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เชือ้ scale drop disease virus (SDDV) เป็นหนึ่งในเชือ้ก่อโรคที่ส  าคัญที่เป็นสาเหตุของโรค 

scale drop disease (SDD) ในปลากะพงขาว (Lates calcarifer) การระบาดของโรคนีเ้ป็นหนึง่ในปัจจยัที่ท  าให้
เกิดความสญูเสียอย่างมากในการเพาะเลีย้งปลากะพงขาวในเอเชีย  การศึกษาครัง้นีไ้ดม้ีการพัฒนาเทคนิค 
cross-priming amplification (CPA) รว่มกับการประยุกตใ์ช้ uracil-DNA glycosylase (UDG) และตรวจสอบ
ผลของปฏิกิรยิาโดยใชส้ี hydroxynaphthol blue (HNB) และ lateral flow dipstick (LFD) ส าหรบัการตรวจสอบ
เชือ้ SDDV ชุดของไพรเมอรแ์ละโพรบที่ใชใ้นการทดลองถูกออกแบบใหม้ีความจ าเพาะต่อยีน  major capsid 
protein (MCP) ของเชือ้ SDDV จากการศกึษาพบวา่อณุหภมูิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา CPA 
รว่มกบัการใช ้UDG (UCPA) อยู่ที ่61 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และจากการศึกษาความจ าเพาะไม่พบ
การเกิดปฏิ กิริยาข้ามกับ ไวรัสอื่นที่ น  ามาทดสอบ  เช่น  red-spotted grouper nervous necrosis virus 
(RGNNV), infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) แ ล ะ  Lates calcarifer herpes virus 
(LCHV) และแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ที่พบไดใ้นการเพาะเลีย้งสตัวน์  า้ การตรวจสอบความไว พบวา่เทคนิค UCPA-
HNB และ UCPA-LFD มีความไวในการตรวจสอบต ่าสดุเท่ากบั 100 ส าเนาต่อไมโครลิตร และเท่ากับ 10 พิโค
กรมั ของสารสกัดดีเอ็นเอรวม (total DNA) ซึ่งมีความไวดีกว่าเทคนิค PCR 10 เท่า นอกจากนีเ้ทคนิค UCPA-
HNB และ UCPA-LFD ยังใหผ้ลสอดคลอ้งกับเทคนิค real-time PCR ในการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ใน
ตวัอย่างปลาที่ไดจ้ากธรรมชาติ ดงันัน้สามารถสรุปไดว้่าเทคนิค UCPA รว่มกบั HNB และ LFD เป็นเทคนิคที่มี
ความรวดเร็ว ง่าย และมีประสิทธิภาพ และเป็นหนึ่งในเทคนิคที่สามารถใชใ้นการวินิจฉยัการติดเชือ้  SDDV ได้
อยา่งจ าเพาะ 
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Scale drop disease virus (SDDV) is one of the most important pathogens that cause 

scale drop disease (SDD) in Asian sea bass (Lates calcarifer). The outbreaks of this disease are one 
of the factors causing substantial losses in Asian sea bass aquaculture. In this study, the uracil-DNA 
glycosylase (UDG) supplemented cross-priming amplification (UCPA) combined with a colorimetric 
detection method using hydroxynaphthol blue (HNB) and lateral flow dipstick (LFD) for detection of 
SDDV was developed. The UCPA primers and probe were designed to target the major capsid 
protein (MCP) gene of the SDDV. The optimized UCPA coupled with UDG conditions was performed 
at a temperature of 61°C for 60 min. The UCPA assays demonstrated specificity to SDDV without 
cross-reaction to other tested viruses including red-spotted grouper nervous necrosis virus 
(RGNNV), infectious spleen, and kidney necrosis virus (ISKNV) and Lates calcarifer herpes virus 
(LCHV), and other bacterial species commonly found in aquatic animals. The sensitivity of the UCPA- 
HNB, and UCPA-LFD was 100 viral copies/µL and 10 pg of extracted total DNA, which was 10-fold 
more sensitive than that of conventional PCR. Furthermore, the detection of SDDV infection in natural 
fish samples by UCPA-HNB and UCPA-LFD methods was consistent with the real-time PCR method. 
Therefore, the UCPA coupled with HNB and LFD was rapid, simple, and effective and might be 
applied for the diagnosis of SDDV infection. 
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blue (HNB), Scale drop disease virus (SDDV), Lateral flow dipstick (LFD) 
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บทที ่1 
บทน า 

 

ภาคการประมงมีบทบาทท่ีส าคญัตอ่การพฒันาเศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอย่างมาก
เน่ืองจากเป็นทัง้แหล่งอาหารเพ่ือการบริโภคภายในประเทศและการส่งออกในรูปของอาหารทะเล
แปรรูป จากขอ้มูลขององคก์ารอาหารและการเกษตรแห่งสหประชาชาติ  (Food and Agriculture 
Organization of United Nation : FAO)  ในช่วงปี พ.ศ. 2550 – 2559 ประเทศไทยถูกจัดอยู่ใน
กลุ่มประเทศท่ีมีผลผลิตสตัวน์  า้จากการเพาะเลีย้ง (ไม่รวมพรรณไมน้ า้) ติด 1 ใน 10 อนัดบัแรก
ของโลก (FAO, 2018) และในปี พ.ศ. 2563 ประเทศไทยมีผลิตภัณฑม์วลรวมในประเทศ (gross 
domestic product: GDP) ดา้นการผลิต ณ ราคาปัจจบุนั มีมลูคา่ 15,703,021 ลา้นบาท โดยเป็น 
GDP จากภาคเกษตรกรรม 1,357,503 ลา้นบาท คิดเป็นรอ้ยละ 8.64 ของ GDP ทัง้หมด (ส านัก
คณะกรรมการพฒันาการเศรษฐกิจและสงัคมแห่งชาติ, 2561) เม่ือพิจารณาเฉพาะความสามารถ
ในการผลิตสินคา้ประมงเพ่ือการส่งออกของประเทศไทย พบว่าในปี พ.ศ. 2563 มีปริมาณสินคา้
สง่ออกอยู่ท่ี 1,646,585.07 ตนั โดยสินคา้หลกั ไดแ้ก่ อาหารทะเลกระป๋อง กุง้สด กุง้แช่เย็น แช่แข็ง 
คิดเป็นมูลคา่ 196,785.61 ลา้นบาท (กองนโยบายและยทุธศาสตรพ์ฒันาการประมง, 2562) จาก
ขอ้มลูเบือ้งตน้เหลา่นีแ้สดงใหเ้ห็นถึงความส าคญัของภาคการประมงตอ่เศรษฐกิจของประเทศและ
ศกัยภาพในการแขง่ขนับนเวทีโลก  

ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) เป็นหนึ่งในสัตว์น ้าเศรษฐกิจท่ีส าคัญชนิดหนึ่ง 
เน่ืองจากเพาะเลีย้งง่าย ทนต่อสภาวะความผนัผวนของสิ่งแวดลอ้ม โตเร็ว เนือ้มีรสชาติอรอ่ย จึง
เป็นท่ีต้องการของตลาดมาก ปลากะพงขาวมีการเพาะเลี ้ยงกันอย่างแพร่หลายในอินเดีย 
ออสเตรเลีย และภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ในส่วนของประเทศไทยพบว่าเริ่มมีการ
เพาะเลีย้งปลากะพงขาวมาตัง้แตป่ระมาณปี พ.ศ. 2513 โดยระยะแรกมกัเป็นการจบัพนัธุป์ลาจาก
แหล่งธรรมชาติมาเพาะเลีย้ง ซึ่งมักเป็นการเลีย้งเพ่ือยังชีพหรือเพ่ือการบริโภคภายในครวัเรือน 
จนกระทั่งปี พ.ศ. 2516 กรมประมงสามารถเพาะพนัธุป์ลากะพงขาวส าเร็จจึงท าใหก้ารเลีย้งปลา
กะพงขาวในประเทศไทยแพรห่ลายมากขึน้  เพ่ือตอบสนองความตอ้งการของตลาดท่ีเพิ่มสูงขึน้
และทดแทนการจบัจากแหล่งธรรมชาติซึ่งมีความไม่แน่นอนของปริมาณและคณุภาพของผลผลิต 
จึงไดมี้การพฒันารูปแบบการเพาะเลีย้งในเชิงพาณิชย ์โดยแบ่งออกเป็น 2 ลกัษณะ คือ การเลีย้ง
ในบ่อดินและการเลีย้งในกระชัง  จากข้อมูลประมาณการพบว่าในปี พ.ศ. 2561 ประเทศไทย
สามารถผลิตปลากะพงขาวไดป้ระมาณ 17,266 ตนั คิดเป็นมลูคา่ 2,348 ลา้นบาท โดยแหล่งเลีย้ง



  2 

ปลากะพงขาวท่ีส าคญัอยู่ในบริเวณพืน้ท่ีจังหวัดปัตตานี ฉะเชิงเทรา สงขลา สุราษฎรธ์านี และ
สมุทรปราการ ซึ่งคิดเป็นประมาณ 80% ของผลผลิตทัง้ประเทศ (นเรศ กิจจาพัฒนพันธ์, 2562) 
เพ่ือตอบสนองตอ่ความตอ้งการบริโภคปลากะพงขาวท่ีมีอตัราเพิ่มสงูขึน้ในทกุ ๆ ปี การเพาะเลีย้ง
ส่วนใหญ่จึงมุ่งเนน้ไปท่ีการเพิ่มปริมาณผลผลิตซึ่งอาจท าใหเ้กิดการเพาะเลีย้งท่ีหนาแน่นเกินไป
หรือขาดการดูแลจดัการท่ีเหมาะสมก่อใหเ้กิดการสะสมของเสียจ าพวกสารอินทรียแ์ละสารอนิน  
ทรียต์า่ง ๆ สภาพการเลีย้งเช่นนีม้กัก่อใหเ้กิดปัญหาตอ่สขุภาพของสัตวน์  า้และสิ่งแวดลอ้มไดง้่าย 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งปัญหาของโรคติดเชือ้ชนิดตา่ง ๆ ไม่ว่าจะเป็นโรคติดเชือ้แบคทีเรีย ไวรสั โปรโต
ซวั และปรสิต ยกตวัอย่างเช่น แบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio spp., Aeromonas spp., Pseudomonas 
spp. โปรโตซวัในกลุ่ม Chilodonella spp., Trichodina spp. และหนึ่งในสาเหตุท่ีส  าคญัก็คือโรค
ติดเชื ้อในปลาท่ีมีสาเหตุจากไวรัส เช่น Lates calcarifer encephalitis virus (LcEV), nervous 
necrosis virus (NNV), lymphocystis virus และ infectious spleen and kidney necrosis virus 
(ISKNV) เป็นตน้  

ในปี พ.ศ. 2535 ได้มีการรายงานถึงโรค scale drop syndrome (SDS) ในฟารม์ปลา
กะพงขาวจากรฐัปีนงั ประเทศมาเลเซีย ซึ่งมีลักษณะอาการคลา้ยกับปลากะพงขาวท่ีติดเชือ้ใน
ประเทศสิงคโปรใ์นปี พ.ศ. 2545, 2549 และ 2552 โดยปลาท่ีติดเชือ้จะมีอาการว่ายน า้ผิดปกต ิ
เกล็ดหลุด พบอาการหลอดเลือดอกัเสบท่ีผิวหนงัและอวยัวะภายในท่ีส าคญั ภายหลังพบว่าเกิด
จากการติดเชือ้ scale drop disease virus (SDDV) ซึ่งถูกจัดอยู่ในสกุล Megalocytivirus วงศ ์
Iridoviridae (de Groof et al., 2015) กระทบต่อฟารม์ปลาในภูมิภาคเอเชียแปซิฟิกและเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใตอ้ย่างมาก ปลาท่ีติดเชือ้ในธรรมชาติมีอตัราการตายสะสมท่ี 40-50% และยงัมี
รายงานการตรวจพบการติดเชือ้ชนิดนี ้ในจังหวัดทางภาคตะวันออกของประเทศไทยอีกด้วย 
(Senapin et al., 2019) เน่ืองจากเป็นโรคท่ีมีสาเหตุจากไวรสัจึงไม่สามารถรกัษาดว้ยการให้ยา
ปฏิชีวนะหรือสารเคมีได ้ดงันัน้การตรวจสอบการติดเชือ้ไวรสั SDDV จึงเป็นสิ่งจ  าเป็นเพ่ือช่วยให้
การควบคมุและลดการระบาดนัน้มีประสิทธิภาพสงูสดุ ในการตรวจวิเคราะหก์ารติดเชือ้ SDDV ได้
มีการพฒันาเทคนิคตา่ง ๆ ขึน้หลายรูปแบบเพ่ือใชใ้นการตรวจสอบ เช่น การเพิ่มปริมาณอนภุาค
ไวรัสในเซลล์เพาะเลี ้ยง (cell culture) และการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(transmission electron microscope: TEM) (de Groof et al., 2015) การใชเ้ทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลโดยอาศยัปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) ท่ีจ  าเพาะต่อ
ยี น  major capsid protein (MCP) (Senapin et al., 2019) semi-nested PCR (Charoenwai, 
Meemetta, Sonthi, Dong, & Senapin, 2019)  และ  quantitative polymerase chain reaction 
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(qPCR) ท่ีจ  าเพาะต่อยีน  ATPase (de Groof et al., 2015; Sriisan et al., 2020) อย่างไรก็ตาม
เทคนิคขา้งตน้จ าเป็นตอ้งอาศยัผูท่ี้มีความเช่ียวชาญในการตรวจสอบ ใชเ้ครื่องมือเฉพาะท่ีมีความ
แมน่ย าสงู ราคาแพง อีกทัง้ยงัไม่เหมาะส าหรบัการตรวจสอบในภาคสนาม จากขอ้จ ากดัขา้งตน้ จึง
ไดมี้การพัฒนาเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมภายใตอุ้ณหภูมิเดียว เพ่ือช่วยแกปั้ญหาท่ี
ส าคญัของเทคนิค PCR โดยเทคนิคเหล่านีไ้ม่จ  าเป็นตอ้งใชเ้ครื่องมือเฉพาะ สามารถใชเ้ครื่องมือท่ี
มีราคาไม่แพง เชน่ อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ หรือ heat box ในการควบคมุอณุหภมูิเพ่ือเพิ่มปรมิาณ
สารพนัธุกรรมและน าไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบภาคสนามได ้ 

ตัง้แตปี่ พ.ศ. 2533 นกัวิจยัไดมี้การพฒันาเทคนิคการเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรมภายใต้
อุณ หภู มิ เดี ย วขึ ้น หลากหลายวิ ธี  เช่ น  วิ ธี  nucleic acid sequence-based amplification 
(NASBA) ท่ีอาศยักระบวนการ transcription และ reverse transcription ในการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม เป็นเทคนิคท่ีไม่ต้องการเครื่อง thermal cycler แต่มีความจ าเพาะต ่าเน่ืองจากใช้
อุณหภูมิ ท่ี  40 องศาเซลเซียสในการเพิ่ มปริมาณสารพันธุกรรม วิธี  strand displacement 
amplification (SDA) เป็นการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยอาศยัไพรเมอร ์4 สายและใชอ้ณุหภูมิ
เดียวในการท าปฏิกิริยา แตมี่ขอ้เสียคืออาจมี background สงู เน่ืองจากมีการตดัสายดีเอ็นเอท่ีไม่
เก่ียวขอ้งท่ีอาจมีอยูใ่นตวัอยา่งและจ าเป็นตอ้งใชน้ิวคลีโอไทดท่ี์มีการดดัแปลงซึ่งมีราคาสงูเป็นสาร
ตัง้ตน้ (ปรินทร ์ชยัวิสุทธางกูร, 2561) ในปี พ.ศ. 2543 Notomi และคณะ ไดพ้ฒันาเทคนิค loop-
mediated isothermal amplification ซึ่งถกูน ามาประยกุตใ์ชก้นัอย่างกวา้งขวางในหอ้งปฏิบตัิการ
ดา้นชีววิทยาโมเลกุล ทัง้ดา้นงานวิจยัทางชีวโมเลกุล ดา้นการแพทย ์การวินิจฉัยโรคติดเชือ้ การ
พิสจูนห์ลกัฐานทางนิติศาสตรแ์ละสิ่งแวดลอ้มเป็นตน้ (Notomi et al., 2000)  และในปี พ.ศ. 2562 
ไดมี้การประยุกตใ์ชเ้ทคนิค LAMP ร่วมกับ xylenol orange ในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ในปลา
กะพงขาว (Dangtip et al., 2019)  

ส าหรับเทคนิค cross-priming amplification (CPA) ได้ถูกพัฒนาขึน้ในปี พ.ศ. 2552 
โดย Fang และคณะ จากบริษัท Ustar Biotechnologies Co., Ltd. เป็นการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมในหลอดทดลองท่ีอุณหภูมิ เดียว โดยใช้ cross primer เพ่ือเพิ่มปริมาณผลผลิตท่ีมี
โครงสร้างเป็น  semi-loop single-strand ด้วยคุณสมบัติ  strand displacement ของเอนไซม ์
DNA polymerase ไม่จ  าเป็นตอ้งมีขัน้ตอนการเพิ่มอณุหภูมิเพ่ือแยกสายดีเอ็นเอ เทคนิคนีใ้ชเ้วลา
ประมาณ 1 ชั่วโมงในการท าปฏิกิริยาและมีความจ าเพาะสูง  (Fang et al., 2009) มีการรายงาน
ก่อนหนา้นีว้่าเทคนิค CPA สามารถน ามาประยกุตใ์ชเ้พ่ือตรวจสอบเชือ้แบคทีเรียและไวรสัก่อโรค
ในตวัอย่างทางคลินิก เช่น การตรวจหาเชือ้ Mycobacterium tuberculosis จากเสมหะของผูป่้วย 
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(Xu et al., 2012) การตรวจหาเชื ้อ Aeromonas hydrophila (Meng, Wang, Wang, Liu, & Ye, 
2015) การตรวจเชือ้ Klebsiella pneumoniae ในตวัอย่างเสมหะของผูป่้วย (Wang et al., 2019) 
การตรวจหาเชือ้ไวรสั African swine fever (ASF) ในตัวอย่างเลือดและซีรมัของหมูและหมูป่า 
(Frączyk, Woźniakowski, Kowalczyk, Niemczuk, & Pejsak, 2016) การตรวจหาเชื ้อ  white 
spot syndrome virus (WSSV) ท่ีก่อโรคในกุ้งขาว (Yang, Huang, Yang, Liu, & Zhang, 2014) 
หรือการตรวจสอบสิ่ งมี ชีวิตดัดแปลงพันธุกรรม (genetically modified organisms; GMOs) 
(Huang, Zhai, You, & Chen, 2014) เป็นต้น จากตัวอย่างงานวิจัยข้างต้นจะเห็นได้ว่าเทคนิค 
CPA เป็นเทคนิคท่ีไดร้บัความนิยม เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัเครื่องมือท่ีมีความ
ซับซ้อน มีความไว (sensitivity) สูง สามารถตรวจสอบการติดเชือ้ได้ภายในระยะเวลาอันสั้น  
จงึเหมาะส าหรบัใชใ้นหอ้งปฏิบตักิารขนาดเล็กหรือส าหรบัปฏิบตักิารในภาคสนามไดดี้  

อย่างไรก็ตามเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในหลอดทดลองท่ีอณุหภูมิเดียวมกั
เกิดปัญหาการปนเป้ือนจากการฟุ้งกระจายของผลผลิตของปฏิกิริยา (carryover contamination) 
และการเกิด non-specific amplification จากการเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่างไพรเมอร ์(primer-
primer interaction) ท าใหเ้กิดผลบวกปลอม (false positive) ซึ่งท าใหเ้กิดความผิดพลาดในการ
อ่านและแปลผล ดังนั้นนักวิจัยจึงพัฒนาเทคนิคต่าง ๆ เพ่ือลดข้อจ ากัดนี ้ ตัวอย่างเช่น การ
ตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาโดยลดการเปิดหลอดทดลอง เช่น การสังเกตการตกตะกอนของ 
magnesium pyrophosphate การใชต้วับ่งชีโ้ลหะ (metal ion indicator) การใชสี้ SYBR Green I 
หรือการใชแ้ว๊กซ ์(wax) ในการปิดปากหลอด แมว้่าวิธีการดงักล่าวจะมีประสิทธิภาพในการปอ้งกนั
การแพรก่ระจายของละอองผลผลิตปฏิกิริยา (aerosol) อย่างไรก็ตามเทคนิคดงักล่าวไม่สามารถ
ป้องกันการเกิด carryover contamination ได้ (Ma et al., 2017) ต่อมาจึงมีการประยุกต์ใช ้
uracil-DNA-glycosylase (UDG) ใ น ก า รท า ป ฏิ กิ ริ ย า  ซึ่ ง จ  า เ ป็ น ต้ อ ง ใส่  deoxyuridine 
triphosphate (dUTP) เข้าไปทดแทน deoxythymidine triphosphate (dTTP) ในสารละลาย
ปฏิกิริยาดว้ย โดยในระหวา่งการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม Bst DNA polymerase จะท าการเติม
เบส U ลงไปในผลผลิตของปฏิกิรยิา ท าใหผ้ลผลิตภายหลงัมีเบส U ผสมอยู่ ซึ่งหากภายหลงัมีการ
ท าการทดลองอีกครัง้และเกิดการปนเป้ือนของผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีมีเบส U ผสมอยู่ ผลผลิต
เหลา่นัน้จะถกูเอนไซม ์UDG ย่อยสลายและเหลือเพียงตน้แบบสารพนัธุกรรมท่ีเติมเขา้ไปในหลอด
ทดลองเท่านัน้ ซึ่งวิธีการดงักล่าวไดมี้การประยกุตใ์ชอ้ย่างแพรห่ลายในการตรวจสอบดว้ยเทคนิค
การเพิ่ มปริมาณสารพันธุกรรม ท่ีอุณหภูมิ เดียวหลายประเภท เช่น  การตรวจสอบเชื ้อ 
Streptococcus pneumoniae ด้วย เทคนิ ค  loop-mediated isothermal amplification (Wang, 



  5 

Wang, Li, Xu, & Ye, 2018) การตรวจสอบเชื ้อ Klebsiella pneumoniae ด้วยเทคนิค cross-
priming amplification (Wang et al., 2019) เป็นตน้ 

การตรวจสอบผลของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดว้ยเทคนิค CPA สามารถท าได้
หลากหลายวิธี ยกตวัอย่างเช่น การตรวจสอบดว้ย gel electrophoresis โดยผลผลิตของ CPA ท่ี
ได้มีขนาดท่ีแตกต่างกันเห็นเป็นลักษณะคล้ายขั้นบันได (ladder-like pattern) ต่อมาไดมี้การ
พฒันาเทคนิคท่ีช่วยในการติดตามการเกิดปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าโดยการใชอิ้นดิเคเตอรใ์หสี้ เช่น 
hydroxynaphthol blue (HNB) ซึ่งสามารถเติมลงไปในหลอดสารละลายปฏิกิริยาก่อนท าการ
ทดลองไดโ้ดยตรง ช่วยลดความเส่ียงจากการปนเป้ือน เน่ืองจากไม่จ  าเป็นตอ้งเปิดหลอดทดลอง
ภายหลงัเสร็จสิน้ปฏิกิริยา และการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยวิธี lateral flow dipstick (LFD) 
โดยใชห้ลกัการ hybridization ระหว่าง DNA เป้าหมายกบัโพรบ (probe) ท่ีมีการติดฉลาก ซึ่งเป็น
วิธีท่ีมีความจ าเพาะสงู ง่าย และใชเ้วลานอ้ยในการทราบผลการตรวจสอบ (Wang et al., 2018)  

ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงท าการพัฒนาวิธีการตรวจสอบการติดเชือ้  SDDV ในปลากะพงขาว 
โดยใชเ้ทคนิค cross-priming amplification (CPA) และการใชเ้อนไซม ์uracil-DNA-glycosylase 
(UDG) (UCPA) ในการป้องกันการเกิด carryover contamination ร่วมกับการใชอิ้นดิเคเตอรใ์หสี้
ท่ี ช่ือ hydroxylnapthol blue (UCPA-HNB) หรือร่วมกับเทคนิค  lateral flow dipstick (UCPA-
LFD) เพ่ือตรวจสอบผลของปฏิกิริยา โดยการออกแบบไพรเมอรแ์ละโพรบท่ีจ าเพาะตอ่ยีนแคปซิด
โปรตีนซึ่งสามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ไดอ้ยา่งจ าเพาะและรวดเรว็ 
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ความมุ่งหมายของการวิจัย 

เพ่ือพัฒนาเทคนิค cross-priming amplification (CPA) ร่วมกับการใช้ uracil-DNA-
glycosylase (UCPA) และตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาด้วยการใช้สี  hydroxynapthol blue 
(UCPA-HNB) และ lateral flow dipstick (UCPA-LFD) ส าหรับการตรวจสอบอย่างจ าเพาะต่อ 
scale drop disease virus (SDDV) ในปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 

ขอบเขตของการวิจัย 

1. พฒันาวิธีการตรวจสอบเชือ้ SDDV โดยใชเ้ทคนิค UCPA-HNB และ UCPA-LFD 
2. ศึกษาความจ าเพาะของเทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD เปรียบเทียบกับ PCR ใน

การตรวจสอบเชือ้ SDDV  
3. ศึกษาความไวในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ในตวัอย่างปลากะพงขาวติดเชือ้โดยใช้

เทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD เปรียบเทียบกบั PCR 

สมมตฐิานในงานวิจัย 

การใชเ้ทคนิค UCPA ร่วมกับ HNB และ LFD มาใชใ้นการตรวจสอบเชือ้ SDDV น่าจะ
เป็นเทคนิคท่ีมีความรวดเรว็ มีความจ าเพาะและมีความไวสงูกว่าการตรวจสอบดว้ยการใชเ้ทคนิค 
PCR ท่ีจ  าเพาะตอ่เชือ้ SDDV  

ผลทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

สามารถพฒันาเทคนิค UCPA รว่มกับการใชสี้ HNB และ LFD ท่ีสามารถตรวจสอบการ
ติดเชือ้ SDDV ในปลากะพงขาว ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ มีความจ าเพาะและมีความไวสูงกว่า
เทคนิค PCR 

 



  

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

1. ปลากะพงขาว (Asian seabass) 

ปลากะพงขาวมี ช่ือวิทยาศาสตรว์่า Lates calcarifer และช่ือสามัญคือ Giant sea 
perch, Seabass หรือ Barramundi ไดร้บัการจดัจ าแนกอนกุรมวิธานโดย Marcus Elieser Bloch 
ในปี 1790 (Bloch, 1786) ไวด้งันี ้

 
1.1 อนุกรมวิธาน 

  Kingdom           Animalia 

   Phylum    Chordata 

    Subphylum          Vertebrata 

     Superclass      Gnathostomata 

      Class         Actinopterygii 

       Order        Perciformes 

        Family        Latidae 

         Genus            Lates 

          Species              Lates calcarifer (Bloch) 

 
1.2 ลักษณะท่ัวไปของปลากะพงขาว 

ปลากะพงขาวมีลักษณะโดยทั่วไปคือ ล าตวัค่อนขา้งยาว หนาและมีดา้นขา้งแบน 
บริเวณไหล่โคง้มน ส่วนตวัลาดชันและเวา้ หัวโต นัยนต์าโต ไม่มีเย่ือท่ีเป็นไขมันหุ้ม  ปากกวา้ง 
จะงอยปากคอ่นขา้งยาวและแหลม โดยมีส่วนของขากรรไกรลา่งย่ืนยาวกว่าขากรรไกรบนเล็กนอ้ย 
มุมปากอยู่เลยไปทางด้านหลังนัยน์ตา ขอบปากบนเป็นแผ่นใหญ่ แยกเป็นแนวตอนต้นและ
ตอนท้ายอย่างชัดเจน บริเวณส่วนปากจะยืดหดได้เล็กน้อย มีฟันขนาดเล็กละเอียดท่ีบริเวณ
ขากรรไกรบนและล่างรวมทัง้บริเวณเพดานปาก ช่องปากเฉียงลงดา้นล่างเล็กนอ้ย แผ่นปิดเหงือก
มีขนาดใหญ่ท่ีบริเวณขอบหลงัมีลกัษณะเป็นหนามแหลม 4 ซ่ี เรียงต่อกันดว้ยหนามซ่ีเล็ก ๆ ตาม
แนวหลงั ดา้นบนส่วนหวัและบนแผน่เหงือก พืน้ล าตวัสีขาวเงินปนน า้ตาล แนวสนัทอ้งสีขาวเงิน มี
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เกล็ดขนาดตา่ง ๆ กนั เกล็ดบรเิวณล าตวัมีขนาดคอ่นขา้งใหญ่ มีขอบหยกัเป็นหนามเม่ือลบูจะสาก
มือ มีครีบหลงั 2 ตอน ตอนแรกอยูต่รงต าแหนง่ของครีบทอ้ง มีกา้นครีบเป็นหนามแข็ง ปลายแหลม
คมขนาดใหญ่ 7-8 กา้น เช่ือมต่อกันดว้ยเย่ือบาง ๆ ครีบหลงัตอนท่ี 2 แยกจากตอนแรกอย่างเห็น
ไดช้ดั อยู่บริเวณกึ่งกลางล าตวั มีกา้นครีบแข็ง 1 ก้าน ก้านครีบอ่อนมีปลายแตกแขนงประมาณ 
10-11 ก้านมีขนาดใกลเ้คียงกัน ครีบหูและครีบอกยาว ไม่ถึงรูก้น ครีบกน้มีต าแหน่งใกลเ้คียงกับ
ครีบหลงัตอนท่ี 2 ซึ่งประกอบดว้ยกา้นครีบแข็ง 3 กา้น กา้นครีบอ่อน 7-8 กา้น ขอ้หางสัน้ ครีบหาง
ค่อนขา้งกลมเสน้ขา้งตวัโคง้ไปตามแนวสันหลัง มีเกล็ดบนเสน้ขา้งตวั 52-61 เกล็ด นอกจากนีสี้
ของปลากะพงขาวขึน้อยูก่บัสภาพแวดลอ้ม แตโ่ดยทั่วไปบรเิวณดา้นหลงัของตวัปลาจะมีสีเทาเงิน
หรือเขียวปนเทา ส่วนทอ้งมีสีเงินแกมเหลือง บริเวณดา้นขา้งของล าตวัมีสีเงิน ครีบหลัง ครีบก้น 
ครีบหาง มีสีเทาปนด าบาง ๆ (ภาพประกอบ 1) โดยธรรมชาติปลากะพงขาวเป็นปลาท่ีปราดเปรียว 
ว่องไว ว่ายน า้รวดเร็ว สามารถกระโดดพน้น า้ไดสู้งขณะตกใจหรือไล่เหย่ือ มีนิสยัซุกซ่อนอยู่ตาม
กองหินใตน้  า้ และออกหากินในบริเวณท่ีมีกระแสน า้ออ่น ปลาขนาดใหญ่มกัไมร่วมฝงู นอกจากฤดู
ผ ส ม พั น ธุ์ จ ะ ร ว ม เป็ น ก ลุ่ ม เล็ ก  ๆ   (Mathew, 2 0 0 9 ; ส โม ส รนิ สิ ต ค ณ ะ ป ร ะ ม ง 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร,์ 2531) 

 

 
ภาพประกอบ 1 ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 

ท่ีมา: https://freyafish.com/product/barramundilatescalcarifer/?lang=en.  

