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โรคเกลด็หลุด (Scale drop disease; SDD) เป็นโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสสกุล 

Megalocytivirus Scale drop diseas virus (SDDV) ก่อใหเ้กิดความเสียหายในฟาร์มเพาะเล้ียงปลา
กะพงขาวในประเทศเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ในปัจจุบนัการตรวจวินิจฉยัโรคดว้ยวิธีทางอณูชีว
โมเลกุลจะใชดี้เอน็เอท่ีสกดัจากอวยัวะภายในของปลา ซ่ึงจ าเป็นตอ้งท าลายปลา ดงันั้นการศึกษาน้ี
เพื่อตรวจหา SDDV จากตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา (non-lethal samples) ไดแ้ก่ เลือด เมือก และ
ครีบหาง ทั้งในปลาป่วยและปลาปกติในช่วงเวลาท่ีมีการระบาด ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR จาก
การศึกษาพบว่าตวัอยา่งเลือด และเมือก มีการปรากฏของเช้ือไวรัส 100% จากตวัอยา่งปลาป่วย 
(n=15) และปลาปกติ (n=5) จากนั้นใชต้วัอยา่งเลือดในการเฝ้าระวงัเช้ือไวรัส SDDV โดยไม่ท าให้
ปลาตาย ซ่ึงท าการเก็บเลือดปลาปกติในกระชงัเดิมหลงัจากท่ีมีการระบาดของโรคเกลด็หลุด 13 
เดือน พบว่า มีการติดเช้ือไวรัสในเลือด 1/20 ตวัอยา่ง ทั้งน้ียงัตรวจพบเช้ือแบคทีเรีย Vibrio harveyi 
จากเน้ือเยือ่ปลาท่ีมีการติดเช้ือไวรัส SDDV ร่วมดว้ย นอกจากน้ียงัมีการตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV 
ในปรสิตภายนอกบริเวณเหงือกปลา กลุ่ม Lernanthropus sp. และ Diplectanum sp. ท่ีเก็บในช่วงท่ีมี
การระบาดของโรค แสดงใหเ้ห็นว่าปรสิตเหล่าน้ีมีประโยชน์ในการน ามาใชเ้ป็นตวัอยา่งท่ีไม่ท าลาย
ปลา งานวิจยัน้ีมีประโยชน์อยา่งมากในการน าตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งท าลายปลามาใชใ้นการตรวจหาเช้ือ
ไวรัสและติดตามสุขภาพปลาท่ีมีการติดเช้ือ SDDV ในฟาร์มเล้ียงปลากะพงขาวท่ีมีความส าคญัทาง
เศรษฐกิจ และอาจน ามาใชก้บัพ่อแม่พนัธุ ์ 
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Scale drop disease (SDD) caused by a novel Megalocytivirus, scale drop disease 

virus (SDDV), has been reported causing severe economic losses for affected farmed Asian 
seabass (Lates calcarifer) in Southeast Asian countries. Detection of SDDV is currently relied on 
lethal samples. Therefore, this study aimed to detect SDDV from non-lethal samples (blood, 
mucus and caudal fin) of both clinically sick and healthy Asian seabass during the disease 
outbreak, using semi-nested PCR method. The result revealed that the prevalence of SDDV in 
blood and mucus were 100% from both clinically sick (n=15) and healthy fish (n=5). Blood 
samples were then used for non-lethal surveillance of SDDV in the asymptomatic fish collected 
from the same farm 13 months after the disease outbreak. The results showed that 1/20 blood 
samples were tested positive for SDDV. Co-infections of SDDV and Vibrio harveyi were also 
detected from the fish tissues. Interestingly, this study also revealed that two-gill ectoparasites, 
Lernathropus sp. and Diplectanum sp., collected from affected fish during the disease outbreak 
were all tested positive for SDDV, indicating that these parasites are a useful non-lethal sample 
type for non-lethal detection of SDDV. In summary, non-lethal samples offer great advantages in 
the diagnosis and monitoring of SDDV infection in economically important farmed Asian seabass 
and possibly broodstock.  
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บทที่  1 
บทน า 

 
1.1   ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 การระบาดของโรคเกล็ดหลุดท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส (Scale drop disease virus; SDDV) มี
ผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเล้ียงปลากะพงขาว มีรายงานการพบไวรัส SDDV ท่ีประเทศ
สิงคโปร์ อินโดนีเซีย และมาเลเซียในปลากะพงขาวท่ีเล้ียงในกระชงั ท าให้เกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจเป็นอย่างมาก (Gibson-Kueh et al., 2012; Nurliyana et al., 2020) ส าหรับในประเทศไทย
พบเช้ือไวรัส SDDV ในปลากะพงขาวท่ีเล้ียงทั้งในบ่อดินและกระชงั ในปี 2558 (Senapin et al., 
2019) ไวรัสชนิดน้ีเป็นดีเอ็นเอไวรัสสายคู่มีขนาดประมาณ 131 กิโลเบส อนุภาคเป็นรูปทรงหก
เหล่ียม มีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางประมาณ 130-200 นาโนเมตร ลกัษณะอาการทัว่ไปของปลาท่ีติด
เช้ือไวรัส SDDV จะมีล  าตวัสีด า เกล็ดหลุด หางและครีบกร่อน เหงือกซีด บางคร้ังอาจมีอาการตา
โปน และทอ้งแดงร่วมดว้ย โดยมีอตัราการตายประมาณ 40-50% โดยเฉพาะระยะวยัรุ่น (juvenile) 
และตัวเต็มวัย (adult) (de Groof et al., 2015; Nurliyana et al., 2020; Senapin et al., 2019) จาก
การศึกษาการระบาดของไวรัสชนิดน้ี ในพ้ืนท่ีการเล้ียงปลาท่ีมีการปรากฏของไวรัส SDDV พบว่า
เป็นแบบ opportunistic infection โดยจะมีการระบาดเม่ือส่ิงแวดลอ้มมีการเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็ว 
ซ่ึงจะเห็นชดัมากท่ีสุด เม่ืออุณหภูมิน ้ าลดต ่าลง และการเคล่ือนยา้ยปลา ปัจจยัดงักล่าวน้ีสามารถ
ส่งเสริมให้ปลามีการยอมรับเช้ือมากข้ึน นอกจากน้ียงัพบว่าในพ้ืนท่ีท่ีมีการระบาดมาก่อน มกัจะมี
โอกาสระบาดซ ้าอยูเ่สมอ ส าหรับการตายของปลากะพงขาวท่ีติดเช้ือจะเป็นแบบเร้ือรัง (chronic) ซ่ึง
จะมีการตายต่อเน่ือง และติดต่อกนัระหว่างปลาในกระชงั ในปัจจุบนัยงัไม่มีวคัซีนส าหรับป้องกนั
ไวรัสชนิดน้ี การควบคุมโดยการเขม้งวดในระบบ biosecurity และการตรวจสอบปลาท่ีเป็นพาหะ
น าเช้ือ หรือส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ท่ีอาจเป็นพาหะของโรคน้ี จึงมีความจ าเป็นอยา่งมากต่อการป้องกนัการ
ติดต่อหรือการแพร่กระจายของ SDDV ในปลา อยา่งไรก็ตามในการควบคุมการระบาด จ  าเป็นตอ้ง
มีความเขา้ใจเก่ียวกบัการแพร่กระจายของเช้ือ ซ่ึงในปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานเก่ียวกบัการติดต่อ (route 
of transmission) ของโรคน้ีในปลากะพงขาว รวมทั้งส่ิงมีชีวิตในระบบเล้ียงอ่ืน ๆ  ท่ีอาจเป็นพาหะ
น าโรคเกลด็หลุด  

ปัจจุบนัมีวิธีการตรวจวินิจฉยัโรคเกลด็หลุดในปลากะพงขาว ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR 
ซ่ึงวิธีดงักล่าวน้ีถูกพฒันาข้ึนให้สามารถตรวจหาเช้ือไวรัส SDDV ท่ีติดเช้ือในอวยัวะภายในของ
ปลา (lethal) ไดแ้ก่ ตบั ไต มา้ม และสมอง (Charoenwai, Meemetta, Sonthi, Dong, & Senapin, 2019
) แต่ยงัไม่มีการตรวจหาเช้ือไวรัสน้ีในตวัอยา่งกลุ่ม non-lethal เช่น เลือด เมือก และครีบหาง เป็นตน้ 
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ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาการปรากฏของเช้ือไวรัส SDDV ในเลือด เมือก และ
ครีบหางของปลากะพงขาว รวมทั้งส่ิงมีชีวิตในระบบเล้ียงท่ีอาจเป็นพาหะน าโรคของไวรัสชนิดน้ี 
เพื่อให้ได้ข้อมูลเส้นทางการติดต่อ (route of transmission) การแพร่กระจายของเช้ือ ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์อยา่งมากในงานระบาดวิทยา รวมทั้งลดการฆ่าปลา สามารถตรวจหาเช้ือไวรัสในพ่อแม่
พนัธุ์ น าไปสู่การไดรั้บขอ้มูลการระบาดท่ีครบถว้น สมบูรณ์ และสามารถน าขอ้มูลน้ีไปถ่ายทอด
ให้กับเกษตรกรผูเ้ล้ียงปลาในระบบอนุบาล (hatchery) บ่อดิน และในกระชัง เป็นการลดความ
สูญเสียของปลากะพงขาวท่ีติดเช้ือไวรัส SDDV ต่อไป 
 
1.2   วตัถุประสงค์ของงานวจิยั 
 1.2.1 เพ่ือตรวจหาเช้ือไวรัส SDDV จากตวัอยา่งท่ีไม่ท าลายปลา ไดแ้ก่ เลือด เมือก และครีบ
หาง 
 1.2.2 เพ่ือตรวจหาเช้ือไวรัส SDDV จากตัวอย่างเน้ือเยื่อปลากะพงขาว ปรสิตภายนอก 
รวมทั้งส่ิงมีชีวิตในน ้ าท่ีอาจเป็นพาหะน าโรคในช่วงเวลาท่ีมีการระบาด 
 
1.3   ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวจิยั 
 1.3.1 ทราบขอ้มูลการแพร่กระจายของเช้ือ และทราบถึงชนิดของพาหะน าโรคเกลด็หลุดซ่ึง
เป็นประโยชน์อยา่งมากในงานระบาดวิทยา 
 1.3.2 ลดการฆ่าปลา สามารถตรวจหาเช้ือไวรัสในพ่อแม่พนัธุ์ น าไปสู่การไดรั้บขอ้มูลการ
ระบาดท่ีครบถว้น สมบูรณ์ และสามารถน าขอ้มูลน้ีไปถ่ายทอดให้กบัเกษตรกรผูเ้ล้ียงปลา เพ่ือลด
ความสูญเสียของปลากะพงขาวท่ีติดเช้ือไวรัส SDDV  
 
1.4   ขอบเขตของงานวจิยั 
 1.4.1 เก็บตวัอยา่งปลากะพงขาว ฟาร์ม 1 จากกระชงัคลองพล้ิว ปากแม่น ้ าแหลมสิงห์ อ  าเภอ
แหลมสิงห์ จงัหวดัจนัทบุรี โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 ปลากะพงขาวท่ีมีอาการป่วยในกระชงั 
จ  านวน 15 ตวั กลุ่มท่ี 2 ปลากะพงขาวท่ีไม่แสดงอาการในกระชงัเดียวกนั จ  านวน 5 ตวั และฟาร์ม 2 
ปลากะพงขาวปกติจากบริเวณหมู่บ้านอมัพวา อ  าเภอท่าใหม่ จังหวดัจันทบุรี (Reference site) 
จ  านวน 5 ตวั โดยท าการศึกษาตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2562 ถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2563 
 1.4.2 เก็บตวัอย่างส่ิงมีชีวิตในระบบเล้ียงท่ีอาจเป็นพาหะน าโรคของเช้ือ ไดแ้ก่ หอยข้ีนก 
หอยนางรม อย่างละ 10 ตวั และอาหารปลาสดบด (ปลาเหยื่อ) ซ่ึงท าการเก็บบริเวณกระชงัท่ีมีการ
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ระบาดของเช้ือไวรัส SDDV รวมทั้งปรสิตภายนอกในเหงือกปลา ได้แก่ Lernantropus sp. และ 
Diplectanum sp.  
 1.4.3 ศึกษาการปรากฏของเช้ือไวรัส SDDV ในเลือด เมือกและครีบหางของปลาแต่ละตวั 
ปรสิตภายนอก และตวัอย่างส่ิงมีชีวิตในระบบเล้ียง ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR (Charoenwai et 
al., 2019) และศึกษาปริมาณไวรัสในตวัอยา่งเลือด เมือก และครีบหาง ดว้ยเทคนิค qPCR ตามวิธีการ
ของ Sriisan et al. (2020) 
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บทที่  2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1   ปลากะพงขาว 

