกอบการตัดสินใจเลือกหมายเลขของ มอนอโคลนอลแอนติบอดีมาใชในการทดลอง

และเพ่ือเปนการทดสอบวาหมายเลขมอนอโคลนอลชนิดนั้นๆยังสามารถจับกับแอนติเจนหรือไมมอนอโคลนท่ี
นํามาใชในการทดสอบ ไดแกหมายเลข 1, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 19, 20, 22, 22 และ 24

ตัวอยางแอนติเจนท่ีนํามาทดสอบ ไดแก
Perkinsus olseni ระยะ zoosporeความเขมขน 1.0 x107 cells/mL
Perkinsus olseni ระยะ hypnosporeความเขมขน 8.8 x107 cells/mL
Amphora (diatom)ความเขมขน 2.3 x106 cells/mL
Chaelacros (diatom) ความเขมขน 3.7 x106 cells/mL
Thalassiosira (diatom) ความเขมขน 1.1 x106 cells/mL
1) หยด เชื้อ P. olseni ท่ี fixed ดวย formaldehyde ลงบนกระดาษ ไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 1

ไมโครลิตรตอจุด (แบงกระดาษเปนชองละ 0.5 cm x 0.5 cm) ดังภาพท่ี 4

ภาพท่ี 4 การตัดกระดาษไนโตรเซลลูโลสและการหยดแอนติเจน

2) นําแผนไนโตรเซลลูโลสไปอบท่ี 37 ºC 10 นาที หรือท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนแหง
3) นําแผนไนโตรเซลลูโลสไปแชใน 5% skim milk เปนเวลา 1 ชั่วโมง
4) ลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย PBST จํานวน 3 ครั้ง
5) ทําการเจือจาง Monoclonal Antibody 1:5 ใน PBS (โพลีโคลน 1:2,000) และเติมลงใน

เพลท ชองละ 1.5 มิลลิลิตร
6) บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือ คางคืน
7) ทําการลางดวย PBST จํานวน 3 ครั้ง
8) เติม GAM-HRP เจือจาง 1:3000 เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรอืท่ี 4˚C ขามคืน
9) ลางGAM-HRP ออกดวย PBST จํานวน 4 ครั้ง
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10) จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรท ซึ่งประกอบดวย 0.03% diaminobezidine
tetrahydrochoride (DAB), 0.03% hydrogenperoxide ( H2O2), 1% CoCl2 ใน PBS เปนเวลา 5 นาที
(DAB 3 มิลลิกรัม , 30% 10 ไมโครลิตร,  1% CoCl2 25 ไมโครลิตร , PBS 10 ml)

11) ลางน้ํากลั่นหลายๆครั้ง
12) การอานผล บริเวณท่ีแอนติบอดีจับกับเชื้อ P.olseni บนกระดาษจะมีลักษณะเปนจุดสีดํา

6. การตรวจสอบปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี อิมมูโนพยาธิวิทยา (สิริรัตน แกวสลับนิล, 2554)
6.1 นําสไลดเนื้อเยื่อท่ีไดจากข้ันตอน 4 นํามาผานขบวนการ deparaffin ดังแสดงในตารางท่ี 3

ตารางท่ี 3 ข้ันตอนการ deparaffin กอนนํามายอมตามวิธีอิมมูโนพยาธิวิทยา

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 โดยใชแอนติบอดี
1) นําสไลดแชท่ีผานการแชใน PBS เปนเวลา 5 นาที
2) ดูดสารละลายรอบๆออก โดยไมทําใหเนื้อเยื่อแหง
3) หยด 10% FBS ใหคลุมบนเนื้อเยื่อ ท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที
4) ดูดสารละลาย 10% FBS (โดยไมทําใหเนื้อเยื่อแหง)
5) หยดแอนติบอดี (Monoclonal antibody) ท่ีเจือจาง 1:5 ใน 10% FBS ลงบนเนื้อเยื่อ บม