1.3 การแพร่กระจาย 
ปลากะพงขาวเป็นปลาท่ีสามารถอาศยัอยู่ไดท้ัง้ในน า้จืด น า้กร่อย และน า้เค็ม พบ

การกระจายตวัในบรเิวณเขตรอ้นและกึ่งเขตรอ้น ในพืน้ท่ีเขตตะวนัตกและสว่นกลางของมหาสมทุร
แปซิฟิกจนถึงมหาสมุทรอินเดีย ระหว่างลองจิจูดท่ี 50 องศาตะวนัออก ถึง 160 องศาตะวันตก 
ละติจูดท่ี 24 องศาเหนือ ถึง 25 องศาใต ้ตัง้แต่บริเวณคาบสมุทรอาระเบีย บังคลาเทศ อินเดีย  

https://freyafish.com/product/barramundilatescalcarifer/?lang
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ศรีลงักา สาธารณรฐัแห่งสหภาพเมียนมา ไทย มาเลเซีย จนถึงสาธารณรฐัประชาชนจีน ไตห้วนั 
ปาปัวนิวกินีและตอนเหนือของทวีปออสเตรเลีย (Marshall, 2005) โดยสามารถพบปลาท่ีโตเตม็วยั
ได้ในบริเวณปากแม่น า้หรือทะเลสาบท่ีมีความเค็มระหว่าง 30-32 ppt และความลึกท่ี 10–15 
เมตร (ภาพประกอบ 2)  ส  าหรบัในประเทศไทยพบการกระจายตวัของปลากะพงตามธรรมชาติ
บริเวณแถบชายฝ่ังทะเลทัง้ในอ่าวไทยและฝ่ังทะเลอนัดามนั มกัพบมากบรเิวณปากแม่น า้ล  าคลอง 
ปากทะเลสาบและปากอ่าวบริเวณท่ีเป็นป่าชายเลนท่ีมีน า้เค็มท่วมถึงโดยเฉพาะบรเิวณปากแม่น า้
ใหญ่ ๆ ท่ีมีทางออกติดตอ่กบัทะเลมีป่าชายเลนขึน้ปกคลมุ เช่น จงัหวดัตราด จนัทบรุี ฉะเชิงเทรา 
สมทุรปราการ สมทุรสงคราม เป็นตน้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 2 การกระจายตวัทางภมูิศาสตรข์องปลากะพงขาว (L. calcarifer) 

ท่ี ม า : Marshall, C. R. E. ( 2005) . Evolutionary genetics of barramundi ( Lates 
calcarifer) in the Australian region. Western Australia: Murdoch University. 

1.4 วงจรชีวิตของปลากะพงขาว 
ปลากะพงขาวจัดไดว้่าเป็นปลาประเภท 2 น า้ คือในช่วงชีวิตของปลากะพงขาว 

พบว่ามีการเคล่ือนยา้ยไปมาระหว่างแหล่งน า้จืดและน า้เค็ม ปลากะพงขาวเป็นปลาท่ีมีอตัราการ
เติบโตอย่างรวดเร็ว สามารถเติบโตจนมีขนาด 3-5 กิโลกรมัภายใน 2-3 ปี ปลาท่ีโตเต็มวยัจะยา้ย
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จากบริเวณปากแม่น า้ไปยงัทะเลท่ีมีระดบัความเค็มอยู่ท่ีประมาณ 30-32 ppt เพ่ือการพฒันาของ
อวยัวะสืบพนัธุแ์ละท าการผสมพนัธุใ์นทะเล โดยปลามีวางไข่ตามวงจรการเกิดขา้งขึน้ขา้งแรมของ
ดวงจันทร ์ซึ่งสอดคล้องกับช่วงเวลาท่ีมีกระแสน า้พัดเข้าฝ่ัง ท าให้ไข่ท่ีวางแล้วถูกพัดพาเข้าสู่
บริเวณชายฝ่ัง ไข่จะฟักออกเป็นตวัในระยะประมาณ 24 ชั่วโมง และด ารงชีวิตในบริเวณเขตป่า
ชายเลน เม่ือมีอายุประมาณ 1 ปี ปลาจะเคล่ือนท่ีมาอาศยัในบริเวณชายฝ่ังและใชเ้วลาส่วนใหญ่
เจริญเติบโต (2-3 ปี) ในแหล่งน า้จืด เช่น แม่น า้และทะเลสาบท่ีมีช่องทางเช่ือมตอ่กบัทะเลไดแ้ละ
จะว่ายน า้ออกสู่ทะเล เพ่ือท าการผสมพันธุ์และวางไข่ต่อไป ปลากะพงขาวจัดเป็นปลา 2 เพศ 
จ าพวก protandrous hermaphrodite คือ เป็นกลุ่มปลาท่ีมีโกนาดเป็นอณัฑะก่อนท่ีจะท าหนา้ท่ี
เป็นรงัไข่ภายหลงัจากการเจรญิเติบโตไดร้ะยะหนึ่ง โดยเม่ืออายปุระมาณ 6-8 ปี ปลากะพงขาวจะ
เปล่ียนจากเพศผูไ้ปเป็นเพศเมีย (ภาพประกอบ 3) (Crook et al., 2017) 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 แบบจ าลองแนวความคิดเก่ียวกบัวงชีวิตของปลากะพงขาว (L. calcarifer) 

ท่ีมา: Crook, D. A., Buckle, D. J., Allsop, Q., Baldwin, W., Saunders, T. M., Kyne, 
P. M., … Douglas, M. M. (2 0 1 7 ) .  Use of otolith chemistry and acoustic telemetry to 
elucidate migratory contingents in barramundi Lates calcarifer. Marine and Freshwater 
Research, 68(8), 1554. 
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1.5 ข้ันตอนการพัฒนาของตัวอ่อน 
ระยะท่ีไซโกตมีการแบง่เซลลค์รัง้แรกเริ่มหลงัจากปฏิสนธิประมาณ 35 นาทีและเกิด

การแบง่เซลลอ์ย่างตอ่เน่ืองทกุ ๆ 15-25 นาทีและไข่จะพฒันาไปสู่ขัน้ตอนแบบหลายเซลล ์(multi-
celled stage) ภายในระยะเวลา 3 ชั่วโมง การพฒันาจะเริ่มเขา้สู่ระยะบลาสทรูลา แกสทรูลา่ นิวรู
ลาและระยะเอ็มบริโอตามล าดบั เอ็มบริโอจะใชเ้วลาฟักเป็นตวัประมาณ 18 ชั่วโมงหลงัจากการ
ปฏิสนธิ ท่ีอุณหภูมิ  28-30 องศาเซลเซียสและความเค็มของน ้า ท่ี  30-32 ppt (ตาราง 1) 
(ภาพประกอบ 4) ตวัออ่นท่ีฟักออกจากไข่จะมีความยาวเฉล่ียประมาณ 1.49 มิลลิเมตร ความยาว
ของถุงไข่แดงโดยเฉล่ียคือ 0.86 มิลลิเมตร ภายในไข่แดงมีหยดน ้ามัน (oil globule หรือ oil 
droplet) อยูบ่รเิวณดา้นหนา้ของถงุไขแ่ดงซึ่งท าใหไ้ข่สามารถลอยตวัไดใ้นแนวตัง้หรือประมาณ 45 
องศาจากแนวระนาบ การสะสมของเม็ดสียังไม่เป็นระเบียบท าให้ดวงตา ท่อทางเดินอาหาร 
cloaca และครีบหางมีลกัษณะโปรง่ใส สามวนัหลงัจากฟัก ไข่แดงในถงุไข่แดงส่วนใหญ่จะถูกดดู
ซมึและหยดน า้มนัจะลดขนาดลง ในขัน้ตอนนีป้ากจะเปิดและกรามเริ่มมีการพฒันาเพ่ือใหต้วัอ่อน
สามารถกินอาหารได ้ตัวอ่อนจะอาศัยในบริเวณแหล่งน า้ท่ีฟักตัวออกมาเป็นเวลาหลายเดือน
ก่อนท่ีจะว่ายน า้ขึน้สู่แหล่งตน้น า้ จนอายุประมาณ 3-4 ปีและเขา้สู่วยัเจริญพนัธุจ์ะมีการยา้ยลง
มายงับรเิวณปากแมน่ า้เพ่ือผสมพนัธุแ์ละวางไขใ่นทะเล (Mathew, 2009) 

 
ตาราง 1 การเจรญิของเอ็มบรโิอของไขป่ลากะพง (Mathew, 2009) 
 

Embryonic stage 
Hours & minutes after spawning 

Hours Minutes 
 

Fertilization 
 

- 
 

5 

2-cell - 35 

4-cell - 55 

8-cell 1 10 

16-cell 1 30 

32-cell 1 50 

64-cell 2 20 

122-cell 3 - 
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ตาราง 1 (ตอ่) 
 

Embryonic stage 
Hours & minutes after spawning 

Hours Minutes 

Blastula stage 5 3 

Neurola stage 
 

9 
 

10 

Embryonic stage 11 50 

Heart functioning 15 30 

Hatch out 18 - 

 

 
 

ภาพประกอบ 4 การพฒันาเป็นตวัอ่อนของไขป่ลากะพงขาว (L. calcarifer) 

ท่ีมา Mathew, G. (2009) Taxonomy, identification and biology of Seabass (Lates 
calcarifer) . In: Course manual: National Training on Cage Culture (Ed. Imelda Joseph et 
al.), Central Marine Fisheries Research Institute, December 14-23, 2009, Cochin, pp. 38-
43 
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2. การเพาะเลีย้งปลากะพงขาว 

ในปัจจุบนัเกษตรกรผูเ้พาะเลีย้งปลากะพงขาวส่วนใหญ่ตอ้งประสบกับปัญหาเรื่องของ
ตน้ทนุการผลิตท่ีสงูขึน้ โดยตน้ทนุส่วนใหญ่ท่ีเกษตรกรตอ้งแบกรบัมาจากคา่อาหารทัง้แบบการใช้
ปลาสดจากธรรมชาติและการใชอ้าหารส าเร็จรูป ซึ่งคิดเป็นประมาณ 60 เปอรเ์ซ็นตข์องตน้ทนุการ
ผลิต ซึ่งราคาอาหารจะผนัแปรไปตามฤดกูาลและราคาน า้มนั นอกจากนีย้งัมีความจ าเป็นท่ีจะตอ้ง
ซือ้พนัธุป์ลาท่ีมีคณุภาพจากสถานีประมงของทางราชการหรือฟารม์เอกชนท่ีไดร้บัการรบัรอง การ
อนุบาลพันธุป์ลาก่อนท่ีจะท าการเพาะเลีย้งในกระชงัหรือบ่อ การควบคมุคณุภาพน า้ท่ีใชใ้นการ
เพาะเลีย้ง การลงทุนในเรื่องของสถานท่ี ค่าดแูลรกัษาอุปกรณก์ารเลีย้งไม่ว่าจะเลีย้งแบบกระชงั
หรือแบบบอ่ดนิ เป็นตน้ 

วลัภา  ชีวาภิสณัห ์(2550) ศกึษาวิเคราะหต์น้ทนุและแนวทางการจดัการเลีย้งปลากะพง
ขาวในกระชงักรณีศกึษาทะเลสาบสงขลาตอนนอก บรเิวณพืน้ท่ีต  าบลเกาะยอ อ าเภอเมือง จงัหวดั
สงขลา เม่ือจ าแนกตามขนาดของกระชงั พบว่า กระชงัขนาดเล็กมีตน้ทนุทัง้หมดเท่ากบั 5,858.51 
บาท คิดเป็นก าไรสุทธิเท่ากับ 430.67 บาท ส าหรบักระชงัขนาดใหญ่พบว่า ตน้ทุนทัง้หมดเท่ากับ 
4,459.41 บาท และก าไรสทุธิเทา่กบั 249.76 บาท 

ตน้ทนุทัง้หมดในการเลีย้งปลากะพงขาวในกระชงัในการเลีย้งโดยภาพรวมของเกษตรกร
ต าบลเกาะยอ อ าเภอเมือง จังหวัดสงขลา ปีการผลิต 2548 พบว่า มีต้นทุนทั้งหมดเท่ากับ 
5,302.01 บาท แบง่เป็นตน้ทนุผนัแปรและตน้ทนุคงท่ี เท่ากบั 4,742.65 บาท (รอ้ยละ 89.45) และ 
559.36 บาท (รอ้ยละ 10.55) ตามล าดบั ซึ่งมีคา่ใชจ้า่ยดา้นอาหารสด เทา่กบั 3,456 บาท (รอ้ยละ 
65.18) และมีผลตอบแทนเป็นก าไร เท่ากับ 558.2 บาท ก าไรสุทธิเท่ากับ -1.01 บาท หมายถึงว่า 
เกษตรกรมีก าไรเพราะคิดเฉพาะตน้ทุนท่ีจ่ายไปในรูปเงินสดท่ีอยู่ในรายการของตน้ทุนผนัแปร ซึ่ง
ไม่น าคา่จา้งแรงงานในครวัเรือน ค่าเสียโอกาสเงินลงทุน และค่าเส่ือมอุปกรณก์ารผลิตต่าง ๆ มา
คิดรวมดว้ย แต่หากพิจารณาทางตน้ทุนเศรษฐศาสตร ์ซึ่งไดร้วมเอาตน้ทุนท่ีมิไดจ้่ายเป็นตวัเงิน 
หรือเรียกวา่คา่เสียโอกาสท่ีตนควรจะไดร้บัเม่ือใชแ้รงงานลงไป และคดิคา่เส่ือมในอปุกรณก์ารผลิต
ต่าง ๆ ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของตน้ทุนเขา้ไวด้ว้ย เกษตรกรจะขาดทุนจากการเลีย้งปลากะพงขาวใน
กระชงั ตารางเมตรละ 1.01 บาท ส าหรบัปัญหาและอุปสรรคในการเลีย้ง ไดแ้ก่น า้เสีย ศตัรูปลา 
โรคระบาด คณุภาพพนัธุป์ลาและน า้ตืน้ ตามล าดบั 

จกัรกฤษณ์  อาจารมารยาท (2552) จากผลการศึกษาเรื่องการวิเคราะหเ์ศรษฐกิจการ
ผลิตปลากะพงขาวในกระชงั อ าเภอบางปะกง จงัหวดัฉะเชิงเทรา ปี พ.ศ. 2550 โดยใชข้อ้มลูจาก
การส ารวจผูเ้พาะเลีย้งปลากะพง จ านวน 56 ตวัอย่าง แบง่เป็นผูเ้พาะเลีย้งท่ีใชก้ระชงัลกัษณะแบบ
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ทุ่นลอยและผูเ้พาะเลีย้งท่ีใชก้ระชังลักษณะแบบยึดติดจ านวน 20 และ 36 ตวัอย่าง ตามล าดับ 
พบว่าเกษตรกรผู้เพาะเลีย้งท่ีใช้กระชังลักษณะแบบทุ่นลอยมีต้นทุนการผลิตทั้งหมดเท่ากับ 
3,952.06 บาท ก าไรสุทธิเฉล่ีย 1.01 บาทต่อลูกบาศกเ์มตร ในขณะท่ีการเพาะเลีย้งท่ีใชก้ระชัง
ลกัษณะแบบยึดติดมีตน้ทนุการผลิตทัง้หมดเท่ากบั 1,442.06 บาท ก าไรสุทธิเฉล่ีย 73.82 บาทต่อ
ลกูบาศกเ์มตร และตน้ทนุการผลิตท่ีเป็นเงินสดของผูเ้พาะเลีย้งทัง้ 2 ลกัษณะกระชงั สว่นใหญ่เป็น
คา่อาหารปลาคิดเป็นรอ้ยละ 82.25 และ 85.31 ของตน้ทนุทัง้หมด ตามล าดบั ส่วนตน้ทนุท่ีไม่เป็น
เงินสดส่วนใหญ่เป็นค่าเส่ือมราคาอุปกรณ์คิดเป็นรอ้ยละ 2.41 และ 1.40 ของต้นทุนทั้งหมด 
ตามล าดบั 

จฑุารตัน ์จลุศิริพงษ์ (2553) วิเคราะหต์น้ทนุและผลตอบแทนการเลีย้งปลากะพงขาวใน
กระชงัในอ าเภอบางปะกง จงัหวดัฉะเชิงเทรา เพ่ือศกึษาตน้ทนุและผลตอบแทนจากการเลีย้งปลา
กะพงขาวในกระชงัของเกษตรกรโดยเปรียบเทียบตามขนาดฟารม์ ก าหนดใหฟ้ารม์ขนาดเล็กมีเนือ้
ท่ีกระชงั 48-480 ตารางเมตร และฟารม์ขนาดใหญ่มีเนือ้ท่ีกระชงัมากกว่า 480 ตารางเมตร พบว่า
ตน้ทุนทัง้หมดต่อตารางเมตรของทุกขนาดฟารม์เท่ากับ 8,838.96 บาท เม่ือแยกตามขนาดฟารม์ 
พบว่าฟารม์ขนาดเล็กและฟารม์ขนาดใหญ่มีตน้ทุนทัง้หมดต่อตารางเมตรเท่ากบั 13,243.95 และ 
7,179.75 บาท ตามล าดบั คิดเป็นตน้ทนุทัง้หมดตอ่น า้หนกัปลากะพงขาว 1 กิโลกรมัของทกุขนาด
ฟารม์ เท่ากบั 89.45 บาท ในขณะท่ีฟารม์ขนาดเล็กและขนาดใหญ่เท่ากบั 98.08 และ 84.34 บาท
ตอ่กิโลกรมั ตามล าดบั ส าหรบัรายไดต้่อตารางเมตรของรวมทุกขนาดฟารม์ ฟารม์ขนาดเล็กและ
ฟารม์ขนาดใหญ่เท่ากับ 12,100.06, 15,013.12 และ 11,002.84 บาท ตามล าดบั คิดเป็นรายได้
ทัง้หมดต่อน า้หนักปลากะพงขาว 1 กิโลกรมัของรวมทุกขนาดฟารม์เท่ากับ 122.48 บาท ฟารม์
ขนาดเล็กและฟารม์ขนาดใหญ่เท่ากับ 111.17 และ 129.25 บาท ตามล าดบั ส าหรบัรายไดสุ้ทธิ
เฉล่ียของทุกขนาดฟารม์อยู่ท่ี 41.13 บาท ต่อกิโลกรมั รายไดสุ้ทธิของฟารม์ขนาดเล็กและรายได้
สุทธิของฟารม์ขนาดใหญ่อยู่ ท่ี  21.80 และ 52.66 บาทต่อกิโลกรัม ตามล าดับ เม่ือหักต้นทุน
ทัง้หมดออกจากรายไดท้ัง้หมดแลว้ ปรากฏว่า มีก าไรสทุธิเฉล่ียของทกุขนาดฟารม์ 33.03 บาทต่อ
กิโลกรมั ก าไรสทุธิของฟารม์ขนาดเล็ก 13.09 บาทตอ่กิโลกรมั และก าไรสทุธิของฟารม์ขนาดใหญ่ 
44.91 บาทต่อกิโลกรมั จากผลการศึกษาจะพบว่าฟารม์ท่ีมีขนาดใหญ่มีก าไรสุทธิเฉล่ียสูงกว่า
ฟารม์ขนาดเล็กเน่ืองจากสามารถผลิตปลากะพงไดใ้นปริมาณมากกว่าและยงัมีตน้ทุนการผลิตท่ี
ต ่ากว่า ส่วนปัญหาท่ีผูเ้ลีย้งปลากะพงขาวพบมากท่ีสุด คือปัญหาเรื่องอาหารปลา รอ้ยละ 93.05 
รองลงมา คือปัญหาน า้ ลูกพันธุ์ปลา โรคปลา และเทคนิคการเลีย้งปลารอ้ยละ 91.67, 88.89, 
77.78 และ 22.22 ตามล าดบั 
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นิตยา ร่วมชาติ และ อภิสิทธ์ิ นุชเนตร (2558) ศึกษาเปรียบเทียบต้นทุนและอัตรา
ผลตอบแทนระหว่างการเลีย้งปลากะพงขาวในบ่อน า้กร่อยและบ่อน า้เค็ม กรณีศึกษากลุ่มผูเ้ลีย้ง
ปลากะพงขาวในจังหวัดประจวบคีรีขันธ์  เพ่ือศึกษาความแตกต่างระหว่างรายได้ ต้นทุน 
ผลตอบแทน และจุดคุม้ทุน โดยใชว้ิธีการรวบรวมขอ้มูลจากแบบสมัภาษณเ์กษตรกร จ านวน 24 
ราย บนพืน้ท่ี 1 ไร่ ก าหนดระยะเวลา 5 ปี อตัราดอกเบีย้ 6% ผลการศึกษาพบว่าตน้ทุนการผลิต
ของการเลีย้งแบบบ่อน า้กรอ่ยและบ่อน า้เค็มอยู่ท่ี 850,784.15 และ 788,305.00 บาท ตามล าดบั 
มีรายไดจ้ากผลผลิตของการเลีย้งแบบบ่อน า้กร่อย 1,914,250.00 บาท บ่อน า้เค็ม 1,908,750.00 
บาท โดยมีระยะเวลาคืนทุนบ่อน า้กร่อย 1 ปี 9 เดือน 6 วัน บ่อน า้เค็ม 1 ปี 8 เดือน 4 วัน และมี
จุดคุม้ทุนบ่อน า้กร่อย 96,529.25 บาทและบ่อน า้เค็ม 86,643.80 บาท พบว่าการเลีย้งปลากะพง
ขาวในบอ่น า้เค็มใหผ้ลตอบแทนท่ีคุม้คา่มากกว่าเน่ืองจากมีอตัราผลตอบแทนสงู ระยะเวลาคืนทนุ
เรว็ จดุคุม้ทนุต ่า 

จากผลการศกึษาขา้งตน้จะเห็นไดว้า่การเพาะเลีย้งปลากะพงขาวเป็นธุรกิจท่ีมีมลูคา่การ
ลงทนุสงู ท าใหก้ าไรสทุธิของเกษตรกรต ่า ประกอบกบัปัญหาแหล่งเลีย้งมีสภาพเส่ือมโทรม ความ
อ่อนแอของพันธุ์ปลาท่ีน ามาเลีย้งตอ้งเดินทางมาเป็นระยะไกลจากการขนส่ง  หรือประเด็นการ
น าเขา้ปลากะพงขาวจากประเทศมาเลเซียในราคาถกูและส่งผลกระทบตอ่เกษตรกรผูเ้ลีย้งปลาใน
ประเทศ ดังนั้นหนทางหลักในการเพิ่ มก าไรสุท ธิคือการลดต้นทุนการผลิต เพ่ือเพิ่ ม ขีด
ความสามารถในการแข่งขนั แต่เน่ืองจากเกษตรกรส่วนใหญ่ขาดอ านาจต่อรองเรื่องตน้ทุนและ
ราคาขายหนา้ฟารม์ ท าใหจ้  าเป็นตอ้งหาหนทางในการเพิ่มปรมิาณหรือคณุภาพของผลผลิตเขา้มา
ทดแทน ยกตวัอย่างเช่น การปล่อยเลีย้งดว้ยความหนาแน่นสูง การเพิ่มปริมาณอาหาร การให้
อาหารเสริม ซึ่งการกระท าเหล่านีห้ากขาดการบริหารจัดการท่ีเหมาะสมย่อมส่งผลกระทบต่อ
สภาพแวดลอ้มและสขุภาพของปลา ท าใหแ้หล่งเลีย้งเกิดการหมกัหมมของเศษอาหาร และปัญหา
น า้เสียอนัเป็นแหล่งสะสมของเชือ้โรค ซึ่งท าใหป้ลาเกิดความเครียด กินอาหารนอ้ยลง การใหเ้นื ้อ
นอ้ยลง โตชา้ ออ่นแอและง่ายตอ่การเกิดโรค   

 

3. การเกิดโรคในปลากะพงขาว 

ลักษณะการเพาะเลีย้งสัตว์น ้าในประเทศไทยได้ขยายตัวเพิ่มมากขึน้อย่างรวดเร็ว
กลายเป็นลกัษณะของอตุสาหกรรมท่ีมุ่งเนน้การเพิ่มผลผลิตใหเ้พียงพอตอ่ความตอ้งการของตลาด
จนบางครัง้เกิดสภาพการเพาะเลีย้งท่ีมีความหนาแน่นของจ านวนสตัวน์  า้ต่อพืน้ท่ีเพาะเลีย้งมาก
เกินไป ซึ่งสภาพการเลี ้ยงท่ีหนาแน่นเช่นนี ้มักก่อให้เกิดปัญหาต่อสุขภาพของสัตว์น ้าและ
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สิ่งแวดลอ้มไดง้่าย เน่ืองจากเป็นการก่อใหเ้กิดสภาพความเครียดตอ่สตัวน์  า้หรือสภาพแวดลอ้มใน
การเพาะเลีย้งหรือคณุภาพของอาหารท่ีใชเ้ลีย้งไม่ครบตามหลกัโภชนาการ หรือผลกระทบจากการ
เปล่ียนแปลงของสภาวะแวดลอ้มในการเลีย้ง เช่น ความเค็มหรืออุณหภูมิ ย่อมท าใหป้ลาอ่อนแอ
ลงและท าให้ตอ้งประสบปัญหาเก่ียวกับการเกิดโรคจากเชือ้ก่อโรคต่าง  ๆ ทั้งแบคทีเรีย เชือ้รา 
ปรสิต ซึ่งปัญหาเหล่านีก้่อใหเ้กิดผลกระทบผลผลิตเป็นอย่างมาก จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้ พบวา่การ
เกิดโรคมกัมีลกัษณะเป็นความสมัพนัธเ์ชิงซอ้นระหวา่งปลา (host) สภาพแวดลอ้ม (environment) 
และเชือ้ก่อโรค (pathogens) เม่ือปัจจยัใดปัจจยัหนึ่งมีอิทธิพลเพิ่มมากขึน้ยอ่มส่งผลตอ่สมดลุและ
ส่งผลให้ความรุนแรงของโรคเพิ่มมากขึน้ตามไปดว้ย  (ภาพประกอบ 5) (Lightner & Redman, 
1998) หนึ่งในสาเหตสุ  าคญัก็คือโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ไวรสัในปลา ซึ่งก่อใหเ้กิดการตายเป็นวง
กวา้ง มีความสามารถในการแพรร่ะบาดสูง อีกทัง้โรคท่ีมีสาเหตจุากไวรสัยงัไม่ตอบสนองต่อการ
รกัษาดว้ยการใหย้าปฏิชีวนะหรือสารเคมี ท าให้ส่งผลกระทบรุนแรงตอ่เกษตรกรผูเ้พาะเลีย้งปลา
กะพงขาวเป็นอยา่งมาก โดยโรคตดิเชือ้ท่ีมีสาเหตมุาจากไวรสัในปลากะพงขาว ไดแ้ก่ 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 ความสมัพนัธเ์ชิงซอ้นระหวา่งปลา (host) สภาพแวดลอ้ม (environment) และเชือ้
ก่อโรค (pathogens) กบัการก่อโรคในปลา โดยพืน้ท่ีสีเทาเป็นบรเิวณท่ีเกิดโรคซึ่งมีปัจจยัสง่
ผลกระทบ เชน่ ความรุนแรงของเชือ้ก่อโรค เม่ือเพิ่มมากขึน้ยอ่มสง่ผลใหก้ารก่อโรคหรือความ
รุนแรงของโรคขยายเพิ่มมากขึน้ตามไปดว้ย (ดดัแปลงจาก Lightner & Redman, 1998) 

ท่ี ม า  Lightner, D. V., & Redman, R. M. (1998). Shrimp diseases and current 
diagnostic methods. Aquaculture, 164(1-4), 201-220. 
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1. Nervous necrosis virus (NNV)  เป็นเชือ้ไวรสัท่ีก่อใหเ้กิดโรคระบบประสาทตาและ
สมองเส่ือมจากเชือ้ไวรสั (viral encephalopathy and retinopathy) หรือโรคควงสว่าน มีรายงาน
ครัง้แรกในฟารม์ปลากะพงท่ีออสเตรเลียในช่วงกลางทศวรรษ 1980 ถูกจัดจ าแนกอยู่ในสกุล 
Betanodavirus วงศ ์Nodaviridae เป็นเชือ้ไวรสัท่ีไม่มีเปลือกหุม้ (non-enveloped) มีรูปร่างแบบ 
icosahedral ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 25-30 นาโนเมตร สารพันธุกรรมเป็นอารเ์อ็นเอ
สายเด่ียว 2 สาย โดยท่ีสายแรกไม่สรา้งโปรตีน มีขนาดประมาณ 3.1 กิโลเบส (kb) สายท่ี 2 มีการ
สรา้งโปรตีน มีขนาดประมาณ 1.4 กิโลเบส (van Regenmortel et al., 2000) โดยไวรัสจะเข้า
ท าลายระบบประสาทส่วนกลางของปลา เช่น สมอง ตา ท าใหเ้กิดการตายเฉพาะส่วนของเซลล์
และการสลายตัวของเซลล์ (Azad, Shekhar, Thirunavukkarasu, & Jithendran, 2006) ท าให้
ปลาท่ีป่วยแสดงอาการผิดปกติของระบบประสาท ไดแ้ก่ การว่ายน า้แบบควงสว่าน อาการตวังอ 
ทอ้งบวมมากกว่าปกติ มีอตัราการตายสงูถึง 90-100% ภายใน 1-2 วนั มกัสง่ผลกระทบในลกูปลา
วยัออ่นและปลาวยัรุน่ ซึ่งสรา้งความเสียหายใหแ้ก่เกษตรกรผูเ้ลีย้งปลาเป็นจ านวนมาก โดยเช่ือว่า
การแพร่ระบาดของโรคมีความสัมพันธ์กับการเพาะเลีย้งในอัตราท่ีหนาแน่นมากเกินไป จาก
การศึกษาพบว่าเชือ้สามารถแพรก่ระจายไดท้ัง้รูปแบบ horizontal transmission คือแพร่กระจาย
ไดโ้ดยการสมัผสักับเชือ้ท่ีปนเป้ือนอยู่ในน า้ และยงัสามารถถ่ายทอดเชือ้จากพ่อแม่พันธุไ์ปสู่ลูก 
หรือท่ีเรียกว่า vertical transmission ไดอี้กดว้ย (Alvarez-Pellitero, 2004) มีรายงานการระบาด
ของโรคนีใ้นภูมิภาคเอเชีย เช่น ประเทศจีน อินเดีย อินโดนีเซีย อิสราเอล มาเลเซีย ฟิลิปปินส ์
สิงคโปร ์ตาฮิต ิไตห้วนัและไทย (Munday, Kwang, & Moody, 2002) 