 
ภาพที่ 1 ลกัษณะทางกายภาพภายนอกของปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 
  

 2.1.1   อนุกรมวิธานปลากะพงขาว 
  Kingdom: Animalia 
              Phylum: Chordata 
                  Subphylum: Vertebrata 
                    Class: Actinopterygii 
                            Order: Perciformes 
                               Family: Latidae 
                                          Genus: Lates 
                                             Species: calcarifer 
 
 ปลากะพงขาวเป็นปลาน ้ ากร่อยขนาดใหญ่ มีช่ือสามญัท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัอยา่งแพร่หลาย คือ 
Asian seabass และมีช่ือภาษาองักฤษท่ีองค์การอาหารและเกษตรสหประชาชาติ (FAO) ใชอ้ยู่ คือ 
Barramundi หรือ Giant sea perch (Aquaculture, 1996) ส่วนแหล่งก าเนิดดั้งเดิมอยูบ่ริเวณมหาสมุทร
อินเดียและมหาสมุทรแปซิฟิกตะวนัตก ซ่ึงอยู่ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออก เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
อินเดีย และชายฝ่ังออสเตรเลีย (Fulton-Howard, 2008) 
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 2.1.2   ลกัษณะทัว่ไป 
 ลกัษณะภายนอกของปลากะพงขาว เป็นปลาท่ีมีล  าตวัยาว ดา้นขา้งแบน หวัโต จงอยปาก
ค่อนขา้งแหลมและยาว นยัน์ตาโต ปากกวา้งยดืหดได ้ฟันเป็นฟันเข้ียวอยูบ่นขากรรไกรบนล่าง คอด
หางมีขนาดใหญ่และแข็งแรง เกลด็ขนาดใหญ่เป็นแบบ ctenoid ครีบหลงัมีกา้นครีบแข็งประมาณ 7-
9 และกา้นครีบอ่อนประมาณ 10-11 ครีบอกสั้นและครีบหางมีลกัษณะกลม พ้ืนล าตวัมีสีขาวเงินปน
น ้ าตาล แนวสันทอ้งมีสีขาวเงิน (Aquaculture, 1996) มีขนาดความยาวประมาณ 20-40 เซนติเมตร 
ดังภาพท่ี 1 พบปลากะพงขาวตัวท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดถึง 2 เมตร และมีน ้ าหนักถึง 55 กิโลกรัม 
(Fulton-Howard, 2008) 
 

 2.1.3   วงจรชีวติและการสืบพนัธุ ์
 ปลากะพงขาวอาศยัอยู่ได้ทั้ งในน ้ าจืด น ้ ากร่อย และน ้ าเค็ม ปลากะพงขาวตัวเต็มวยั 
(adult) จะกินปลา และกุง้เป็นอาหาร อพยพจากน ้ าจืดไปยงัปากแม่น ้ าหรือน ้ ากร่อย เพ่ือผสมพนัธุ์
และวางไข่ ซ่ึงวางไข่ในช่วงพระจนัทร์เต็มดวงและน ้ าข้ึนน ้ าลง หลงัจากการปฏิสนธิ 24 ชัว่โมง ตวั
อ่อน (larvae) ท่ีฟักแลว้ยงัพฒันาไม่สมบูรณ์จะได้รับสารอาหารจากไข่แดง ตัวเมียขนาดใหญ่
สามารถวางไข่ไดถึ้ง 40 ลา้นฟอง แต่ 90% ของตวัอ่อนตายภายใน 2-3 สัปดาห์ ในช่วงน ้ าข้ึนน ้ าลง
สูงไดพ้ดัใหไ้ข่และตวัอ่อนไปยงัป่าชายเลน หลงัจาก 2-3 วนั ตาและปากเปิด ตวัอ่อนเร่ิมหาอาหาร 
คือ zooplankton เมื่อเขา้สู่ระยะ juvenile กินปลาขนาดเล็กเป็นอาหาร อพยพไปยงัแม่น ้ าหรือน ้ าจืด 
และเม่ือเขา้สู่ตวัเต็มวยัก็จะยา้ยกลบัมาน ้ าเค็ม ดงัภาพท่ี 2 เพ่ือเปล่ียนจากเพศผูไ้ปเป็นเพศเมีย เพศผู ้
จะตอ้งมีอายปุระมาณ 3-4 ปี ความยาวประมาณ 80 เซนติเมตร และกลบัมาท่ีปากแม่น ้ าหรือน ้ ากร่อย 
เพื่อผสมพนัธุแ์ละวางไข่ (Fulton-Howard, 2008) 
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ภาพที่ 2 วงจรชีวิตของปลากะพงขาว 
ท่ีมา : Crook et al. (2016) 

 
2.2   โรคเกลด็หลุด (Scale drop disease: SDD) 
 Scale drop disease virus (SDDV) เป็นดีเอน็เอไวรัสสายคู่ขนาดประมาณ 131 กิโลเบส (kb) 
อนุภาคมีรูปทรงหกเหล่ียม (hexagonal) มีสมมาตรเป็นรูปลูกบาศก ์12 มุม (icosahedral symmetry) 
มี เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 130-200 นาโนเมตร ดังภาพท่ี 4 จัดอยู่ในวงศ์ Iridoviridae 
ประกอบดว้ย 5 genus ซ่ึง 3 genus พบในสตัวมี์กระดูกสนัหลงัจ  าพวกปลา สตัวเ์ล้ือยคลาน และสตัว์
คร่ึงน ้ าคร่ึงบก ไดแ้ก่ Ranavirus, Lymphocystivirus และ Magalocytivirus ส่วนอีก 2 genus พบใน
สตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงัจ  าพวกแมลง กุง้ กั้ง ปู หอย และหมึก ดงัภาพท่ี 3 ซ่ึงไวรัส SDDV จดัอยูใ่น 
genus Magalocytivirus เป็น genus ท่ีก่อให้เกิดโรคไวรัสในปลาเขตร้อนพบได้ในแถบประเทศ
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(de Groof et al., 2015; Nurliyana et al., 2020) 

 
ภาพที่ 3 Phylogenetic of Iridoviridae family 
ท่ีมา : de Groof et al. (2015) 
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ภาพที่ 4 ลกัษณะและโครงสร้างของไวรัส 
 
 ปลากะพงขาวท่ีติดเช้ือไวรัส SDDV จะมีลกัษณะล าตวัสีด า เกล็ดหลุด หางและครีบกร่อน 
เหงือกซีด ตาโปน ดงัภาพท่ี 5 และเกิดการอกัเสบของหลอดเลือดท าใหไ้หลเวียนไปเล้ียงส่วนต่าง ๆ 
ของร่างกายไม่ได ้จึงท าให้กลา้มเน้ือตาย โรคไวรัส SDDV ติดเช้ือในปลากะพงขาวไดท้ั้งในระยะ
วยัรุ่น (juvenile) และตวัเต็มวยั (adult) โดยมีอตัราการตายประมาณ 50% (de Groof et al., 2015) 

 
ภาพที่ 5 ลกัษณะอาการของปลากะพงขาวท่ีติดเช้ือไวรัส SDDV 

capsid 
inner core 
 
envelope 
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 2.2.1 การตรวจวนิิจฉัยโรคเกลด็หลดุในประเทศไทย 
  การตรวจวินิจฉยัโรคเกล็ดหลุด เพื่อให้สามารถวินิจฉยัหาสาเหตุของการเกิดโรค 
อาการ หรือความผดิปกติต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนในปลากะพงขาว มีเทคนิคการตรวจวินิจฉยัดงัน้ี 

1. ลกัษณะทางพยาธิสภาพของโรค (Histopathology) 
   น าเน้ือเยื่อตบั ไต มา้ม และกลา้มเน้ือ เก็บไวใ้นสารละลาย 10% neutral-
buffered formalin (1:10 w/v) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้เก็บไวใ้น 70% ethanol จากนั้นใช้เทคนิค
เน้ือเยื่อวิทยา โดยน าน ้ าออกจากเซลล ์ฝังเน้ือเยื่อลงในพาราฟิน เพ่ือตดัช้ินเน้ือเยื่อให้มีความหนา
ประมาณ 4-5 µm และยอ้มสีเน้ือเยือ่ดว้ยสี haematoxylin และ eosin จากนั้นน ามาส่องดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ดงัภาพท่ี 6 พบว่า บริเวณมา้มเกิดกลา้มเน้ือตายหลายต าแหน่ง จึงท าให้เซลลต์าย (a) 
นอกจากน้ีนิวเคลียสยงัหดตัวแน่น เรียกว่า pyknosis จนมีการแตกหักเป็นช้ินเล็ก ๆ เรียกว่า 
karyorrhexis (b) ส่วนตบั (c) ไต (d) มีรอยโรคคลา้ยกบัมา้ม และเกิดการอกัเสบบริเวณกลา้มเน้ือ 
(e,f) ซ่ึงเวลาท่ีไวรัสอยู่ในเซลล์จะแทรกซึมเขา้ไปใน lymphocyte และรวมตัวกนัเป็นกลุ่มใหญ่ 
เรียกว่า inclusion body ซ่ึงไม่พบเซลลแ์บคทีเรียในเน้ือเยือ่ (Senapin et al., 2019) 
  2. โครงสร้างหรืออนุภาคของไวรัส 
   ศึกษาโครงสร้างหรืออนุภาคของไวรัส โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน
ชนิดส่องผา่น (TEM) น าตวัอยา่งมา้มและไตขนาดเลก็ ท าการตรึงเซลลไ์วใ้น 2.5% glutaraldehyde .
ในสารละลาย 0.1 M phosphate-buffered saline, pH 7.4 ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ซ่ึงใน
การเตรียมตวัอย่างจะใชส้ารละลาย osmium tetroxide จากนั้นฝังเน้ือเยื่อลงในเรซิน และท าการตดั
ช้ินเน้ือเยือ่ดว้ยเคร่ือง ultra-microtome ดงัภาพท่ี 7 พบอนุภาคของไวรัสในเซลลไ์ซโทพลาสซึมของ
ทั้งมา้มและไต อนุภาคของไวรัสมีเปลือกหุ้ม มีลกัษณะคลา้ยรูปหกเหล่ียม เส้นผ่านศูนยก์ลาง
ระหว่าง 100-180 nm (Senapin et al., 2019) 
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ภาพที่ 6 ลกัษณะพยาธิสภาพของโรคไวรัส SDDV 

 
 

ภาพที่ 7 อนุภาคของไวรัส SDDV 

 
 