เปนเวลา 3-4 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิหอง หรือ ท่ี 4 °C ขามคืน
6) จุมลางสไลดดวย PBS 4 ครั้งๆละ 10 นาที
7) หยด GAM-HRP เจือจาง 1:2000 ลงบนเนื้อเยื่อ บมเปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือท่ี

4oC ขามคืน
8) จุมลางสไลดดวย PBS 4 ครั้งๆละ 10 นาที
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9) จุมในสารละลายสับสเตรท ซึ่งประกอบดวย 0.03% diaminobezidine
tetrahydrochoride (DAB) และ 0.03% hydrogenperoxide (H2O2) ใน PBS เปนเวลา 5 นาที (DAB 30
mg, 30% H2O2 50 ul, PBS 100 ml)

10) ยอมสไลดดวย Haematoxylin 5 นาที
11) ดึงน้ําออกดวยแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% ตามลําดับอยางละ 5 นาที
12) ยอมซ้ําดวย eosin และลาง eosin สวนเกินออกดวยแอลกอฮอล 95%
13) นําสไลดแชในbutanol, xylene –butanol, xylene 1, xylene 2 และ xylene 3

ตามลําดับ อยางละ 5 นาที
14)  ทําเปนสไลดถาวร ดวย permount ปดทับดวย cover glass และดูผลดวยกลอง

จุลทรรศนบริเวณท่ีแอนติบอดีจับกับเชื้อ Perkinsus บนเนื้อเยื่อจะมีลักษณะเปนจุดสีน้ําตาลเขม
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ผลการวิจัย

1. การเก็บตัวอยาง
จากการเก็บตัวอยางหอยลาย (P. undulata) จากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาครและสมุทรสงคราม

จํานวนจังหวัดละ 30 ตัว ทุกเดือนและตัวอยางหอยนางรม (Saccostrea spp.) จากสถานีวิจัยประมงศรีราชา
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรจังหวัดชลบุรี จํานวน 30 ตัวทุกเดือน ตั้งแตเดือนมกราคม ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ.
2560พบวาหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี 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
เม่ือนําเนื้อเยื่อหอยสวนเหงือกมาบมในอาหาร FTM เปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําเนื้อเยื่อมาสอง

ใตกลอง เม่ือพบปรสิตจึงนํามากรองผานผาขาวบาง กอนนําไปยอยดวยเอนไซม Trypsin 0.2% ในน้ําทะเล
เทียมปลอดเชื้อ (SM 30) 3 ช.ม. แลวจึงนํามาลางใหสะอาดดวย SM 30ปลอดเชื้อดวยการปนเหวี่ยง ทําการ
เก็บ hypnospore บางสวน ท่ีเหลือนําไปเลี้ยงใน SM 30 ปลอดเชื้อ ในจานทดลอง เพ่ือให hypnospore
แบงเซลลจนได ระยะ zoospore กอนทําการเก็บรวบรวมดวยการปนเหวี่ยงตอไป (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. โดยวิธีการตรวจนับเซลลในอาหารเลี้ยงเช้ือ FTM
จากการนําเนื้อเยื่อหอยลายและหอยนางรมมาบมในอาหารเลี้ยงเชื้อ FTM กอนนํามายอยและลาง

ใหสะอาด เพ่ือนํามานับหาปริมาณปรสิต Perkinsus sp. พบปริมาณปรสิตในหอยลายดังแสดงในตารางท่ี 6
ภาพท่ี 7 และ 8 สวนในหอยนางรมท่ีเก็บจากจังหวัดชลบุรีไมพบปรสิต Perkinsus sp.