2. Lymphocystis disease virus (LCDV)  ก่อใหเ้กิดโรค lymphocystis โดยไวรสัชนิดนี ้
ถูกจัดจ าแนกให้อยู่ในวงศ ์Iridoviridae สกุล Lymphocystivirus เป็นเชือ้ไวรสัท่ีไม่มีเปลือกหุ้ม 
(non-enveloped) มีสารพันธุกรรมแบบดีเอ็นเอสายคู่เสน้เด่ียว รูปร่างแบบ icosahedral ขนาด
เสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 215-240 นาโนเมตร โดยขนาดของไวรสัขึน้อยู่กับปลาท่ีเป็นโฮสต ์
(Roberts, 2012) โรค lymphocystis มกัเป็นการติดเชือ้ท่ีผิวหนัง พบมากในปลากระดกูแข็ง พบ
การติดเชือ้ทัง้ในปลาทะเลและปลาน า้จืดทั่วโลก มีรายงานการติดเชือ้ในปลากะพงขาวในประเทศ
ออสเตรเลีย ไทยและสิงคโปร ์(Hutson, 2013) โดยปลาท่ีติดเชือ้พบการเจริญท่ีผิดปกติของเซลล์
ไฟโบรบลาสตใ์นเนือ้เย่ือเก่ียวพนัของผิวหนงัปลาท าใหเ้กิดเป็นตุม่สีขาวครีมหรือเทาด าคลา้ยหดูมี
ขนาดต่าง ๆ กัน มักพบบริเวณหลังและครีบหลังของปลา ตุ่มเหล่านีม้ักอยู่รวมกันเป็นกระจุก 
เน่ืองจากการขยายตวัของเซลลท่ี์ติดเชือ้ของไวรสัดงักล่าว (Samalecos, 1986) โรคนีม้กัมีลกัษณะ
แบบเรือ้รงัและการพฒันาของโรคชา้ท าใหมี้อตัราการตายในปลาต ่า แตเ่น่ืองจากลกัษณะภายนอก
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ของปลาตดิเชือ้ท่ีมีตุม่เนือ้ท าใหล้กัษณะภายนอกไม่สวย สง่ผลตอ่มลูคา่ทางเศรษฐกิจและยงัเส่ียง
ตอ่การตดิเชือ้ไวรสั แบคทีเรียหรือปรสิตชนิดอ่ืนอีกดว้ย 

3. Infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV)  เป็นเชื ้อไวรัสท่ีก่อให้เกิด
โรค Infectious spleen and kidney necrosis จัดอยู่ในสกุล Megalocytivirus วงศ ์Iridoviridae 
เป็นเชือ้ไวรสัท่ีมีเปลือกหุม้ (enveloped) มีรูปร่างแบบ icosahedral มีสารพนัธุกรรมแบบดีเอ็นเอ
เส้นคู่ (Jancovich, Steckler, & Waltzek., 2015) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 150–200  
นาโนเมตร ในปี 2541 มีรายงานการระบาดอย่างรุนแรงของโรคนีใ้นฟารม์ปลาแมนดารินในเขต
หนานไห่ มณฑลกวางตุ้ง ซึ่งท าให้เกิดการตายถึง 100% ภายใน 7-10 วัน โดยปลาท่ีติดเชือ้มี
อาการกินอาหารน้อยลง ว่ายน า้ผิดปกติท่ีด้านข้างของบ่อ ล าตัวและเหงือกมีสีซีดลง พบจุด
เลือดออกบริเวณผิวของล าตัว เช่น แผ่นปิดเหงือก ขากรรไกรล่ าง บริเวณรอบ ๆ ดวงตา มีจุด
เลือดออกกระจายอยู่ทั่วล าตวับริเวณโคนครีบหลัง ครีบอก ครีบหาง ส่วนทอ้งและยังพบอาการ
เกล็ดหลุดในช่วงท้ายของการติดเชือ้อีกดว้ย (He, Wang, Zeng, Huang, & Chan, 2000) จาก
การตรวจสอบดว้ยเทคนิคทางมิชญวิทยาพบว่าในปลาท่ีตายมีการตายของเซลล ์(necrosis) ใน
เนือ้เย่ือและพบการเพิ่มขนาดของเซลลท่ี์ผิดปกติ (hypertrophy cells) ในไตและมา้ม เม่ือมีอาการ
ติดเชือ้ท่ีมา้มและไตส่งผลใหไ้ตบวม ขยายขนาดขึน้ผิดปกติ หวัใจและตบัมีสีซีดและจดุเลือดออก
และยงัสามารถตรวจพบเซลลท่ี์มีการติดเชือ้ ISKNV ไดใ้นตา มา้ม ไต ตบั เหงือก ทางเดินอาหาร 
ล าไสแ้ละกลา้มเนือ้อีกดว้ย (Xu et al., 2010; Xu et al., 2008) โดยเชือ้ ISKNV เป็นเชือ้ไวรสัท่ีมี
ความส าคญัเป็นอย่างยิ่งเน่ืองจากมีความสามารถในการก่อโรคสูงและสามารถติดเชือ้ไดท้ัง้ใน
ปลาน า้จืดและน า้เคม็ท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจหลายชนิดทั่วโลก 

 

4. โรค scale drop syndrome หรือ scale drop disease 

โรค scale drop syndrome (SDS) ได้ถูกรายงานครัง้แรกในปี  พ .ศ . 2535 จากฟารม์
ปลากะพงขาวในรฐัปีนงั ประเทศมาเลเซีย ซึ่งลกัษณะส าคญัของโรคคือ ปลาท่ีติดเชือ้จะมีอาการ
เกล็ดหลุด ต่อมามีรายงานถึงปลาท่ีแสดงลักษณะอาการผิดปกติคล้ายคลึงกับโรค SDS ใน
ประเทศสิงคโปรใ์นปี พ .ศ . 2545, 2549 และ 2552 และในปี พ .ศ . 2553 พบการระบาดของโรคใน
จงัหวัดบนัตมั ประเทศอินโดนีเซียและประเทศสิงคโปร ์และอีกครัง้ในปี พ.ศ. 2554 บริเวณช่อง
แคบมะละกา (de Groof et al., 2015) แต่เดิมนั้นมีการเข้าใจว่าโรคนี ้เกิดจากการติดเชื ้อ 
Tenacibaculum maritimum ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีมักพบในปลาทะเลโดยท าใหป้ลาท่ีติดเชือ้
เป็นแผลเป่ือยท่ีผิวหนัง (Avendaño-Herrera, Toranzo, & Magariños, 2006) เม่ือมีการทดลอง
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ใชย้าปฏิชีวนะในการรกัษาพบว่าไม่เกิดการตอบสนอง จึงมีการตัง้สมมติฐานว่าโรคนีอ้าจเกิดจาก
ไวรสั ในปี พ.ศ. 2559 Ad de Groof และคณะไดท้ าการศึกษาเชือ้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตายของปลา
กะพงขาวท่ีมีลักษณะอาการของโรคแบบนีโ้ดยสามารถพิสูจน์ว่าโรค scale drop syndrome 
(SDS) ท่ีพบเกิดจากไวรสัท่ีมีช่ือว่า scale drop disease virus (SDDV) ซึ่งเป็นเชือ้ไวรสัท่ีถกูจดัอยู่
ในสกุล Megalocytivirus วงศ ์Iridoviridae โดยโรคดังกล่าวส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการ
เพาะเลีย้งและส่งออกปลากะพงขาวเป็นอย่างมาก เน่ืองจากลูกปลาท่ีติดเชือ้มีอตัราการตายสูง
และมีการระบาดอยา่งรวดเรว็ 

ส าหรับประเทศไทยพบว่าเกษตรกรผู้เพาะเลีย้งปลากะพงขาวในภาคตะวันออกได้
รายงานถึงโรคท่ีไม่เป็นท่ีรูจ้กัมาตัง้แตปี่ พ.ศ. 2557 โดยโรคนีส้่งผลกระทบตอ่ปลาในวยัเจริญพนัธุ์ 
(sub-adult) และโตเต็มวยั (adult) ทัง้ในระบบการเลีย้งแบบกระชังและบ่อ โดยปลามีการแสดง
อาการเกล็ดหลุดและบางตัวพบว่าผิวหนังบริเวณท้องมีสีแดงหรืออาการตกเลือดท่ีผิวหนัง 
เกษตรกรผูเ้พาะเลีย้งจงึเรียกโรคนีว้า่ โรคทอ้งแดง (red belly syndrome) (Senapin et al., 2019) 

ปลาท่ีติดเชือ้มีลกัษณะอาการของโรคคือ อาการเซ่ืองซึม ว่ายน า้ผิดปกติ ล  าตวัมีสีเขม้ 
(ภาพประกอบ 6) มีอาการเกล็ดหลดุ ครีบและหางกรอ่น เหงือกมีสีซีด บางครัง้พบอาการตาบวม
ปดู นอกจากนีย้งัพบอาการหลอดเลือดอกัเสบท่ีผิวหนงัและอวยัวะภายใน มีการสะสมของไขมนัใน
ตบั พบจุดเลือดออกหรือแตม้เลือดขนาดใหญ่ในเนือ้เย่ือตบั ไต มา้ม เซลลม์า้มโต (de Groof et 

al., 2015; Gibson‐Kueh et al., 2012) ปลาท่ีตดิเชือ้ในธรรมชาตมีิอตัราการตายสะสมท่ี 40-50% 
ในระยะเวลาประมาณ 3-4 สปัดาห ์จากการทดลองใชเ้ชือ้ SDDV ท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวนในเซลล์
เพาะเลี ้ยง seabass kidney (SK21) ฉีดเข้าไปในช่องท้อง (intraperitoneal injection, IP) และ
กล้ามเนือ้ (intramuscular injection, IM) ของปลากะพงขาว จากผลการทดลองพบว่า ปลามี
อตัราการตายท่ีประมาณ 20%–60% ในระยะเวลา 10-15 วนั ขึน้กบัปรมิาณและช่องทางการไดร้บั
ไวรสั (de Groof et al., 2015) และเสียชีวิตภายใน 3-4 วนัหลงัจากเริ่มมีอาการทางคลินิก 
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ภาพประกอบ 6 ปลากะพงขาวท่ีเป็นโรค scale drop syndromeพบลกัษณะผิวท่ีมีสีเขม้และเกล็ด
บรเิวณเหนือโคนหางหลดุ (ลกูศร) 

ท่ีมา: Gibson-Kueh, S., Chee, D., Chen, J., Wang, Y. H., Tay, S., Leong, L. N., … 
Ferguson, H. W. (2012). The pathology of ‘scale drop syndrome’ in Asian seabass, Lates 
calcarifer Bloch, a first description. Journal of Fish Diseases, 35(1), 19–27.  

ในปี พ.ศ. 2563 Nurliyana และคณะ ไดท้  าการศกึษาถึงสาเหตขุองโรคท่ีไม่ทราบสาเหตุ
ในฟารม์ปลากะพงขาวในประเทศมาเลเซีย ซึ่งเป็นสาเหตกุารตายในปลากะพงขาวตวัเต็มวยั โดย
มีลักษณะของโรคคลา้ยกับโรคเกล็ดหลุด คือ ล าตวัมีสีเขม้ขึน้ เกล็ดหลุดออกง่าย ทอ้งแดง และ
ว่ายบนผิวน า้ จากผลการศึกษาพยาธิสภาพของโรค พบว่า มีความผิดปกติท่ีอวัยวะภายใน มี
อาการเลือดคั่งในมา้มและสมอง มีการอกัเสบของเซลลต์่อมน า้เหลือง พบว่ามี inclusion bodies 
ในไซโทพลาสซึมของเซลลต์บั เม่ือท าการศึกษาดว้ย TEM พบว่ามีอนุภาคของไวรสัในเซลล ์และ
เม่ือตรวจวินิจฉัยดว้ย PCR พบว่า ปลาท่ีมีลกัษณะอาการดงักล่าวติดเชือ้ SDDV ภายหลงัเม่ือท า
การวิเคราะหค์วามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของเชือ้ พบว่าเชือ้ SDDV จากประเทศมาเลเซียมีความ
เหมือนกับเชือ้ SDDV ท่ีมาจากประเทศสิงคโปรแ์ละประเทศไทยอยู่ท่ี 99.20% (Nurliyana et al., 
2020) 

ใน ปี  พ .ศ . 2563 ได้ มี การรายงานถึ งการติด เชื ้อ  SDDV ร่วมกับ เชื ้อแบค ที เรีย 
Flavobacterium columnare ในฟารม์ปลากะพงขาว ซึ่งถือเป็นรายงานแรกท่ีมีการระบถุึงการติด
เชือ้ SDDV ในปลากะพงขาวท่ีท าการเพาะเลีย้งในน า้จืด โดยพบว่าปลามีการแสดงออกของโรค
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จากการติดเชือ้ทั้งสองชนิด อย่างไรก็ตามผูว้ิจยัไดต้ัง้สมมุติฐานของการติดเชือ้ SDDV ว่า ปลา
กะพงขาวดงักล่างอาจมีการติดเชือ้มาตัง้แต่ในระยะแรกของการเพาะเลีย้งในน า้กรอ่ยก่อนท่ีจะมี
การยา้ยมาเพาะเลีย้งตอ่ในน า้จืด ภายหลงัเม่ือไดร้บัการกระตุน้ดว้ยสภาพแวดลอ้มการเพาะเลีย้ง
ท่ีไม่เหมาะสม กระตุ้นให้เกิดสภาพของโรคจากการติดเชือ้ SDDV และเชือ้ฉวยโอกาส คือ F. 
columnare (Kerddee et al., 2020)  

ในปี พ.ศ. 2564 Fu และคณะ ไดท้  าการศึกษาถึงสาเหตุของโรค yellowfin seabream 
ascites diseases (YFSBAD) ท่ีเกิดการระบาดในฟารม์ปลา yellowfin seabream ในเขตจินว่าน 
เมืองจูไห่ มณฑลกวางตุง้ ภายหลงัการน าน า้ในช่องทอ้งของปลาท่ีมีอาการของโรค มาเพาะเลีย้ง
ร่วมกับเซลลเ์พาะเลีย้ง MFF-1 พบว่าเซลลเ์พาะเลีย้งเกิด cytopathic effect ภายใน 6 วัน หลัง
การเพาะเลีย้ง เม่ือท าการศกึษาดว้ย TEM พบอนภุาคของไวรสัท่ีมีขนาดประมาณ 140 นาโนเมตร 
และเม่ือท าการศึกษา whole genome ของเชื ้อ  ซึ่ งตั้งช่ือว่า  ZH-06/20 โดยการใช้ Illumina 
sequencer พบว่ามีสารพันธุกรรมขนาดประมาณ 131,122 คู่ เบส  มี  open reading frame 
(ORF) ประมาณ 135 ORF เม่ือท าการวิเคราะหค์วามสัมพันธเ์ชิงวิวฒันาการของเชือ้ ZH-06/20 
โดยใชยี้นอนรุกัษ์ (conserved gene) 26 ยีนของเชือ้ไวรสัในวงศ ์Iridoviridae พบว่าเชือ้ดงักลา่วมี
ความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ม่ือเทียบกบัสายพนัธุ์ Singaporean SDDV (accession no. 
NC_027778.1) และ Thailand SDDV (accession no. MN562489.1) อยู่ ท่ี  99.94% และ 
99.91%, ตามล าดบั ซึ่งถือเป็นรายงานแรกท่ีกล่าวถึงการติดเชือ้ SDDV ในปลาชนิดอ่ืน นอกจาก
ปลากะพงขาว (Fu et al., 2021) 

จากการศกึษาก่อนหนา้นี ้พบว่า เชือ้ SDDV มกัมีการระบาดในฟารม์ปลากะพงขาวท่ีมี
การเพาะเลีย้งแบบกระชงัในเขตน า้ทะเลหรือเขตน า้กรอ่ย แต่จากรายงานขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นถึง
ความสามารถในการอยูร่อดของเชือ้ SDDV ในน า้จืด เน่ืองจากเป็นไวรสัในวงศ ์Iridoviridae ดงันัน้
จึงมีการคาดการณถ์ึงรูปแบบการแพรก่ระจายท่ีคลา้ยคลึงกัน คือสามารถแพร่กระจายจากโฮสต์
ไปสู่กลุ่มประชากรอ่ืนไดโ้ดยอาศยัการส่งผ่านจากน า้หรือโดยการกินเนือ้เย่ือจากสิ่งมีชีวิตท่ีติดเชือ้ 
(horizontal transmission) (Go & Whittington, 2006) หรือการขนยา้ยลูกปลาท่ีติดเชือ้ แต่ไม่พบ
หลกัฐานการแพรก่ระจายไวรสัจากแม่พนัธุป์ลาไปสู่ไข่หรือลูกปลา (vertical transmission) (He, 
Zeng, Weng, & Chan, 2002) 
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5. พยาธิสภาพของปลาทีต่ดิเชือ้ SDDV 

การศึกษาพยาธิสภาพของปลากะพงขาวท่ีติดเชือ้พบลกัษณะเด่นของโรคคือ การเกิด
หลอดเลือดอักเสบ (vasculitis) ในอวัยวะภายในท่ีส าคัญทั้งหมดและพบการเส่ือมสภาพของ
เนือ้เย่ือซึ่งท าใหเ้กิดอาการตกเลือดและเซลลต์าย ในบางกรณีมีการเกิดลิ่มเลือดและพบการอกัเสบ
ท่ีหลอดเลือดของอวยัวะส าคญั เช่น เหงือก ตบั ไตและมา้ม พบการตายของเซลลผ์นงัหลอดเลือด
และเนือ้เย่ือรอบหลอดเลือดอกัเสบ ท าใหข้นาดของหลอดเลือดลดลง บรเิวณผิวหนงัมีเนือ้เย่ือตาย 
(ภาพประกอบ 7C) ซึ่งสอดคลอ้งกับบริเวณท่ีมีอาการเกล็ดหลุด (ภาพประกอบ 7A, B) และพบ
การแทรกของเซลลล์ิมโฟไซตใ์นบริเวณท่ีเกิดการอกัเสบ (ภาพประกอบ 8E, F) มีการพบเซลลต์าย
กระจายทั่วตับของปลาท่ีติดเชือ้ (multifocal necrosis) (ภาพประกอบ 8A) พบการหดตัวของ
นิวเคลียส (nuclear pyknosis) และมีการแตกของนิวเคลียส (karyorrhexis) ในเนือ้เย่ือเก่ียวพัน
ของตบัและโกลเมอรูลสัของไต (ภาพประกอบ 8B-D) มา้ม กระเพาะอาหารและล าไส ้ซึ่งอาจแสดง
ใหเ้ห็นว่าอวยัวะเป้าหมายของไวรสัคืออวยัวะท่ีมีตน้ก าเนิดจากเย่ือบุผิว (epithelial tissue)และ
พบ inclusion bodies ในไซโทพลาซึมของเซลลก์ลา้มเนือ้ท่ีติดเชือ้ซึ่งเป็นลกัษณะส าคญัของโรคท่ี
เกิดจากไวรสัในวงศ ์Iridoviridae (ภาพประกอบ 8F) (Senapin et al., 2019) 
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ภาพประกอบ 7 ผิวหนงัของปลากะพงขาว ท่ีมีอาการของโรค scale drop syndrome ; (A) อาการ
เกล็ดหลดุรว่มกบัการอกัเสบท่ีรุนแรงของเนือ้เย่ือรอบหลอดเลือด (ลกูศร) (B) เซลลต์ายบรเิวณฐาน
เกล็ด ในบรเิวณท่ีเกล็ดหลดุ (C) พบการตายของเซลลผ์นงัหลอดเลือดโคโรนารีในกลา้มเนือ้หวัใจ 

(ลกูศร) 

ท่ีมา: Gibson-Kueh, S., Chee, D., Chen, J., Wang, Y. H., Tay, S., Leong, L. N., … 
Ferguson, H. W. (2012). The pathology of ‘scale drop syndrome’ in Asian seabass, Lates 
calcarifer Bloch, a first description. Journal of Fish Diseases, 35(1), 19–27.  
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ภาพประกอบ 8 เนือ้เย่ือของปลากะพงขาว (L. calcarifer) ท่ีติดเชือ้ SDDV ตามธรรมชาตโิดยผา่น
การยอ้มสี hematoxylin และ eosin ; (A) ก าลงัขยายต ่า พบการตายของเซลลม์า้มในต าแหนง่

ตา่งๆ (B) ก าลงัขยายสงู พบการตายของเซลลม์า้มในต าแหนง่ตา่งๆ (C) พบการเกิด karyorrhexis 
และ pyknosis ในเซลลม์า้ม เนือ้เย่ือเก่ียวพนัในตบั และ (D)  โกลเมอรูลสัของไต (E) พบการแทรก
ตวัของเซลลล์ิมโฟไซตใ์นบรเิวณผิวหนงัท่ีมีการอกัเสบและ (F) พบ inclusion bodies ในไซโทพลา

ซมึของเบโซฟิล (เสน้ประส่ีเหล่ียม) 

ท่ี ม า : Senapin, S., Dong, H. T., Meemetta, W., Gangnonngiw, W., Sangsuriya, 
P., Vanichviriyakit, R., ... & Nuangsaeng, B. (2019). Mortality from scale drop disease in 
farmed Lates calcarifer in Southeast Asia. Journal of fish diseases, 42(1), 119-127. 

A B 

C D

E  F
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จากการศึกษาของอรอนงค์ เจริญไวย์ และคณะในปี พ .ศ . 2563 เรื่อง การตรวจ
วินิจฉยัโรคไวรสัเกล็ดหลดุจากตวัอย่างท่ีไม่ตอ้งท าลายปลากะพงขาวและพาหะน าโรค พบวา่ เม่ือ
ท าการเก็บตวัอย่างจากปลากะพงขาวในจงัหวดัจนัทบุรี โดยมีตวัอย่างท่ีตอ้งท าลายปลา (lethal 
sample) ไดแ้ก่ ตบั ไต มา้ม เหงือก สมอง ตา และกลา้มเนือ้ และตวัอย่างท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา 
ไดแ้ก่ เลือด เมือก และครีบหาง จากนัน้ท าการตรวจสอบเชือ้ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR ท่ี
จ  าเพาะต่อยีน ATPase ของไวรสั พบว่าตวัอย่างอวยัวะภายใน ไดแ้ก่ ไตกบัเหงือกมีประสิทธิภาพ
ในการน ามาใช้เป็นตัวอย่างในการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV และตัวอย่างกลุ่ม non-lethal 
ไดแ้ก่ เลือดและเมือกจะมีความไวในการตรวจพบเชือ้ไวรสั SDDV สงูกวา่ครีบหาง เม่ือพิจารณาถึง
ระดับการติดเชือ้ในแต่ละอวัยวะของปลา พบว่า เหงือกและม้ามมีความเขม้ของแบน ATPase 
มากกว่าเม่ือเทียบกับอวยัวะอ่ืน เช่นเดียวกับแบนของเลือดท่ีมีความเขม้มากกว่าเมือกและครีบ 
(ภาพประกอบ 9) (Charoenwai, Senapin, Dong, & Sonthi, 2021) 

 

 
 

ภาพประกอบ 9 ผลการตรวจสอบยีน ATPase ของเชือ้ไวรสั SDDV ในอวยัวะตา่ง ๆ ของตวัแทน

ปลาติดเชือ้ ดว้ยเทคนิค semi-nested PCRซึ่งมีขนาดยีน 412 และ 738 bp ไดแ้ก่ ตบั (L, Liver) 
ไต (K, Kidney) มา้ม (S, Spleen) เหงือก (G, Gill) สมอง (BR, Brain) ตา (E, Eye) กลา้มเนือ้ 
(MS, Muscle) เลือด (BL, Blood) เมือก (MU, Mucus) และครีบหาง (F, Caudal fin) M คือ 100 

bp DNA ladder; N คือ ตวั ควบคมุลบ (negative control); P คือ ตวัควบคมุบวก (positive 
control) 

ท่ี ม า : Charoenwai, O., Senapin, S., Dong, H. T., & Sonthi, M. (2021). Detection 

of scale drop disease virus from non‐destructive samples and ectoparasites of Asian 
sea bass, Lates calcarifer. Journal of Fish Diseases, 44(4), 461-467. 
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ต่อมาในปี พ.ศ. 2564 Domingos และคณะ ไดท้  าการศึกษาถึงการแสดงออกท่ีลดลง
ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งระบบภูมิคุม้กันของปลากะพงขาว  เม่ือเกิดการติดเชือ้รว่มระหว่างเชือ้ SDDV 
และ Lates calcarifer Herpes Virus (LCHV) จากการศึกษาถึงพยาธิสภาพของปลา พบว่า ไซ
โทพลาซึมของเซลลต์บัจากปลาติดเชือ้ถูกยอ้มติดสีน า้เงินมากกว่าปกติ(basophilic cytoplasm) 
รว่มกับไขมนัสะสมของเซลลต์บัท่ีลดลง (S01) (ภาพประกอบ 10B) เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลต์บั
ท่ีมาจากปลาท่ีมีสขุภาพดี (H01) (ภาพประกอบ 10A) หรือพบภาวะท่ีมีการสะสมของไขมนัในตบั
มากจนเกินไป (severe hepatic lipidosis) และ lipid vacuole ขนาดใหญ่ (*) ในเนือ้เย่ือตบัของ
ปลาติดเชือ้ (S04) (ภาพประกอบ 10C) และภาวะมา้มอกัเสบร่วมกับการตายของเซลลก์ระจาย
เป็นจุดในม้าม (multifocal necrosis) ของปลาติดเชือ้ (S03) (ภาพประกอบ 10D) ซึ่งสอดคล้อง
กบัปรมิาณส านวนของไวรสัท่ีตรวจสอบดว้ยเทคนิค qPCR จากตวัอย่างเนือ้เย่ือท่ีสกดัจากเนือ้เย่ือ
ตบัและมา้มของตวัอยา่งปลา (Domingos et al., 2021) 
 

 
 

ภาพประกอบ 10 ภาพแสดงพยาธิสภาพของปลากะพงขาวท่ีติดเชือ้ (S) และปลาท่ีสขุภาพดี (H) 
โดยผ่านการยอ้มสี hematoxylin และ eosin 

ท่ีม า : Domingos, J. A., Shen, X., Terence, C., Senapin, S., Dong, H. T., Tan, M. 
R., ... & Jerry, D. R. (2021). Scale Drop Disease Virus (SDDV) and Lates calcarifer 
Herpes Virus (LCHV) Coinfection Downregulate Immune-Relevant Pathways and Cause 
Splenic and Kidney Necrosis in Barramundi Under Commercial Farming Conditions. 
Frontiers in Genetics, 12, 983. 
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6. การศึกษาลักษณะท่ัวไปของอนุภาคไวรัสและจีโนมของเชือ้ SDDV 

การศึกษาข้อมูลทางสัณฐานวิทยา (morphology) และโครงสร้างของอนุภาคไวรัส 
SDDV เริ่มขึน้ในปี พ.ศ. 2555 โดย Susan Gibson-Kueh และคณะ ท าการศึกษาถึงสาเหตุของ
การเกิดโรค SDS ในปลากะพงขาว โดยใชก้ลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission 
electron microscopy: TEM) ร่วมกับการย้อมสีด้วยเทคนิค uranyl acetate และ lead citrate 
staining พบอนภุาครูปรา่งหกเหล่ียมท่ีมีเย่ือหุม้ของไวรสั มีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางระหว่าง 188-
269 นาโนเมตร ในเนือ้เย่ือมา้มและไตของปลาติดเชือ้ พบอนภุาคของไวรสัขนาดเล็กท่ีมีขนาดเสน้
ผ่านศูนย์กลางประมาณ 133 นาโนเมตร และแกนกลางของอนุภาคไวรัสมีการกระจายของ

อิเล็กตรอนนอ้ยกวา่รอบนอก (electron lucent) (Gibson‐Kueh et al., 2012) (ภาพประกอบ 11) 
 

 

 

ภาพประกอบ 11 ภาพถ่ายอนภุาคของไวรสั SDDV ดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องผา่น ; 
(A) อนภุาครูปรา่งหกเหล่ียมท่ีมีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางระหวา่ง 188-269 นาโนเมตร (B) อนภุาค
ของไวรสัขนาดเล็กท่ีมีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางประมาณ 133 นาโนเมตร ในไซโทพลาซมึของเซลล์
ไตของปลาติดเชือ้ SDDV โดยบรเิวณท่ีมีการกระจายของอิเล็กตรอนนอ้ยกวา่คาดวา่น่าจะเป็น 

nucleocapsids 

ท่ีมา: Gibson-Kueh, S., Chee, D., Chen, J., Wang, Y. H., Tay, S., Leong, L. N., … 
Ferguson, H. W. (2012). The pathology of ‘scale drop syndrome’ in Asian seabass, Lates 
calcarifer Bloch, a first description. Journal of Fish Diseases, 35(1), 19–27.  

 

A 

200 nm 
100 nm 

B 
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ในปี พ.ศ. 2558 ไดมี้การศึกษาขอ้มูลทางสณัฐานวิทยาและโครงสรา้งของอนุภาคไวรสั 
SDDV โดยเก็บสารละลายของเซลลเ์พาะเลีย้งหลงัการบม่รว่มกบัซีรั่มของตวัอย่างปลาติดเชือ้จาก
อินโดนีเซียเป็นเวลา 4 วนั และท าให้เขม้ขน้ขึน้โดย ultracentrifuge ท่ี 30,000 x g เป็นเวลา 16 
ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และยอ้มสีดว้ยเทคนิค negative staining หลงัจากนัน้ศึกษา
โดยใช ้TEM และกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบแชแ่ข็ง (cryo-electron microscopy) พบว่าไวรสั
มีรูปรา่งแบบ icosahedral มีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 140 นาโนเมตร โดยไวรสัมีทัง้แบบ
มีเปลือกหุ้ม (enveloped) และไม่มีเปลือกหุ้ม (non-enveloped) ขึน้อยู่กับรูปแบบการออกจาก
เซลลโ์ฮสต ์(ภาพประกอบ 12) (de Groof et al., 2015) 

 

 

 
ภาพประกอบ 12 ภาพถ่ายดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องผา่นของไวรสั SDDV โดยการ
ยอ้มดว้ย negative staining; (A) อนภุาครูปรา่งหกเหล่ียมท่ีมี (ซา้ย) และไมมี่ (ขวาล่าง) outer 

membrane และ (B) อนภุาคของไวรสัท่ีประกอบดว้ย (1) outer membrane, (2) capsid และ (3) 
inner core 

ท่ีมา: De Groof, A., Guelen, L., Deijs, M., Van Der Wal, Y., Miyata, M., Ng, K. S., 
… Van Der Hoek, L. (2015). A novel virus causes scale drop disease in Lates calcarifer. 
PLoS Pathogens, 11(8). 