ภาพที่ 8 การสกดัไวรัสใหมี้ความบริสุทธ์ิ ดว้ยวิธี sucrose gradient ultracentrifugation 
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  3. การสกดัไวรัสให้มคีวามบริสุทธิ์ 
   น าตัวอย่างเน้ือเยื่อกลา้มเน้ือท่ีแช่แข็งไว ้(-20 ºC) ประมาณ 1 กรัม บด
เน้ือเยือ่ในสารละลาย TNE buffer 1 mL ซ่ึงประกอบดว้ยสารละลายผสมดงัน้ี 20 mM Tris-HCl, 0.4 
M NaCl, 20 mM EDTA, pH 7.4 น ามากรองดว้ยตวักรองท่ีมีเมมเบรนขนาด 100- และ 40- ไมครอน 
จากนั้นน าตวัอย่างท่ีเป็นเน้ือเดียวกนัแลว้มา 500 µL ใส่ลงในสารละลายซูโครส 10-50% (w/w) 
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 100,000 xg อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบว่า สังเกตเห็นแบนท่ีเกิดข้ึนอยู่
ระหว่าง 30-40% ดงัภาพท่ี 8 (a) จากนั้นน ามาไปป่ันเหวี่ยงท่ี 200,000 xg อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง แลว้น าไวรัสท่ีมีความบริสุทธ์ิไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น (TEM) 
พบว่า มีอนุภาคของไวรัสเหมือนกนั (b-d) มีเสน้ผา่นศูนยก์ลางระหว่าง 100-110 nm (Senapin et al., 
2019) 
  4. semi-nested PCR 
   ท าการยืนยนัเช้ือไวรัสเกล็ดหลุด ดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(PCR) เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอ (DNA amplification) โดยไม่อาศยัเซลลข์อง
ส่ิงมีชีวิต น าตัวอย่างตบั ไต มาสกัดดีเอ็นเอ ใช้ phenol-chloroform หรือชุดสกัด น าไปวดัความ
เขม้ขน้และคุณภาพของดีเอน็เอ ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 nm ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
ซ่ึงคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีดีอยู่ในช่วง 1.7-1.8 จากนั้นเจือจางตวัอย่างดีเอ็นเอ 100 ng/µL เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -20 ºC เพื่อน าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค semi-nested PCR ต่อไป จากการ
พฒันาวิธีการตรวจวินิจฉัยดว้ยเทคนิคน้ี พบว่า วิธีการตรวจน้ีมีความจ าเพาะ (Specificity) กบัสาร
พนัธุกรรมของไวรัส SDDV โดยใชเ้ช้ือก่อโรคต่าง ๆ  ในปลา ดงัน้ี Streptococcus iniae, V. haveyi, 
V.  parahemolyticus XN89, V.  vulnificus, VNN, ISKNV, V.  tubiashi, T.  litopenaei, Nocardia, V. 
alginolyticus, Pleisiomas shigelloides และ V. cholera และมีความไว (Sensitivity) ในการตรวจพบ
ไวรัส 100 copies/µL (Charoenwai et al., 2019) จากการตรวจวินิจฉยัโรคไวรัสเกล็ดหลุดจากปลา
กะพงขาวท่ีเก็บจากฟาร์มในภาคตะวนัออกและภาคใตข้องประเทศไทย ในปี 2016 ถึง 2018 พบปลา
กะพงขาวป่วยท่ีมีลกัษณะอาการเหมือนกบัโรคไวรัสเกลด็หลุด (lane 1-8) จงัหวดัจนัทบุรี ซ่ึงถา้พบ
แบนเดียวท่ี 412 bp แสดงว่า มีการติดเช้ือเลก็นอ้ย แต่ถา้ข้ึนทั้ง 2 แบน คือ 738 และ 412 bp แสดงว่า 
มีการติดเช้ืออยา่งหนกั ดงัภาพท่ี 9 (+ve คือ ตวัควบคุมบวก และ –ve คือ ตวัควบคุมลบ) 
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ภาพที่ 9 ผลการตรวจวินิจฉยัโรคไวรัสเกลด็หลุด ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR 

 
  5. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมไวรัส และความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(Phylogenetic analysis) 
   ท าการโคลนยีน Major capsid protein (MCP) และวิเคราะห์ล  าดับเบส 
จากนั้นน ามาหาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม พบว่า มีกรดอะมิโนแตกต่างกนัเพียงเลก็นอ้ยระหว่าง
ไวรัสท่ีแยกไดจ้ากประเทศไทยและสิงคโปร์ ซ่ึงในส่วนของยนี MCP (ORF 060L) และส่วนอ่ืนอีก 
3 ORFs (030L, 035L และ 061L) มีล  าดบันิวคลีโอไทดท่ี์แยกไดแ้ตกต่างกนั เท่ากบั 98.7%, 99.9% 
และ 99.9% ตามล าดบั และจ านวนกรดอะมิโนท่ีลดลง เท่ากบั 98.3%, 99.6% และ 99.6% ตามล าดบั 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า มีจ  านวนกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงไป 1 หรือ 2 ต าแหน่งใน ORFs 
035L และ 061L ภาพท่ี 10 แสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของล าดบัเบสของยีน MCP ในวงศ ์
Iridoviridae พบว่า มีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมกบั SDDV สิงคโปร์ (Senapin et al., 2019) 

 
ภาพที่ 10 Phylogenetic tree ของโรคไวรัส SDDV ท่ีแยกไดจ้ากประเทศไทย 
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  6. Quantitative PCR 

   ท าการตรวจวนิิจฉยัโรคไวรัสเกลด็หลุด ดว้ยเทคนิค qPCR ซ่ึงมี
ความจ าเพาะและสามารถตรวจพบปริมาณไวรัสไดน้อ้ยท่ีสุด 2 copies/reaction โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อยนีท่ีสร้างเอนไซม ์ATPase ของ SDDV  (Sriisan et al., 2020)  

 

2.3   การระบาดของโรค (Epidermiology) 

 
ภาพที่ 11 วงจรการติดเช้ือ  

 
 การศึกษาการระบาดมีความส าคญัเป็นอย่างยิง่ เพ่ือคน้หาโรคในระยะเร่ิมแรก ลดโอกาส
การแพร่กระจายของเช้ือโรค และการกระจายของโรคในแต่ละพ้ืนท่ี น าไปสู่การตรวจวินิจฉยั ซ่ึง
สามารถบ่งบอกเปอร์เซ็นตค์วามชุกท่ีเป็นตวัช้ีวดัการเกิดของโรคในแต่ละพ้ืนท่ีการเล้ียงปลากะพง
ขาว วงจรการติดเช้ือหรือห่วงโซ่ของการระบาด เป็นผลท่ีเกิดจากความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือจุลชีพ
ก่อโรค ผูรั้บเช้ือ ไม่ว่าจะเป็นคนหรือสัตว ์และส่ิงแวดลอ้มต่าง ๆ  ซ่ึงท าให้เกิดการติดต่อจากแหล่ง
เช้ือโรค ไปยงัผูติ้ดเช้ือใหม่ท่ียอมรับเช้ือนั้น ๆ ทั้งในแนวด่ิงและแนวราบ ทั้งน้ีการควบคุมโรคหรือ
การป้องกนัการระบาดจะอาศยัการตดัวงจรเหล่าน้ี เพ่ือไม่ให้เกิดการติดเช้ือท่ีครบวงจร (Snow, 
2011) ดงัภาพท่ี 11 
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2.4   การเพิม่ปริมาณดเีอน็เอด้วยเทคนิค semi-nested PCR 
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค semi-nested PCR เป็นเทคนิคท่ีตอ้งการ PCR product 
มากข้ึน โดยอาศยัปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 2 ขั้นตอนด้วยไพรเมอร์ 2 คู่ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อยนีท่ีสร้างเอนไซม ์ATPase ของ SDDV ซ่ึงไพรเมอร์คู่แรกจะใชใ้นขั้นตอนแรกและ
ไพรเมอร์คู่แรกจะอยู่รอบนอกสุด หลงัจากนั้นน า PCR product ในขั้นตอนแรกไปท าปฏิกิริยาใน
ขั้นตอนท่ี 2 โดยใชไ้พรเมอร์คู่ท่ี 2 แต่ไพรเมอร์สายแรกเหมือนกนักบัไพรเมอร์คู่แรก ส าหรับเพ่ิม
ขยายไดเ้ฉพาะดีเอ็นเอเป้าหมายและอยู่ถดัเขา้ไปจากไพรเมอร์คู่แรก ซ่ึงในแต่ละปฏิกิริยาประกอบ
ไปดว้ย 3 ขั้นตอนดงัน้ี  
 ขั้นตอนท่ี 1   การท าให้ดีเอ็นเอเกลียวคู่เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว โดยการใชค้วามร้อนท าลาย
พนัธะไฮโดรเจนท่ีจบักนัอยู่ระหว่างเบสแต่ละคู่ เรียกว่า การเสียสภาพ (Denaturation) การท าใหดี้
เอน็เอเสียสภาพนิยมใชอุ้ณหภูมิ 94-95 °C 
 ขั้นตอนท่ี 2   เรียกว่า Annealing หรือการคืนสภาพ (Renaturation) คือการกลับคืนสู่
ธรรมชาติของดีเอน็เอ โดยการท า Hybridization ระหว่างสายเด่ียวของดีเอน็เอเป้าหมายกบัสายเด่ียว
ของไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์จะจบัท่ีปลาย 3’ ของสายเด่ียวดีเอน็เอบริเวณท่ีเป็นเบสคู่สมกนั ขั้นตอน
น้ีตอ้งลดอุณหภูมิลงอยา่งรวดเร็วเป็น 60 °C 
 ขั้นตอนท่ี 3   เรียกว่า Extension โดยเอนไซม ์Polymerase จะท าการสังเคราะห์ส่วนของ ดี
เอ็นเอต่อจากไพรเมอร์ในทิศทาง 5’ ไป 3’ ใช้ดีเอ็นเอสายเด่ียวเป็นแม่แบบ ซ่ึงจะใช้ Taq DNA 
Polymerase ท่ีมีคุณสมบติัทนอุณหภูมิสูงไดถึ้ง 95 °C รวมกบัดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดช์นิดต่างๆ 
ดว้ยคุณสมบติัของเอนไซมท่ี์ทนอุณหภูมิสูงได ้จึงท าให้สามารถเติมสารทุกอย่างท่ีตอ้งการใชใ้น
การท า PCR ตั้งแต่รอบแรกจนถึงรอบสุดทา้ย โดยมีการเปล่ียนอุณหภูมิเป็น 72 °C เพื่อใหเ้หมาะกบั
การท างาน ดังภาพท่ี 13 ท าให้มีการสังเคราะห์พอลินิวคลีโอไทด์สายใหม่ท่ีมีเบสคู่สมกับสาย
แม่แบบเดิม เมื่อเกิดการสงัเคราะห์ไปหลาย ๆ รอบจนไดจ้  านวนท่ีตอ้งการ  
 ในแต่ละรอบของ PCR ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนดงักล่าว โดยทุกๆรอบจะมีการเพ่ิมจ านวน 
ดีเอ็นเอเป้าหมายได้เป็น 2 เท่า โดยจ านวนผลผลิต PCR ค านวณได้เท่ากบั 2n (n = จ  านวนรอบ) 
ปัจจุบนัเคร่ือง PCR ไดมี้การตั้งโปรแกรมปรับเปล่ียนอุณหภูมิในแต่ละขั้นตอนอย่างอตัโนมติั แต่
ละรอบของ PCR จะใชเ้วลา 1-2 นาที ดงันั้นจึงสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอไดเ้ป็นลา้น ๆ  ช้ิน ดงัภาพ
ท่ี 12  
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ภาพที่ 12 การเพ่ิมจ านวนของดีเอน็เอ โดยเทคนิค PCR 
ท่ีมา :http://www.falaboratories.com/lab-services/microbiology/pcr-analysis/procedure/step78.asp 

 
ภาพที่ 13 ขั้นตอนการท า PCR 
ท่ีมา : http://www.ib.bioninja.com.au/_Media/pcr-components_med.jpeg 
 
2.5   การวเิคราะห์ผลผลติ PCR ด้วยเทคนิค Gel electrophoresis  
 อิเลก็โทรโฟรีซิส (electrophoresis) เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจาก
กนัโดยใชก้ระแสไฟฟ้า โดยใหส้ารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผา่นตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลาย สารท่ี
ประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจากประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยู่กบั
ขนาด รูปร่างโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟ้าและตวักลางท่ีใชด้ว้ย  
 โมเลกุลของดีเอน็เอประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก สารละลายของดีเอน็เอ หรืออาร์
เอ็นเอ จึงมีประจุเป็นลบท่ี pH เป็นกลาง เมื่ออยู่ในสนามไฟฟ้าโมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจาก
ขั้วลบไปยงัขั้วบวก เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตเป็นส่วนประกอบของนิวคลีโอไทดทุ์กชนิด ดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดโมเลกุลเล็กจะมีหมู่ฟอสเฟตอยู่น้อยกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ ดั้ งนั้นจะพบว่าประจุต่อมวล
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โมเลกุลของดีเอ็นเอทุกขนาดมีค่าเท่ากนั ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยูก่บั
ขนาดเป็นส่วนใหญ่ ดงัภาพ 2-14 