ตารางท่ี 6 ปริมาณปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี สมุทรสาครและสมุทรสงคราม
ระหวางเดือนมกราคม 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. ในเนื้อเยื่อสวนเหงือกของหอยลายท่ียอมดวย Lugol’s iodine กอนนําไป
ยอยดวย NaOH เพ่ือนับจํานวน (ลูกศรชี้)
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ภาพท่ี 8 กราฟแสดงปริมาณปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลายแตละจังหวัดตั้งแตเดือน 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.
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4. การตรวจหาปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี Histology
จากการตรวจหาปรสิต Perkinsus sp. ในเนื้อเยื่อหอยลายและหอยนางรม ดวยเทคนิคทางดาน

histology แลวนําเนื้อเยื่อมายอมดวยสี H&E พบปรสิตระยะโทรโฟซอยดในเนื้อเยื่อหอยลายมีขนาดประมาณ
3-6 m. ดังแสดงในภาพท่ี 9 และ 10

ภาพท่ี 9 ปรสิต Perkinsus sp. ระยะ trophozoites ในเนื้อเยื่อหอยลาย ยอมดวยสี H&E (ลูกศรชี้)

ภาพท่ี 10 ปรสิต Perkinsus sp. ระยะtrophozoites ในเนื้อเยื่อหอยลาย ยอมดวยสี H&E (ลูกศรชี้)

5. การตรวจสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือปรสิต Perkinsus sp. ดวยวิธี ELISA, dot-blotting
5.1 ผลการทดสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดตีอแอนติเจนดวยเทคนิค indirectELISA
การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาและนําอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีมอนอโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบวายังคงมี

ความสามารถในการทําปฏิกิริยากับ0Perkinsus0sp.หรือไม0รวมท้ังการหาอิพิโทปเพ่ือท่ีจะทําการคัดเลือก
มอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการนํามาใชในวิธีอิมมูโนพยาธิวิทยา โดยวิธี indirect ELISA จาก
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รายงานวิจัยของ สิริรัตน แกวสลับนิล (2554) ท่ีไดทําการทดลองเพ่ือผลิตและทดสอบประสิทธิภาพของมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดดวยการยอมเนื้อเยื่อ ผลท่ีไดคือ มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7,12 และ
20 เปนมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีประสิทธิภาพ ในการจับกับปรสิต Perkinsus sp. เม่ือนํามอนอโคลนอล
แอนติบอดีหมายเลข 7, 12 และ 20 มาทดสอบอีกครั้ง พบวา มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 12 ไมทํา
ปฏิกิริยากับปรสิต Perkinsus sp. โดยวิธีการ indirect ELISA ซึ่งไดผลการทดลองดังตารางท่ี 3.4 ดังนั้น การ
ทดลองตอไปจึงใชเฉพาะมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 070 และ 0200 เทานั้น

ตารางท่ี 7 คาการดดูกลืนแสงของมอนอโคลนอลแอนติบอดีแตละตัวและคูโคลน

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

5.2 ผลการทดสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดตีอแอนติเจนดวยเทคนิค dot blotting
เนื่องจากมอนอโคลนอลแอนติบอดีตอปรสิตท่ีไดท้ังหมด 8 โคลน คือ MAb N0. 7,9,12,15,17,19,

20 และ 22 (สิริรัตน แกวสลับนิล, 2557) ไดมาจากการฉีดกระตุนหนูทดลองดวยปรสิต P. olseni ระยะ
hypnospore โดยการหาความไวของ MAb พิจารณาจากความเขมขนโดยประมาณของเซลลท่ีนอยท่ีสุด ท่ียัง
สามารถเห็นความเขมสีของจุดเปนสีเทา ซึ่งเกิดการจับกันระหวางแอนติบอดีและแอนติเจน พบวา MAb ท่ีได
จับกับระยะ hypnospore อยูในชวงความไวโดยประมาณ 106 เซลลตอมิลลิลิตร และยังจับกับปรสิตระยะ
zoospore อยูในชวงความไวโดยประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร เม่ือเทียบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี
(polyclanal antibody; PAb) สามารถจับกับปรสิตระยะ hypnospore และระยะ zoospore อยูในชวง
ความไวโดยประมาณ 105 และ 106 เซลลตอมิลลิลิตร (ภาพท่ี 10) นอกจากนี้ไดนํา MAb ท่ีไดทดสอบ
ความจําเพาะกับไดอะตอม (Amphora, Characcros และ Tharasiosira) พบวา ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับได
อะตอมท่ีนํามาทดสอบ ยกเวน MAb19 และ 22 ท่ีจับกับไดอะตอมอยางออน ซึ่งปรากฏจุดสีเทาออนบน
กระดาษเมมเบรน ในลักษณะเชนเดียวกับเม่ือบมดวย PAb (ภาพท่ี 11) นั่นแสดงวา MAb ตอปรสิตท่ีไดมี
ความจําเพาะตอปรสิตระยะ hypnospore และสามารถเกิดปฏิกิริยาขามไดกับระยะ zoospore