 

A B 
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ในปี พ.ศ. 2562 การศึกษาอนุภาคของไวรสัชนิดนีใ้นตวัอย่างเนือ้เย่ือม้ามและไตของ
ปลาท่ีมีลักษณะอาการของโรค โดยการใช้ TEM ท างานท่ี 100 กิโลโวลต ์(kV) และย้อมสีดว้ย
เทคนิค negative staining พบอนภุาคไวรสัขนาดเล็ก (viral-like particles) มีเปลือกหุม้ ขนาดเสน้
ผ่านศนูยก์ลางระหว่าง 100-180 นาโนเมตร ในไซโทพลาซึมของเซลลจ์ากทัง้สองเนือ้เย่ือตวัอย่าง 
เม่ือพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานพบว่ามีความใกล้เคียงกับไวรัสในวงศ์ Iridoviridae 
(ภาพประกอบ 13A) และหลงัท าบริสุทธ์ิไวรสัดว้ยเทคนิค sucrose gradient ultracentrifugation 
จากเนือ้เย่ือกลา้มเนือ้ของปลาติดเชือ้ พบแถบทึบแสงแถบเด่ียวท่ีความเขม้ขน้ระหว่าง  30–40% 
และพบอนุภาคของไวรสัมีขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางระหว่าง 100-110 นาโนเมตร (ภาพประกอบ 
13B) (Senapin et al., 2019) 
 

 

 

ภาพประกอบ 13 ภาพถ่ายดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องผา่นของเนือ้เย่ือไตจากปลาติด
เชือ้ SDDV รว่มกบัการยอ้มสีดว้ยเทคนิค negative staining; (A) พบอนภุาครูปหกเหล่ียมขนาด
เสน้ผา่นศนูยก์ลางระหวา่ง 100-180 นาโนเมตร, (B) อนภุาคของไวรสัภายหลงัการท าบรสิทุธ์ิดว้ย 

sucrose gradient ultracentrifugation พบมีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางระหว่าง 100-110 นาโน
เมตร  

ท่ี ม า : Senapin, S., Dong, H. T., Meemetta, W., Gangnonngiw, W., Sangsuriya, 
P., Vanichviriyakit, R., ... & Nuangsaeng, B. (2019). Mortality from scale drop disease in 
farmed Lates calcarifer in Southeast Asia. Journal of fish diseases, 42(1), 119-127. 

 

A B 
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การศกึษาสารพนัธุกรรมของไวรสัเริ่มจากการใชซี้รั่มของตวัอยา่งปลาตดิเชือ้จากประเทศ
สิงคโปรจ์  านวน 4 ตวัอยา่ง มาศกึษาถึงการเรียงตวัของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นสารพนัธุกรรม ดว้ยวิธี 
Virus discovery based on cDNA-AFLP (VIDISCA) หลั งจ ากนั้ น น าล าดับ นิ ว ค ลี โอ ไท ด ์
ไปวิเคราะห์ด้วย blastn และ blastp พบว่าจากทั้งหมด 42,918 sequence reads มีเพียง 15 
sequence reads เท่านัน้ท่ีมีความใกลเ้คียงกบัไวรสัท่ีมีในฐานขอ้มูล Genbank และเม่ือพิจาณา
ถึงล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่ามีความเหมือน ( identity) กับล าดับอนุรักษ์ของไวรัสในสกุล 
Megalocytivirus ในวงศ ์Iridoviridae หลงัจากนัน้น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการท า VIDISCA 
มาท า genome sequence ด้วยวิธี genome walking พบว่าสารพันธุกรรมของไวรัสมีขนาด
ประมาณ 124,244 คู่เบส (bp) สารพันธุกรรมเป็นแบบดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA)  
1 โมเลกุล  พบว่ามี  open reading frame (ORF) ประมาณ 129 ORF เม่ือท า blastn เพ่ือหา
สิ่งมี ชีวิตท่ีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันพบว่า SDDV มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับไวรัสในสกุล 
Megalocytivirus แตพ่บว่าคา่ความเหมือนต ่า (ขึน้อยู่กบัชนิดของยีนโดยพบคา่ identity มากสดุท่ี 
60%) และมีคา่ %G+C อยู่ท่ีประมาณ 37% ซึ่งต  ่ากว่าคา่เฉล่ียของไวรสัในกลุ่ม Megalocytivirus 
อ่ืนท่ีมีคา่ % G+C อยู่ระหว่าง 53% และ 55% (de Groof et al., 2015) ต่อมาในปี พ.ศ. 2561 ได้
มีการศึกษาถึงจีโนมของเชือ้ SDDV จากตวัอย่างปลากะพงขาวท่ีท าการเพาะเลีย้งในฟารม์น า้
กรอ่ย ทางภาคตะวนัออกของประเทศไทย ดว้ยเทคนิค De novo metagenomic assembly พบว่า
เชือ้ SDDV สายพันธุ์ TH2019 มีสารพันธุกรรมขนาดประมาณ 131,129 คู่เบส พบว่ามี open 
reading frame (ORF) ป ระ ม าณ  135 ORF แ ล ะ พ บ  tRNA 1 โม เล กุ ล  (Kayansamruaj, 
Soontara, Dong, Phiwsaiya, & Senapin, 2020) 

 

7. การศึกษาความสัมพันธท์างวิวัฒนาการของเชือ้ SDDV 

การศึกษาความสัมพันธ์ของเชือ้ SDDV กับไวรสัในวงศ ์Iridoviridae โดยใชล้  าดบักรด 
อะมิโนท่ีแปลงมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ (deduced amino acid sequence) ของยีนอนุรักษ ์
(conserved genes) 26 ยีนท่ีได้จากการท า genome sequence ของ SDDV (ตาราง 2) (Eaton 
et al., 2010) พบว่าต าแหน่งของยีนอนุรกัษ์ของ SDDV มีความแตกต่างจากไวรสัอ่ืนอย่างชดัเจน 
เม่ื อน ามาท า  multiple sequence alignment ด้วย โปรแกรม  ClustalW และท าการศึกษา
ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของไวรสัโดยการสรา้ง phylogenetic trees ดว้ยโปรแกรม MEGA5 
โดยใช้วิธี neighbor-joining และท าการวิเคราะห์เฉพาะล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมี ORF เท่านั้น 
หลังจากนั้นท าการยืนยันความน่าเช่ือถือของการสร้าง phylogenetic trees โดย bootstrap 
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analysis ท าซ า้ 500 ซ า้ พบว่าเชือ้ SDDV มีความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการใกลช้ิดกับไวรสัในสกุล 
Megalocytivirus แต่ยังไม่รวมกลุ่มอย่างชัดเจนเหมือนไวรสัอ่ืนในกลุ่ม (de Groof et al., 2015) 
(ภาพประกอบ 14) 

อย่างไรก็ตามการใช้ full genome sequences ไม่ เหมาะสมส าหรับไวรัสในสกุล 
Megalocytivirus เน่ืองจากบางชนิดยงัไม่มีการศึกษาถึงขอ้มูลของยีนอนุรกัษ์ทัง้ 26 ยีน ท าใหมี้
ขอ้มูลไม่ครบถ้วนจึงไดมี้การใช้ล  าดับนิวคลีโอไทดท่ี์คาดว่าแปลรหัสให้ major capsid protein 
(MCP) มาใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการกับ  MCP ของไวรัสอ่ืนท่ีอยู่ในวงศ ์
Iridoviridae จากผลการทดลองพบว่าไม่มีไวรสัใดท่ีมีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ 
SDDV (ภาพประกอบ 15) (de Groof et al., 2015) 

 

 
 

ภาพประกอบ 14 การสรา้ง phylogenetic tree เพ่ือการจดักลุม่ของ SDDV โดยใชล้  าดบักรด 
อะมิโนท่ีแปลงรหสัมาจากล าดบันิวคลีโอไทด ์(deduced amino acid sequence) ของยีนอนรุกัษ์
ทัง้ 26 ยีนท่ีไดจ้ากการท า genome sequence กบัยีนอนรุกัษจ์ากไวรสัอ่ืนในวงศ ์Iridoviridae  

ท่ีมา: De Groof, A., Guelen, L., Deijs, M., Van Der Wal, Y., Miyata, M., Ng, K. S., 
… Van Der Hoek, L. (2015). A novel virus causes scale drop disease in Lates calcarifer. 
PLoS Pathogens, 11(8). 
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ภาพประกอบ 15 การสรา้ง phylogenetic tree เพ่ือศกึษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ โดยใช้
ล  าดบักรดอะมิโนท่ีแปลงรหสัมาจากล าดบันิวคลีโอไทด ์(deduced amino acid sequence) ท่ี

คาดวา่แปลรหสัเป็น MCP ของเชือ้ SDDV กบัยีน MCP ของไวรสัอ่ืนในวงศ ์Iridoviridae  

ท่ีมา: De Groof, A., Guelen, L., Deijs, M., Van Der Wal, Y., Miyata, M., Ng, K. S., 
… Van Der Hoek, L. (2015). A novel virus causes scale drop disease in Lates calcarifer. 
PLoS Pathogens, 11(8). 
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ส าหรบัการศึกษาเชือ้ SDDV ท่ีมีการระบาดในประเทศไทย พบว่าจากการท า partial 
genome sequences สามารถแยกยีนบางส่วนของ SDDV (ORF 060L) ได้ ซึ่งมีขนาด 1,047, 
738 และ 1,551 bp แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนท่ีมีความยาว  348, 245 และ 516 amino acid 
residues (GenBank accession numbers MH152406-MH152408) รวมทัง้พบ 3 ORFs (030L, 
035L และ 061L) จากการศึกษาพบว่ามีค่าความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ 98.7%, 99.9% 
และ 99.9% ค่าความเหมือนของกรดอะมิโน 98.3%, 99.6% และ 99.6% กับยีน myristoylated 
membrane protein, ATPase-like protein แ ล ะ  myristoylated membrane protein เ ม่ื อ
เปรียบเทียบกับ SDDV จากสิงคโปร ์(GenBank accession number KR139659) ตามล าดับ  
โดยล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน MCP จากตวัอย่างปลา 3 ตวัอย่างท่ีเก็บมาระหว่างปี พ.ศ. 2559-
2561 พบว่ามีความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ 99.9-100% และจากผลการท า blast พบว่า
ค่าความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทดอ์ยู่ท่ี 99.9-100% ค่าความเหมือนของกรดอะมิโนอยู่ท่ี 
100% เม่ือเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์อง SDDV ในสิงคโปร ์ส าหรบัการศกึษาความสมัพนัธเ์ชิง
วิวฒันาการระหว่าง SDDV ในไทยและสิงคโปรโ์ดยการใชล้  าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน MCP ท่ีได้
จากการทดลอง 3 ตวัอย่าง มาวิเคราะหร์ว่มกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์อง SDDV ท่ีระบาดในสิงคโปร ์
(GenBank accession number KR139659)  จ  า น วน  1 ตั ว อ ย่ า ง  red seabream iridovirus 
(RSIV) (GenBank accession number AB080362 และ AY285746) จ  านวน 2 ตัวอย่าง turbot 
reddish iridovirus (TBIV) (GenBank AY590687 และ HM596017) จ  านวน 2 ตัวอย่าง และ 
infectious spleen and kidney necrosis virus ( ISKNV) (GenBank accession number 
KY440040 และ AB666338) จ  านวน 2 ตัวอย่าง โดยใช้ล  าดับนิวคลีโอไทด์ของ Ranavirus 
(GenBank accession number KU507315) เป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม  (outgroup) เม่ือน ามาท า 
multiple sequence alignment ด้วยโปรแกรม ClustalW และสร้าง phylogenetic trees ด้วย
โปรแกรม MEGA7 โดยใชว้ิธี maximum-likelihood หลงัจากนัน้ท าการยืนยนัความน่าเช่ือถือของ
การสรา้ง phylogenetic trees โดย bootstrap analysis ท าซ า้ 1000 ซ า้ พบว่าเชือ้ SDDV ถูกจัด
ใหอ้ยู่ใน  clade เดียวกนักับ SDDV ท่ีพบในสิงคโปร ์และแยกออกจาก clade ของไวรสัอ่ืนในสกุล
หรือ outgroup  (ภาพประกอบ 16) (Senapin et al., 2019) 
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ภาพประกอบ 16 การสรา้ง phylogenetic tree ดว้ย maximum-likelihood แสดงความสมัพนัธ์
ระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทดข์อง MCP ในไวรสัวงศ ์Iridoviridae ท่ีมีการระบาดในพืน้ท่ีแตกตา่งกนั
โดยล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน MCP ท่ีแยกไดจ้ากประเทศไทยทัง้ 3 ตวัอยา่ง (ตวัอกัษรสีน า้เงิน) 
และ MCP ของ Ranavirus (GenBank accession number KU507315) เป็น outgroup  

ท่ี ม า : Senapin, S., Dong, H. T., Meemetta, W., Gangnonngiw, W., Sangsuriya, 
P., Vanichviriyakit, R., ... & Nuangsaeng, B. (2019). Mortality from scale drop disease in 
farmed Lates calcarifer in Southeast Asia. Journal of fish diseases, 42(1), 119-127. 

ตอ่มาไดมี้การศกึษาความสมัพนัธข์องเชือ้ SDDV สายพนัธุ ์TH2019 ท่ีแยกไดจ้ากฟารม์
ปลากะพงขาวทางภาคตะวนัออกของประเทศไทย โดยเปรียบเทียบกบัเชือ้ท่ีพบในสิงคโปร ์โดยใช้
ล  าดับนิ วค ลี โอไทด์ ท่ี ต่ อกัน  (concatenated) ของยีน  ATPase-like protein, major capsid 
protein และ  myristoylated membrane ของ เชื ้อ  giant seaperch iridovirus, GSIV; orange-
spotted grouper iridovirus, OSGIV; red seabream iridovirus, RSIV; rock bream iridovirus, 
RBIV; South American cichlid iridovirus, SACIV; turbot reddish body iridovirus, TBIV; 
turbot reddish body iridovirus, TRBIV; three spot gourami iridovirus, TSGIV; infectious 
spleen and kidney necrosis virus, ISKNV; European chub iridovirus, ECIV โดยใช้ยีนของ
เ ชื ้ อ  SDDV คื อ   ATPase, major capsid protein (MCP) แ ล ะ  myristoylated membrane 
proteins ท่ีอา้งอิงตาม ORF 035L, 060L และ 061L ของเชือ้ SDDV จากสิงคโปร ์(NC_027778) 
ตามล าดับ และใช้ล  าดับนิวคลีโอไทดข์อง Singapore grouper iridovirus (SGIV) เป็นตัวอย่าง
นอกกลุ่ม (outgroup) ดว้ยวิธี maximum-likelihood หลงัจากนัน้ท าการยืนยนัความน่าเช่ือถือของ
การสรา้ง phylogenetic trees โดย bootstrap analysis ท าซ า้ 1000 ซ  า้ พบว่าสายพนัธุ ์TH2019 
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ถูกจัดอยู่ ใน  clade เดียวกันกับ เชื ้อ  European chub iridovirus (ECIV) ท่ี เป็นไวรัสในสกุล 
Megalocytivirus ท่ีแยกจากปลา European Chub (Squalius cephalus) และอยู่ใน subclade 
เดียวกับเชือ้ SDDV จากประเทศไทยและสิงคโปรท่ี์เก็บจากฟารม์ปลากะพงขาวในปี 2010 และ 
2016 ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความใกล้ชิดของความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (genetic 
relationship) ของเชือ้ทัง้ 3 ตวัอยา่ง (ภาพประกอบ 17) (Kayansamruaj et al., 2020) 

 

 
 

ภาพประกอบ 17 การสรา้ง phylogenetic tree ดว้ย maximum-likelihood โดยใชล้  าดบันิวคลีโอ
ไทดท่ี์ตอ่กนั (concatenated) ของยีน ATPase-like protein, major capsid protein และ

myristoylated membrane ของไวรสัในสกลุ Megalocytivirus  

ท่ีมา : Kayansamruaj, P., Soontara, C., Dong, H. T., Phiwsaiya, K., & Senapin, S. 
(2020). Draft genome sequence of scale drop disease virus (SDDV) retrieved from 
metagenomic investigation of infected barramundi, Lates calcarifer (Bloch, 1790). 
Journal of Fish Diseases, 43(10), 1287-1298. 
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8. การตรวจการตดิเชือ้ SDDV 

การตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV สามารถตรวจสอบไดห้ลายวิธี เช่น การตรวจสอบโดย
อาศัยการสังเกตอาการและความเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา การใช้ transmission electron 
microscopy เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกลุ หรือการทดลองการติดเชือ้ในเซลลเ์พาะเลีย้ง (cell line) 
เป็นตน้ ขึน้อยูก่บัวตัถปุระสงคข์องการตรวจและความพรอ้มของหอ้งปฏิบตักิาร 

8.1 การตรวจเชือ้โดยการสังเกตอาการและการศึกษาทางพยาธิสภาพ 
ปลาโดยทั่วไปท่ีมีการติดเชือ้ไวรสั SDDV พบล าตวัสีเขม้ขึน้ เกล็ดหลุด ครีบและหาง

กรอ่น เหงือกมีสีซีด ว่ายน า้ผิดปกติ นอกจากนีย้งัแสดงอาการเซ่ืองซมึก่อนท่ีจะตาย และยงัพบการ
เปล่ียนแปลงในตับ ม้ามและไต พบการตายของเซลล์ม้าม (splenocyte) และ hematopoietic 
cells พบเซลลท่ี์มีการขยายขนาดใน มา้ม ไต ตบัและหัวใจของปลาท่ีติดเชือ้ (ภาพประกอบ 18) 
และมีการปรากฏของ inclusion body-bearing cell (IBC) โดยจะใช้ไตและม้ามเป็นอวัยวะ
เปา้หมายเพ่ือตรวจสอบเน่ืองจากพบว่าไวรสัสามารถเพิ่มจ านวนไดม้ากในอวยัวะทัง้สองนี ้ (Choi, 
Kwon, Nam, Kim, & Kim, 2006; Fauquet, Mayo, Maniloff, Desselberger, & Ball, 2005; 
Mahardika, Yamamoto, & Miyazaki, 2004) ซึ่งลักษณะเหล่านีเ้ป็นลักษณะอาการเฉพาะโรค 
(pathognomonic) ส าห รับการติด เชื ้อ ไวรัส ในสกุล  Megalocytivirus อย่ างไร ก็ตามการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพเพียงอย่างเดียว ไม่สามารถใชเ้ป็นเกณฑใ์นการวินิจฉัยการติดเชือ้ 
SDDV ได ้เน่ืองจากบางครัง้การแสดงออกถึงอาการเกล็ดหลดุหรือว่ายน า้ผิดปกติอาจเกิดจากการ
ตดิเชือ้แบคทีเรีย เช่น Tenacibaculum maritimum หรือ Vibrio harveyi บางสายพนัธุ ์หรือในบาง
กรณีไม่สามารถสังเกตเห็น IBC ในตัวอย่างปลาท่ีติดเชื ้อได้จึงอาจท าให้เกิดการวินิจฉัยท่ี
คลาดเคล่ือน (Senapin et al., 2019) 
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ภาพประกอบ 18 เนือ้เย่ือหวัใจของปลาท่ีติดเชือ้ SDDV ท่ีแสดงลกัษณะทางพยาธิของโรค; (A) 
เนือ้เย่ือหวัใจท่ีพบ basophilic inclusion bodies นนูย่ืนออกมาจากเย่ือบหุวัใจ (ลกูศร) (B) ภาวะ
กลา้มเนือ้หวัใจหนา (hypertrophied myocardial: Hype) ท่ีแตกตา่งจากปกตเิน่ืองจากการ

ปรากฏของ IB ท่ีเย่ือหุม้หวัใจ (ลกูศร) 

ท่ีมา: Gibson-Kueh, S., Chee, D., Chen, J., Wang, Y. H., Tay, S., Leong, L. N., … 
Ferguson, H. W. (2012). The pathology of ‘scale drop syndrome’ in Asian seabass, Lates 
calcarifer Bloch, a first description. Journal of Fish Diseases, 35(1), 19–27. 

8.2 การใช้  transmission electron microscopyสมาชิกของวงศ์ Iridoviridae จะมี
โปรตีนแคปซิดด้านนอกซึ่งประกอบด้วย capsomers ล้อมรอบเย่ือหุ้มด้านในซึ่งห่อหุ้มสาร
พนัธุกรรมของไวรสั เม่ือท าการตรวจสอบโดยใช ้TEM พบว่ามีอนุภาคของไวรสัท่ีมีเย่ือหุม้บริเวณ
เหงือก ชัน้ submucosa ของทางเดินอาหาร มา้ม basement membranes ของเสน้เลือดฝอยใน
โกลเมอรูลสัของไต (Shi, Wang, Yang, Huang, & Wang, 2004) โดยอนุภาคของไวรสัปรากฏอยู่
ในไซโทพลาซึม บริเวณท่ีเรียกว่า viral assembly site (VAS) (Mahardika et al. 2004) มีลกัษณะ
เป็น icosahedral ขนาดประมาณ 100–200 นาโนเมตร (ภาพประกอบ 19) (Nurliyana et al., 
2020) คลา้ยคลึงกบัไวรสัชนิดอ่ืนในวงศนี์ ้ท าใหก้ารวินิจฉัยอย่างจ าเพาะถึงสาเหตขุองโรคว่าเกิด
จากเชือ้ SDDV เป็นไปไดย้าก อีกทัง้ยงัตอ้งอาศยัเครื่องมือท่ีมีราคาแพงและผูมี้ความเช่ียวชาญ
เพ่ือการอา่นและแปลผล 
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ภาพประกอบ 19 ภาพถ่ายเซลลม์า้มของปลาตดิเชือ้ดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องผา่น 
(A) พบ intracytoplasmic vesicle ท่ีประกอบดว้ยอนภุาคของไวรสัท่ีไมส่มบรูณ ์(immature viral 
particle) ในเซลลม์า้ม (ลกูศรสีด า) (B) อนภุาคของไวรสัในไซโทพลาซมึของเซลลม์า้ม (ลกูศรสี
ขาว) และอนภุาคไวรสัท่ีสมบรูณมี์ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 200 นาโนเมตร (กรอบ

เสน้ประส่ีเหล่ียม) 

ท่ีมา: Nurliyana, M., Lukman, B., Ina-Salwany, M. Y., Zamri-Saad, M., Annas, S., 
Dong, H. T., ... & Amal, M. N. A. (2020). First evidence of scale drop disease virus in 
farmed Asian seabass  in Malaysia. Aquaculture, 528, 735600. 

8.3 การเพาะเลีย้งไวรัส  
การเพาะเลีย้งไวรสัจ าเป็นตอ้งมีเซลลเ์พาะเลีย้ง (cell line) ท่ีเหมาะสมส าหรบัใชเ้ป็น

เครื่องมือส าคญัในการศึกษาการเจริญเติบโต การแยกและการศึกษาลกัษณะของไวรสั ตัง้แต่ปี 
พ.ศ. 2537 ไดมี้รายงานถึงการพัฒนา cell line ของปลามากกว่า 200 สายพันธุ์ซึ่งส่วนใหญ่เป็น
ปลาท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ โดยเนือ้เย่ือท่ีน ามาพฒันา cell line นัน้มีหลากหลายตัง้แต่ รงั
ไข่ ครีบ ถุงลม หัวใจ ม้าม เป็นต้น และในปี  พ .ศ. 2505 ได้มีการพัฒนา permanent cell line 
ส  าเร็จขึน้เป็นครัง้แรกโดยพัฒนามาจากโกนาดของปลา rainbow trout โดย Wolf และ Quimby  
หลังจากความส าเร็จในครัง้นัน้จึงเป็นจุดเริ่มตน้ในการพัฒนา  cell line (Wolf & Quimby, 1962) 
ในปี พ.ศ. 2551 Dong และคณะ ไดป้ระสบความส าเร็จในการพฒันา cell line จากปลาแมนดา
ริน (MFF-1 cell line) ส าหรบัทดลองการติดเชือ้ ISKNV ซึ่งมีประโยชน์ในการศึกษาหน้าท่ีการ
ท างานของยีนและโปรตีนของไวรสัในสกุล Megalocytivirus ซึ่งช่วยใหส้ามารถเขา้ใจปฏิสมัพันธ์
ระหว่างเชือ้ไวรสัและโฮสตไ์ด ้(Dong et al., 2008) ในปี พ.ศ. 2545 ไดมี้การพฒันา cell line จาก
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ส่วนไตของปลากะพงขาวเพ่ือเพิ่มจ านวนไวรสัท่ีมีความจ าเพาะกับปลาและใชช่ื้อว่า seabass 
kidney (SK) (เรวตัร คงประดิษฐ์, กิจการ ศภุมาตร,์ จิราพร เกษรจนัทร,์ & วฒุิพร พรหมขุนทอง, 
2546) ตอ่มาในปี พ.ศ. 2550 มีการพฒันา cell line ท่ีมีความเหมาะสมส าหรบัการวินิจฉัยการติด
เชื ้อและการแยก RSIV โดยพัฒนามาจาก fibroblast cells ท่ีได้มาจากครีบหางของ red sea 
bream เรียกว่า CRF-1 cells (Imajoh, Ikawa, & Oshima, 2007) ส  าหรบัการประยุกตใ์ชเ้ทคนิค
การเพิ่มจ านวนไวรสัในเซลลเ์พาะเลีย้งเพ่ือตรวจสอบเชือ้ SDDV ไดมี้การพัฒนาขึน้ในปี พ.ศ. 
2558 โดย De Groof และคณะ ได้ทดลองเพาะเลีย้งไวรัส SDDV ในเซลลเ์พาะเลีย้ง seabass 
kidney (SK) SK21 จากการศึกษาพบว่า เชือ้ไวรสัสามารถเพิ่มจ านวนไดใ้นเซลลเ์พาะเลีย้งและ
จากการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็คตรอน พบว่าเซลล์เพาะเลีย้งมีการขยายขนาดขึน้หลงัการ
เพาะเลี ้ยงร่วมกับไวรัส 2 วันและหลังจากการเพาะเลี ้ยงร่วม 6 วัน พบว่ามีระดับของการ
เปล่ียนแปลงของเซลล์ภายหลังการติดเชื ้อเพิ่มมากขึน้  (cytopathic effect: CPE) ซึ่งให้ผล
สอดคล้องกับการเพาะเลี ้ยงด้วย seabass brain cells (SBB) และได้รับการยืนยันด้วยวิ ธี 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR) (de Groof et al., 2015) 

 
8.4 การใช้เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล 

การใชเ้ทคนิค PCR ในการตรวจสอบการติดเชือ้ไวรสัในสกุล Megalocytivirus เป็น
วิธีการท่ี Office International des Epizooties (OIE) แนะน าใหใ้ชใ้นการตรวจสอบ เน่ืองจากเป็น
วิธีท่ีมีความไวและความจ าเพาะสงู การแพรร่ะบาดของเชือ้ SDDV ไปยงับรเิวณท่ีมีการเพาะเลีย้ง
ปลากะพงขาว ท าใหน้กัวิจยัต่างใหค้วามสนใจในการพฒันาเทคนิคเพ่ือใชส้  าหรบัการตรวจสอบ
เชือ้กันอย่างกวา้งขวาง ซึ่งต่อมาในปี พ.ศ. 2558 Ad de Groof และคณะ ไดมี้การออกแบบไพร
เมอรโ์ดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน DNA dependent RNA polymerase (beta subunit) ท่ี
ได้จากการท า genome sequence เป็นต้นแบบ และใช้ไพรเมอรส์  าหรับตรวจสอบ red sea 
bream iridovirus (RSIV) ซึ่งเป็นไวรสัในสกุลเดียวกันเป็นตัวควบคุม จากการทดลองตรวจสอบ
การติดเชือ้ในตวัอย่างปลา พบว่าใหผ้ลผลิตของปฏิกิริยาท่ีมีขนาด 164 คู่เบส รวมทัง้ผูว้ิจยัยงัใช้
เทคนิค qPCR ในการทดลองดว้ย โดยอาศยัไพรเมอรท่ี์จ  าเพาะตอ่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน DNA 
dependent RNA polymerase (beta subunit) เช่นเดียวกัน โดยการน าผลผลิตของปฏิกิริยา 
PCR โคลนเข้าสู่พลาสมิด pCR-4TOPO (Invitrogen) เพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก จากการ
ทดลองพบค่า correlation (r2) ระหว่างเทคนิค PCR และ qPCR อยู่ท่ี >0.99 และความเข้มข้น
ต ่าสุดท่ีสามารถตรวจสอบได ้คือ 50 copies/µL (de Groof et al., 2015) หลังจากนั้นในปี พ.ศ. 
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2561 แสงจันทรแ์ละคณะไดท้ าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อล าดบันิวคลีโอไทดยี์น major 
capsid protein (MCP) (GenBank accession number KR139659) เพ่ือตรวจสอบปลาตวัอย่าง
ท่ีเก็บมาระหว่างปี พ.ศ. 2559-2561 จากฟารม์ปลากะพงขาวในภาคตะวนัออกของประเทศไทย 
โดยใช้ตัวอย่างอวัยวะปลา เช่น ตา สมอง ตับ ไต ม้าม ล าไส้และกล้ามเนือ้ พบว่ามีปลา 15 
ตวัอย่างจากทัง้หมด 17 ตวัอย่างใหผ้ลบวกเม่ือตรวจสอบดว้ยวิธี PCR ขนาดของผลิตภัณฑข์อง
ปฏิกิริยาอยู่ท่ี 1,362 คู่เบส (Senapin et al., 2019) ต่อมาในปี พ.ศ. 2562 อรอนงคแ์ละคณะไดมี้
การพฒันาเทคนิค semi-nested PCR (snPCR) เพ่ือตรวจสอบเชือ้ SDDV โดยออกแบบไพรเมอร์
ท่ี จ  า เพ าะกั บ บ ริ เวณ อนุ รักษ์ ข อ ง ยี น  ATPase (adenosine triphosphatase) (GenBank 
accession number MH152407) โดยเก็บตวัอย่างปลากะพงขาวท่ีแสดงลักษณะของโรค scale 
drop disease และปลาท่ีตายโดยไม่ทราบสาเหตุ  รวมทั้ งปลากะพงขาวและปลาเก๋ า  
(Epinephelus sp.) ท่ีมีสขุภาพดีจากจงัหวดัต่าง ๆ ในภาคตะวนัออกและภาคใต ้ระหว่างปี พ.ศ. 
2559-2561 จากการทดลองพบวา่ตรวจพบการติดเชือ้ในปลาท่ีแสดงลกัษณะอาการของโรค SDD 
ในทุกตวัอย่าง โดยผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีมีขนาด 738 คู่เบสและ 412 คู่เบสในขัน้ท่ี 1 และ 2 ของ
การท า snPCR ตามล าดบั และไม่พบการติดเชือ้ในปลาท่ีมีสุขภาพดี จากผลการทดลองพบว่า
เทคนิค snPCR สามารถตรวจสอบเชื ้อได้ท่ี ระดับ 100 copies/μL มีความไวมากกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกับเทคนิค single step PCR 100 เท่า (10,000 copies/µL) แต่พบว่ามีความไวใน
การตรวจสอบต ่ากว่าเม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค qPCR ส  าหรบัตรวจสอบ SDDV ท่ีถูกพฒันาขึน้
ก่ อนหน้า นี ้  (Charoenwai et al., 2019) นอกจากนี้ยัง ได้ มี การพัฒ นาวิ ธี  loop-mediated 
isothermal amplification ร่วมกับ xylenol orange โดยอาศยัการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ
ไวรสัดว้ยไพรเมอรท่ี์จ  าเพาะต่อยีน ATPase (GenBank accession number KR139659) ภายใต้
อณุหภูมิคงท่ี 60 องศาเซลเซียส และทราบผลภายในเวลา 60 นาที ทัง้ยงัมีการใช ้xylenol orange 
เพ่ือใหส้ามารถติดตามการเกิดปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าไดเ้พ่ือป้องกันการปนเป้ือนของผลผลิตใน
สารละลายปฏิกิริยาอ่ืน พบว่ามีความไวในการตรวจสอบอยู่ท่ี 102 copies/reaction ซึ่งมีความไว
ในการตรวจสอบมากกว่าวิธี semi-nested PCR ท่ีมีความไวอยู่ท่ี 103 copies/reaction เม่ือใช้
ปริมาณดีเอ็นเอทัง้หมด (total DNA) ท่ีสกัดจากปลาติดเชือ้ พบว่ามีความไวอยู่ท่ี 100 ng และ 1 
ng ตามล าดับ  (Dangtip et al., 2019) นอกจากนี้ในปี  พ .ศ . 2564 ได้มีการพัฒนาเทคนิค 
recombinase polymerase amplification (RPA) รว่มกับการใชโ้ปรตีน Cas12a ท่ีจ  าเพาะต่อยีน 
ATPase ในการตรวจสอบเชือ้ SDDV โดยแสดงผลเป็นสญัญาณฟลอูอเรสเซนตแ์ละการใช ้lateral 
flow dipstick ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมง และมีความไวในการ
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ต ร ว จ ส อ บ อ ยู่ ท่ี  40 copies/reaction (Sukonta, Senapin, Meemetta, & Chaijarasphong, 
2021) 