 
ภาพที่ 14 ภาพรวมของการท า Gel electrophoresis 
ท่ีมา: http://ku-scmicro36bkk.tripod.com/PCR.html 

 
2.6   งานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 Burbank, Fehringer, and Chiaramonte (2017)ได้ท าการศึกษาการตรวจวิ นิจฉัยโรค 
infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV) ในปลาเรนโบวเ์ทราต์ ดว้ยวิธีการเล้ียงเซลล ์โดย
เลือกตวัอยา่งในกลุ่ม non-lethal ไดแ้ก่ เมือก ครีบ และเหงือก หลงัจาก 14 วนัท่ีฉีดเช้ือไวรัส IHNV 
ในตวัอย่าง พบว่า มี CPE เกิดข้ึนในเซลลไ์ลน์ท่ีเล้ียงไว ้จึงไดน้ ามาตรวจวินิจฉัยดว้ยเทคนิค RT-
PCR ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งไตและมา้มท่ีเป็นตวัอยา่งกลุ่ม lethal พบว่า ครีบจะมีความไวใน
การตรวจพบไวรัสมากกว่าไตและมา้ม ดงันั้นครีบจึงเป็นตวัอย่างท่ีน ามาใชใ้นการตรวจวินิจฉยัได้
ง่ายท่ีสุด  
 Charoenwai et al. (2019) ได้พฒันาวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคเกล็ดหลุดในปลากะพงขาว 
ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR พบว่า วิธีดงักล่าวท่ีพฒันาข้ึนมาในคร้ังน้ีสามารถตรวจหาเช้ือไวรัส
ไดอ้ย่างมีความจ าเพาะเจาะจงกบัเช้ือไวรัส SDDV เท่านั้น โดยใชดี้เอ็นเอจากแบคทีเรียก่อโรค 10 
ชนิด ได้แก่ Streptococcus iniae, V. harveyi, V. parahemolyticus XN89, V. vulnificus, V. tubiashi, V. Cholera, 

T.litopenaei, Nocardia seriolae, V. alginolyticus, Pleisiomas shigelloides และดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากเน้ือเยื่อ
ท่ีติดเช้ือไวรัส 2 ชนิด ไดแ้ก่ ISKNV และ NNV และสามารถตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV ปริมาณนอ้ย
ท่ีสุด 100 copies/µL ซ่ึงประสิทธิภาพในการสกดัดีเอ็นเอท่ีใชชุ้ดสกดั A, B และวิธีการสกดัท่ีนิยม
ใชท้ัว่ไป (phenol-chloroform) มีผลต่อความไวในการตรวจพบไวรัสลดลง จากนั้นไดน้ าวิธีการ
ตรวจท่ีพฒันาข้ึนสุ่มตรวจตวัอย่างปลากะพงขาวและปลาเก๋าของประเทศไทยทางภาคตะวนัออก
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และภาคใต ้จากการสุ่มตรวจตวัอยา่งจากอวยัวะตบัและไต ปลากะพงขาวจ านวน 192 ตวัอยา่ง ปลา
เก๋าจ  านวน 45 ตัวอย่าง พบว่า มีการตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV ในปลากะพงขาวจงัหวดัจนัทบุรี
ทั้งหมด 31 ตวัอยา่ง 
 Dangtip et al. (2019) ไดท้ าการศึกษาการตรวจวินิจฉยัโดยวดัความเขม้สีของโรคเกลด็หลุด
ในปลากะพงขาว ดว้ยเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) กบั xylenol orange 
พบว่า มีความไวและความจ าเพาะต่อเช้ือไวรัสสูงกว่า semi-nested PCR อีกทั้งยงัมีวิธีการสกดัดีเอ็น
เอท่ีรวดเร็ว คือ G3T เมื่อเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีสกดัได ้พบว่า ความเขม้ขน้ดีเอน็เอ
ปริมาณน้อยเพียง 100 pg ก็สามารถตรวจพบไวรัสได้ ซ่ึงวิธีการน้ีเป็นการพฒันาวิธีการตรวจท่ี
สามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่าได ้สะดวก และง่ายต่อการใชง้าน เกษตรกรสามารถน าไปใชต้รวจโรค
หนา้ฟาร์มได ้

de Groof et al. (2015) ไดท้  าการศึกษาเช้ือไวรัส SDDV ท่ีก่อโรคเกล็ดหลุดในปลากะพง
ขาวจากฟาร์มประเทศสิงคโปร์และประเทศอินโดนีเซีย โดยใชห้ลกัการ Koch’ s postulates เขา้มา
ช่วยในการศึกษา ซ่ึงตวัอยา่งท่ีเก็บมามีลกัษณะอาการเบ้ืองตน้คลา้ยกบัโรคไวรัส SDDV จึงไดแ้ยก
เช้ือไวรัสออกมาจากน ้ าเลือด แลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ย VIDISCA-454 โดยใชเ้ทคนิค real time qPCR 
เพ่ือหาล าดบัเบส  พบว่าเป็นไวรัสชนิดเดียวกนั จากนั้นน ามาฉีดในเซลลไ์ลน์ SK21 หลงัจาก 6 วนั
เกิดการติดเช้ือไวรัสจะมีลกัษณะของ Cytopathogenic effect (CPE) เกิดข้ึนในเซลล ์จึงมีการยนืยนั
เช้ือไวรัสโดยใชเ้ทคนิค qPCR อีกคร้ัง และเม่ือน ามาส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน พบว่า ไวรัสมีลกัษณะเป็นรูปทรงหกเหล่ียม (Hexagonal) มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ประมาณ 140 นาโนเมตร จากนั้นน าเช้ือไวรัสมาฉีดเขา้ไปในใตท้อ้งของปลากะพงขาว เม่ือเวลา
ผ่านไป 10 วนั ปลากะพงขาวก็มีลกัษณะอาการเกล็ดหลุด ครีบกร่อน ล  าตวัด า ซ่ึงมีลกัษณะอาการ
เหมือนกนั แสดงว่าเป็นเช้ือไวรัส SDDV จากนั้นจึงไดท้ าการคิดคน้วิธีการป้องกนัโรคไวรัส SDDV 
ด้วยการผลิตวคัซีน 3 ชนิด เม่ือน ามาฉีดในเซลล์ไลน์ท่ีติดเช้ือไวรัส พบว่า formalin-inactivated 
virus (FK-SDDV) สามารถป้องกันการเกิดโรคไวรัส SDDV ได้ 74%, Binary ethyleneimine-
inactivated virus (BEI-SDDV) 70% และ recombinant MCP protein (recMCP) สามารถป้องกนัการ
เกิดโรคไวรัส SDDV ไดม้ากท่ีสุด คือ 91% 

Ferreira, Costa, Macchia, Dawn Thompson, and Baptista (2019) ได้ท าการตรวจวินิจฉัย
เช้ือ Betanodavirus ในปลา European seabass โดยใชต้วัอย่างในกลุ่ม non-lethal ไดท้  าการฉีดเช้ือ
เขา้ช่องทอ้งและแช่ ท่ี 107 TCID50/mL และ 106 TCID50/mL ตามล าดบั จากนั้นเก็บตวัอย่างสมอง 
เหงือก ครีบ และเลือดท่ี 7, 15 และ 30 วนั เม่ือน ามาตรวจวินิจฉยัดว้ยเทคนิค RT-PCR พบว่า ไวรัส
ในตวัอย่างกลุ่ม non-lethal ไม่แน่นอน ซ่ึงจะมีจ  านวนไวรัสนอ้ยกว่าไวรัสในสมอง ส าหรับเลือดมี
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จ  านวนไวรัสสูงกว่าในการทดลองแบบฉีดเช้ือเขา้ช่องทอ้งท่ี 15 dpi และใชเ้ทคนิค ELISA ในการ
ตรวจหาแอนติบอดี พบแอนติบอดีท่ี 7 dpi และมีค่า antibody titres สูง ท่ี 15 และ 30 dpi ดงันั้นใน
การตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะจึงเป็นการประเมินการติดเช้ือในระยะแรกได ้