20

Cell concentration
(cell/ml, approximately) MAb7 MAb9 MAb12 MAb15

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

ภาพท่ี 11 ผลการทดสอบความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาเชื้อปรสิต Perkinsus sp.
ดวยวิธี dot blotting โดยหยดเชื้อปรสิตในระยะ hypnospore (A) และ zoospore (B) ท่ีความ
เขมขนเซลลตางๆ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด และบมในมอนอโคลนอล
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 ท่ีความเขมขน
โดยประมาณ 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดวยวิธี dot blotting หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1
ไมโครลิตรตอจุด และบมในมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได

5.3 ผลการตรวจสอบปรสิตในเนื้อเย่ือหอยโดยวิธี อิมมูโนพยาธิวิทยา
เพ่ือการคัดเลือกวามอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดโคลนใด ท่ีมีความสามารถในการจับกับปรสิต

เนื้อเยื่อไดหรือไม จึงไดทําการตรวจหาปรสิตในหอยลายโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเบื้องตนจากเนื้อเยื่อหอย
ลายจํานวน 10 ตัว ท่ีไดพิสูจนแลววามีการติดเชื้อปรสิต โดยพิจารณาการติดสีน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนจากการจับกัน
ระหวางมอนอโคลนอลแอนติบอดีกับเซลลปรสิต โดยในการทดลองไดเปรียบเทียบการยอมเนื้อเยื่อดวย H&E,
ไมไดยอมดวย MAb และยอมดวย MAb แตละโคลน และนําไปสองกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา
พบวาเม่ือใช MAb 7 และ 20 มีการยอมติดสีน้ําตาล ท่ีปรสิตระยะ trophozoites บริเวณขอบผนังเซลล
แสดงวา MAb 7 และ 20 มีความสามารถในการจับกับปริสิตในเนื้อเยื่อหอยลายได ในขณะท่ี MAb22 มีการ
ยอมติดสีน้ําตาลเชนกัน แตมีความเขมของสีพ้ืนหลังสูง ซึ่งจะทําใหยากตอการแปลผล สวน Mab9, 12, 15,
17 และ 19 ไมมีการยอมติดสีน้ําตาลท่ีปรสิตในเนื้อเยื่อหอยลาย (ภาพท่ี 13-15) ดังนั้นจึงคัดเลือก MAb7 และ
20 เปนมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความสามารถในการตรวจหาปรสิตโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี เพ่ือใชตอไป

Amphora
Characcros
Tharasiosira

Amphora

Characcros

Tharasiosira
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H&E Control : ไมไดยอมดวย MAb

MAb7: ติดสีท่ีเซลล MAb9 :ไมติดสีท่ีเซลล

ภาพท่ี 13 ผลตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยการยอมเนื้อเยื่อดวย H&E, ไมได
ยอมดวย MAb และยอมดวย MAb โคลนหมายเลข 7 และ 9 ระยะ trophozoites (ลูกศรชี้)
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MAb12: ไมติดสีท่ีเซลล MAb15: ไมติดสีท่ีเซลล

MAb17: ไมติดสีท่ีเซลล MAb19: ไมติดสีท่ีเซลล

ภาพท่ี 14 ผลตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยการยอมเนื้อเยื่อดวย MAb
หมายเลข 12, 15, 17 และ 19 ระยะ trophozoites (ลูกศรชี้)
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MAb20: ติดสีท่ีเซลล MAb22: ไมติดสีท่ีเซลล

ภาพท่ี 15 ผลตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยการยอมเนื้อเยื่อดวย MAb
หมายเลข 20 และ 22 ระยะ trophozoites (ลูกศรชี้)
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สรุปและอภิปรายผลการทดลอง