 

9. Cross-priming amplification (CPA) 

Cross-priming amplification (CPA) ไ ด้ ถู ก พั ฒ น า ขึ ้ น โ ด ย บ ริ ษั ท  Ustar 
Biotechnologies Co., Ltd. เป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลองท่ี ใช้
อณุหภูมิเดียว มีความไวและประสิทธิภาพสูง (Xu et al., 2012) ซึ่งเทคนิค CPA มีความแตกต่าง
จากเทคนิค PCR คือ 

1. มีการใช้ไพรเมอร ์4-8 เส้นโดยออกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน
เปา้หมาย (Zhai et al., 2020) โดยทั่วไปประกอบดว้ย 5 เสน้ คือ 1s (cross primer) 2a, 3a (inner 
primer) และ 4s, 5a (displacement primer) ซึ่งจดจ าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจ  าเพาะบนสาร
พนัธุกรรมตน้แบบต่างเสน้กัน โดยใช ้cross primer ในการเพิ่มปริมาณผลผลิตท่ีมีโครงสรา้งเป็น 
semi-loop single-strand หรือโครงสรา้งท่ีมีการแตกก่ิง (branched structures) 

2. มีการใช ้Bst DNA polymerase ซึ่งเป็นเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการท างานไดดี้
ในช่วงอณุหภูมิประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส ท่ีมีคณุสมบตัิท่ีเรียกว่า strand displacement ท า
หนา้ท่ีในการแยกสายดีเอ็นเอสายคูใ่หเ้ป็นสายเด่ียว โดยไม่จ  าเป็นตอ้งมีขัน้ตอนการเพิ่มอณุหภูมิ
เพ่ือแยกสายดีเอ็นเอหรือการเติม nicking enzyme และยงัมีคณุสมบตัใินการสงัเคราะหส์ายดีเอ็น
เอ (DNA polymerase) โดยการน านิวคลีโอไทดม์าเติมทางดา้นปลาย 3’-OH ของสายดีเอ็นเอท่ี
ก าลงัมีการสงัเคราะห ์

3. ปฏิกิริยา CPA จ าเป็นต้องอาศัยโครงสร้างท่ีเป็น semi-loop single-strand หรือ
โครงสรา้งท่ีมีการแตกก่ิง ท่ีเกิดจาก cross primer เป็นดีเอ็นเอตน้แบบ 

4. เม่ือวิเคราะหผ์ลของปฏิกิริยาโดยอาศยัเทคนิค agarose gel electrophoresis พบว่า
ผลผลิตของปฏิกิริยามีขนาดท่ีแตกตา่งกนั ท าใหม้องเห็นเป็นลกัษณะคลา้ยขัน้บนัได (ladder-like 
pattern) ทัง้ยงัสามารถพบแถบของโครงสรา้ง 1s/2a และ 1s/3a 

เทคนิค CPA สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นงานวิจยัท่ีหลากหลายทัง้ในการตรวจสอบเชือ้
แบคทีเรียและไวรัสท่ีก่อโรคในตัวอย่างทางคลินิก เช่น การตรวจหาเชื ้อ Mycobacterium 
tuberculosis จากเสมหะของผู้ป่วย (Fang et al., 2009) การตรวจหาเชือ้ไวรัส African swine 
fever (ASF) ในตวัอย่างเลือดและซีรมัของหมูและหมูป่า (Frączyk et al., 2016) การตรวจหาเชือ้ 
white spot syndrome virus (WSSV) ท่ีก่อโรคในกุ้งขาว (Yang et al., 2014) การตรวจหาพืชท่ี
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ผ่านการดัดแปลงทางพันธุกรรม (genetically modified organisms: GMOs) (Huang et al., 
2014) เป็นตน้ 

 

10. กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ CPA  

1. Generation of cross-priming sites 
ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาเริ่มจาก cross primer (1s) รวมทัง้ displacement primer 

(4s) เขา้จบักบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นบรเิวณท่ีจ าเพาะบนสายดีเอ็นเอตน้แบบและเกิดการแยกสาย
ดีเอ็นเอดว้ยคณุสมบตัิ strand displacement ของ Bst DNA polymerase และเริ่มการสงัเคราะห์
ดีเอ็นเอ จะเห็นไดว้่าท่ีปลายทางดา้น 5’ ของ cross primer จะเป็นบริเวณท่ีไพรเมอรอ่ื์นสามารถ
เขา้มาจับได ้(priming site) ดงันั้นเม่ือเกิดกระบวนการสังเคราะหดี์เอ็นเอเส้นใหม่จะมีการเพิ่ม 
priming site เขา้ไปในแตล่ะรอบ ในขณะท่ีดีเอ็นเออีกสายหนึ่งท่ีถกูแยกออกจะมีบรเิวณท่ีจ าเพาะ
กบัไพรเมอร ์inner primer (2a, 3a) และ displacement primer (5a) และเกิดการสงัเคราะหดี์เอ็น
เอเสน้ใหม่ขึน้ โดยผลผลิตของ inner primer (2a, 3a) ท่ีเป็น ssDNA แตกต่างกัน 2 สายจะเป็น
ตน้แบบในการสงัเคราะหใ์นขัน้ตอ่ไป (ภาพประกอบ 20 Step 1) 

2. Cross-priming amplification 
ผลผลิตของ inner primer (3a) จะถูกจับด้วยไพรเมอร์ 2a หรือ  1s เกิดการ

สงัเคราะหดี์เอ็นเอเป็นโครงสรา้ง 1s/3a และผลผลิตของ inner primer (2a) ซึ่งมีส่วน 3’ และ 5’ ท่ี
มีเบสท่ีเข้าคู่กัน (complementary bases) จะวนเข้ามาจับกันภายในโมเลกุล ( intramolecular) 
เป็นโครงสรา้งคลา้ยกิ๊บติดผม (hairpin-like structure) ซึ่งสามารถเป็นตน้แบบให  ้cross primer 
(1s) เข้ามาจับและสังเคราะหส์ายดีเอ็นเอเส้นใหม่เกิดเป็นโครงสรา้ง 1s/2a (ภาพประกอบ 20 
step 2)  

3. Extension with hairpin-like structures 
หลงัจากนัน้เสน้ดีเอ็นเอจากโครงสรา้ง 1s/2a ท่ีมีลกัษณะคลา้ยกิ๊บติดผม (hairpin-

like structure) จะสามารถเป็นตน้แบบใหแ้ก่ไพรเมอร ์1s, 2a และ 3a เกิดเป็นโครงสรา้ง 1s/2a 
หรือ 1s/3a (ภาพประกอบ 20 step 3)  
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ภาพประกอบ 20 ขัน้ตอนการเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรมโดยปฏิกิรยิา cross-priming 
amplification (CPA) (ดดัแปลงจาก Xu et al., 2012) 

ท่ี ม า : Xu, G., Hu, L., Zhong, H., Wang, H., Yusa, S., Weiss, T. C., … You, Q. 
(2012). Cross priming amplification: mechanism and optimization for isothermal DNA 
amplification. Scientific Reports, 2, 246. 
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11. Uracil-DNA glycosylase (UDG) 

ในปัจจบุนัการตรวจวินิจฉัยส่วนใหญ่มีการประยกุตใ์ชเ้ทคนิคทางชีววิทยาโมเลกลุเขา้มา
ช่วย เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีมีความจ าเพาะ มีความไวสูงทั้งยังใชเ้วลาไม่นานในการทราบผลท่ี
แม่นย า อย่างไรก็ตามเม่ือมีการทดลองซ า้ๆ ย่อมท าใหผ้ลผลิตของปฏิกิริยาเกิดการฟุ้งกระจาย
สะสมในบริเวณปฏิบตัิการและอุปกรณท่ี์ใชใ้นการท าการทดลอง รว่มกบัเทคนิคการตรวจสอบท่ีมี
ความไวสูง ท าใหป้ระสบกับปัญหาการปนเป้ือน (contamination) ผลผลิตของปฏิกิริยา เกิดการ
เพิ่มจ านวนซ า้ (re-amplification) เกิดผลบวกปลอม (false positive) ซึ่งส่งผลต่อการวินิจฉัย 
นกัวิจยัจงึไดพ้ยายามพฒันาเทคนิคตา่งๆ ขึน้เพ่ือชว่ยลดการปนเป้ือน หนึ่งในนัน้คือการใชเ้อนไซม ์
uracil-DNA glycosylase (UDG) หรือ uracil-N glycosylase (UNG) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้อง
กบักระบวนการซอ่มแซมดีเอ็นเอท่ีเสียหาย (DNA repair enzymes) มีหนา้ท่ีหลกัในการจดจ าและ
ก าจัดยูราซิล  (uracil) ท่ี เกิดจากปฏิ กิริยาการตัดหมู่อะมิ โน  (deamination) ของไซโตซีน 
(cytosine) ท่ีเกิดขึน้เองในดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA) ดว้ยกระบวนการ excision-
repair process บริเวณ ในปี  พ .ศ. 2533 Longo และคณะได้มีการประยุกต์ใช้ UNG ในการ
ตรวจหาเชือ้ Human papillomavirus types 16 (HPV type 16) ดว้ยเทคนิค PCR หลงัจากนัน้จึง
มีการใช้ในงานวิจัยกันอย่างแพร่หลายมากขึ ้น (Aslanzadeh, 2004; Longo, Berninger, & 
Hartley, 1990) 

ปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ 2 ขัน้ตอน ขัน้ตอนท่ี 1 เริ่มจากการเติม deoxyuridine triphosphate 
(dUTP) เข้าไป ในปฏิ กิ ริยาร่วมกับ  deoxythymidine triphosphate (dTTP) ในอัต ราส่ วน ท่ี
เหมาะสมเพ่ือใหม้ั่นใจว่าปฏิกิรยิายงัสามารถเกิดไดต้ามปกติ ดงันัน้เม่ือเกิดการสงัเคราะหดี์เอ็นเอ
เสน้ใหม่ขึน้จึงมาการดึงเบส U เขา้ไปรวมอยู่ในผลผลิตของปฏิกิริยาดว้ย ในขัน้ตอนท่ี 2 เป็นการ
ท างานของเอนไซม ์UDG เม่ือน าสารละลายส าหรบัปฏิกิริยาท่ีอาจมีการปนเป้ือนผลผลิตในรอบ
แรกมาบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ท าใหเ้อนไซม ์UDG ท างานและตดัเบส U 
ออกจากสายดีเอ็นเอตน้แบบ เกิดเป็นเบสว่าง (abasic site) ท าให้ดีเอ็นเอนั้นไม่สามารถเป็น
ตน้แบบในกระบวนการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอได  ้(ภาพประกอบ 21) ส  าหรบัการสงัเคราะหส์ายดีเอ็น
เอเส้นใหม่ด้วยเทคนิค CPA ในสารละลายปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซม์ UDG อยู่ด้วยสามารถท าได ้
เน่ืองจากเม่ือเขา้สู่กระบวนการสังเคราะหส์ายดีเอ็นเอ อุณหภูมิของการท าปฏิกิริยาจะอยู่ท่ี 65 
องศาเซลเซียสซึ่งเหมาะแก่การท างานของเอนไซม์ DNA polymerase แต่เอนไซม์ UDG ไม่
สามารถท างานได ้เม่ือหลังเสร็จสิน้ปฏิกิริยาจะมีการเพิ่มอุณหภูมิเป็น 80-95 องศาเซลเซียสท่ี
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ขั้นตอนสุดท้ายเพ่ือหยุดกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งหมด  (Hsieh, Mage, Csordas, Eisenstein, & 
Soh, 2014) 

 

 

 
ภาพประกอบ 21  กลไกแสดงการท างานของเอนไซมน ์uracil-DNA glycosylase (UDG)  

ในปฏิกิรยิา LAMP 

ท่ีมา: Hsieh, K., Mage, P. L., Csordas, A. T., Eisenstein, M., & Soh, H. T. (2014). 
Simultaneous elimination of carryover contamination and detection of DNA with uracil-
DNA-glycosylase-supplemented loop-mediated isothermal amplification (UDG-LAMP). 
Chemical Communications, 50(28), 3747-3749. 

เน่ืองจากการใชเ้อนไซม ์UDG ไม่รบกวนการเกิดปฏิกิริยา จึงมีการน าเอนไซมช์นิดนีเ้ขา้
มาช่วยในการตรวจสอบรว่มกับเทคนิคต่างๆ เพ่ือป้องกันหรือลดการปนเป้ือน เช่น การตรวจสอบ
เชือ้ Tomato chlorosis virus ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกับการใช้ uracil-DNA glycosylase เพ่ือ
ควบคมุการปนเป้ือน (Kil et al., 2015) การตรวจสอบเชือ้ Tembusu virus ดว้ยเทคนิค real-time 
reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (UDG-rRT-LAMP) ร่ ว ม กั บ
ก า ร ใ ช้  uracil-DNA glycosylase (Tang, Chen, & Diao, 2016) ก า ร ต ร ว จ ส อ บ เ ชื ้ อ 
Pseudomonas aeruginosa ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกับการใช้ uracil-DNA glycosylase และ 
nanogold probe (UDG-LAMP-AuNP) ( Manajit, Longyant, Sithigorngul, & 
Chaivisuthangkura, 2018) การตรวจสอบเชื ้อ Klebsiella pneumoniae ด้วยเทคนิค cross-
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priming amplification ร่วมกับ nanoparticles-based biosensor และ uracil-DNA glycosylase 
(Zhang et al., 2019) เป็นตน้ 

 

12. วิธีการวิเคราะหผ์ลของปฏิกิริยา CPA  

12.1 การวิเคราะหผ์ลโดยใช้ agarose gel electrophoresis  
เม่ือน าผลผลิตของวิธี CPA มาตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis จะ

พบว่าผลผลิตของ CPA ท่ีไดมี้ขนาดท่ีแตกต่างกันเห็นเป็นลักษณะคลา้ยขัน้บนัได ( ladder-like 
pattern) ซึ่งตา่งจากผลผลิตของปฏิกิรยิา PCR ท่ีใหเ้พียง 1 band 
 

     
 
ภาพประกอบ 22 การตรวจสอบผลของปฏิกิรยิา CPA โดยใช ้agarose gel electrophoresis; (M) 

DNA marker (1) ผลผลิตของปฏิกิรยิา CPA ท่ีมีลกัษณะคลา้ยขัน้บนัไดและแถบของโครงสรา้ง 
1s/2a (ลกูศรบน) และ 1s/3a (ลกูศรลา่ง) (2) ผลผลิตของปฏิกิรยิา CPA ท่ีถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดั

จ าเพาะ (restriction enzyme) XbaI 

ท่ี ม า : Xu, G., Hu, L., Zhong, H., Wang, H., Yusa, S., Weiss, T. C., … You, Q. 
(2012). Cross priming amplification: Mechanism and optimization for isothermal DNA 
amplification. Scientific Reports, 2, 246. 
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12.2 การตรวจสอบผลของปฏิกิริยาด้วยตาเปล่าโดยการใช้อินดเิคเตอรท์ีใ่ห้สี 
การใชอิ้นดเิคเตอรท่ี์ใหสี้ซึ่งสามารถเติมลงไปในหลอดปฏิกิรยิาไดโ้ดยตรงเป็นการลด

ความเส่ียงของการปนเป้ือนเน่ืองจากไม่มี การเปิดหลอดทดลองภายหลังสิ ้นสุดปฏิกิริยา 
ยกตวัอย่าง เช่น calcein ใชร้ว่มกบัไอออนแมงกานีส (Mn2+) ซึ่งก่อนการเกิดปฏิกิริยาจะเขา้จบักบั 
calcein เกิด quenching effect ต่อการเรืองแสงท าให้เห็นเป็นสีสม้ เม่ือท าปฏิกิริยาจะเกิดไพโร
ฟอสเฟต (P2O7

4−) ซึ่งสามารถจบัไดดี้กับไอออนแมงกานีส ท าให ้calcein ถูกปลดปล่อยออกมา
และเขา้จบักับไอออนแมกนีเซียม (Mg2+) ท าใหเ้กิดการเรืองแสงสีเขียวเม่ือถกูกระตุน้ดว้ยแสงยูวี 
เม่ือสังเกตด้วยตาเปล่าจะพบการเปล่ียนสีจากสีส้มเป็นสีเขียวเหลือง (Fischbach, Xander, 
Frohme, & Glökler, 2015) หรือการใช้ malachite green (MG) ซึ่งเป็น pH-sensitive indicator 
ชนิดหนึ่ง เป็นสารท่ีมีประจุบวกจึงสามารถจับกับกรดนิวคลีอิคได้ในบริเวณหมู่ฟอสเฟต 
(phosphate group) การเปล่ียนสีของ MG จะขึ ้นอยู่กับความเปล่ียนแปลงของค่า pH ใน
สารละลาย (pH < 2: เหลือง, pH 3-9: ฟ้า-เขียว, pH > 10: ไม่มีสี) โดยเม่ือเกิดปฏิกิริยาการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมสารละลายปฏิกิริยาจะมีสีฟ้าหรือสีเขียวอ่อนและหากไม่เกิดปฏิกิริยา
สารละลายจะไมมี่สี (Zhang et al., 2019)   
 

 
 

ภาพประกอบ 23 การตรวจสอบความไวของปฏิกิรยิา CPA โดยใช ้malachite green (MG) 
ส  าหรบัเชือ้ Klebsiella pneumoniaโดยหลอดทดลองท่ีเกิดปฏิกิริยาจะมีสีฟ้าและหลอดท่ีไม่

เกิดปฏิกิริยาจะไมมี่สีท่ีมา: Wang, Y., Sun, L., Li, J. Q., Wang, Z. M., Jiao, W. W., Xiao, J., ... 
& Shen, A.D. (2019). Detection of nucleic acids and prevention of carryover 
contamination using cross-priming amplification combined with nanoparticles-based 
biosensor and antarctic thermal sensitive uracil-DNA-glycosylase. Journal of biomedical 
nanotechnology, 15(5), 878-892. 
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13. Hydroxynaphthol blue (HNB) 

Hydroxynaphthol blue (HNB) เป็นตวับ่งชีโ้ลหะไอออน (metal ion indicator) ส าหรบั
ใชเ้ป็น colorimetric reagent เพ่ือตรวจสอบไอออนของโลหะประเภทแอลคาไลนเ์อิรท์ (alkaline 
earth metal ions) เช่น แมกนีเซียม (magnesium: Mg) แคลเซียม (calcium: Ca) เป็นต้น โดย
อาศัยเทคนิคการไทเทรตส าหรับปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อน (complexometric titration) 
เน่ืองจากประจุลบของกรดซัลโฟนิกของสาร HNB สามารถจับกับประจุบวกของแมกนีเซียมใน
สารละลายได ้(ภาพประกอบ 24) ดงันัน้จึงไดมี้การน ามาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบดว้ยเทคนิค
ทางชีววิทยาโมเลกุล โดยเม่ือเติมลงในสารละลายก่อนการท าปฏิกิริยาจะใหสี้ม่วง การเปล่ียนสี
ของ HNB ขึน้กบัปริมาณของไอออนแมกนีเซียมอิสระ (Mg2+) ในสารละลายปฏิกิริยา โดยระหว่าง
การท าปฏิกิริยาเพ่ือเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจะเกิด magnesium pyrophosphate ซึ่งท าให้
ความเขม้ขน้ของ Mg2+ ในสารละลายปฏิกิริยาลดลง สีของ HNB จะเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีน า้เงิน
หรือฟ้า ซึ่งสังเกตเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าและสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงไดดี้ท่ี 650 นาโนเมตร 
(ภาพประกอบ 25) (Goto, Honda, Ogura, Nomoto, & Hanaki, 2009) การตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาด้วย HNB นั้นมีข้อดีคือ ราคาถูก ไม่เป็นอัตรายต่อผู้ปฏิบัติงาน มีความไวในการ
ตรวจสอบใกลเ้คียงกบั SYBR Green  

 

 

 
ภาพประกอบ 24 ภาพแสดงประจลุบท่ีเกิดจากหมูซ่ลัโฟนิกของ hydroxynaphthol blue (HNB) 

ท่ี ม า : https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/structure2/175 
/mfcd000-36393.eps/_jcr_content/renditions/mfcd00036393-medium.png 
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ภาพประกอบ 25 การตรวจสอบความไวของปฏิกิรยิา LAMP รว่มกบัการใช ้HNBส าหรบัตรวจสอบ 

lampda (λ) DNA โดยสงัเกตการณเ์ปล่ียนแปลงจากสีม่วงไปเป็นสีน า้เงินหรือสีฟ้า 

ท่ี ม า : Goto, M., Honda, E., Ogura, A., Nomoto, A., & Hanaki, K. I. (2009). 
Colorimetric detection of loop-mediated isothermal amplification reaction by using 
hydroxy naphthol blue. Biotechniques, 46(3), 167-172. 

14. Lateral flow dipstick (LFD) 

เทคนิค lateral flow dipstick (LFD) เป็นการตรวจสอบโดยพิจารณาผลจากแถบสีท่ีมี
การประยุกตใ์ชก้ันอย่างแพร่หลายในการตรวจสอบสารหรือองคป์ระกอบต่าง เช่น ฮอรโ์มนเปป
ไทด ์จลุินทรีย ์สารพิษ เป็นตน้ โดยอาศยัระบบ chromatography บนแผน่กระดาษไนโตรเซลลโูลส 
ร่วมกับปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ส าหรบัการประยุกตใ์ชเ้ทคนิคในการผลิตชุด
ตรวจสอบท่ีประสบผลส าเร็จเป็นครั้งแรก คือ ชุดทดสอบการตั้งครรภ์เพ่ือตรวจหา human 
chorionic gonadotropin (hCG) ของมนุษ ย์ใน ปัสสาวะใน ปี  พ .ศ . 2519 และ มี การผลิ ต
ออกจ าหน่ายครั้งแรกโดย Unilever ในประเทศสหราชอาณาจักร  ในปี  พ .ศ . 2527 ทั้ง นี ้
วตัถปุระสงคใ์นการพฒันาเทคนิคดงักล่าวก็เพ่ือพฒันาวิธีการตรวจสอบท่ีมีความสะดวก ง่ายต่อ
การน าไปใชแ้ละไม่จ  าเป็นท่ีจะตอ้งใชอุ้ปกรณพ์ิเศษหรือผูท่ี้มีความเช่ียวชาญในการตรวจสอบผล 
ให้ผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว อ่านผลได้ดว้ยตนเอง (ปรินทร ์ชัยวิสุทธางกูร, ศิวาพร ลงยันต์, 
ประดษิฐ์ หวงัมาน, & สิทธิกรกลุ, 2560) 

ส าหรบัการตรวจสอบสารพันธุกรรมดว้ยเทคนิค lateral flow dipstick (LFD) จ  าเป็นท่ี
จะตอ้งมีการออกแบบไพรเมอรท่ี์ติดฉลากดว้ย biotin และโพรบท่ีถูกติดฉลากดว้ย fluorescein 
isothiocyanate (FITC) หรือ dioxygenin (DIG) อย่างใดอย่างหนึ่ง โดยภายหลงัเสร็จสิน้ปฏิกิริยา
จะมีการเติมโพรบลงไปเพ่ือใหเ้กิดปฏิกิริยาไฮบริไดซร์ะหว่างผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีถูกติดฉลาก
ดว้ย biotin และโพรบท่ีติดฉลากดว้ย FITC หรือ DIG หลังจากนั้นจึงหยดสารละลายท่ีตอ้งการ
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ทดสอบลงบน sample pad ของ LFD จากนัน้ตวัอย่างจะแพรเ่ขา้สู่ส่วนของ conjugate pad ท่ีจะ
มีแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกับ FITC ท่ีติดฉลากกับอนุภาคนาโนทองค า (anti-FITC antibody 
conjugate with colloidal gold nanoparticle) เกิด เป็น  triple complex ซึ่ งจะเค ล่ือน ท่ี ไปยัง
บริเวณแถบทดสอบ (test line) และถูกจับด้วยแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ biotin หรือ 
streptavidin และเกิดการรวมกนัจนเกิดเป็นสีแดง ส่วนโพรบท่ีไม่เขา้จบักับผลผลิตของปฏิกิริยาท่ี
เหลือจะจับอยู่กับ anti-FITC antibody ท่ีติดฉลากกับอนุภาคนาโนทองค า เกิดเป็น double 
complex และจะถกูจบัดว้ยแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่ออิมมโูนโกลบลูิน (anti-Ig antibody) เกิดเป็นสี
แดงบริเวณแถบควบคมุ (control line) โดยถา้ไม่มีตวัอย่างจะเกิดแถบสีเฉพาะบริเวณแถบควบคมุ
เทา่นัน้ เพ่ือเป็นการยืนยนัวา่ระบบเป็นปกติ 
 

 
 

ภาพประกอบ 26 ภาพแสดงสว่นประกอบของ lateral flow dipstick (LFD) 

ท่ีมา: https://www.dcndx.com/lateral-flow-rapid-diagnostic-test/ 
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ภาพประกอบ 27  ภาพแสดงโครงสรา้งการเกิดไฮบรไิดซร์ะหวา่งผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีถกูติดฉลาก
ดว้ย biotin และโพรบท่ีติดฉลากดว้ย FITC ถกูจบัดว้ย avidin หรือ DIG ท่ีถกูจบัดว้ยแอนตบิอดีท่ี

จ  าเพาะตอ่ DIG ท่ีถกูตรงึอยู่บริเวณแถบทดสอบ (test line) 

ท่ีมา: บรษิัท Milenia Biotec Gmbh. (Germany) 

Avidin 
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ภาพประกอบ 28  ผลจากการวิเคราะหผ์ลผลิตของปฏิกิริยาดว้ย lateral flow dipstick (LFD) 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก https://www.dcndx.com/lateral-flow-rapid-diagnostic-test/ 



  

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. อุปกรณแ์ละสารเคมี 

1.1 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 
1. เครื่อง electrophoresis apparatus และอปุกรณ ์(Bio-Rad, USA) 
2. เครื่อง NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) 
3. เครื่อง thermal cycler (Eppendorf, Germany) 
4. เครื่องป่ันตกตะกอนตวัอยา่งความเรว็สงู (Microcentrifuge) (Scilogex, USA) 
5. เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) (FINEPCR, Korea) 
6. ตูบ้ม่เชือ้แบบเขยา่ควบคมุอณุหภมูิ (Shaker incubator) (Gibthai, Thailand) 

1.2 เคมีภัณฑ ์
1. ชดุ LFD strip test (Milenia® Genuine HybriDetect 2T, Germany) 
2. ชดุ NucleoSpin® plasmid EasyPure kit (Macherey-nagel, Germany) 
3. ชดุ NucleoSpin® virus kit (Macherey-nagel, Germany) 
4. ชดุ QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) 
5. ยาปฏิชีวนะ ampicillin (Sigma-Aldrich, USA) 
6. สี hydroxynaphthol blue (Sigma-Aldrich, Germany) 
7. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง tryptic soy agar (TSA) (Difco, USA) 
8. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว tryptic soy broth (TSB) (Difco, USA) 
9. เอนไซม ์Bst 2.0 WarmStart® DNA Polymerase (New England Biolab, UK) 
10. เอนไซม ์Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) 
11. เอนไซม ์uracil-DNA glycosylase (UDG) (New England Biolab, UK) 
12. เอนไซมต์ดัจ าเพาะ Xhol (New England Biolab, UK) 

 

2. แบคทเีรีย พลาสมิดและไวรัสทีใ่ช้ในการทดลอง 

แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) สายพนัธุ ์BL21 (DE3) ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1-
MCP-SDDV ซึ่งมียีนแคปซิดโปรตีนของเชือ้ SDDV  

แบคทีเรียและไวรสัชนิดอ่ืนๆ ส าหรบัใชใ้นการตรวจสอบความจ าเพาะแสดงดงัตาราง 3 
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ตาราง 3 แสดงรายช่ือแบคทีเรียและไวรสัท่ีก่อโรคในปลาท่ีใชใ้นการทดลอง  
 

แบคทเีรีย ชื่อย่อ รหัส แหล่งทีม่า แยกได้จาก 
Aeromonas caviae AC 22106 DMST Stool 
Aeromonas hydrophila AH 04082 AAHRI unknown 
Escherichia coli EC 25922 ATCC unknown 
Flavobacterium columnare FC 1301 CPF L. calcarifer 
Plesiomonas shigelloides PS 22107 DMST Rectal swab 
Streptococcus agalactiae SA N/A CENTEX O. niloticus 
Streptococcus iniae SI N/A CENTEX L. calcarifer 
Vibrio alginolyticus VA 24047 DMST Stool 
Vibrio cholerae VC 22117 DMST Stool 
Vibrio harveyi VH N/A Dong et al. 2017 L. calcarifer 
Vibrio parahaemolyticus VP N/A DMSC unknown 
Vibrio vulnificus VV N/A DMSC unknown 
Lates calcarifer herpes virus  LCHV 

N/A 
Meemetta et al. 

2020. 
L. calcarifer 

infectious spleen and kidney 
necrosis virus  

ISKNV N/A Laboratory 
sample 

L. calcarifer 

red-spotted grouper nervous 
necrosis virus 

RGNNV N/A CENTEX 
Epinephelus 
spp. 