Gibson-Kueh et al. (2012) ไดท้  าการศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ
ไวรัส SDDV ในปลากะพงขาว มีการน าเน้ือเยื่อของปลากะพงขาวท่ีติดโรค SDDV ซ่ึงลกัษณะ
ภายนอกจะมีผิวบริเวณล าตวัมีสีด  า เกล็ดหลุด และครีบกร่อน และอวยัวะภายในบริเวณตบัมีเส้น
ไขมนัแทรกอยู ่โดยใชว้ิธี Histopathology พบว่า มีกลา้มเน้ือตายบริเวณผวิหนงั เกิดการอกัเสบของ
หลอดเลือดแดง ท าให้ไม่สามารถส่งเลือดไหลเวียนไปท่ีไตได ้และมีกลา้มเน้ือตายรุนแรงมากข้ึน 
ดังนั้นจึงมีการน าไวรัส SDDV ไปศึกษาโดยดูภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission electron microscopy; TEM)  พบว่ า  ไว รัสมีลักษณะ เ ป็น รูปทรงหก เห ล่ียม 
(Hexagonal) ซ่ึงไวรัสท่ีพบในมา้มจะมีเยือ่หุม้ขนาดใหญ่ประมาณ 188-269 นาโนเมตร และไวรัสท่ี
พบในตบัจะมีเยือ่หุม้ขนาดเลก็กว่าในมา้ม ประมาณ 133 นาโนเมตร 
 Leis et al. (2018) ไดท้ าการศึกษาการตรวจวินิจฉัยโรค Largemouth Bass Virus (LMBV) 
ของปลากะพงปากกวา้งในแม่น ้ ามิสซิสซิปปี ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยท าการเปรียบเทียบตวัอยา่ง
ในกลุ่ม lethal และ non-lethal ดว้ยเทคนิค PCR และ qPCR พบว่า สามารถแยกเช้ือไวรัสจากตวัอยา่ง
ปลาไดเ้พียง 30% เม่ือน ามาเพาะเล้ียงในเซลล ์bluegill fry (BF-2) โดยใชเ้ทคนิคดั้งเดิม ซ่ึงพบไวรัส
ในตวัอย่างเมือก ไต และมา้มไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั แต่เมื่อน ามาตรวจดว้ยใชว้ิธีป้ายเมือก
ออกมาตรวจพบว่า มีความไวในการตรวจพบไวรัสมากกว่าการเพาะเล้ียงเซลลแ์บบดั้งเดิม 70% 
ดงันั้น ตวัอยา่งในกลุ่ม non-lethal สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในการตรวจวินิจฉยัโรค LMBV ได ้
 Liamnimitr, Thammatorn, U- thoomporn, Tattiyapong, and Surachetpong ( 2018)  ไ ด้
ท าการศึกษาการตรวจวินิจฉัยโรค Tilapia Lake Virus (TILV) ในตัวอย่างท่ีไม่ท าลายปลา (non-
lethal) โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR และการเล้ียงเซลล ์พบว่า มีการตรวจพบโรค TILV ในตวัอย่างตบั
และเมือกจากปลานิลท่ีก  าลงัจะตาย และสามารถแยกไวรัสไดโ้ดยการเล้ียงเซลล ์เม่ือเปรียบเทียบการ
ตรวจพบไวรัสในตบัและเมือก พบว่า เมือกสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในการตรวจวินิจฉยัโรคน้ี 
และไวรัสท่ีอยู่ในเมือกยงัคงมีชีวิตอยูท่  าใหเ้กิด cytopathic effect ในเซลล ์E-11 ได ้ซ่ึงเมื่อน าไวรัส 
TILV มาฉีดกลบัในปลาปกติ จะมีอตัราการตาย 55.71% ท าให้เกิดการถ่ายทอดแบบ horizontal ซ่ึง
เป็นส่ิงส าคญัในการแพร่กระจายของโรค TILV อีกทั้งยงัลดการท าลายปลา เน่ืองจากสามารถน า
เมือกมาตรวจวินิจฉยัโรคได ้
 Nurliyana et al. (2020) ไดท้ าศึกษาโรคท่ีไม่ทราบสาเหตุในฟาร์มปลากะพงขาวท่ีประเทศ
มาเลเซีย เมื่อเดือนกนัยายน 2019 ท่ีท าให้ปลากะพงขาวตวัเต็มวยัตาย ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยกบัโรค
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เกลด็หลุด ไดแ้ก่ ตวัด า เกลด็หลุดออกง่าย ทอ้งแดง และว่ายบนผวิน ้ า จากผลการศึกษาพยาธิสภาพ
ของโรค พบว่า มีความผิดปกติท่ีหลายอวยัวะในอวยัวะภายใน รวมถึงมีกลา้มเน้ือตายท่ีท่อไต ตก
เลือดในมา้มและสมอง และมีการอกัเสบของเซลลต่์อมน ้ าเหลือง พบว่ามี inclusion bodies ในไซ
โตพลาสซึม ในเซลลต์บั ซ่ึงบ่งบอกว่ามีการติดเช้ือไวรัส เม่ือท าการศึกษาดว้ย TEM พบว่ามีอนุภาค
ของไวรัสในเซลล ์ และเมื่อตรวจวินิจฉัยดว้ย PCR พบว่า ปลาท่ีมีลกัษณะอาการดังกล่าวติดเช้ือ 
SDDV จากนั้นท าการวิเคราะห์ความสัมพนัธุ์ทางพนัธุกรรมพบว่า SDDV ของมาเลเซียมีความ
เหมือนกบัสิงคโปร์ และไทย 99.20%  
 Richards, Murphy, Brenden, Loch, and Faisal (2017) ไดท้ าการศึกษาการตรวจวนิิจฉยัโรค 
Bacterial kidney disease (BKD) มีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรีย Renibacterium salmoninarum ใน
ปลาแซลมอนชินูก โดยท าการแช่และฉีดเช้ือกลบั จากนั้นน าตวัอย่างทั้งในกลุ่ม lethal และ non-
lethal มาตรวจดว้ยเทคนิค nPCR และ ELISA เพ่ือหาความไวของเช้ือ พบว่า หลงัจาก 9 วนั ปลาจะ
มีลกัษณะอาการตกเลือดบริเวณล าตวั เหงือกสีซีดอยา่งรุนแรง เกิดการอกัเสบเร้ือรังบริเวณมา้มและ
ไต และมีเยือ่ปกคลุมบริเวณตบั ซ่ึงจะไม่สามารถพบลกัษณะอาการดงักล่าวในกลุ่มควบคุม ส าหรับ
การฉีดเช้ือเป็นวิธีท่ีดีสุด เน่ืองจากพบว่ามีการติดเช้ือ 100% ของตวัอย่างในกลุ่ม lethal และ non-
lethal เมื่อเปรียบเทียบกบัตวัอย่าง uro-fecal เลือด และเมือก พบว่ามีการติดเช้ือ 97, 84 และ 52% 
ตามล าดับ ส าหรับการแช่เช้ือ ตัวอย่างในกลุ่ม lethal, non-lethal, uro-fecal, blood และ mucous 
พบว่ามีการติดเช้ือ 69, 27, 19, 3 และ 6% ตามล าดบั  ซ่ึงผลจากการศึกษาสามารถน าตวัอยา่งในกลุ่ม 
non-lethal มาใชติ้ดตามการเกิดโรค BKD ได ้ 
 Senapin et al. (2019) ไดท้ าการศึกษาการตายของปลากะพงขาวจากโรคเกลด็หลุดท่ีเกิดจาก
เช้ือไวรัส (SDDV) ในภาคตะวนัออกของไทย จากการศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพ พบว่า มี
กลา้มเน้ือตายบริเวณมา้ม นิวเคลียสบีบตวัแน่นและแตกออกเป็นช้ินเลก็ๆ ในเน้ือเยือ่ตบั และไต อีก
ทั้งยงัเกิดการอกัเสบในหลายอวยัวะ เหมือนกบัการรายงานคร้ังแรกในประเทศสิงคโปร์ เม่ือน า
ไวรัสมาแยกให้มีความบริสุทธ์ิดว้ยวิธี sucrose gradient ultracentrifugation พบว่า ความหนาแน่น
ของชั้นไวรัสจะอยู่ท่ีประมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นน าส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน (TEM) พบว่า อนุภาคไวรัสมีลกัษณะเป็นรูปทรงหกเหล่ียม มีเปลือก เส้นผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 100-180 นาโนเมตร จากนั้นท าการตรวจวินิจฉยัดว้ยเทคนิค PCR เพื่อยืนยนัว่า
เป็นไวรัส SDDV 
 Sriisan et al. (2020) ไดท้ าการพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉยัโรคเกลด็หลุด ดว้ยเทคนิค qPCR 
ซ่ึงสามารถตรวจพบปริมาณไวรัสไดน้อ้ยท่ีสุด 2 copies/reaction โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ
ต่อยีนท่ีสร้างเอนไซม ์ATPase ของ SDDV ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความไวในการตรวจพบไวรัสไดสู้งมาก 
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และสามารถน าไปใชต้รวจหาเช้ือไวรัสในปลาป่วยท่ีไม่แสดงอาการ เพื่อเป็นการติดตามสุขภาพ
ปลา และป้องกนัการแพร่กระจายของไวรัส 



 20 

บทที่  3 
วธีิด าเนินการวจิยั 

 
3.1   Animal ethic 
 การใชส้ตัวใ์นการศึกษาน้ีไดรั้บอนุมติัจากคณะกรรมการก ากบัดูแลการด าเนินการต่อสตัว์
เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา (IACUC001/2563)  
 
3.2   ตวัอย่างที่ใช้ในการทดลอง 
 เก็บตวัอย่างปลากะพงขาว ฟาร์ม 1 กระชงัคลองพล้ิว ปากแม่น ้ าแหลมสิงห์ อ  าเภอแหลม
สิงห์ จงัหวดัจนัทบุรี โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 ปลากะพงขาวท่ีมีอาการป่วยในกระชงั จ  านวน 
15 ตวั กลุ่มท่ี 2 ปลากะพงขาวท่ีไม่แสดงอาการในกระชงัเดียวกนั จ  านวน 5 ตวั และฟาร์ม 2 ปลา
กะพงขาวปกติจากบริเวณหมู่บา้นอมัพวา อ  าเภอท่าใหม่ จงัหวดัจนัทบุรี (Reference site) จ  านวน 5 
ตวั ดงัภาพท่ี 15  

 
ภาพที่ 15 แผนท่ีเก็บตวัอย่างปลากะพงขาวในจังหวดัจนัทุบรี ฟาร์ม 1 กระชงัคลองพล้ิว อ  าเภอ 
แหลมสิงห์ และฟาร์ม 2 บ่อดินหมู่บา้นอมัพวา อ  าเภอท่าใหม่ 
 

3.3   อุปกรณ์และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 
 3.3.1   Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL 
 3.3.2   PCR tube ขนาด 0.2 mL 
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 3.3.3   Auto pipette ขนาด 1,000, 200, 10 µL 
 3.3.4   Pipette tips  
 3.3.5   ขวดใส่สาร 
 3.3.6   กระบอกตวง 
 3.3.7   แท่งบดเน้ือเยือ่ 
 3.3.8   ไมโครเวฟ (Microwave) 
 3.3.9   เคร่ืองชัง่สาร 
 3.3.10   เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) 
 3.3.11   เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex) 
 3.3.12   Heating block  
 3.3.13   เคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรม (T100™ Thermal Cycler, BIO-RAD) 
 3.3.14   เคร่ืองแยกขนาด DNA ดว้ยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) 
 3.3.15   เคร่ืองถ่ายรูปเจล (Gel Documentation) 
 3.3.16   เคร่ืองกวนสาร (Magnetic stirrer) 
 3.3.17   เข็มขนาด 21G พร้อม syringe 3 mL 
 3.3.18   แผน่ปิดสไลด ์
 3.3.19   อุปกรณ์ผา่ตดั ไดแ้ก่ กรรไกร ดา้มมีด ใบมีด และท่ีคีบ 
 3.3.20   ขวดเก็บน ้ า 
 3.3.21   เคร่ืองวดัความเค็ม (pH meter) 
 3.3.22   DO meter 
 3.3.23   กระบอกเก็บน ้ าแนวนอน  
 3.3.24   ถาดส าหรับผา่ตวัอยา่งปลา 
 
3.4   สารเคมทีี่ใช้ในการทดลอง 
 3.4.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการเก็บตวัอยา่ง 
  3.4.1.1   Clove oil 80 ppm 
  3.4.1.2   Heparin tubes 
  3.4.1.3   95% ethanol 
 3.4.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดั DNA 
  3.4.2.1   TF-lysis buffer 
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  3.4.2.2   Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol 
  3.4.2.3   Absolute ethanol 
  3.4.2.4   70% ethanol 
  3.4.2.5   TE buffer 
 3.4.3 สารเคมีท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) 
  3.4.3.1   Primer Forward 
  3.4.3.2   Primer Reverse 
  3.4.3.3   10X reaction buffer 
  3.4.3.4   10 mM dNTPs 
  3.4.3.5   5U/µL Taq DNA polymerase 
  3.4.3.6   Sterile distilled water 
 3.4.4 สารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ผลโดย Gel electrophoresis 
  3.4.4.1   Agarose gel 
  3.4.4.2   SERVA green (Nucleic acid staining solution) 
  3.4.4.3   1X Tris-boric-EDTA buffer (TBE) 
  3.4.4.4   6X loading dye 
  3.4.4.5   100 bp DNA ladder 
3.5   วธิีด าเนินการวจิยั 

 3.5.1 วิธีการเก็บตวัอยา่ง 
  1) ท าการสลบตวัอยา่งปลากะพงขาวดว้ยน ้ามนักานพลู (clove oil) ความเขม้ขน้ 80 
ppm (Bambang Hanggono, 2006) ปลากะพงขาวจะสลบอยูใ่นขั้น deep anesthesia  
  2) เจาะเลือดท่ีเสน้เลือด caudal vein บริเวณโคนหาง โดยใชเ้ข็มขนาด 21G พร้อม 
syringe 3 mL ใส่ลงหลอด heparin ท่ีเป็นสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด แลว้เก็บไวอุ้ณหภูมิ 4 °C 
  3) ขูดเมือกบริเวณผิวหนัง โดยใชแ้ผ่นปิดสไลด์ลากลงไปตามแนวของเกล็ดปลา 
แลว้น าเมือกใส่ลงใน 1.5 mL microcentrifuge tube  
  4) ท าการผา่ตดัตวัอยา่งปลา ดว้ยวิธี aseptic technique โดยใชก้รรไกร ดา้มมีด และ
ท่ีคีม ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ ซ่ึงท าการผ่าเปิดช่องทอ้ง แลว้ตดัเน้ือเยื่อตบั ไต มา้ม กลา้มเน้ือ จากนั้น
ตดัครีบหาง สมอง และตา โดยไม่เอาตาขาว ประมาณ 30 mg เก็บไวใ้น 95% Ethanol จากนั้นตดั
เหงือกทั้ง 8 ซ่ี เก็บใส่ใน 0.85% NaCl เพื่อน าไปตรวจหาปรสิตภายนอกด้วยกลอ้งจุลทรรศน์
อิเลก็ตรอน  
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  5) ท าการเข่ียเช้ือแบคทีเรียบริเวณผวิหนงั และอวยัวะภายในต่าง ๆ ดว้ยอาหารเล้ียง
เช้ือ TSA+1.5% NaCl เพ่ือดูการติดเช้ือร่วมกนั เน่ืองจากเป็นปลาท่ีเก็บตามธรรมชาติ  
  6) เก็บตวัอย่างส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนในระบบเล้ียงท่ีอาจเป็นพาหะน าโรค ไดแ้ก่ หอย
เจดีย ์และหอยนางรม อย่างละ 10 ตัว ซ่ึงจะเกาะติดอยู่บนเสาไม้ไผ่ของกระชังเล้ียงปลาตาม
ธรรมชาติ และเหยือ่ปลาสดท่ีบดละเอียด โดยใชมื้อจบัและน าไปน็อคดว้ยน ้ าแข็ง จากนั้นใชมี้ดแกะ
เปลือกหอย แลว้น าตวัหอยมาสกดั DNA 
  7) ศึกษาปัจจยัส่ิงแวดลอ้ม โดยท าการวดัอุณหภูมิน ้ า ค่า pH และ DO. จากนั้นเก็บ
น ้ า 4 จุด บริเวณกระชงั โดยใชก้ระบอกเก็บน ้ าแนวนอน จากนั้นน ามาวิเคราะห์คุณภาพน ้ า ไดแ้ก่ 
แอมโมเนีย ไนไตรท ์ไนเตรท และฟอสเฟต (Parsons, Maita, & Lalli, 1984) ดงัภาคผนวก ก. 