โรค Perkinsosis เปนโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัวสกุล Perkinsus ท่ีมีรายงานการแพรระบาดมาตั้งแตป
ค.ศ. 1950 ในหอยนางรม (eastern oyster, Crassostrea virginica) ในประเทศสหรัฐอเมริกาจากนั้นมี
รายงานการพบปรสิต Perkinsus ในหอยชนิดตางๆ จาก 20 ประเทศท่ัวโลก ซึ่งปรสิต Perkinsus นี้จะสงผล
กระทบทําใหอัตรารอดของหอยท่ีเลี้ยงลดลงหรืออาจทําใหหอยตายได จากการศึกษาของ Waki และคณะ
(2018) พบวาหอย Manila clam (Ruditapes philippinarum) จากธรรมชาติ บริเวณอาวอริเกะ ประเทศ
ญี่ปุนมีจํานวนลดลงจากการติดเชื้อ P. olseni สําหรับในประเทศไทยนั้นมีรายงานการพบปรสิต Perkinsus
olseni ในหอยลาย (Leethochavalit et al., 2004) และหอยนางรม (Taveekijakarn et al., 2008) การ
ตรวจวินิจฉัยปรสิตชนิดนี้เริ่มแรกใชวิธีนําเนื้อหอยท่ีคาดวาจะติดเชื้อไปบมในอาหาร Fluid thioglycollate
mediumเพ่ือใหปรสิตระยะ trophozoite มีขนาดใหญข้ึนและผนังหนาข้ึน (Ray, 1966) เกิดเปนระยะใหมท่ี
เรียกวา hypnospore ซึ่งการวินิจฉัยดวยวิธีนี้สามารถใชได กับปรสิตPerkinsus ทุกชนิดยกเวน
P. Qugwadi (Blackbourn et al. 1998) การวินิจฉัยดวยวิธี RFTM นี้เหมาะสําหรับการเฝาระวังอยาง
ตอเนื่อง เนื่องจากเปนวิธีท่ีงายและประหยัดซึ่งวิธีนี้ไดมีการพัฒนามาเปนระยะเพ่ือใหสามารถใชในการตรวจ
วินิจฉัยปรสิต Perkinsus ชนิดตางๆ (Choi et al. 1989; McLaughlin and Faisal 1999; Oliveret al.
1998) แตอยางไรก็ตาม Novoa et al. (2002) ไดทําการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของยีน SSU rRNA จาก
hypnospores ท่ีไดจากการบมเพาะของเหงือกหอยนางรมในอาหาร FTM และพบวา วิธี RFTM นี้จะไมมี
ความจําเพาะตอสมาชิกของปรสิต Perkinsus และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ท่ีเหมือน Perkinsus (Pseudoperkinsus
tapetis, Mesomycetozoa) เนื่องจากอาหารนี้สามารถทําให hypnospores ขยายใหญข้ึนได เม่ือนําไปบม
ใน FTM จากผลการตรวจหาปรสิต Perkinsus sp. จากงานวิจัยนี้ท้ังในดินตะกอน หอยลาย (P.undulata)
และหอยนางรม (Saccostrea sp.) ดวยวิธี RFTM พบปรสิตในหอยลายจากจังหวัดเพชรบุรี ในเดือนมิถุนายน
มากท่ีสุด ท้ังนี้จากรายงานของ Leethochavalit และคณะ (2004) พบปรสิต Perkinsusในหอยลายเดือน
ตุลาคมมากท่ีสุด แตจากการทดลองนี้ไมพบปรสิตในหอยนางรมท่ีเก็บในระหวางเดือนมกราคม ถึงเดือน
กรกฏาคม 2560 ซึ่งขัดแยงกับผลของTaveekijakarn และคณะ (2008) ท่ีรายงานการพบปรสิต Perkinsus
sp. ในหอยนางรม (Saccostrea forskali) จากการเก็บตัวอยางจากจังหวัดชลบุรี ในเดือนพฤศจิกายน 2004