 

AHRI = Aquatic Animal Health Research Institute, Department of Fisheries of Thailand 
ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA. 
CENTEX = Centex Shrimp, Faculty of Science, Mahidol University. 
CPF = Charoen Pokphand Foods Public Co. Ltd. 
DMSC = Department of Microbiology, Faculty of Science, Chulalongkorn University 
DMST = Department of Medical Science, Ministry of Public Health Thailand  
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ท าการเพาะเลีย้งแบคทีเรียชนิดตา่ง ๆ จากตาราง 3 ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง tryptic soy 
agar (TSA) (Difco, USA) จากนัน้น าจานเพาะเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบ้ม่เชือ้
ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Gibthai, Thailand) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือโคโลนีของแบคทีเรีย
ปรากฏขึน้ ท าการเลือกโคโลนีเด่ียวมาเพาะเลีย้งต่อในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว tryptic soy broth 
(TSB) (Difco, USA) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในตูบ้่มเชือ้แบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง เม่ือครบเวลา ใช้ปิเปตขนาด 1 
มิลลิลิตร ดดูเชือ้แบคทีเรียตัง้ตน้ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวปริมาตร 50  
มิลลิลิตร และน าไปเพาะเลีย้งตอ่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีความเรว็ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ภายหลังครบระยะเวลาท่ีก าหนด น าแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ท่ีไดไ้ปสกัดสารพันธุกรรม
ดว้ยชดุ QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) ตามขัน้ตอนท่ีระบไุวใ้นคูมื่อ 
และต รวจสอบความ เข้ม ข้น ของส ารพั น ธุ ก รรม ท่ี สกัด ด้วย เค รื่ อ ง  NanoDrop™ Lite 
Spectrophotometer (Thermo Scientific™) จากนั้นน าไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
เพ่ือใชส้  าหรบัการตรวจสอบความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีการท่ีพฒันาขึน้ตอ่ไป 

 

3. สัตวท์ีใ่ช้ในการทดลอง 

ปล ากะพ งขา ว  (L. calcarifer) ท่ี ติ ด เชื ้อ  SDDV ได้ รับ ค วาม อนุ เค รา ะห์ จ าก  
ดร.แสงจนัทร ์เสนาปิน หน่วยวิจยัเพ่ือความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพกุง้ (center of excellence 
for shrimp molecular biology and biotechnology: CENTEX Shrimp) มหาวิทยาลยัมหิดล 

ปลากะพงขาว (L. calcarifer) ท่ีถกูท าใหต้ิดเชือ้จาก หอ้งปฏิบตัิการวิจยัศนูยค์วามเป็น
เลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพสัตว์ พืช และปรสิต (center of excellence in animal plant and 
parasite biotechnology: COE Biotech) มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ 

 

4. วิธีด าเนินการทดลอง 

4.1 การตรวจสอบการติดเชื้อ SDDV ในปลากะพงด้วยวิธี polymerase chain 
reaction (PCR) 

4.1.1 การสกัด DNA ของไวรัสในปลาตัวอย่าง 
น าเนือ้เย่ือปลาตวัอย่างท่ีแสดงอาการคลา้ยคลงึกบัการติดเชือ้ SDDV มาเตมิ

ดว้ย lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM EDTA (pH 8.0), 3% sodium dodecyl 
sulfate, 1% β-mercaptoethanol) ในอตัราส่วน 1:1 (น า้หนกัตอ่ปรมิาตร) และบดดว้ยแทง่บด
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ตวัอยา่ง หลงัจากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 3500 x g นาน 10 นาที ดดูสารละลายส่วนใสดา้นบน
ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร น าไปสกดัสารพนัธุกรรมของไวรสัดว้ยชดุ NucleoSpin® virus kit 
(Macherey-nagel, Germany) ตามขัน้ตอนท่ีระบไุวใ้นคูมื่อ จากนัน้น าไปเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ -70 
องศาเซลเซียส 

4.1.2 การตรวจการตดิเชือ้ SDDV ด้วยวิธี PCR 
การตรวจการติดเชือ้ SDDV ในปลากะพงขาวดว้ยวิธี PCR เริ่มจากการเพิ่ม

จ านวนยีนแคปซิดโปรตีน (major capsid protein: MCP) ของไวรสัจากสารพนัธุกรรมท่ีสกดัได้
จากขอ้ 4.1.1 เป็นตน้แบบ โดยใชเ้อนไซม ์Taq DNA polymerase เริ่มจากผสมสารเคมีตามตาราง 
4 แลว้ใสส่ารเคมีท่ีผสมแลว้ลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร น าเขา้เครื่อง thermal cycler 
(Eppendorf, Germany) ก าหนดอณุหภมูิและระยะเวลาในการท าปฏิกิรยิาเพ่ือเพิ่มจ านวนยีนแค
ปซิดโปรตีนของไวรสั ตามตาราง 5 โดยไพรเมอรท่ี์ใชส้  าหรบัการเพิ่มจ านวนยีนแคปซิดโปรตีนของ 
SDDV ไดร้บัการออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนท่ีแปลรหสัเป็นแคปซิดโปรตีน (MCP หรือ 
ORF 060L) (GenBank accession number KR139659) (Senapin et al., 2019) มีล าดบันิวคลี
โอไทดข์องไพรเมอร ์ดงันี ้ 

 
Forward primer  5’- ATG TCA TCT ATT GCA GGA GC-3’ 

Reverse primer  5’- TTA CAA GAT CGG AAA TCC AA-3’ 

 
ตาราง 4 สว่นผสมของการท า polymerase chain reaction (PCR) 
 

ส่วนผสมของ PCR reaction 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
Final concentration 

DNA ของปลาตวัอยา่ง 2.0 - 
10X reaction buffer (-MgCl2) 2.5 - 
10 mM dNTPs  0.5 200 µM 
50 mM MgCl2   0.75 2.0 mM 
Forward primer (10 pmol/ µL) 0.5 0.2 µM 
Reverse primer (10 pmol/ µL) 0.5 0.2 µM 
Taq DNA polymerase 0.4 2 units 
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ตาราง 4 (ตอ่) 
 

Sterile water 17.85 - 
ปรมิาตรสทุธิ 25 - 

 
ตาราง 5 ขัน้ตอน อณุหภมูิและระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาเพ่ือเพิ่มจ านวนยีนแคปซิดโปรตีนของ 
SDDV ดว้ยวิธี PCR 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา 

ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 2-4 
เป็นจ านวน 35 รอบ 

1. Pre-denaturation 95 2.00 นาที 
2. Denaturation 95 30 วินาที 
3. Annealing 56 30 วินาที 
4. Extension 72 30 วินาที 
5. Final extension 72 5 นาที 

 

จากนัน้น าผลผลิตของปฏิกิรยิามาวิเคราะหข์นาดดว้ยวิธี  agarose gel electrophoresis 
ใช ้1.5% agarose gel ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และส่องดู
ภายใตแ้สง UV พบผลผลิต PCR ท่ีมีขนาด 1,362 คูเ่บส 

 
4.2 การเตรียมรีคอมบิแนนทแ์คปซิดโปรตนีของเชือ้ SDDV 

น าแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ ์BL21 (DE3) ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1-MCP-SDDV 
มาเพาะเลี ้ยงโดยใช้อาหารเลี ้ยงเชื ้อ tryptic soy agar (TSA) (Difco, USA) ท่ีมีส่วนผสมของ 
NaCl2  2.0% และ spread ด้วยยาป ฏิ ชีวนะ ampicillin (Sigma-Aldrich, USA) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร จากนัน้น าไปบ่มในตูบ้่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เลือก
โคโลนีท่ีขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 1 โคโลนีมาเพาะเลีย้งต่อโดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้เหลว tryptic 
soy broth (TSB) (Difco, USA) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีเติมดว้ยยาปฏิชีวนะ ampicillin (Sigma-
Aldrich, USA)ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปเพาะเลีย้งต่อในตูบ้่มเชือ้แบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ท่ีความเรว็ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 



  61 

4.3 การสกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียโดยใช้ชุด NucleoSpin® plasmid EasyPure 
kit (Macherey-nagel, Germany) 

ท าการปิเปตเชือ้แบคทีเรียท่ีเลีย้งไวจ้ากขอ้ 4.2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (TSB+Amp+ 
pGEX-6P-1-MCP-SDDV) ใส่ในหลอดทดลองขนาด 2.0 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 3000 x g 
เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้เทส่วนใสดา้นบนออก เติมบฟัเฟอร ์A1 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เขย่า
ดว้ยเครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) จากนัน้เติมบฟัเฟอร ์A2 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร กลบั
หลอดไปมาประมาณ 5 ครัง้ ตั้งทิ ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 นาที เติมบัฟเฟอร ์A3 ปริมาตร 350 
มิลลิลิตร กลบัหลอดไปมาจนสารละลายเปล่ียนจากสีน า้เงินเป็นไม่มีสี น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 11,000 x 
g เป็นเวลา 3 นาที หลังจากนั้นท าการดูดสารละลายซึ่งมีพลาสมิดอยู่ ใส่ใน NucleoSpin® 
plasmid EasyPure spin column ป่ันเหว่ียงท่ี 3000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายส่วนล่าง
ทิง้ เติมบัฟเฟอร ์AQ ปริมาตร 450 มิลลิลิตร และป่ันเหว่ียงท่ี 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เท
สารละลายส่วนลา่งทิง้และท าการป่ันเหว่ียงซ า้อีกครัง้เพ่ือแยกบฟัเฟอรท่ี์ตกคา้งอยูจ่นคอลมันแ์หง้ 
ยา้ยคอลมันล์งในหลอดทดลองขนาด 2.0 มิลลิลิตรและเติมบฟัเฟอร ์AE ปริมาตร 50 มิลลิลิตรลง
บนเมมเบรนของคอลมัน ์ท าการบม่ท่ีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที น าไปป่ันเหว่ียง
ท่ี 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลายท่ีไดใ้นตูแ้ชท่ี่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

น าพลาสมิดท่ีมีชิน้ส่วนของดีเอ็นเอขนาด 1,362 คู่เบส ไปหาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์
ถูกตอ้งเปรียบเทียบความเหมือนหรือคลา้ยกับดีเอ็นเอของเชือ้ SDDV จากฐานขอ้มูล GenBank 
จาก  National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โป รแกรม  Nucleotide 
BLAST และ blastx 

 
4.4 การออกแบบไพรเมอร์ (primers) และโพรบ (probe) ส าหรับปฏิกิริยา CPA-

LFD 
ท าการออกแบบไพรเมอรท่ี์มีความจ าเพาะต่อยีนแคปซิดโปรตีน (MCP หรือ ORF 

060L) ของ SDDV (GenBank accession number KR139659) ตามกลไกของปฏิกิริยา CPA 
โดยท่ีไพรเมอร ์1s จะถกูเติมดว้ยบริเวณตดัจ าเพาะ (restriction site) ของเอนไซม ์XhoI เพ่ือใชใ้น
การตรวจสอบความถูกตอ้งในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดว้ยเทคนิค CPA ตามรายงานของ 
Xu และคณะ ในปี 2012 (Xu et al., 2012) และทางดา้นปลาย 5’ ของ 3a inner primer ถูกติด
ฉลากด้วย  biotin จากนั้นท าการออกแบบ โพ รบ  โดย โป รแกรม  Primer3 version 4.1.0 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/) และติดฉลากด้วย fluorescein isothiocyanate (FITC) ทางด้าน
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ปลาย 5’ เพ่ื อใช้ในการตรวจสอบผลของปฏิ กิริยา CPA ด้วย  lateral flow dipstick (LFD) 
(ภาพประกอบ 29) (ตาราง 6) 

 
1 CGATGCAGCT GTATAATTAC TGTGAATATT TGGATGAGTT ACATTTTTAA CAGCAAAGAA    

GCTACGTCGA CATATTAATG ACACTTATAA ACCTACTCAA TGTAAAAATT GTCGTTTCTT 

             5a 

61 GAGCTCTTTA ATGGGATGAC TAAATCGCAG ATCAATATGG GGCATCTCAT TTTCCAAGGG 

CTCGAGAAAT TACCCTACTG ATTTAGCGTC TAGTTATACC CCGTAGAGTA AAAGGTTCCC 

            3a 

121 TCTGATAGGA ATTCTAGGTG CCATCTGACA CTGTTCAATA ATCATATCTC TACTGACAAG 

    AGACTATCCT TAAGATCCAC GGTAGACTGT GACAAGTTAT TAGTATAGAG ATGACTGTTC 

              2a 

181 AGACATTGCT TCACGCTCTT CGTTGGTCAG GATAGCATAA GTACCCATAA CACTAACTTC 

    TCTGTAACGA AGTGCGAGAA GCAACCAGTC CTATCGTATT CATGGGTATT GTGATTGAAG 

       

241 AGTCAGAGCG GGTGTCACGT TTTCCATGTC ACTTGTTAAA GGTACAGAAA TTGCATTATC 

    TCAGTCTCGC CCACAGTGCA AAAGGTACAG TGAACAATTT CCATGTCTTT AACGTAATAG 

          1s          4s 

301 ATTAGTGCTT TGAGAAATGA GCAAATCCTT CCAATCTCTC AATTTAAAAT GAATTTTAAT 

    TAATCACGAA ACTCTTTACT CGTTTAGGAA GGTTAGAGAG TTAAATTTTA CTTAAAATTA 

       

361 TTCATTGTAA GGTAGTGCTG CAGTAGGAAG AGCAAGTCCA GTATCACGAG TAAAGAAGAA 

    AAGTAACATT CCATCACGAC GTCATCCTTC TCGTTCAGGT CATAGTGCTC ATTTCTTCTT 

       

 
ภาพประกอบ 29 ภาพแสดงล าดบันิวคลีโอไทดเ์ปา้หมายยีนแคปซิดโปรตีนของเชือ้ SDDV  
(GenBank accession number KR139659) (ขีดเสน้ใต=้บรเิวณท่ีโพรบจบักบัเปา้หมาย) 

 
ตาราง 6 แสดงล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอรแ์ละโพรบท่ีใชใ้นการท า CPA-LFD 
 

Primer 
Length 

in bases 
Sequence (5’-3’) 

1s cross primer 48 
GGT GCC ATC TGA CAC TGT TCA CTC GAG 
GAC ATG GAA AAC GTG ACA CCC 

2a inner primer 20 TTC ACG CTC TTC GTT GGT CA 
3a inner primer 21 Biotin--GGT GCC ATC TGA CAC TGT TCA  
4s displacement primer 28 GCA CTA ATG ATA ATG CAA TTT CTG TAC C 
5a displacement primer 20 ATC GCA GAT CAA TAT GGG GC 
Probe 20 FITC—ACA TTG CTT CAC GCT CTT CG 

Note: Underline = restriction site of XhoI 
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4.5 การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา UCPA 
4.5.1 การทดสอบหาอัตราส่วนทีเ่หมาะสมระหว่าง dUTP และ dTTP ในการ

ท าปฏิกิริยา CPA โดยใช้ uracil-DNA glycosylase (UDG) (UCPA)  
การทดลองหาอตัราสว่นท่ีเหมาะสมระหวา่ง dUTP และ dTTP  ส  าหรบัท า

ปฏิกิรยิา UCPA โดยใชอ้ตัราสว่นความเขม้ขน้ระหวา่ง dTTP และ dUTP (มิลลิโมลารต์อ่มิลลิโม
ลาร)์ ท่ี 25:0, 20:5, 15:10, 10:15, 5:20  และ 0:25 ตามล าดบั ส าหรบัสว่นผสมอ่ืน ๆ ในการท า
ปฏิกิรยิาแสดงดงัตาราง 7 

4.5.2 การทดสอบหาอุณหภูมิและระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
UCPA 

ส าหรบัการตรวจสอบอณุหภมูิในการท าปฏิกิรยิา UCPA ไดมี้การก าหนด
อณุหภมูิอยูท่ี่ 55, 57, 59, 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียส โดยอา้งอิงอณุหภมูิต  ่าสดุท่ีใชใ้นการท า
ปฏิกิรยิาตามการทดลองของ Zhang และคณะในการตรวจสอบเชือ้ Giant salamander 
iridovirus (GSIV) (Zhang et al., 2019) ภายหลงัเม่ือไดอ้ณุหภมูิท่ีเหมาะสมส าหรบัการท า
ปฏิกิรยิาแลว้ จงึมีการทดสอบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาเพ่ือเพิ่มจ านวนยีนแคปซิด
โปรตีนของไวรสั โดยก าหนดใหใ้ชเ้วลาท่ีแตกตา่งกนัเริ่มตัง้แต ่15, 30, 45, 60, 75 และ 90 นาที 
โดยระยะเวลาในการท าปฏิกิรยิาอา้งอิงจากทดลองของ Tanner และคณะ ในการตรวจสอบผล
ของปฏิกิรยิา LAMP ดว้ยเทคนิค colorimetric pH detection (Tanner, Zhang, & Evans Jr, 
2015)  

4.5.3 การทดสอบหาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของสารเคมีทีใ่ช้ส าหรับท า
ปฏิกิริยา UCPA  

ท าการตรวจสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารเคมีท่ีใชส้  าหรบัท าปฏิกิริยา 
ภายหลงัการตรวจสอบอณุหภมูิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิรยิาก่อนหนา้นี ้เชน่ 
Betaine, dNTPs และ MgCl2  โดยก าหนดใหค้วามเขม้ขน้ของ betaine อยูท่ี่ 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 
1.8 และ 2.0 มิลลิโมลาร ์ความเขม้ขน้ของ dNTPs ท่ี 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 และ 2.0 มิลลิโมลาร ์
และความเขม้ขน้ของ MgCl2  ท่ี 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, และ 10.0 มิลลิโมลาร ์

4.5.4 การทดสอบหาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของสี hydroxynaphthol blue 
(HNB) ทีใ่ช้ในการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา UCPA 

ท าการตรวจสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสี hydroxynaphthol blue 
(HNB) เพ่ือใชใ้นการตรวจสอบผลการเกิดปฏิกิริยา UCPA ภายใตก้ารตรวจสอบดว้ยตาเปล่า โดย
อาศยัการเปล่ียนสีของสารละลายภายในหลอดทดลอง โดยก าหนดใหใ้ชค้วามเขม้ขน้ของ HNB 
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อยูท่ี่ 120 และ 150 ไมโครโมลาร ์ตามการทดลองของ (Goto et al., 2009) และการตรวจสอบเชือ้ 
Botrytis cinerea ดว้ยเทคนิค LAMP (Duan, Ge, Zhang, Wang, & Zhou, 2014) 

 
ตาราง 7 สว่นผสมของการท าปฏิกิรยิา UCPA 
 

ส่วนผสมของ UCPA 
ปริมาตร 

)ไมโครลิตร(  
Final concentration 

DNA ของปลาท่ีตดิเชือ้ SDDV (100 ng/µL) 2.0 - 
10X ThermoPol buffer 2.5 - 
1s cross primer (10 pmol/ µL) 2.0 0.8 µM 
2a inner primer (10 pmol/ µL) 2.0 0.6 µM 
3a inner primer (10 pmol/ µL) 2.0 0.6 µM 
4s displacement primer (10 pmol/ µL) 0.5 0.2 µM 
5a displacement primer (10 pmol/ µL) 0.5 0.2 µM 
5M betaine 5.0 1.0 M 
50 mM MgCl2 2.0 4.0 mM 
10 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
และ dUTP) 

2.0 0.8 mM 

Bst DNA polymerase 1.0 8.0 units 
Uracil-DNA glycosylase (UDG) 0.5 2.5 units 
Sterile water 3.0 - 

ปรมิาตรสทุธิ 25 - 

 
น าหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดว้ยสารตา่ง ๆ ตามขอ้ 4.5.1 หรือ 4.5.2 

หรือ 4.5.3 หรือ 4.5.4 เข้าเครื่อง thermal cycler (Eppendorf, Germany) โดยก าหนดให้บ่มท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาทีส าหรบัการท างานของเอนไซม ์UDG จากนัน้บม่ต่อ
ดว้ยอณุหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสม และหยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที  น าผลผลิตของปฏิ กิริยามาตรวจสอบด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis ผ่าน
กระแสไฟฟ้าท่ีความตา่งศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และสอ่งดภูายใตแ้สง UV  
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4.6 การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Xhol 

เพ่ือตรวจสอบความถูกตอ้งในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของปฏิกิริยา UCPA 
โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ โดยการน าสารละลายของปฏิกิริยา UCPA ปริมาณ 8 
ไมโครลิตร บ่มร่วมกับเอนไซมต์ัดจ าเพาะ XhoI (New England Biolabs, UK) ปริมาณ 6 units 
และ 10X CutSmart® Buffer ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้
ท าการตรวจสอบผลดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis 

 
4.7 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบที่ติดฉลากด้วยสารเรือง

แสง FITC ในการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา UCPA ด้วย lateral flow dipstick (LFD) 
น านิวคลีโอไทดโ์พรบท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง FITC ทางดา้นปลาย 5’ ท่ีมีการ

ออกแบบใหจ้  าเพาะต่อผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA มาทดสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ 
โพรบ โดยเลือกความเขม้ขน้ของโพรบท่ีแตกต่างกัน 3 ความเขม้ขน้คือ 100, 10 และ 1 พิโคโมล/
ไมโครลิตร การท าปฏิกิริยา UCPA โดยใช้ส่วนผสมและสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
(ตาราง 7) แต่มีการใช ้3a inner primer ท่ีถกูติดฉลากดว้ย biotin ทางปลายดา้น 5’ แทนไพรเมอร์
ท่ีไม่มีการติดฉลาก จากนัน้น าผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีไดม้าไฮบริไดซก์ับโพรบโดยแบ่งสารละลาย
ภายหลงัการเกิดปฏิกิริยา UCPA มา 8 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร จ านวน 
3 หลอด ท่ีมีความเขม้ขน้ของโพรบแตกต่างกันคือ 100, 10 และ 1 พิโคโมลต่อไมโครลิตร บ่มท่ี
อณุหภูมิ 62 หรือ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที จากนัน้น าผลผลิตท่ีไดแ้ตล่ะหลอดใส่
ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ี มี  LFD buffer (Milenia® Genuine HybriDetect 2T, 
Germany) 150 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กันและน าแผ่น lateral flow dipstick (LFD) ลงไปจุ่มทิง้ไว้
ประมาณ 5-10 นาทีเพ่ือสงัเกตผลการทดลอง 

 
4.8 การทดสอบหาความจ าเพาะในการตรวจสอบเชือ้ SDDV  

การตรวจสอบความจ าเพาะของเทคนิค UCPA-HNB และ UCPA-LFD โดยการใช้
สารพนัธุกรรมของไวรสัและแบคทีเรียก่อโรคในปลา (ตาราง 3) เป็นตน้แบบในการท าปฏิกิรยิา โดย
การปรบัความเขม้ขน้ของสารพนัธุกรรมตัง้ตน้ใหเ้ป็น 100 นาโนกรมั ดว้ย sterile water และใชส้าร
พันธุกรรมท่ีสกัดจากปลาท่ีไม่พบการติดเชือ้และสารพันธุกรรมของปลาติดเชือ้ SDDV เป็นตัว
ควบคมุเชิงลบและตวัควบคมุเชิงบวก ตามล าดบั จากนัน้ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่า
โดยอาศัยการเปล่ียนสีของ HNB เปรียบเทียบกับการตรวจสอบโดยใช้ 1.5% agarose gel 
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electrophoresis ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความตา่งศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และส่องดภูายใต้
แสง UV หรือรว่มกบัการตรวจสอบดว้ย lateral flow dipstick (LFD)  

 
4.9 การเปรียบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ระหว่างเทคนิค UCPA-

HNB, UCPA-LFD และเทคนิค PCR โดยใช้ recombinant plasmid ของ SDDV-MCP 
ท าการวดัความเขม้ขน้ของพลาสมิดท่ีมียีนแคปซิดโปรตีนของ SDDV ท่ีสกดัได ้โดย

ใชเ้ครื่อง NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) จากนัน้ท าการค านวณ
เปล่ียนความเขม้ขน้ของพลาสมิดใหเ้ป็นจ านวนส าเนา (copy number) ของไวรสัตามสูตรของ 
Whelan และคณะ ในปี 2003 (Whelan, Russell, & Whelan, 2003) 

 

Number of copies (molecules) =
X ng × 6.02 × 1023 molecules/mole

(N × 650 g/mol) × 1 × 109ng/g
 

  

โดย X  หมายถึง ปรมิาณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ (ng) 
 N  หมายถึง ความยาวของเสน้ดีเอ็นเอตน้แบบ (bp) 
 650 g/mole หมายถึง น า้หนกัโดยเฉล่ียของ 1 คูเ่บสในดีเอ็นเอ 
 1 × 109 ng/g หมายถึง แฟคเตอรเ์ปล่ียนหนว่ย (conversion factor)  
 

ท าการปรับปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดให้ลดลงครัง้ละ 10 เท่า (ten-fold 
serial dilution) ดว้ย sterile water (105 – 1 ส าเนาต่อไมโครลิตร) เพ่ือใช้ส  าหรบัเป็นตน้แบบใน
การหาจ านวนส าเนาของแคปซิดโปรตีน  SDDV ท่ีน้อยท่ีสุดท่ีวิธี UCPA-HNB และ UCPA-LFD 
สามารถตรวจสอบได ้หลังเสร็จสิน้ปฏิกิริยา ท าการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าโดย
อาศัยการเป ล่ียนสีของ HNB เปรียบ เทียบกับการตรวจสอบโดยใช้ 1.5%  agarose gel 
electrophoresis ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความตา่งศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และส่องดภูายใต้
แสง UV หรือการตรวจสอบดว้ย lateral flow dipstick (LFD)  
 

4.10 การเปรียบเทียบความไวในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ในตัวอย่างของปลาที่
ตดิเชือ้ด้วยเทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD และเทคนิค PCR 

ท าการปรับความเข้มข้นของสารพันธุกรรมตั้งต้นท่ีสกัดจากเนื ้อเย่ือปลาติดเชือ้ 
SDDV ใหมี้ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร และท าใหเ้จือจางลงครัง้ละ 10 เท่า (ten-
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fold serial dilution) ดว้ย sterile water ให้ไดค้วามเขม้ข้นของสารพันธุกรรมตัง้ตน้เท่ากับ 100, 
10, 1, 0.1, 0.01 นาโนกรมั และ 1 พิโคกรมั ตามล าดบั ส าหรบัเป็นสารพนัธุกรรมตน้แบบเพ่ือใชใ้น
การเปรียบเทียบความไวดว้ยเทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD และเทคนิค PCR หลังเสร็จสิน้
ปฏิกิรยิา ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB เปรียบเทียบกบั
การตรวจสอบโดยใช ้1.5% agarose gel electrophoresis ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์80 
โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และส่องดูภายใต้แสง UV หรือร่วมกับการตรวจสอบด้วย lateral flow 
dipstick (LFD)   

 
4.11 การตรวจสอบความถูกต้อง (validation) ในการตรวจสอบเชื้อ SDDV ใน

ตัวอย่างปลาที่ทราบสถานะการติดเชื้อด้วยเทคนิค UCPA-HNB และ UCPA-LFD ที่
พัฒนาขึน้ 

น าสารพนัธุกรรมของปลาท่ีไดร้บัการตรวจสอบสถานะการติดเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค 
semi-nested PCR และ qPCR จากรายงานของ Charoenwai และคณะ ในปี 2019 และรายงาน
ของ Sriisan และคณะ ในปี 2020 เป็นตน้แบบส าหรบัการท าปฏิกิริยา UCPA-HNB และ UCPA-
LFD เพ่ือตรวจสอบความถูกตอ้ง (validation) ของเทคนิคท่ีไดร้บัการพฒันาขึน้ โดยหลงัเสร็จสิน้
ปฏิกิริยาแลว้ ตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB เปรียบเทียบ
กับการตรวจสอบโดยใช้ 1.5% agarose gel electrophoresis ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์
80 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที และส่องดูภายใต้แสง UV หรือการตรวจสอบด้วย  lateral flow 
dipstick (LFD) 

 
4.12 การตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ในตัวอย่างปลาด้วยเทคนิค UCPA-HNB, 

UCPA-LFD 
น าตวัอย่างปลาท่ีไม่ทราบการติดเชือ้จ  านวน 30 ตวัอย่าง จากการทดลองการท าให้

ติดเชือ้ (experimental infection) โดยการฉีดสารละลายท่ีไดจ้ากเนือ้เย่ือของปลากะพงขาวท่ีติด
เชื ้อ SDDV ปริมาณ  0.1 มิลลิลิตร เข้าช่องท้องของปลากะพงขาวขนาดประมาณ  10-15 
เซนติเมตร หลังจากนั้นท าการสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุด NucleoSpin® virus kit (Macherey-
nagel, Germany) ตามขัน้ตอนท่ีระบุไวใ้นคู่มือ จากนัน้น าสารพนัธุกรรมท่ีสกัดไดไ้ปเป็นตน้แบบ
ส าหรบัการท าปฏิกิริยา UCPA-HNB, UCPA-LFD และเทคนิค semi-nested PCR โดยส่วนผสม
ของการท าปฏิกิริยา semi-nested PCR ดังแสดงในตาราง 8 โดยใช้ไพรเมอร ์RB-ATPase-F1 
และ RB-ATPase-R1 และ RB-ATPase-R2  ซึ่งมีล  าดบัเบสดงันี ้ 
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Forward primer: (RB-ATPase-F1) 5'-ATG TCT GTT CCT GTG AAG GAA-3’ 
Reverse primer1: (RB-ATPase-R1) 5'-TTA TTC AAC AAC AGC AAT TGC G-3’ 
Reverse primer2: (RB-ATPase-R2): 5'-ACA AGT TCC AAT GTC TAC CGT-3’ 

 
จากนั้นน าหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร ท่ีผสมสารต่าง ๆ เรียบรอ้ยแลว้ใส่ใน

เครื่อง thermal cycler ก าหนดอณุหภมูิและเวลาส าหรบัการท าปฏิกิริยาตามตาราง 9  
 
ตาราง 8 สว่นผสมของการท าปฏิกิรยิา semi-nested PCR ในขัน้ตอนแรก 
 

ส่วนผสมของ semi-nested PCR 
ปริมาตร 

)ไมโครลิตร(  
Final concentration 

DNA ของปลาท่ีตดิเชือ้ SDDV (100 ng/µL) 2 - 
10X reaction buffer (-MgCl2) 2.5 - 
10 mM dNTPs  0.5 0.2 mM 
50 mM MgCl2   0.75 2.0 mM 
Forward primer (10 pmol/ µL) 0.5 0.2 µM 
Reverse primer1 (10 pmol/ µL) 0.5 0.2 µM 
Platinum™ Taq DNA Polymerase 1 5 units 
Sterile water 17.25 - 

ปรมิาตรสทุธิ 25 - 
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ตาราง 9 ขัน้ตอน อณุหภมูิและระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาเพ่ือเพิ่มจ านวนยีนแคปซิดโปรตีนของ 
SDDV ดว้ยวิธี semi-nested PCR 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา 

ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 2-4 
เป็นจ านวน 30 รอบ 

1. Pre-denaturation 94 5 นาที 
2. Denaturation 94 30 วินาที 
3. Annealing 60 30 วินาที 
4. Extension 72 30 วินาที 
5. Final extension 72 5 นาที 

 
หลงัเสร็จสิน้การท าปฏิกิริยาในขัน้ตอนแรก น าผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีไดไ้ปเป็นตน้แบบ

ส าหรบัการท าปฏิกิริยา semi-nested PCR ในขั้นตอนสุดท้าย โดยผสมสารเคมีส าหรบัการท า
ปฏิกิรยิาตามตาราง 10 จากนัน้ก าหนดอณุหภมูิและเวลาส าหรบัการท าปฏิกิรยิาตามตาราง 11 