3.5.2   การสกดั DNA  
 น าตวัอย่างเน้ือเยื่อปลากะพงขาว ไดแ้ก่ ตบั ไต มา้ม เหงือก ครีบหาง ตา สมอง 

และกลา้มเน้ือ มาสกดั DNA โดยใช ้Phenol-chloroform ส่วนเลือด และเมือก สกดั DNA โดยใช้ 
High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche จากนั้นน ามาเช็คคุณภาพ DNA ควรอยูใ่นช่วง 1.7-1.8 วดั
ค่าดูดกลืนแสงท่ี 260 nm. และ 280 nm. โดยใชเ้คร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ จากนั้นน าตวัอย่างท่ี
สกดัแลว้มาเจือจางใหม้ีความเขม้ขน้ 100 ng/µL เพื่อน ามาตรวจวินิจฉยัโรคต่อไป  

 3.5.3   การตรวจวนิิจฉยัโรคไวรัสเกลด็หลุดดว้ยวิธี Semi-nested PCR 
  น าตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีมีความเขม้ขน้ 100 ng/µL โดยเตรียมส่วนผสมและขั้นตอนใน
การท าปฏิกิริยา semi-nested PCR ดงัตารางท่ี 1  
 
ตารางที่ 1 ส่วนผสมในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสขั้นท่ี 1 (1st step PCR)  

Component volume/reaction (µL) 
10 µM RB ATPase F1 0.50 
10 µM RB ATPase R1 0.50 
10X reaction buffer 2.50 
10 mM dNTPs 0.50 
5 U/µL RBC taq DNA polymerase (RBC 
bioscience, Taiwan) 

0.25 

DNA template (100 ng/µL) 2.00 
Total 25.0 
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ตารางที่ 2 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ขั้นท่ี 1 (1st step PCR) 
Step T (°C) Time Cycle 

Pre-Denaturation 94°C 5 min 

30 Cycles 
Denaturation 94°C 30 sec 
Annealing 60°C 30 sec 
Extension 72°C 30 sec 
Final extension 72°C 5 min 

 น า PCR product ท่ีไดใ้นปฏิกิริยาขั้นท่ี 1 มาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสต่อในขั้นท่ี 2 
(semi-nested PCR) ดงัตารางท่ี 3 และ 4 
 
 ตารางที่ 3 ส่วนผสมในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสขั้นท่ี 2 (semi-nested PCR) 

Component volume/reaction (µL) 
10 µM RB ATPase F1 0.40 
10 µM RB ATPase R2 0.40 
10X reaction buffer 2.00 
10 mM dNTPs 0.40 
5 U/µL RBC taq DNA polymerase (RBC 
bioscience, Taiwan) 

0.20 

1st step PCR product 5.00 
Total 20.0 

 
ตารางที่ 4 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ขั้นท่ี 2 (semi-nested PCR) 

Step T (°C) Time Cycle 
Pre-Denaturation 94°C 5 min 

30  Cycles 
Denaturation 94°C 30 sec 
Annealing 67°C 30 sec 
Extension 72°C 30 sec 
Final extension 72°C 5 min 
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 3.5.4   การวิเคราะห์ผล PCR product โดยใชเ้ทคนิค Gel Electrophoresis 
เตรียม 1.2% Agarose gel โดยชัง่ Agarose gel 0.96 กรัม ละลายใน 1X TBE buffer 

80 mL หลอมเหลว Agarose ดว้ยไมโครเวฟหลอมเหลวละลายรวมเป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นเติม 
SERVA Green (Nucleic acid staining solution) 1.5 µL ผสมให้เข้ากัน ตั้ งท้ิงไว ้ท่ีอุณหภูมิห้อง
ประมาณ 5 นาที เทใส่ใน sample comb ท่ีเตรียมไว ้และตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องให้ Agarose gel 
แข็งตัว จากนั้นน า PCR product ปริมาตร 10 µL ผสมกับ 6X loading dye 2 µL ใส่ลงบนช่องใน 
agarose gel ท่ีเตรียมไว ้จากนั้นใส่ 100 bp DNA lader ไวท่ี้ช่องแรกและช่องสุดทา้ย แลว้แยกขนาดดี
เอ็นเอภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ ในสารละลาย 1X TBE buffer ใช้เวลาประมาณ 40 นาที 
จากนั้นน า agarose gel ท่ีผ่านการแยกขนาดดีเอ็นเอแลว้ไปถ่ายรูปดว้ยเคร่ือง Gel Documentation 
ภายใตแ้สง UV 

 3.5.5   การหาปริมาณไวรัส SDDV ในตวัอยา่งกลุ่ม non-lethal ดว้ยเทคนิค Quantitative 
PCR 

น าดีเอ็นเอเลือด เมือก และครีบหางท่ีได้จากการศึกษาข้างต้นไปวิเคราะห์หา
ปริมาณของไวรัส SDDV ดว้ยเทคนิค qPCR ตามวิธีการของ Sriisan et al. (2020) เพื่อให้ทราบถึง
ปริมาณของไวรัสจากตวัอย่างท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา เพื่อประเมินประสิทธิภาพของการตรวจไวรัส
จากตวัอยา่งเหล่าน้ี 

 3.5.6   การตรวจวนิิจฉยัเช้ือก่อโรคชนิดอ่ืน ดว้ยเทคนิค PCR  
  เน่ืองจากบริเวณท่ีเก็บตวัอย่างเป็นบริเวณปากแม่น ้ า ท าให้มีกระแสน ้ าไหลผ่าน
ตลอดเวลา จึงจ  าเป็นตอ้งมีการตรวจวินิจฉยัเช้ือแบคทีเรียอ่ืน ๆ ร่วมดว้ย ซ่ึงอาจจะมีการติดเช้ือตาม
ธรรมชาติ โดยใชไ้พรเมอร์ดงัตารางท่ี 5  
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ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรค 
Diseases Primer Sequences (5’ to 3’) PCR 

amplicons 
(bp) 

Ref. 

Vibrio vulnificus 1. vvhA 
type I 

F: AGATTAAGTGTGTGTTGCACAAGCGGTG 
R: ACCGAAAACAGCGCTGAAGGAAGAACGGTA 

813 Senoh et al. 
(2005) 

Vibrio harveyi 2. ToxR F: GAAGCAGCACTCACCGAT 
R: GGTGAAGACTCATCAGCA 

382 Pang et al. 
(2006) 

3. VH-HP F: GGCGAACCTATAACGATAAGC 
R: GGCTCCAAGTGGTTTTACACT 

445 Centex 
shrimp 
unpublished 

Flavobacteriaceae 4. 16S 
rRNA 

20F: AGAGTTTGATC(AC)TGGCTCAG 
R1438: GCCCTAGTTACCAGTTTTAC 

1450 Darwish and 
Ismaiel 
(2005) 

Tenacibaculum 
maritimum 

5. MAR MAR1: AATGGCATCGTTTTAAA 
MAR2: CGCTCTCTGTTGCCAGA 

1078 Toyama et 
al. (1996) 

Streptococcus iniae 6. Sin F: CTAGAGTACACATGTACT(AGCT)AAG 
R: GGATTTTCCACTCCCATTAC 

300 Zlotkin et al. 
(1998) 

Scale drop disease 
virus (SDDV) 

8. ATPase F1: ATGTCTGTTCCTGTGAAGGAA 
R1: CGCAATTGCTGTTGTTGAATAA 
R2: ACGGTAGACATTGGAACTTGT 

412, 738 Charoenwai 
et al. (2019) 

Nervous necrosis 
virus (NNV) 

9. VNN F1: ACACTGGAGTTTGAAATTCA 
R1: GTCTTGTTGAAGTTGTCCCA 
F2: ATTGTGCCCCGCAAACAC 
R2: GACACGTTGACCACATCAGT 

255, 605 Dalla Valle 
et al. (2000) 

 
 3.5.7 วิธีการติดตามสุขภาพปลากะพงขาว โดยใชต้วัอยา่งเลือดในการตรวจหาเช้ือไวรัส 
SDDV (recommended protocol) 

  น าพ่อแม่พนัธุ์หรือปลากะพงขาวในระหว่างการเล้ียงมาวางยาสลบด้วยน ้ ามนั

กานพลู 80 ppm จากนั้นท าการดูดเลือดมาจ านวน 200 µL ใส่ในหลอด heparin ท่ีเป็นสารป้องกนั
การแข็งตวัของเลือด จากนั้นน าเลือดมาเก็บไวท่ี้ 4 °C ปลาท่ีน ามาตรวจสุขภาพแลว้สามารถปล่อย
ลงบ่อไดเ้ลย จากนั้นน าตวัอยา่งเลือดมาสกดั DNA แลว้ตรวจหาเช้ือ SDDV ดว้ยเทคนิค Semi-nested 
PCR หรือ qPCR (ภาพท่ี 16) 
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ภาพที่ 16 วิธีการตรวจสุขภาพปลากะพงขาว โดยใชต้วัอยา่งเลือด 
 3.5.8   แผนงานวิจยั 

  แนวทางการศึกษาวิจยั ใชร้ะยะเวลาในการศึกษา 1 ปี 6 เดือน ดงัตารางท่ี 6  
ตารางที่ 6 แผนการด าเนินงานวิจยั 
แผนงานวิจยั เดือนท่ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

1. เกบ็ตวัอย่างปลา
กะพงขาว  

/          / /  /     

- เกบ็ตวัอย่างน ้า 
ปลาเหยื่อ หอย
นางรม หอยเจดีย ์
- เข่ียเช้ือแบคทีเรีย  

/ 
 
/ 

    
 
 

      
 
/ 

 
 
/ 

      

2. น าตวัอย่างท่ี
ไดม้าสกดั DNA 

/ /         / /  / /    

3. ตรวจวินิจยัโรค 
SDDV ดว้ยเทคนิค 
semi-nested PCR 
และโรคชนิดอ่ืน 

/ / / / / /     / /  / / /   

4. ตรวจวดัคุณภาพ
น ้า 

/ /                 

5. อภิปรายผล       / / / / / / /   / / / 

6. จดัท ารูปเล่ม
สมบูรณ ์

        / / / /    / / / 
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
4.1   การตรวจวนิิจฉัยโรคไวรัสเกลด็หลุดจากตวัอย่างที่ต้องท าลายปลาและไม่ต้องท าลายปลา 
 จากการเก็บตวัอย่างปลากะพงขาวในจงัหวดัจนัทบุรีช่วงท่ีมีการระบาด ฟาร์ม 1 กระชงั
คลองพล้ิว อ.แหลมสิงห์ เป็นปลาป่วย (n=15) น ้ าหนักเฉล่ีย 0.15 ± 0.06 กิโลกรัม ความยาวเฉล่ีย 
21.68 ± 3.45 เซนติเมตร และปลาปกติไม่แสดงอาการ (n=5) น ้ าหนักเฉล่ีย 0.21 ± 0.07 กิโลกรัม 
ความยาวเฉล่ีย 23.4 ± 3.20 เซนติเมตร และฟาร์ม 2 บ่อดินหมู่บา้นอมัพวา อ.ท่าใหม่ เป็นปลาปกติ 
(n=5) น ้ าหนกัเฉล่ีย 0.87 ± 0.05 กิโลกรัม ความยาวเฉล่ีย 30.5 ± 0.60 เซนติเมตร (ภาพท่ี 17) 