ในชวงหลายปท่ีผานมาเม่ือเทคโนโลยีทันสมัยข้ึน ไดมีการพัฒนาเทคนิคการวินิจฉัยทางดาน
ภูมิคุมกันและทางดานโมเลกุลข้ึนเพ่ือใชเปนทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการทดสอบดวยวิธี RFTM เชน Choi
และคณะ (1991) พัฒนา polyclonal antibody ตอ hypnospores ของ P. marinus ท่ีไมทําปฏิกิริยา
กับระยะปรสิตอ่ืน ๆ ซึ่งชี้ใหเห็นการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของแอนติเจนของเมมเบรนปรสิตในชวงท่ีผนังเซลล
ของhypnospore เจริญเต็มท่ี เชนเดียวกับ Dungan และ Robertson (1993) ไดผลคลายกันกับ Choi และ
คณะ แตเปนผลจากmonoclonal antibodiesในทางตรงขาม Bushek และคณะ (2002) ไดพัฒนา
polyclonal antibody ท่ีสามารถยึดจับกับเซลลของปรสิต P. Marinus ไดทุกระยะ อีกท้ังยังสามารถจําแนก
ชนิดของอนุภาคในเนื้อเยื่อของหอยท่ีถูกลอมรอบดวย focal lesion อีกดวย นอกจากนี้ แอนติบอดีเหลานี้ยัง
ตรวจสอบ P. olseni / P atlanticus และ Perkinsus sp อ่ืนๆ ไดหลายชนิด แตไมสามารถใชไดกับ
Dermocystidium บางสายพันธุ อยางไรก็ตามแอนติบอดีเหลานี้มีการแสดงใหเห็นวามีปฏิกิริยาขามสายพันธุ
กับ dinoflagellate หลายชนิดโดยเฉพาะอยางยิ่งปรสิตท่ีเปน dinoflagellates หลายชนิด นอกจากนี้
Montes และคณะ (2002) ไดใชวิธีการวิเคราะหดวย ELISA โดยใช polyclonal antibody ตอ
extracellular
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products ของ P. marinus ท่ีผลิตข้ึนในหลอดทดลองและพบวาวิธีนี้ใหผลท่ีไวกวาวิธี RFTM ท้ังนี้จากการ
ทดลองการประเมินเทคนิคการตรวจวินิจฉัยปรสิต Perkinsus sp. ในหอยลาย (P. undulata) และหอย
นางรม (Saccostrea sp.) ดวยมอนอโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งผลิตจากการนํา hypnospores และ zoospores
ไปฉีดในหนูและนํามาทําการผสม จนไดเปนแอนติบอดีโคลนตาง ๆ จํานวน 8 clone นํามาทดสอบ
ความจําเพาะของแอนติบอดีตอปรสิตและไดอะตอมชนิดตางๆ ไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกลุม แตจะ
เกิดปฏิกิริยาตอปรสิตระยะฮิปโนสปอรและซูโอสปอร ซึ่งเชื้อปรสิต Perkinsus spp. ท่ีแพรระบาดในหอย มี
หลายระยะท้ังท่ีเปนระยะโทรโฟซอยด พบในเนื้อหอย ระยะท่ีเปน ฮิปโนสปอร ซึ่งเปนระยะเต็มวัย กอนแบง
เซลลไดเปนซูโอสปอร (Choi et al., 1991) จากงานวิจัยกอนหนานี้ คณะผูวิจัยไดผลิตมอนอโคลนอล
แอนติบอดีตอเชื้อ P. olseni มาแลว (สิริรัตน แกวสลับนิล, 2557) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดนําแอนติบอดีท่ีไดมา
เพ่ือนํามาทดสอบโดยเทคนิค indirect ELISA และ เทคนิค dot blotting หาโคลนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด จน
พบวา โคลน 7 และ 20 ใหประสิทธิภาพดีท่ีสุด สอดคลองกับงานวิจัยของ Romestand และคณะ (2001) ท่ี
ผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีจาก P. marinus และมีความจําเพาะตอโทรโฟซอยด ฮิปโนสปอร และ ซูโอ
สปอร จํานวน 2 โคลน เม่ือไดโคลนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดแลวจึงนํามอนอโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบกับ
เนื้อเยื่อหอยท่ีไดจากกระบวนการมิญชวิทยาและทดสอบกับปรสิตตัวเต็มวัย ท่ีแยกออกมาจากเนื้อเยื่อ ทําให
บริเวณผิวของเซลลปรสิตระยะโทรโฟซอยดและ ฮิปโนสปอร เปนสีน้ําตาล ซึ่งเกิดจากการจับของ MAbs กับ
ผนังเซลลปรสิต  แตจากรายงานของ Dungan และ Roberson (1993) พบวามอนอโคลนอลท่ีผลิตไดจะจับ
กับอิพิโทปของอิปโนสปอรของปรสิต P. marinus เทานั้น จากรายงานของ Maenoและคณะ (1999) พบวา
การตรวจวิเคราะหทางดานimmunohistochemical โดยใช antiserum กับปรสิต P. marinus แอนติบอดี
นั้นจะมีปฏิกิริยากับ trophozoites ของปรสิตท่ีพบเปนเซลลเดี่ยวและท่ีอยูกันเปนกลุม ผลการทดลองสรุปได
วาปรสิตเหลานี้อยู ในสกุล Perkinsus แมวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ trophozoites และ
prezoosporangia จะแตกตางออกไปจากรายงานท่ีพบในอดีต เชนเดียวกับรายงานของ Park และคณะ
(2010) ท่ีพบวา antibody จาก rabbit anti-P. olseni IgG จะมีความจําเพาะตอปรสิตทุกระยะท้ัง
prezoosporangium trophozoite และ zoospore