 
ตาราง 10 สว่นผสมของการท าปฏิกิรยิา semi-nested PCR ในขัน้ตอนสดุทา้ย 
 

ส่วนผสมของ semi-nested PCR 
ปริมาตร 

)ไมโครลิตร(  
Final concentration 

ผลผลิตของปฏิกิรยิา semi-nested PCR ใน
ขัน้ตอนแรก 

5 
- 

10X reaction buffer (-MgCl2) 2 - 
10 mM dNTPs  0.4 0.2 mM 
Forward primer (10 pmol/ µL) 0.4 0.2 µM 
Reverse primer2 (10 pmol/ µL) 0.4 0.2 µM 
Platinum™ Taq DNA Polymerase (5 U/µl) 0.2 1 units 
Sterile water 11.6 - 

ปรมิาตรสทุธิ 20 - 
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ตาราง 11  ขัน้ตอน อณุหภมูิและระยะเวลาในการท าปฏิกิรยิาเพ่ือเพิ่มจ านวนยีนแคปซิดโปรตีน
ของ SDDV ดว้ยวิธี semi-nested PCR ในขัน้ตอนสดุทา้ย 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา 

ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 2-4 
เป็นจ านวน 30 รอบ 

1. Pre-denaturation 94 5 นาที 
2. Denaturation 94 30 วินาที 
3. Annealing 67 30 วินาที 
4. Extension 72 30 วินาที 
5. Final extension 72 5 นาที 

 
หลังเสร็จสิน้ปฏิกิริยาท าการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา semi-nested PCR ดว้ย 1.0% 

agarose gel electrophoresis ผา่นกระแสไฟฟ้าท่ีความตา่งศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และ
ส่องดูภายใตแ้สง UV และท าการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา UCPA ดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการ
เปล่ียนสีของ HNB เปรียบเทียบกับการตรวจสอบโดยใช้ 1.5% agarose gel electrophoresis 
ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และส่องดภูายใตแ้สง UV รว่มกับ
การตรวจสอบดว้ย lateral flow dipstick (LFD) 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 

1. การตรวจการตดิเชือ้ SDDV ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

จากการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ในตวัอย่างปลากะพงขาวและพลาสมิดดีเอ็นเอท่ี
ประกอบดว้ยยีนแคปซิดโปรตีน (major capsid protein: MCP) ของเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค PCR 
โดยใชไ้พรเมอรท่ี์จ  าเพาะต่อยีน MCP ของเชือ้ จากรายงานของ Senapin และคณะ ในปี 2019 
พบว่ามีการปรากฏของแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นผลผลิตของปฏิกิริยาเป้าหมายท่ีมีขนาด 1,362 คู่เบส 
เม่ือท าการวิเคราะหด์ว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis (ภาพประกอบ 30)  

เม่ือน าพลาสมิดท่ีมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอของเชือ้ SDDV ไปหาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ถูกตอ้ง
เปรียบเทียบความเหมือนหรือความคลา้ยกับดีเอ็นเอของเชือ้ SDDV จากฐานขอ้มูล GenBank 
โดยใช้โปรแกรม Nucleotide BLAST และวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทดท่ี์สามารถแปลรหัสให้ 
แคปซิดโปรตีนของเชือ้ SDDV เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูโปรตีนดว้ยโปรแกรม blastx พบวา่ล าดบั
นิวคลีโอไทดแ์ละล าดบักรดอะมิโนในพลาสมิดมีความคลา้ยกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ (ภาพประกอบ 
31) และล าดับกรดอะมิโน (ภาพประกอบ 32) ของยีนแคปซิดโปรตีนของเชือ้ SDDV ท่ีมีอยู่ใน
ฐานขอ้มลู GenBank (100% identities)  
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ภาพประกอบ 30 ผลการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ในตวัอยา่งปลากะพงขาวและพลาสมิด 
ดีเอ็นเอท่ีประกอบดว้ยยีน MCP ของเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค PCR; Lane M: 1 kb plus DNA 

marker, Lane 1: พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีประกอบดว้ยยีน MCP ของเชือ้ SDDV, Lane 2: สาร
พนัธุกรรมท่ีสกดัจากเนือ้เย่ือของปลากะพงขาวท่ีติดเชือ้ SDDV จาก CENTEX Shrimp, Lane 3: 
สารพนัธุกรรมท่ีสกดัจากเนือ้เย่ือของปลากะพงขาวท่ีไมท่ราบสถานะการตดิเชือ้ และ Lane N: No 

template control (negative control)  
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ภาพประกอบ 31 ภาพแสดงล าดบันิวคลีโอไทดข์องเชือ้ SDDV เปรียบเทียบกบัขอ้มลูจาก
ฐานขอ้มลู GenBank โดยใชโ้ปรแกรม Nucleotide BLAST พบว่าล าดบันิวคลีโอไทดข์องเชือ้ 
SDDV มีความคลา้ยกบั major capsid protein (MCP) ของเชือ้ SDDV (100% identities)   
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ภาพประกอบ 32 ภาพแสดงล าดบักรดอะมิโนของเชือ้ SDDV เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูโปรตีนใน 
GenBank ดว้ยโปรแกรม blastx พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องเชือ้ SDDV ท่ีถกูแปลรหสัเป็นล าดบั

กรดอะมิโนมีความคลา้ยกบัเชือ้ SDDV (100% identities)    
 

2. การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา UCPA 

2.1 การทดสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่าง dUTP และ dTTP ในการท า
ปฏิกิริยา CPA โดยใช้ uracil DNA glycosylase (UDG) (UCPA) 

ผลการทดลองหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่าง dUTP และ dTTP ส าหรบัการท า
ปฏิกิริยา CPA โดยใช้อัตราส่วนความเขม้ขน้ระหว่าง dTTP และ dUTP (มิลลิโมลารต์่อมิลลิโม
ลาร)์ โดยไม่เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้รวมของ dNTPs ท่ี 25:0, 20:5,15 :10, 10:15, 5:20 และ 
0:25 ตามล าดบั และใชอุ้ณหภูมิในการท าปฏิกิริยาท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 นาที 
จากผลการทดลอง พบแถบดีเอ็นเอซึ่งเป็นผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ท่ีมีลกัษณะคลา้ยขัน้บนัได
(ladder-like pattern) เม่ืออัตราส่วนระหว่าง dUTP และ dTTP อยู่ท่ี 25:0 และ 20:5 โดยมีความ
เข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์ uracil-DNA glycosylase (UDG) เท่ากับ 2.5 units เม่ือท าการ
วิเคราะหผ์ลของปฏิกิรยิาดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis (ภาพประกอบ 33) 
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ภาพประกอบ 33  การตรวจสอบอตัราสว่นท่ีเหมาะสมระหวา่ง dUTP และ dTTP ส าหรบัการท า
ปฏิกิรยิา CPA ; Lane M: 1 kb plus DNA marker, Lane 1-6 อตัราสว่นความเขม้ขน้ระหวา่ง 

dTTP และ dUTP (mM:mM) ท่ี 25:0, 20:5,15 :10, 10:15, 5:20 และ 0:25 ตามล าดบั; Lane N: 
สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการตดิเชือ้ SDDV (negative control); dUTP: deoxyuridine 

triphosphate; dTTP: deoxythymidine triphosphate 
 

2.2 การทดสอบหาอุณหภูมิและระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา UCPA 
การตรวจสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา UCPA โดยใชอุ้ณหภูมิในการ

ท าปฏิกิริยาท่ีก าหนด คือ 55, 57, 59, 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที พบว่า
ปฏิกิริยา UCPA สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของไวรสัไดต้ัง้แต่ท่ีอุณหภูมิ 57-65 องศา
เซลเซียส เม่ือตรวจสอบดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis โดยพบว่าท่ีอณุหภูมิ 61 องศา
เซลเซียส แถบผลผลิตของปฏิกิริยามีความชัดเจนมากกว่าเม่ือเทียบกับอุณหภูมิ อ่ืน ดังนั้นจึง
สรุปว่าอุณหภูมิ ท่ี เหมาะสมในการท าปฏิ กิริยา UCPA อยู่ ท่ีอุณหภูมิ  61 องศาเซลเซียส 
(ภาพประกอบ 34) ส  าหรบัการตรวจสอบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา โดยก าหนด
ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกัน ตัง้แต่ 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 นาที ท่ีอุณหภูมิ
องศาเซลเซียส จากผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยา UCPA สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้
ตั้งแต่ระยะเวลา 30-90 นาที  เม่ือตรวจสอบด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis และท่ี
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ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 60 นาที พบว่าแถบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA มีความเขม้และ
ความชัดเจนมากกว่าระยะเวลา 30 และ 45 นาที (ภาพประกอบ 35) ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือก
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา UCPA อยูท่ี่ 60 นาที  

 

 
 

ภาพประกอบ 34 ผลการตรวจสอบอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา UCPA โดยใชอ้ณุหภมูิ
ท่ีแตกตา่งกนั เป็นเวลา 60 นาที เม่ือท าการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาดว้ย 1.5% agarose gel 
electrophoresis; Lane M: 1 kb plus DNA marker, Lane 1-6: อณุหภมูิท่ีใชใ้นการตรวจสอบ
อณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ี 55, 57, 59, 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล าดบั; Lane N: สาร
พนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV (negative control) พบวา่อณุหภมูิท่ี 61 องศา

เซลเซียส (*) เป็นอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา 
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ภาพประกอบ 35 ผลการตรวจสอบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา UCPA โดยใช้
ระยะเวลาท่ีแตกตา่งกนั ท่ีอณุหภมูิ 61 องศาเซลเซียส; เม่ือท าการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาดว้ย 
1.5% agarose gel electrophoresis; Lane M: 1 kb plus DNA marker, Lane 1-6: ระยะเวลาท่ี
เหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา ไดแ้ก่ 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 นาที ตามล าดบั; Lane N: สาร
พนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV (negative control) พบวา่ระยะเวลา 60 นาที (*) 

เป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิรยิา 
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2.3 การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Xhol 

ภายหลังการตรวจสอบผลของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดว้ยปฏิกิริยา UCPA 
พบว่า ผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA สามารถถูกตดัไดด้ว้ยเอนไซม ์Xhol และผลผลิตของปฏิกิริยา 
UCPA ท่ีถูกตัดมีขนาดประมาณ 125, 100 และ 50 คู่เบส  ดังนั้น ผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Xhol จึงแสดงใหเ้ห็นความถูกตอ้งของปฏิกิริยา UCPA ส าหรบัการตรวจสอบการติดเชือ้ 
SDDV (ภาพประกอบ 36) 

 

 
 

ภาพประกอบ 36 ผลการตรวจสอบความถกูตอ้งในการเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรมของเชือ้ SDDV 
ดว้ยปฏิกิรยิา UCPA ดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Xhol; Lane M: 1 kb plus DNA marker, 

Lane 1: ผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ท่ีไมไ่ดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Xhol, Lane 2: ผลผลิต
ของปฏิกิรยิา UCPA ท่ีถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Xhol ท่ีมีขนาดประมาณ 125, 100 และ 50 คู่

เบส 
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2.4 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารเคมีที่ใช้ส าหรับท าปฏิกิริยา 
UCPA 

การตรวจสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารเคมีท่ีใชส้  าหรบัท าปฏิกิรยิา UCPA 
ประกอบดว้ย dNTPs, MgCl2 และ Betaine พบว่า ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ dNTPs, MgCl2 
และ Betaine อยูท่ี่ 1.0, 4.0 และ 1.2 มิลลิโมลาร ์ตามล าดบั (ภาพประกอบ 37)  

 

 

 

ภาพประกอบ 37 ผลการตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารเคมีท่ีใชส้  าหรบัท าปฏิกิรยิา 
UCPA ดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis; (A) การตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ 
dNTPs; Lane 1-6: ความเขม้ขน้ของ dNTPs ท่ีแตกตา่งกนั คือ 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, และ 2.0 
มิลลิโมลาร ์ตามล าดบั, (B) การตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ MgCl2; Lane 1-5: ความ
เขม้ขน้ของ MgCl2 ท่ีแตกตา่งกนั คือ 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, และ 10.0 มิลลิโมลาร ์ตามล าดบั, (C) 
การตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Betaine; Lane 1-6: ความเขม้ขน้ของ Betaine ท่ี
แตกตา่งกนั คือ 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, และ 2.0 มิลลิโมลาร ์ตามล าดบั; Lane M: 1 kb plus 

DNA marker, (*) = ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ dNTPs, MgCl2 และ Betaine ในการท า
ปฏิกิรยิา UCPA 

 
 

* * * 
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2.5 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสี hydroxynaphthol blue (HNB) 
ทีใ่ช้ในการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา UCPA 

ภายหลงัจากการตรวจสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารเคมี ระยะเวลา และ
อณุหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา ผูว้ิจยัไดท้  าการตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสี 
HNB เพ่ือใชใ้นการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิา UCPA โดยเตมิสีท่ีมีความเขม้ขน้สดุทา้ยท่ี 120 และ 
150 ไมโครโมลาร ์ลงในสารละลายปฏิกิริยา ก่อนท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 60 นาที จากผลการทดลองพบว่า สีของสารละลายปฏิกิริยา UCPA เกิดการ
เปล่ียนแปลงจากสีม่วง (negative control) เป็นสีน า้เงิน (positive control) เม่ือสี HNB มีความ
เขม้ขน้สดุทา้ยอยู่ท่ี 120 และ 150 ไมโครโมลาร ์อย่างไรก็ตามพบวา่ ท่ีความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 
150 ไมโครโมลาร ์สามารถสังเกตเห็นการเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย UCPA ไดช้ดัเจนกว่าสี 
HNB ท่ีมีความเขม้ขน้สดุทา้ยอยูท่ี่ 120 ไมโครโมลาร ์(ภาพประกอบ 38) 

 

 
 

ภาพประกอบ 38 ผลการตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสี hydroxynaphthol blue (HNB) 
เพ่ือใชใ้นการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิา UCPA  

 
จากนัน้ท าการตรวจสอบอณุหภมูิและระยะเวลาในการท าปฏิกิรยิาท่ีเหมาะสมในการ

ตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาโดยสงัเกตการเปล่ียนสีของ HNB ในสารละลาย โดยท าการเติมสี HNB 
ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 150 ไมโครโมลารล์งไปในสารละลายปฏิกิริยา UCPA และท าการบ่มท่ี
อณุหภูมิในการท าปฏิกิริยาท่ีก าหนด คือ 55, 57, 59, 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
นาที และ จากผลการทดลองพบว่า สีของสารละลายปฏิกิริยา UCPA เกิดการเปล่ียนแปลงจากสี
มว่ง (negative control) เป็นสีน า้เงิน (positive control) ไดท่ี้อณุหภูมิตัง้แต ่57-65 องศาเซลเซียส 
(ภาพประกอบ 39A) ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจสอบด้วย 1.5 %agarose gel electrophoresis 
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(ภาพประกอบ 34) อย่างไรก็ตาม ผูว้ิจยัไดเ้ลือกอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาท่ี 61 องศา
เซลเซียส 

จากนัน้ท าการตรวจสอบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาดว้ย
การเปล่ียนสีของ HNB โดยก าหนดระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกัน ตัง้แต่ 15, 30, 45, 
60, 75 และ 90 นาที ท่ีอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส จากผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยา UCPA 
สามารถสงัเกตเห็นการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลาย พบว่าสีของสารละลายเริ่มมีการเปล่ียน
สีเล็กนอ้ยท่ีระยะเวลา 30 นาที และมีการเปล่ียนสีท่ีชดัเจนขึน้เม่ือมีระยะเวลาในการท าปฏิกิรยิาท่ี 
45-90 นาที เม่ือเปรียบเทียบกับตัวควบคุมเชิงลบ (negative control) (ภาพประกอบ 39B) ซึ่ง
สอดคลอ้งกับการตรวจสอบดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis (ภาพประกอบ 35) ดงันัน้
ผูว้ิจยัจึงเลือกระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาท่ี 60 นาที โดยพิจารณาจากความเขม้ของแถบผลผลิต
ของปฏิกิรยิา UCPA และการเปล่ียนสีของสารละลาย 

 

 

 
 
ภาพประกอบ 39 ผลการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาดว้ยตาเปลา่โดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB 
ในสารละลายปฏิกิรยิา UCPA; (A) การเปล่ียนสีของ HNB เม่ือใชอ้ณุหภมูิในการท าปฏิกิรยิาท่ี
แตกตา่งกนั ตัง้แต ่55-65 องศาเซลเซียส (B) การเปล่ียนสีของ HNB เม่ือใชร้ะยะเวลาในการท า

ปฏิกิรยิาท่ีแตกตา่งกนั ตัง้แต ่15-90 นาที ตามล าดบั; N: สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการตดิเชือ้ 
SDDV (negative control) 
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2.6 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบที่ติดฉลากด้วยสารเรือง
แสง FITC ในการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา UCPA ด้วย lateral flow dipstick (LFD) 

ผลการตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของนิวคลีโอไทดโ์พรบท่ีติดฉลากดว้ยสาร
เรืองแสง FITC ทางดา้นปลาย 5 ส  าหรบัตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ดว้ย lateral flow 
dipstick (LFD) โดยก าหนดความเขม้ขน้ของโพรบท่ีแตกตา่งกนั 3 ความเขม้ขน้คือ 100, 10 และ 1 
พิโคโมลตอ่ไมโครลิตร พบว่า เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของโพรบตามท่ีก าหนด ท าการบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส แถบสีบริเวณ test line ของ LFD มีความเขม้และความชดัเจนนอ้ยกว่าท่ีอณุหภูมิ 
62 องศาเซลเซียส (ไม่แสดงรูปภาพ) เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทดโ์พรบเดียวกัน ดังนั้น 
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม คือ 1 พิโคโมลต่อไมโครลิตร เม่ือท าการบ่มร่วมกับผลผลิตของปฏิกิริยา 
UCPA ท่ีตดิฉลากดว้ย biotin ท่ีอณุหภมูิ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (ภาพประกอบ 40) 

 

 

 

ภาพประกอบ 40 ผลการตรวจสอบความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทดโ์พรบ เพ่ือตรวจสอบผลผลิตของ
ปฏิกิรยิา UCPA ดว้ย LFD; โดยใชค้วามเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทดโ์พรบท่ีแตกตา่งกนั คือ (1) ความ
เขม้ขน้ท่ี 100, (2) ความเขม้ขน้ท่ี 10 และ (3) ความเขม้ขน้ท่ี 1 พิโคโมลตอ่ไมโครลิตร ตามล าดบั 

โดยความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทดโ์พรบท่ี 1 พิโคโมลตอ่ไมโครลิตรใหผ้ลชดัเจนท่ีสดุ 
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3. การตรวจสอบความจ าเพาะ (specificity) ในการตรวจสอบเชื้อ SDDV ด้วยเทคนิค 
UCPA และ PCR 

เพ่ือตรวจสอบความจ าเพาะ (specificity) ของไพรเมอรท่ี์ถกูออกแบบส าหรบัใชใ้นการท า
ปฏิกิรยิา UCPA ท่ีพฒันาขึน้ จงึมีการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรก์บัเชือ้แบคทีเรียหรือไวรสั
อ่ืนตามตาราง 3 ภายหลงัเสร็จสิน้ปฏิกิริยา พบว่า มีเพียงหลอดทดลองท่ีมีสารพนัธุกรรมของเชือ้ 
SDDV เท่านัน้ท่ีเกิดปฏิกิริยาเม่ือท าการตรวจสอบผลดว้ยสี HNB, agarose gel electrophoresis 
และ LFD ดงันัน้ จงึสามารถสรุปไดว้่า ไพรเมอรท่ี์ถกูพฒันาขึน้มีความจ าเพาะในการตรวจสอบเชือ้ 
SDDV ดว้ยเทคนิค UCPA และเทคนิค PCR โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียหรือไวรัสอ่ืน 
(ภาพประกอบ 41) 
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ภาพประกอบ 41 การตรวจสอบความจ าเพาะในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค UCPA และ
เทคนิค PCR; (A) การตรวจสอบผลของปฏิกิรยิา UCPA ดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการเปล่ียนสีของ 
HNB, (B) การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis, 
(C) การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ดว้ย LFD และ (D) การตรวจสอบความจ าเพาะ
ของ outer primer (4s, 5a) โดยปฏิกิรยิา PCR ดว้ย 1.0% agarose gel electrophoresis; Lane 
M: 1 kb plus DNA marker, Lane 1: สารพนัธุกรรมของปลาท่ีตดิเชือ้ SDDV (positive control), 
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Lane 2-16: สารพนัธุกรรมของเชือ้ Aeromonas caviae, A. hydrophila, Escherichia coli, 
Flavobacterium columnare, Plesiomonas shigelloides, Streptococcus agalactiae, S. 
iniae, Vibrio alginolyticus, V. cholera, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, 

Lates calcarifer herpes virus (LCHV), infectious spleen and kidney necrosis virus 
(ISKNV), red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) และ Lane N: สาร

พนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV (negative control) 
 

4. การเปรียบเทียบความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อ SDDV ระหว่างเทคนิค 
UCPA-HNB, UCPA-LFD และเทคนิค PCR โดยใช้ recombinant plasmid ที่มียีนแคปซิด
โปรตนีของ SDDV 

การตรวจสอบความไวในการตรวจสอบเชื ้อ SDDV ระหว่างเทคนิค UCPA ท่ีถูก
พัฒนาขึน้และเทคนิค PCR ท่ีใช้ outer primer (4s, 5a) โดยใช้พลาสมิดท่ีมียีน MCP ของเชือ้ 
SDDV โดยการค านวณจ านวนส าเนา (copy number) ของไวรสัโดยแทนค่าตวัแปลต่าง ๆ ดงันี ้ 
X หมายถึง ปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ เท่ากับ 46 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร และ N หมายถึง 
ความยาวของเสน้ดีเอ็นเอตน้แบบ เท่ากับ 6,362 คูเ่บส ในสตูรตามหวัขอ้ 11 พบว่าจ านวนส าเนา
ของไวรัสท่ีค  านวณได ้เท่ากับ 6.698716 × 109 ส าเนาต่อไมโครลิตร จากนั้นท าการปรบัความ
เขม้ขน้ของจ านวนส าเนาตัง้ตน้ใหเ้ทา่กบั 105 ส าเนาตอ่ไมโครลิตร และท าการเจือจางลงครัง้ละ 10 
เท่า (ten-fold serial dilution) ดว้ย sterile water ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของจ านวนส าเนาของไวรสัตัง้
ตน้เท่ากับ 105-1 ส าเนาต่อไมโครลิตร จากการทดลองพบว่าหลอดทดลองท่ีมีสารพันธุกรรมของ
ปลาท่ีไม่พบการติดเชือ้ SDDV (negative control) สีของสารละลายยงัคงเป็นสีม่วงเม่ือเสร็จสิน้
ปฏิกิรยิา ในขณะท่ีหลอดทดลองท่ีมีพลาดมิดของยีน MCP ของเชือ้ SDDV ปริมาณตัง้แต ่102 -105 
ส  าเนาต่อไมโครลิตร มีการเปล่ียนสีของสารละลายจากสีม่วงเป็นสีน า้เงิน ซึ่งสอดคลอ้งกับการ
ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยเทคนิค gel electrophoresis ท่ีพบแถบลักษณะคล้ายขั้นบันได 
(ladder-like patterns) และสอดคล้องกับผลการตรวจสอบด้วย LFD ดังนั้น เทคนิค UCPA ท่ี
พฒันาขึน้มีความไวในการตรวจสอบต ่าสดุอยู่ท่ี 102 ส  าเนาต่อไมโครลิตร (ภาพประกอบ 42A-C) 
ในขณะท่ีความไวในการตรวจสอบต ่าสุดของเทคนิค PCR อยู่ ท่ี  103 ส  าเนาต่อไมโครลิตร 
(ภาพประกอบ 42D) 
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ภาพประกอบ 42 ผลการตรวจสอบความไวในการตรวจสอบเชือ้ SDDV โดยใชพ้ลาดมิดท่ีมียีน 
MCP ของเชือ้ SDDV ระหว่างเทคนิค UCPA และ PCR; (A) การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา 
UCPA ดว้ยตาเปลา่โดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB, (B) การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา 

UCPA ดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis, (C) การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA 
ดว้ย LFD และ (D) การตรวจสอบความไวของเทคนิค PCR ท่ีใช ้outer primer (4s, 5a) ดว้ย 1.0% 
agarose gel electrophoresis; Lane M: 1 kb plus DNA marker, Lane 1-6: ความเขม้ขน้ของพ
ลาสมิดท่ีแตกตา่งกนั ไดแ้ก่ 105, 104, 103, 102 , 101  และ 1 ส าเนาตอ่ไมโครลิตร ตามล าดบั, 

Lane N: สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV (negative control), (*) ความไวต ่าสดุ
ท่ีสามารถเห็นการเกิดปฏิกิริยาได ้
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5. การเปรียบเทียบความไวในการตรวจสอบเชื้อ SDDV ในตัวอย่างของปลาติดเชื้อ
ระหว่างเทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD และเทคนิค PCR 

การตรวจสอบความไวต ่าสุดในการตรวจสอบเชือ้ SDDV จากตวัอย่างปลาดว้ยเทคนิค 
UCPA ท่ีถกูพฒันาขึน้เปรียบเทียบกบัเทคนิค PCR โดยใชส้ารพนัธุกรรมท่ีสกดัจากเนือ้เย่ือปลาติด
เชือ้เป็นตน้แบบ พบว่า เทคนิค UCPA ร่วมกับการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าโดย
อาศยัการเปล่ียนสีของ HNB, gel electrophoresis และ LFD มีความสามารถในการตรวจสอบ
ต ่าสุดอยู่ท่ี 10 พิโคกรมัต่อไมโครลิตร (ภาพประกอบ 43A-C) ในขณะท่ีความสามารถในการ
ตรวจสอบต ่าสดุของเทคนิค PCR อยูท่ี่ 100  พิโคกรมัตอ่ไมโครลิตร (ภาพประกอบ 43D) 
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ภาพประกอบ 43 ผลการตรวจสอบความไวในการตรวจสอบเชือ้ SDDV โดยใชดี้เอ็นเอท่ีสกดัจาก
เนือ้เย่ือปลาตดิเชือ้ระหว่างเทคนิค UCPA และ PCR; (A) ผลการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา 
UCPA ดว้ยตาเปลา่โดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB, (B) ผลการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา 
UCPA ดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis, (C) ผลการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา 

UCPA ดว้ย LFD, (D) ผลการตรวจสอบความไวของเทคนิค PCR ท่ีใช ้outer primer (4s, 5a) ดว้ย 
1.0% agarose gel electrophoresis; Lane M: 1 kb plus DNA marker, Lane 1-6: ความเขม้ขน้

ของดีเอ็นเอตน้แบบท่ีแตกตา่งกนั ไดแ้ก่ 100, 10, 1, 0.1, 0.01 นาโนกรมั และ 1 พิโคกรมั 
ตามล าดบั, Lane N: สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV (negative control), (*) 

ความไวต ่าสดุท่ีสามารถเห็นการเกิดปฏิกิริยาได ้
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6. การตรวจสอบความถูกต้อง (validation) ในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ในตัวอย่างปลาที่
ทราบสถานะการตดิเชือ้ด้วยเทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD ทีพั่ฒนาขึน้ 

ภายหลงัการพฒันาเทคนิค UCPA รว่มกบัการตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาดว้ยการเปล่ียน
สีของ HNB และ LFD ขึน้ ผูว้ิจยัจ  าเป็นท่ีจะตอ้งตรวจสอบความถูกตอ้งและความน่าเช่ือถือของ
เทคนิคโดยท าการทดสอบเทียบความถกูตอ้งกบัเทคนิคมาตรฐานท่ีถกูพฒันาขึน้ก่อนหนา้นี ้ในการ
ทดลองนีผู้ว้ิจยัไดใ้ชเ้ทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD มาตรวจสอบสารพนัธุกรรมของปลาท่ีไดร้บั
การยืนยันการติดเชื ้อ SDDV ด้วยเทคนิค semi-nested PCR (Charoenwai et al., 2019) และ 
qPCR (Sriisan et al. 2020) พบว่า เทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD ท่ีถูกพัฒนาขึน้สามารถ
ตรวจพบเชือ้ SDDV ทัง้หมด 25 ตวัอย่างและแสดงผลลบทัง้หมด 5 ตวัอย่าง ซึ่งสอดคลอ้งกับผล
การตรวจสอบในรายงานท่ีไดร้บัการตีพิมพก์่อนหนา้นี ้นอกจากนีผู้ว้ิจยัยงัไดท้  าการตรวจสอบการ
ติดเชือ้แบคทีเรียอ่ืนท่ีก่อให้เกิดโรคท่ีมีลักษณะคล้ายกับการติดเชือ้ SDDV เช่น F. columnare 
พบว่าสารพนัธุกรรมของปลาท่ีไดร้บัการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ทัง้ 30 ตวัอย่าง ไมพ่บการติด
เชือ้แบคทีเรียดงักล่าว (ตาราง 12) ดงันัน้จึงสามารถสรุปไดว้่า เทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD 
ท่ีพฒันาขึน้ เป็นเทคนิคท่ีมีความถกูตอ้งและเช่ือถือได ้(ภาพประกอบ 44) 

 
ตาราง 12 การเปรียบเทียบผลการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ระหว่างเทคนิค UCPA และ qPCR  
ในตวัอยา่งปลาท่ีมีลกัษณะอาการของโรค 30 ตวัอยา่ง 
 

No Year Sample code qPCR References CPA F. columnare 

1 

2016 

F1L + 

Charoenwai et al. 2019. 

+ - 
2 F2L + + - 
3 F3L + + - 
4 F4L + + - 
5 

2017 

F122 - 

Sriisan et al. 2020. 
 

- - 
6 L147 - - - 
7 L167 - - - 
8 K31 + + - 
9 K33 + + - 
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ตาราง 12 (ตอ่) 
 

No Year Sample code qPCR References CPA* F. columnare* 

10 

2017 

K61 + 

Sriisan et al. 2020. 
 