 
ภาพที่ 17 ตวัอยา่งปลากะพงขาวจากฟาร์ม 1 A) ปลาป่วย B) ปลาปกติไม่แสดงอาการ และฟาร์ม 2 
C) ปลาปกติ 
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 จากการตรวจหาเช้ือไวรัส SDDV จากตวัอยา่งท่ีตอ้งท าลายปลาและไม่ตอ้งท าลายปลาใน
ช่วงเวลาท่ีมีการระบาด ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR โดยตรวจหายนี ATPase ของไวรัส SDDV ซ่ึง
มีขนาด 412 และ 738 bp พบว่าไวรัส SDDV สามารถติดในทุกอวยัวะของปลาป่วยและปลาปกติท่ี
ไม่แสดงอาการจากฟาร์ม 1 ปลาป่วย (n=15) ตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV ในตวัอย่างท่ีท าลายปลา 
ไดแ้ก่ ตบั คิดเป็น 86.7% (95% CI: 58.4-97.7) ตา คิดเป็น 73.3% (95% CI: 44.8-91.1) มา้ม สมอง 
และกลา้มเน้ือ คิดเป็น 93.3% (95% CI: 66.0-99.6) และไต และเหงือก คิดเป็น 100% (95% CI: 74.7-
99.4) ส าหรับตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา ไดแ้ก่ ครีบหาง คิดเป็น 73.3% (95% CI: 44.8-91.1) เลือด
และเมือก คิดเป็น 100% (95% CI: 69.9-99.2, 56.1-98.7) ส่วนปลาปกติท่ีไม่แสดงอาการ (n=5) 
ตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV ทั้งในตวัอยา่งท่ีท าลายปลา ไดแ้ก่ ตบั ไต มา้ม เหงือก สมอง คิดเป็น 60% 
(95% CI: 17.1-92.7) ตา คิดเป็น 20% (95% CI: 1.1-70.1) และกลา้มเน้ือ คิดเป็น 100% (95% CI: 
46.3-98.1) ส าหรับตวัอย่างท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา ไดแ้ก่ ครีบหาง คิดเป็น 80% (95% CI: 29.9-98.9) 
เลือดและเมือก คิดเป็น 100% (95% CI: 39.6-97.6) เช่นเดียวกนั ส่วนปลาปกติ (n=5) จากฟาร์ม 2 ไม่
พบการติดเช้ือไวรัส SDDV ในทุกอวยัวะ ดงัตารางท่ี 7 ผลตวัอย่างของการตรวจเช้ือไวรัส SDDV 
ในอวยัวะต่างๆ ของตวัแทนปลาป่วยตวัท่ี 13 ทั้งตวัอย่างในกลุ่มท่ีท าลายปลา ไดแ้ก่ ตบั ไต มา้ม 
เหงือก สมอง ตา และกลา้มเน้ือ และตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา ไดแ้ก่ เลือด เมือก และครีบหาง ได้
แสดงดงัภาพท่ี 18 ซ่ึงจะเห็นความเขม้ของแบน ATPase 1 แบน 412 bp, 2 แบน 412 และ 738 bp ท่ี
แตกต่างกนัน้ี เน่ืองจากปริมาณดีเอน็เอท่ีใชมี้ปริมาณเท่ากนั แสดงใหเ้ห็นถึงระดบัการติดเช้ือไวรัส 
SDDV แบบ light infection (+) และ heavy infection (++) ตามล าดบั ในแต่ละอวยัวะของปลา 
 จากตารางท่ี 8 ผลการตรวจหาปริมาณไวรัส SDDV จากตวัอยา่งท่ีไม่ท าลายปลาดว้ยเทคนิค 
qPCR พบปริมาณไวรัส SDDVในเลือด เท่ากับ 1.52x104 ± 0.13x104 copies/µL เมือก เท่ากับ 
2.92x104 ± 1.44x104 copies/µL และ ครีบหาง เท่ากบั 4.56x104 ± 6.38x104 copies/µL จากปลาป่วย 
ส าหรับปลาปกติท่ีไม่แสดงอาการ มีปริมาณไวรัสในเลือด เท่ากบั 52.64 ± 51.91 copies/µL เมือก 
เท่ากบั 119.95 ± 159.88 copies/µL และ ครีบหาง เท่ากบั 1.32x103 ± 1.86x103 copies/µL แสดงให้
เห็นว่าฟาร์มท่ีมีการติดเช้ือไวรัส SDDV สามารถตรวจพบเช้ือไดท้ั้งในปลาป่วยและปลาปกติท่ีไม่
แสดงอาการ ทั้งน้ีตวัอย่างท่ีไม่ท าลายปลามีความไวและเหมาะสมท่ีจะสามารถน ามาใชต้รวจเช้ือ
ไวรัส SDDV ได ้
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ตารางที่ 7 ผลการตรวจเช้ือไวรัส SDDV ในตวัอย่างท่ีท าลายปลาและไม่ท าลายปลาจากปลาป่วย
และปลาปกติท่ีเก็บมาจาก 2 ฟาร์ม 
Fish 
no. 

Lethal sampling  Non-lethal sampling  

L K S G BR E MS BL MU F 

Farm 1 (affected farm) 
Clinically sick fish  

1 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ND - 
2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ND - 
3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ND - 
4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ND + 
5 ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ND ++ 
6 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ND ++ 
7 ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ND ++ 
8 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ND ND ++ 
9 - + - + - + - ++ ++ + 
10 + + + ++ + - + ++ + - 
11 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ 
12 + ++ ++ ++ + ++ + ND + ++ 
13 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
14 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ND + ++ 
15 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ 

Total 
%P 

95%CI 

13/15 
86.7 

58.4-97.7 

15/15 
100 

74.7-99.4 

14/15 
93.3 

66.0-99.6 

15/15 
100 

74.7-99.4 

14/15 
93.3 

66.0-99.6 

11/15 
73.3 

44.8-91.1 

14/15 
93.3 

66.0-99.6 

12/12 
100 

69.9-99.2 

7/7 
100 

56.1-98.7 

11/15 
73.3 

44.8-91.1 
Clinically healthy fish  

16 + + + ++ ++ - + + + ++ 
17 + + ++ ++ ++ + + ++ ND + 
18 + - + - - - + ND + + 
19 - + - - ++ - + + + + 
20 - - - + - - + + + - 

Total 
%P 

95%CI 

3/5 
60 

17.1-92.7 

3/5 
60 

17.1-92.7 

3/5 
60 

17.1-92.7 

3/5 
60 

17.1-92.7 

3/5 
60 

17.1-92.7 

1/5 
20 

1.1-70.1 

5/5 
100 

46.3-98.1 

4/4 
100 

39.6-97.6 

4/4 
100 

39.6-97.6 

4/5 
80 

29.9-98.9 
Farm 2 (non-affected farm) 
21-25 - - - - - - - - - - 
Total 
%P 

95%CI 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 

0/5 
0 

1.9-53.7 
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ND, not done; -, negative; ++, heavy infection; +, light infection; L, liver; K, kidney; S, spleen; G, gill; BR, brain; 
E, eye; MS, Muscle, BL, blood; MU, mucus; F, caudal fin. %P, Prevalence; 95% CI, confidence interval. 
 

 
ภาพที่ 18 แสดงผลการตรวจยนี ATPase ของไวรัส SDDV ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR ซ่ึงมีขนาด
ยนี 412 และ 738 bp ในอวยัวะต่างๆของปลาป่วยตวัท่ี 13 ไดแ้ก่ ตบั (L, Liver) ไต (K, Kidney) มา้ม 
(S, Spleen) เหงือก (G, Gill) สมอง (BR, Brain) ตา (E, Eye) กลา้มเน้ือ (MS, Muscle) เลือด (BL, 
Blood) เมือก (MU, Mucus) และครีบหาง (F, Caudal fin) M คือ 100 bp DNA ladder; N คือ ตัว
ควบคุมลบ (Negative control); P คือ ตวัควบคุมบวก (Positive control) 
 
ตารางที่ 8 ปริมาณไวรัส SDDV จากตวัอยา่งท่ีไม่ท าลายปลา ดว้ยเทคนิค qPCR 

Fish no. 
Viral load of non-lethal samples (copies/200 ng) 

Blood Mucus Caudal fin 
Farm 1 (affected farm) 
Clinically sick fish  

9 1.61x104 1.91x104 4.1x102 
11 1.43x104 3.94x104 9.07x104 

Total 1.52x104 ± 0.13x104 2.92x104 ± 1.44x104 4.56x104 ± 6.38x104 
Clinically healthy fish  

16 89.35 2.33x102 2.63x103 
20 15.94 6.9 1.61 

Total 52.64 ± 51.91 119.95 ± 159.88 1.32x103 ± 1.86x103 
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4.2   การตรวจวนิิจฉัยโรคไวรัสเกลด็หลุดจากตวัอย่างปรสิตภายนอก 
 จากการศึกษาปรสิตภายนอกในเหงือกปลากะพงขาว พบปรสิต 2 ชนิด ไดแ้ก่ โคพีพอด 
Lernanthropus sp. สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า มีขนาดประมาณ 5-6 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 19a) เพศ
เมียจะมี dorsal plate ท่ีมีลกัษณะคลา้ยกระโปรง ดงัภาพท่ี 20a ซ่ึงไม่มีสายไข่ (egg-strings) และปลิง
ใส Diplectanum sp. มีขนาดเล็กมาก ไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า (ภาพท่ี 19b) ลกัษณะของ
ปลิงใสประกอบดว้ยจุดตา 2 คู่ มีอวยัวะส่วนหวั 3 คู่ มี hamulus และ haptor ไวเ้กาะกบัซ่ีเหงือก และ 
squamodisc ท่ีมีลกัษณะคลา้ยกน้หอย (ภาพท่ี 20b)  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 19 การเขา้เกาะของปรสิต Lernanthropus sp. (a) และ Diplectanum sp. (b) บริเวณซ่ีเหงือก 
(gill filaments) ของปลากะพงขาว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 20 ลกัษณะของโคพีพอด Lernanthropus sp. (a) และปลิงใส Diplectanum sp. (b) ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน ์
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 การตรวจหาเช้ือไวรัส SDDV จากปรสิตภายนอกในเหงือกปลา จากตารางท่ี 9 ฟาร์ม 1 พบ
โคพีพอด Lernanthropus sp. และปลิงใส Diplectanum sp. จ  านวน 5 ± 4.3 ตวั และ 154 ± 165.6 ตวั 
ตามล าดบั มีการติดเช้ือไวรัส SDDV คิดเป็น 87.5% (95% CI: 46.7-99.3) และ 100% (95% CI: 74.7-

99.4) ตามล าดบั ในเหงือกของปลาป่วย (n=15) ส่วนปลาปกติไม่แสดงอาการ (n=5) พบโคพีพอด 
Lernanthropus sp. และปลิงใส Diplectanum sp. จ  านวน 4 ± 3.9 ตวั และ 89 ± 17.1 ตวั ตามล าดบั มี
การติดเช้ือไวรัส SDDV คิดเป็น 40% (95% CI: 7.3-82.9) และ 60% (95% CI: 17.0-92.7) ตามล าดบั 
ผลตวัอยา่งการตรวจปรสิตจากปลาป่วยตวัท่ี 14-15 และปลาปกติไม่แสดงอาการตวัท่ี 16-17 ดงัภาพ
ท่ี 21 ซ่ึงจะเห็นความเขม้ของแบน ATPase 1 แบน 412 bp, 2 แบน 412 และ 738 bp ท่ีแตกต่างกนั 
เน่ืองจากปริมาณดีเอ็นเอท่ีใชมี้ปริมาณเท่ากนั แสดงให้เห็นถึงระดบัการติดเช้ือไวรัส SDDV แบบ 

light infection (+) และ heavy infection (++) ตามล าดบั และฟาร์ม 2 ปลาปกติ (n=5) พบโคพีพอด 
Lernanthropus sp. และปลิงใส Diplectanum sp. จ  านวน 2 ± 1.4 ตวั และ 110 ± 32.4 ตวั ตามล าดบั 
ซ่ึงไม่มีการตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่  21 แสดงผลการตรวจโรคไวรัส SDDV ด้วยเทคนิค semi-nested PCR จากปรสิต (L, 
Lernanthropus sp. and D, Diplectanum sp.) ท่ีพบในเหงือกปลาป่วยตัวท่ี 14-15 และปลาปกติไม่
แสดงอาการตวัท่ี 16-17 จากฟาร์ม 1; M คือ 100 bp DNA ladder; N คือ ตัวควบคุมลบ (Negative 
control); P คือ ตวัควบคุมบวก (Positive control) 
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ตารางที่ 9 จ  านวนปรสิตภายนอกท่ีพบในเหงือกปลาและผลการตรวจเช้ือไวรัส SDDV จากปรสิต 
Fish no. Number of parasites per fish SDDV detection result 