ป ค.ศ. 2003 Calvo และคณะ ไดใชเทคนิค antibody-label ในการนับเซลล P. Marinus ในหอย
นางรม (Crassostrea virginica) จากรายงานของ Earnhart และคณะ (2005) พบวามอนอโคลนอล
แอนติบอดีท่ีไดจากปรสิต P. marinus จะจับกับผนังเซลลของโทรโฟซอยดและโทมอนท นอกจากนี้ยังกลาววา
แอนติบอดียังสามารถใชในการสํารวจการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของผนังเซลลปรสิตระหวาง
การเลี้ยงในอาหาร FTM และยังระบุวาแอนติบอดีสามารถใชตรวจหาลักษณะเฉพาะเจาะจงของปรสิต
P. marinus ในเนื้อเยื่อหอยท่ีแชในน้ํายาดองได จากงานวิจัยนี้พบวาเทคนิคการตรวจหาปรสิตดวยมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีนี้สามารถตรวจพบปรสิต P. olseni ระยะโทรโฟซอยด และฮิปโนสปอรได สอดคลองกับ
งานวิจัยของ Romestand และคณะ (2001) ไดรายงานวา วิธีการใชมอนอโคลนอลแอนติบอดีตรวจหาปรสิต
P. marinus มีความไวและจําเพาะพอท่ีจะตรวจพบปรสิตระยะโทรโฟซอยดได และจากการรายงานของ
Wang และคณะ (2009) รายงานการใช Antibody-functionalized, Au-gated AlGaN/GaN high
electron mobility transistors (HEMTs) ในการตรวจหาปรสิต Perkinsusในน้ําทะเลท่ีใชเลี้ยงหอยมือเสือ
(Tridacna crocea) และสรุปวาวิธีนี้เปนวิธีท่ีเร็วสําหรับการตรวจหาปรสิต P. marinus ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
ไดแสดงเพียงผลการทดสอบของแอนติบอดีตอเชื้อ P. olseni ท่ีผลิตไดหลายโคลนเพ่ือหาประสิทธิภาพของ
โคลนเหลานั้น ซึ่งจะนําไปสูการนําโคลนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการตรวจวินิจฉัยปรสิตไปทําบริสุทธิ์เพ่ือหา
แนวทางการผลิตในเชิงพาณิชยตอไป
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