+ - 
11 K107 + + - 
12 K139 + + - 
13 L22 + + - 
14 L24 + + - 
15 L35 + + - 
16 L93 - - - 
17 L110 - - - 
18 BL2 + + - 
19 BL3 + + - 
20 BL4 + + - 
21 CL6 + + - 
22 CL7 + + - 
23 CL8 + + - 
24 CL9 + + - 
25 CL10 + + - 
26 CK6 + + - 
27 CK7 + + - 
28 CK8 + + - 
29 CK9 + + - 
30 CK10 + + - 

+, Positive; -, Negative 

*In this study 
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ภาพประกอบ 44 ผลการตรวจสอบความถกูตอ้ง (validation) และแมน่ย าในการตรวจสอบเชือ้ 

SDDV; (A) ผลการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ดว้ยตาเปลา่โดยอาศยัการเปล่ียนสีของ 
HNB, (B) ผลการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ดว้ย 1.5% agarose gel 

electrophoresis, (C) ผลการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA ดว้ย LFD; Lane M: 1 kb 
plus DNA marker, Lane P: สารพนัธุกรรมของปลาตดิเชือ้ SDDV (positive control) Lane 1-30: 
สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไดร้บัการยืนยนัการตดิเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR และ 

qPCR, Lane N: สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV (negative control) 

A 

B 

C 
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7. การตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ในตัวอย่างปลาด้วยเทคนิค UCPA-HNB, UCPA-LFD 
และเทคนิค semi-nested PCR 

จากการตรวจสอบตวัอย่างปลากะพงขาวท่ีไมท่ราบสถานะการตดิเชือ้จ  านวน 30 ตวั โดย
น ามาสกัดดีเอ็นเอเพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ด้วยเทคนิค 
UCPA และเทคนิค semi-nested PCR จากการทดลอง เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค UCPA พบว่ามี
ตวัอย่างปลาติดเชือ้ทัง้หมด 19 จาก 30 ตวัอย่าง คิดเป็นอตัราการติดเชือ้ท่ี 63.33% โดยผลจาก
การตรวจสอบดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB หรือ gel electrophoresis หรือ LFD 
ใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกัน (ภาพประกอบ 45A-C) ในขณะท่ีการตรวจสอบดว้ยเทคนิค semi-nested 
PCR พบปลาติดเชือ้ทัง้หมด 16 จาก 30 ตวัอย่าง (ภาพประกอบ 45D) คิดเป็นอตัราการติดเชือ้ท่ี 
53.33% 

 

 

 

ภาพประกอบ 45 ผลการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ในตวัอยา่งปลากะพงขาว; (A) การ
ตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB, (B) การ
ตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis, (C) การ

ตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ดว้ย LFD และ  (D) การตรวจสอบตวัอยา่งปลาท่ีไมท่ราบ
สถานะการติดเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR; Lane M: 1 kb plus DNA marker, 

Lane P: สารพนัธุกรรมของปลาตดิเชือ้ SDDV (positive control) Lane 1-30: สารพนัธุกรรมของ
ปลาท่ีไมท่ราบสถานะการตดิเชือ้, Lane N: สารพนัธุกรรมของปลาท่ีไมพ่บการติดเชือ้ SDDV 

(negative control) 
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บทที ่5 
สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

งานวิจยัในครัง้นีเ้ป็นการพฒันาวิธีการตรวจสอบเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค cross-priming 
amplification (CPA) โดยอาศัยหลักการเปล่ียนสีของ  hydroxynaphthol blue (HNB) เป็นตัว
ตรวจวดัการเกิดปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าหรือการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาดว้ยเทคนิค lateral 
flow dipstick (LFD) เพ่ือเพิ่มความจ าเพาะและความถูกต้องในการตรวจสอบผล ส าหรบัการ
ออกแบบไพรเมอรท่ี์ใชใ้นปฏิกิริยา CPA ไดท้  าการออกแบบโดยอาศยับริเวณยีนท่ีถอดรหัสเป็น 
แคปซิดโปรตีนของไวรัส (GenBank accession number KR139659) ทั้งหมด 5 เส้น คือ 1. 1s 
cross primer (5’- GGT GCC ATC TGA CAC TGT TCA CTC GAG GAC ATG GAA AAC 
GTG ACA CCC -3’), 2. 2a inner primer (5’-TTC ACG CTC TTC GTT GGT CA-3’), 3. 3a 
inner primer (5’-GGT GCC ATC TGA CAC TGT TCA-3’), 4. 4s displacement primer (5’-
GCA CTA ATG ATA ATG CAA TTT CTG TAC C-3’) แ ล ะ  5. 5a displacement primer (5’-
ATC GCA GAT CAA TAT GGG GC-3’)  

ผู้วิจัยไดมี้การประยุกตใ์ช้ Uracil-DNA Glycosylase (UDG) ในการท าปฏิกิริยา CPA 
(UCPA) เพ่ือป้องกันการเกิด carryover contamination โดยเริ่มจากการหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสม
ในการแทนท่ีนิวคลีโอไทด์ thymine (T) ด้วย uracil (U) เน่ืองด้วยในระหว่างการท าปฏิกิริยา
เอนไซม ์Bst DNA Polymerase พบการเติมเบส U เขา้ไปแทนท่ีในบางต าแหน่งของเบส T เพราะ
เบสทัง้ 2 มีโครงสรา้งท่ีคลา้ยคลึงกัน ท าใหผ้ลผลิตของปฏิกิริยา CPA ท่ีเกิดขึน้มีเบส U แทรกอยู ่
ภายหลงัเม่ือมีการท าปฏิกิรยิา CPA อีกครัง้ เอนไซม ์UDG มีการย่อยผลผลิตของปฏิกิริยา CPA ท่ี
แทรกดว้ยเบส U ท่ีปนเป้ือนมา เหลือเพียงสารพันธุกรรมตน้แบบท่ีผูว้ิจยัใชเ้พ่ือการเพิ่มปริมาณ
เท่านัน้ จากการทดลองพบว่าอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างเบส T และ U อยู่ท่ี 80% ต่อ 20% ซึ่ง
สอดคลอ้งกบัรายงานของ (Manajit et al., 2018) 

เม่ือท าการตรวจสอบอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา UCPA โดยท าการบ่ม
สารละลายเพ่ือใหเ้กิดการเกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน ตัง้แต ่55-65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 60 นาที  พบว่า เม่ื อตรวจสอบผลของป ฏิ กิ ริย า  UCPA ด้วย เทคนิ ค  agarose gel 
electrophoresis อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาอยู่ท่ี 61 องศาเซลเซียส เน่ืองจากเป็น
อุณหภูมิ ท่ีท  าให้เกิดแถบท่ีมีลักษณะคล้ายขั้นบันได ( ladder-like pattern) ของผลผลิตของ
ปฏิกิริยา UCPA มีความเขม้และความคมชดัมากกว่าอุณหภูมิอ่ืน ขณะเดียวกันผูว้ิจยัไดท้  าการ
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ตรวจสอบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา โดยใชร้ะยะเวลาในการทดสอบท่ีแตกตา่งกัน
ตั้งแต่ 15-90 นาที ท่ีอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส เม่ือตรวจสอบผลของปฏิกิริยา UCPA ด้วย
เทคนิค agarose gel electrophoresis พบว่ามีการปรากฎของแถบผลผลิตปฏิกิริยา UCPA ท่ี
ระยะเวลาตัง้แต ่30 นาทีเป็นตน้ไป อย่างไรก็ตามพบว่าท่ีระยะเวลาดงักล่าวมีความเขม้และความ
คมชดัของแถบผลผลิตปฏิกิรยิา UCPA นอ้ยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลา 45-90 นาที ในครัง้
นีผู้ว้ิจยัไดเ้ลือกระยะเวลาในการบม่สารละลายปฏิกิรยิา UCPA ท่ี 60 นาที ซึ่งสอดคลอ้งกบัเทคนิค 
CPA ท่ีถูกพัฒนาขึน้ก่อนหน้านีเ้พ่ือตรวจสอบการติดเชือ้ไวรัสอ่ืนในปลา เช่น เชือ้ infectious 
spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) (Liu et al., 2018) และเชื ้อ red-spotted grouper 
nervous necrosis virus (RGNNV) (Su et al., 2015) เป็นตน้ 

ผูว้ิจยัไดมี้การเติมสี hydroxynaphthol blue (HNB) ลงในสารละลายปฏิกิริยาเพ่ือใชใ้น
การตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา UCPA ดว้ยตาเปล่า โดยอาศยัการเปล่ียนสีของ HNB ซึ่งเป็นตวั
บง่ชีโ้ลหะไอออน (metal ion indicator) รูปแบบหนึ่ง โดย HNB ถกูใชเ้พ่ือตดิตามการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) ในสารละลายปฏิกิริยา ในระหว่างการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม พบการปลดปล่อย pyrophosphate ions ซึ่ งสามารถเข้าจับกับ  Mg2+ เกิดเป็น 
magnesium pyrophosphate ท าใหป้ริมาณ Mg2+ ในสารละลายลดลงและส่งผลต่อค่า pH ของ
สารละลายท าให้เกิดการเปล่ียนสีของ HNB จากสีม่วงเป็นสีน า้เงินในหลอดท่ีเกิดปฏิกิริยาการ
สงัเคราะหส์ารพันธุกรรม (Goto et al., 2009) พบว่าเม่ือตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่า
โดยอาศัยการเปล่ียนสีของ HNB ท่ีอุณหภูมิตัง้แต่ 57-65 องศาเซลเซียส สารละลายปฏิกิริยา 
UCPA มีการเปล่ียนสีจากสีมว่งเป็นสีน า้เงิน เม่ือเปรียบเทียบกบัหลอดท่ีไมเ่กิดปฏิกิริยา (negative 
control) ซึ่งสอดคลอ้งกับการตรวจสอบดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis และจากการ
ตรวจสอบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่า พบว่า ท่ีระยะเวลา 
30 นาที สารละลายปฏิกิริยา UCPA เริ่มมีการเปล่ียนสีเล็กนอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกับสารละลายใน
ตวัควบคมุเชิงลบและมีการเปล่ียนสีอย่างชัดเจนท่ีระยะเวลาตัง้แต่ 45-90 นาที ซึ่งสอดคลอ้งกับ
การตรวจสอบดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis ท่ีมีการปรากฎของแถบผลผลิตปฏิกิริยา 
UCPA ท่ีระยะเวลา 30 นาทีมีความเขม้และความคมชดันอ้ยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับระยะเวลา 
45-90 นาที ดงันัน้จึงสามารถสรุปไดว้่าเทคนิค UCPA ท่ีถกูพฒันาขึน้มีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
ท าปฏิกิริยาท่ี 61 องศาเซลเซียส และมีระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มสารละลายปฏิกิริยาท่ี 60 
นาที เพ่ือตรวจสอบผลของการเกิดปฏิกิริยาดว้ยการเปล่ียนสีของ HNB หรือเทคนิค agarose gel 
electrophoresis ไดอ้ยา่งชดัเจนและแมน่ย า 
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เม่ือท าการตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารเคมีท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา UCPA 
พบว่า ความเข้มข้นของ dNTPs ท่ีผู้วิจัยเลือกใช้ คือ 1.0 มิลลิโมลาร  ์ซึ่งมีความเข้มของแถบ
ผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA นอ้ยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับความเขม้ขน้ของ dNTPs อ่ืน อย่างไรก็
ตาม เม่ือพิจารณารว่มกบัการตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่า โดยสงัเกตการเปล่ียนสีของ 
HNB ในสารละลายปฏิกิริยา UCPA พบว่า ท่ีความเข้มข้นของ dNTPs ดังกล่าวท าให้สีของ
สารละลายเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของสี HNB เท่ากับ 150 ไมโครโมลาร ์สามารถสงัเกตการเปล่ียนสี
ของสารละลายปฏิกิริยาจากสีม่วงเป็นสีน า้เงินไดช้ัดเจนกว่า เม่ือเปรียบเทียบกับการใชค้วาม
เขม้ขน้ของสีท่ี 120 ไมโครโมลาร ์ขณะเดียวกนัเม่ือมีความเขม้ขน้ของ dNTPs มากขึน้ ท าใหส้งัเกต
การเปล่ียนสีของสารละลายปฏิกิริยา UCPA ไดย้ากขึน้ เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของสี HNB ท่ี 120 
และ 150 ไมโครโมลาร ์ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อการวินิจฉัยการติดเชือ้ได ้ดงันัน้ ผูว้ิจยัจึงเลือกใช้
ความเขม้ขน้ของ dNTPs ในการท าปฏิกิรยิา อยูท่ี่ 1.0 มิลลิโมลาร ์

การตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA สามารถท าไดโ้ดยอาศยัเทคนิค agarose gel 
electrophoresis หรือ LFD ซึ่งก่อนหนา้นีใ้นงานวิจยัของ Wang และคณะ ไดมี้การประยุกตใ์ชสี้ 
malachite green ท่ีเป็นตัวบ่งชีท่ี้ไวต่อความเปล่ียนแปลงของค่า pH (pH-sensitive indicator) 
รว่มกับเทคนิค UCPA เพ่ือตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัความแตกตา่งของสี
ของสารละลายในหลอดทดลอง โดยพบว่าในหลอดท่ีเกิดปฏิกิริยาการสังเคราะหส์ารพันธุกรรม
สารละลายจะมีสีฟ้าและไม่มีสีในหลอดท่ีไม่เกิดปฏิกิริยา  (Wang et al., 2019; Wang et al., 
2019) อย่างไรก็ตามการวิจยัในครัง้นีเ้ป็นครัง้แรกท่ีมีการประยุกตใ์ช ้HNB รว่มกับเทคนิค UCPA 
เพ่ือตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดว้ยตาเปล่าโดยอาศยัการเปล่ียนสีของสารละลายในหลอดทดลอง
เช่นเดียวกบั malachite green เพียงแตมี่การเปล่ียนสีจากสีม่วงในหลอดทดลองท่ีไม่เกิดปฏิกิรยิา
เป็นสีน า้เงินในหลอดท่ีเกิดปฏิกิริยาการสังเคราะหส์ารพันธุกรรม จากผลการทดลองพบว่าการ
ประยุกตใ์ช ้HNB ในปฏิกิริยา UCPA ไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม 
ความจ าเพาะและความไวของเทคนิค UCPA และจากการศกึษาก่อนหนา้นีส้ามารถสรุปขอ้ดีของ
การใช้ HNB เป็นตัวบ่งชีป้ฏิกิริยาได้ 3 ข้อ คือ 1. HNB มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบการ
เกิดปฏิกิริยาเทียบเท่ากบัการใช ้SYBR green ท่ีจ  าเป็นตอ้งเติมลงไปหลงัเสรจ็สิน้ปฏิกิริยา 2. การ
ใชสี้ HNB ในปฏิกิริยา UCPA ช่วยลดปัญหาการปนเป้ือนจากผลผลิตของปฏิกิริยาก่อนหนา้ ท่ี
เรียกว่า carryover contamination ท่ีมักเกิดจากการฟุ้งกระจายเน่ืองจากการเปิดหลอดทดลอง
ภายหลงัเสร็จสิน้ปฏิกิริยาเพ่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis หรือการเตมิสี 
intercalating dyes เช่น SYBR Green และ 3. ผลบวกและผลลบของปฏิกิริยาสามารถตดัสินได้
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อย่างชัดเจนด้วยตาเปล่า (Yang et al., 2014) ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าสี HNB มีความ
เหมาะสมในการเป็นตวัชีว้ดัการเกิดปฏิกิริยา เน่ืองจากมีราคาถูก สามารถเตรียมสารละลายสีได้
ง่าย ไม่ส่งผลต่อการเกิดปฏิกิริยา สามารถอ่านผลการเกิดปฏิกิริยาไดด้ว้ยตาเปล่า ไม่จ  าเป็นตอ้ง
อาศยัอุปกรณ์ราคาแพงในการตรวจสอบผลของปฏิกิริยา เช่น เครื่อง gel electrophoresis หรือ
เครื่องก าเนิดแสงอลัตราไวโอเลตส าหรบัส่องเจล (UV-transilluminator) และช่วยประหยดัเวลาใน
การตรวจสอบผลของปฏิกิริยา นอกจากนีท้างผู้วิจัยยังไดมี้การประยุกตใ์ชเ้ทคนิค LFD ในการ
ตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA เพ่ือเพิ่มความจ าเพาะในการตรวจวดัผลผลิตของปฏิกิริยา 
เน่ืองจากเทคนิค LFD เป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะสูง โดยอาศัยการออกแบบโพรบท่ีจ าเพาะต่อ
ผลผลิตของปฏิกิริยา ท าให้ช่วยลดปัญหาการเกิดผลบวกปลอม ( false positive) ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนีเ้ทคนิค LFD ยงัไดร้บัความนิยมอย่างแพร่หลายในการประยุกตใ์ชเ้พ่ือ
ตรวจสอบเชื ้อก่อโรคในอุตสาหกรรมการเพาะเลี ้ยงสัตว์น ้า เช่น การตรวจสอบเชื ้อ giant 
salamander iridovirus (GSIV) ในซาลาแมนเดอรย์กัษ ์(Zhang et al., 2019) ดว้ยเทคนิค cross-
priming amplification (CPA) การตรวจสอบเชื ้อ  white spot syndrome virus ในกุ้งกุลาด า 
(Penaeus monodon) ด้ ว ย เท ค นิ ค  Loop-mediated isothermal amplification (Jaroenram, 
Kiatpathomchai, & Flegel, 2009) การตรวจสอบเชือ้ Taura syndrome virus (TSV) ในกุ้งขาว 
( Penaeus vannamei) ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  reverse transcription loop-mediated isothermal 
amplification (RT-LAMP) (Kiatpathomchai, Jaroenram, Arunrut, Jitrapakdee, & Flegel, 
2008) เป็นตน้ 

ในงานวิจัยนีไ้ดมี้การประยุกตใ์ชเ้ทคนิค lateral flow dipstick (LFD) ในการตรวจสอบ
ผลผลิตของปฏิกิริยา ผู้วิจัยจึงได้มีการติดฉลากไพรเมอร ์inner primer (3a) ด้วย biotin และ
ออกแบบโพรบท่ีติดฉลากด้วย fluorescein isothiocyanate (FITC) (5’-ACA TTG CTT CAC 
GCT CTT CG-3’) ท่ีจ  าเพาะตอ่ผลผลิตของปฏิกิรยิา UCPA โดยภายหลงัเสร็จสิน้ปฏิกิริยา UCPA 
ท าการแบ่งสารละลายจากการเกิดปฏิกิริยาออกไปผสมร่วมกับโพรบ (probe) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 
62 องศาเซลเซียส ท าใหผ้ลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ท่ีมี biotin ถูกติดฉลากดว้ย FITC หลงัจาก
นั้นท าการหยดสารละลายลงบน sample pad แล้วสารละลายตัวอย่างจะไหลไปยังบริเวณท่ี
เรียกว่า conjugate pad ท่ีประกอบดว้ย อนุภาคทองค า (colloidal gold) ท่ีติดดว้ยแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะตอ่ FITC (anti-FITC antibody) ซึ่งสามารถเขา้จบักบั FITC ท่ีผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA 
ท่ีถูกติดฉลากไวก้่อน จากนั้นผลผลิตของปฏิกิริยาจะถูกดูดซึมไปยัง test line (T) ท่ีถูกตรึงดว้ย 
biotin-ligand ท่ีสามารถจบักับ biotin ได ้ดงันัน้หากผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ถกูติดฉลากดว้ย 
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biotin จะถูกตรงึไวบ้ริเวณ test line และเกิดการสะสมของอนุภาคทองจนเห็นเป็นแถบท่ีเขม้และ
ชัดเจน ในส่วนของอนุภาคทองท่ีไม่เข้าจับกับผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA จะถูกดูดซึมไปยัง 
control line (C) ท่ีถกูตรงึดว้ยแอนติบอดีตวัท่ี 2 (secondary antibody) ท่ีจ  าเพาะตอ่แอนติบอดีท่ี
ติดกับอนุภาคทองค า ท าให้เกิดสีขึน้ท่ีบริเวณ control line ดังนั้นในตัวอย่างสารละลายท่ีไม่มี
ผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีตอ้งการจะไม่ถูกติดฉลากดว้ย biotin หรือ FITC เม่ือน ามาตรวจดว้ย LFD 
จึงเกิดสีขึน้เฉพาะบริเวณ control line เท่านัน้ อย่างไรก็ตามหากความเขม้ขน้ของโพรบมากเกินต
วามตอ้งการ จะท าให้โพรบอิสระท่ีไม่ไดเ้ขา้จับกับผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA ถูกดูดซึมไปยัง
บริเวณ test line ก่อน เน่ืองจากมีขนาดท่ีเล็กกว่าเม่ือเทียบกับโพรบท่ีเข้าจับกับผลผลิตของ
ปฏิกิริยา UCPA และเกิดการสะสม จนขัดขวางการเขา้จับของผลผลิตของปฏิกิริยา UCPA กับ
บริเวณ test line ท าใหไ้ม่เห็นแถบสีท่ี test line แต่ยงัสามารถพบเห็นแถบสีท่ีบริเวณ control line 
ได ้ดงันัน้ การตรวจสอบปริมาณโพรบท่ีเหมาะสมจึงมีความส าคญัอย่างยิ่ง เพ่ือใหก้ารตรวจสอบ
ผลผลิตของปฏิกิริยาดว้ย LFD มีประสิทธิภาพและแม่นย า การวิจัยในครัง้นีจ้ึงมีการตรวจสอบ
ปริมาณโพรบท่ีเหมาะสม โดยก าหนดความเข้มข้นของโพรบท่ีแตกต่างกันคือ 100, 10 และ 1  
พิโคโมลาร ์พบวา่ปรมิาณโพรบท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 1 พิโคโมลาร ์

ในการตรวจสอบความจ าเพาะของเทคนิค UCPA พบว่า ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม (cross 
reaction) กับแบคทีเรียหรือไวรัส ท่ีพบการติดเชื ้อในปลากะพงขาว เช่น  Flavobacterium 
columnare, Streptococcus iniae, S. agalactiae, Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, 
Nervous necrosis virus (NNV) แล ะ  Infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) 
เป็นต้น ซึ่งเม่ือตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วย HNB หรือ agarose gel electrophoresis หรือ 
LFD ใหผ้ลการทดลองท่ีสอดคลอ้งเช่นเดียวกับท่ีมีรายงานในงานวิจยัอ่ืนท่ีไดร้บัการตีพิมพก์่อน
หน้านี ้เช่น เทคนิค semi-nested PCR (Charoenwai et al., 2019), เทคนิค LAMP (Dangtip et 
al., 2019) และเทคนิค real-time PCR (Sriisan et al., 2020)  

การตรวจสอบหาความไวต ่าสุด (limit of detection; LOD) ในการตรวจสอบเชือ้ SDDV 
โดยอาศยัพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีนแคปซิดโปรตีนของเชือ้ SDDV พบว่าเทคนิค UCPA ท่ีพฒันาขึน้
มีความไวในการตรวจสอบท่ี 102 ส  าเนาต่อไมโครลิตร เม่ือตรวจสอบโดยอาศยัการเปล่ียนแปลงสี
ของ HNB ในหลอดทดลอง หรือ agarose gel electrophoresis หรือเทคนิค LFD ในขณะท่ี
เทคนิค PCR ท่ีใช้ outer primer 4s และ 5a นั้น มีความไวในการตรวจสอบอยู่ท่ี 103 ส  าเนาต่อ
ไมโครลิตร ซึ่งเม่ือท าการตรวจสอบซ า้โดยอาศัยดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเนือ้เย่ือปลาติดเชือ้ SDDV 
พบว่าเทคนิค UCPA มีความไวในการตรวจสอบอยู่ท่ี 10 พิโคกรมัต่อไมโครลิตร ในขณะท่ีเทคนิค 
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PCR สามารถตรวจสอบไดท่ี้ 100 พิโคกรมัตอ่ไมโครลิตร จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าเทคนิค 
UCPA ท่ีถกูพฒันาขึน้มีความไวในการตรวจสอบมากกวา่เทคนิค PCR เม่ือตรวจสอบโดยอาศยั 

พลาสมิดดีเอ็นเอและดีเอ็นเอท่ีสกดัจากปลาติดเชือ้ 10 เทา่ ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 
Liu และคณะในการตรวจสอบเชือ้ infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) ใน
ปลาแมนดารินด้วยเทคนิค CPA ร่วมกับ LFD ท่ีจ  าเพาะต่อยีนแคปซิดโปรตีนของ ISKNV ท่ี
อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที (Liu et al., 2018) งานวิจยัของ Zhang และคณะ 
ในการตรวจสอบเชือ้ giant salamander iridovirus (GSIV) ในซาลาแมนเดอรย์กัษจี์นดว้ยเทคนิค 
CPA ท่ีจ  าเพาะต่อยีนแคปซิดโปรตีนของ GSIV ท่ีอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที  
(Zhang et al., 2019) งานวิจัยของ Dangtip และคณะ ในการตรวจสอบเชือ้ SDDV ดว้ยเทคนิค 
LAMP รว่มกบัการใชสี้ xylenol orange เป็นตวับง่ชีก้ารเกิดปฏิกิริยา โดยใชยี้น  ATPase ของไวรสั
เป็นเปา้หมายท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที (Dangtip et al., 2019) และมีความ
ไวในการตรวจสอบมากกว่าเทคนิค semi-nested PCR ท่ีจ  าเพาะต่อยีน ATPase ของเชือ้ SDDV 
ท่ีมีความไวในการตรวจสอบอยู่ท่ี 103 ส  าเนาต่อไมโครลิตร (Charoenwai et al., 2019) อย่างไรก็
ตามพบว่าเทคนิค UCPA ท่ีถูกพัฒนาขึน้มีความไวในการตรวจสอบน้อยกว่าเทคนิค qPCR ท่ี
จ  า เพ าะต่อ ยีน  putative DNA dependent RNA polymerase gene (beta subunit) ของเชื ้อ 
SDDV ท่ีมีความไวในการตรวจสอบอยู่ท่ี 50 ส  าเนาตอ่ไมโครลิตร (de Groof et al., 2015) เทคนิค 
SYBR Green-based qPCR ท่ีจ  าเพาะต่อยีน ATPase ของไวรสัท่ีมีความไวในการตรวจสอบอยู่ท่ี 
2 ส  าเนาต่อไมโครลิตร (Sriisan et al., 2020) หรืองานวิจัยของ Su และคณะ ท่ีพัฒนาเทคนิค 
CPA ร่ ว ม กั บ  LFD ใน ก า รต รว จ ส อบ เชื ้ อ  red-spotted grouper nervous necrosis virus 
(RGNNV) โดยอาศยับรเิวณอนรุกัษข์อง RNA1 ของไวรสัท่ีพบว่ามีความไวในการตรวจสอบต ่าสุด
อยู่ท่ี 101 ส  าเนาต่อไมโครลิตร (Su et al., 2015) จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่าเทคนิค 
UCPA ท่ีถูกพัฒนาขึน้มีความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบ
เชือ้ SDDV เม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิค PCR ท่ีถกูพฒันาขึน้ก่อนหนา้นี ้

ดังนั้นเทคนิค UCPA ร่วมกับ HNB หรือ LFD ท่ีถูกพัฒนาขึน้ในครั้งนี ้เป็นเทคนิคท่ี
สามารถตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ มีความแม่นย าสงูและน่าเช่ือถือเม่ือ
เปรียบเทียบกับการตรวจสอบตัวอย่างปลาท่ีไดร้บัการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV ท่ีไดมี้การ
รายงานก่อนหนา้นี ้และจากการตรวจสอบโดยใชพ้ลาสมิดดีเอ็นเอท่ี มีแคปซิดยีนของไวรสัและ 
ดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอย่างปลาติดเชื ้อ พบว่าเทคนิค UCPA ท่ีพัฒนาขึน้มีความไวในการ
ตรวจสอบอยู่ท่ี 102  ส  าเนาตอ่ไมโครลิตร และ 10 พิโคกรมั ตามล าดบั ซึ่งมากกว่าเทคนิค PCR ท่ี
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ใช ้outer primer (4s/5a) 10 เท่า และยงัไม่พบการเกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัแบคทีเรียหรือไวรสัชนิดอ่ืน
ท่ีมีรายงานการระบาดในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน์  า้ จากผลการทดลองขา้งตน้จงึสามารถ
สรุปได้ว่าเทคนิค UCPA ร่วมกับ HNB หรือ LFD เป็นเทคนิคท่ีง่ายต่อการใช้งาน สามารถท า
ปฏิกิรยิาไดท่ี้อณุหภูมิคงท่ี ไมจ่  าเป็นตอ้งใชอ้ปุกรณท่ี์มีราคาแพง เชน่  thermo cycler และ ชดุ gel 
electrophoresis เป็นตน้ สามารถประยุกตใ์ช้เป็นเครื่องมือในการตรวจสอบการติดเชือ้ SDDV 
นอกหอ้งปฏิบตักิารหรือในหอ้งปฏิบตัิการท่ีมีเครื่องมือจ ากดัไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. อาหารเลีย้งเชือ้เหลวทริปตกิซอย (Tryptic soy broth)  

ทรปิโตน (Tryptone)     5.00 กรมั  
สารสกดัจากยีสต ์(yeast extract)   2.50 กรมั  
โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     5.00 กรมั  
น า้กลั่น      500.00 มิลลิลิตร  

 ภายหลงัการปรบั pH เป็น 7.3 + 0.2 แลว้น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ 
(Autoclave) ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 

2. อาหารเลีย้งเชือ้แข็งทริปตกิซอย (Tryptic soy agar) 
ทรปิโตน (Tryptone)     5.00 กรมั  
สารสกดัจากยีสต ์(yeast extract)   2.50 กรมั  
โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     5.00 กรมั  
วุน้ (Agar)     7.50 กรมั 
น า้กลั่น      500.00 มิลลิลิตร 

 ภายหลงัการปรบั pH เป็น 7.3 + 0.2 แลว้น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ 
(Autoclave) ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 

 

 

 

 

 

 



  111 

ภาคผนวก ข 

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

โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     8.0 กรมั  
โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)    0.2 กรมั  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2 กรมั  
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  1.15 กรมั  
น า้กลั่น      1000.0 มิลลิลิตร 

 
2.  10X Tris-borate-EDTA (TBE) 

Tris base       54.0 กรมั 
กรดบอริก (Boric acid)    27.5 กรมั 
EDTA (pH 8.0)     20.0 กรมั 
น า้กลั่น      500.0 มิลลิลิตร 
ปรบั pH เป็น 8.0 ดว้ย 4M HCl  

 
3. 1.5% Agarose gel 

ชั่ง agarose gel ผสมกบั 1X TBE ใหมี้ความเขม้ขน้ 1.5% จากนัน้น าไปตม้จน 
agarose gel และบฟัเฟอรล์ะลายเป็นเนือ้เดียวกนั หลงัทิง้ไวใ้หมี้อณุหภมูิประมาณ 45 องศา
เซลเซียส น าเจลไปเทลงถาดส าหรบัใสเ่จล (gel chamber) ท่ีมีหวี (comp) ตัง้อยู่ ระวงัอยา่ใหมี้
ฟองอากาศ ปลอ่ยใหเ้จลแข็งตวัท่ีอณุหภมูิหอ้งแลว้จงึดงึหวีออกและเท 1X TBE จนทว่มหนา้เจล
เล็กนอ้ย 

 
4. 2log DNA ladder ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 

2log DNA ladder    10 ไมโครลิตร 
6X Loadind dye    10 ไมโครลิตร 
น า้กลั่น      40 ไมโครลิตร 

 
 
 



  112 

5. 3mM hydroxynaphtol blue 
hydroxynaphtol blue    0.0186 กรมั 
น า้กลั่น      10.00 มิลลิลิตร 

 ภายหลงัละลายสีในน า้กลั่นจนไมเ่หลือตะกอนของสีแลว้ น าสารละลายสีท่ีไดไ้ปกรองผา่น
แผน่เมมเบรนท่ีมีขนาดขนาดรูพรุน 0.3 ไมโครเมตรและน าไปเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส
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