Lernanthropus sp. Diplectanum sp. Lernanthropus sp. Diplectanum sp. 
Farm 1 (affected farm) 
Clinically sick fish 

1 7 267 ND ++ 
2 6 170 ND ++ 
3 4 46 ND ++ 
4 2 112 ND ++ 
5 2 27 ND ++ 
6 2 13 ND ++ 
7 3 50 ND ++ 
8 5 24 ++ ++ 
9 3 154 - ++ 
10 8 560 ++ ++ 
11 19 470 ++ ++ 
12 6 245 ++ ++ 
13 4 318 ++ ++ 
14 7 95 ++ ++ 
15 9 224 + ++ 

Total 
95% CI 

5 ± 4.3 154 ± 165.6 7/8 (87.5%) 
46.7-99.3 

15/15 (100%) 
74.7-99.4 

Clinically healthy fish 
16 4 63 - + 
17 11 94 + + 
18 4 83 - - 
19 1 110 - + 
20 2 89 + - 

Total 
95% CI 

4 ± 3.9 89 ± 17.1 2/5 (40%) 
7.3-82.9 

3/5 (60%) 
17.0-92.7 

Farm 2 (non-affected farm) 
21 1 78 - - 
22 0 79 ND - 
23 3 111 - - 
24 0 127 ND - 
25 0 154 ND - 

Total 
95% CI 

2 ± 1.4 110 ± 32.4 0/2 (0%) 
4.9-80.2 

0/5 (0%) 
1.9-53.7 

ND, not done; -, negative, ++ = heavy infection; +, light infection  



 35 

4.3   การตรวจวนิิจฉัยโรคไวรัสเกลด็หลุดจากส่ิงมชีีวติในระบบเลีย้ง 
 ส่ิงมีชีวิตท่ีพบในระบบเล้ียงปลาจากฟาร์ม 1 กระชงัคลองพล้ิว ไดแ้ก่ หอยนางรม (Oyster) 
หอยข้ีนก (Mangrove periwinkle) ท่ีเกาะบริเวณเกาะเสาไมไ้ผ่ของกระชงั และอาหารปลาสดบด 
(ปลาเหยื่อ) ดงัภาพท่ี 22 จากการตรวจหาเช้ือไวรัส SDDV จากส่ิงมีชีวิตในระบบเล้ียง พบว่าไม่มี
การติดเช้ือไวรัส SDDV ในหอยนางรมและหอยข้ีนก แต่พบเช้ือไวรัส SDDV ในอาหารปลาสดบด 
ซ่ึงไม่สามารถระบุชนิดของปลาได ้ 
 

 
ภาพที่ 22 ส่ิงมีชีวิตในระบบเล้ียงปลากะพงขาวจากฟาร์ม 1 กระชงัคลองพล้ิว 
 

4.4   การประยุกต์ใช้ตวัอย่างเลือดในการตดิตามสุขภาพปลากะพงขาว 
 จากการตรวจเช้ือไวรัส SDDV พบว่า สามารถตรวจหาเช้ือไวรัสจากตวัอย่างท่ีไม่ท าลาย
ปลาได ้จากนั้นจึงไดเ้ลือกตวัอยา่งเลือดมาใชใ้นการติดตามสุขภาพปลาระหว่างการเล้ียงหลงัจาก 13 
เดือนท่ีมีการระบาดของโรคไวรัส SDDV (n=20) ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR และยืนยนัผลอีก
คร้ังดว้ย qPCR พบว่ามีการติดเช้ือไวรัส เพียง 1 ตวัอย่าง แสดงให้เห็นว่าตวัอย่างเลือดมีความไว 
และประสิทธิภาพเหมาะสมท่ีสามารถน ามาใชใ้นการติดตามสุขภาพของปลากะพงขาวได ้
 
4.5   การตรวจหาเช้ือก่อโรคต่างๆ ด้วยเทคนิค PCR 
 เน่ืองจากตวัอย่างปลากะพงขาวท่ีท าการศึกษา เป็นปลากะพงขาวท่ีเล้ียงในกระชังตาม
ธรรมชาติ ท าใหไ้ม่สามารถควบคุมคุณภาพน ้ า และเร่ืองสุขภาพได ้ จึงจ  าเป็นตอ้งมีการตรวจหาเช้ือ
ก่อโรคชนิดอื่นดว้ยเทคนิค PCR ได่แก่ V. vulnificus, V. harveyi, Flavobacteriaceae, T. maritimum, 
S. iniae และ NNV ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีเคยพบในปลากะพงขาว  
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 4.5.1   แบคทีเรีย 
  แยกเช้ือแบคทีเรียจากตบั ไต มา้ม และกลา้มเน้ือของปลาป่วยและปลาปกติท่ีไม่
แสดงอาการจากฟาร์ม 1 ได้ 22 เช้ือ น ามาทดสอบ biochemical test และเทคนิค PCR พบว่าเช้ือ
แบคทีเรีย SB1S, SB2K, SB4M01, SB4M02, SB5M01, SB5M02, SB7M01, SB7M03, SB10K, 
SB11K, SB12L, SB13K, SB14K, SB15L และ SB16S เป็นเช้ือ V. harveyi โดยตรวจพบยีน toxR 
และ VHHP (ตารางท่ี 10) จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรีย SB7M03 มาวิเคราะห์ล  าดบันิวคลีโอไทด์ใน
ฐานขอ้มูล NCBI โดยใชย้นี 16s rRNA (universal bacteria) พบว่ามีความเหมือนกบั Vibrio harveyi 
isolate VHJR2 (Accession no. DQ995235.1) 99.20%  
 

 4.5.2   เน้ือเยือ่ 
  น าตวัอยา่งตบั ไต มา้ม และกลา้มเน้ือของปลาป่วยและปลาปกติจากฟาร์ม 1 และ 2 
โดยใชย้นีทั้งหมด 7 ยนี ในการตรวจหาเช้ือก่อโรค ซ่ึงมีทั้งเช้ือก่อโรคแคทีเรียและไวรัสท่ีพบได้ใน
ปลากะพงขาว ดงัน้ี V. vulnificus, V. harveyi, Flavobacteriaceae, T. maritimum, S. iniae และ NNV 
พบว่าปลากะพงขาวจากฟาร์ม 1 ท่ีมีการติดเช้ือไวรัส SDDV ในปลาป่วยและปลาปกติไม่แสดง
อาการตรวจพบเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi คิดเป็น 93.3% และ 60% ตามล าดบั ซ่ึงไม่พบเช้ือก่อโรค
ชนิดอื่นเช่นเดียวกบัปลากะพขาวจากฟาร์ม 2 (ตารางท่ี 11) 
  



 37 

ตารางที่ 10 ผลการตรวจเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากปลากะพงขาว 22 เช้ือ  

bacteria 
PCR Biochemical test 

(toxR/VHHP) 
Motility 

test 
O-F test Oxidase 

test 
Catalase 

test 
Gram stain 

SB1S +/+ + +/+ + + - 
SB2K +/- - +/- + + - 
SB4M01 +/+ + -/+ + + - 
SB4M02 +/- + -/+ + + - 
SB5M01 +/- + -/+ + + - 
SB5M02 +/+ + -/- - + - 
SB6K01 -/- + +/+ + + -/+ 
SB7M01 +/- + +/+ + + - 
SB7M03 +/+ - -/- + - - 
SB7L02 -/- + +/+ + + - 
SB7L03 -/- - +/+ + - - 
SB9K -/- + +/+ + - - 
SB10K +/- + +/+ + + - 
SB11L -/- + +/+ + + - 
SB11K +/- + +/+ + + - 
SB12L +/- + +/+ + + - 
SB13K +/- + +/+ + + - 
SB14K +/- + +/+ + + - 
SB15L +/- + +/+ + + - 
SB15S01 -/- - +/+ + + - 
SB15S02 -/- + +/+ - + - 
SB16S +/- + +/+ + + - 

*SB = sea bass, no. = fish no., L = Liver, K = Kidney, S = Spleen, M = Muscle 
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ตารางที่ 11 ผลการตรวจหาเช้ือก่อโรคต่างๆ ในเน้ือเยือ่ปลากะพงขาวจาก 2 ฟาร์ม  

Fish no. 

Result of PCR 

V. 
vulnificus 

V. harveyi 
(toxR/VHHP) 

Flavobacteriaceae T. maritimum S. iniae NNV 

Farm 1 (SDDV affected farm) 
Clinically sick fish 

1 - -/+ - - - - 
2 - -/+ - - - - 
3 - -/+ - - - - 
4 - -/+ - - - - 
5 - -/+ - - - - 
6 - -/+ - - - - 
7 - -/+ - - - - 
8 - -/+ - - - - 
9 - -/+ - - - - 
10 - -/- - - - - 
11 - -/+ - - - - 
12 - -/+ - - - - 
13 - -/+ - - - - 
14 - -/+ - - - - 
15 - -/+ - - - - 

Total 0/15 14/15 (93.3%) 0/15 0/15 0/15 0/15 
Clinically healthy fish 

16 - -/- - - - - 
17 - -/+ - - - - 
18 - -/- - - - - 
19 - -/+ - - - - 
20 - -/+ - - - - 

Total 0/5 3/5 (60%) 0/5 0/5 0/5 0/5 
Farm 2 (non-affected farm) 

21-25 - - - - - - 
Total 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
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4.6   วเิคราะห์คุณภาพน า้ในกระชังจากฟาร์ม 1 
 ฟาร์ม 1 มีการระบาดของโรคไวรัส SDDV ซ่ึงเป็นการเล้ียงปลาในกระชงับริเวณปากแม่น ้ า 
จึงไม่สามารถควบคุมคุณภาพน ้ าได ้ดงันั้น จึงไดเ้ก็บตวัอยา่งน ้ าทั้งหมด 4 จุด มาวิเคราะห์คุณภาพน ้า 
ได้แก่ แอมโมเนีย ไนไตร์ท ไนเตรท และฟอสเฟต จากการวิเคราะห์ปัจจัยคุณภาพน ้ าในเดือน
มกราคม 2562 พบว่า มีอุณภูมิของน ้ า 27 องศาเซลเซียส ความเค็ม 29 ppt ค่า pH 7.23 ปริมาณ
ออกซิเจนละลายน ้ า (DO) เท่ากับ 5.32 เมื่อวิเคราะห์หาค่าแอมโมเนีย ไนไตร์ท ไนเตรท และ
ฟอสเฟต เท่ากบั 0.0111, 0.0010, 0.1251 และ 0.0222 ตามล าดบั (ตารางท่ี 12)  
 
ตารางที่ 12 ค่าคุณภาพน ้ าบริเวณฟาร์ม 1 กระชงัคลองพล้ิว อ.แหลมสิงห์ จงัหวดัจนัทบุรี  

Water 
quality 

Water 
temperature 

(°C) 

Salinity 
(ppt) 

pH 
DO 

(mg/L) 
Ammonia 
(mg-N/L) 

Nitrite 
(mg-N/L) 

Nitrate 
(mg-N/L) 

Phosphate 
(mg-P/L) 

Farm 1 27 29 7.23 5.32 0.0111 0.0010 0.1251 0.0222 
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บทที่  5 
อภปิรายและสรุปผล 

 
5.1   อภิปรายผล 
 โรคเกลด็หลุด เป็นโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสซ่ึงมีความส าคญักบัการเพาะเล้ียงปลากะพงขาว 
เน่ืองจากท าใหป้ลากะพงขาวมีอตัราการตายประมาณ 40-50% และจะเกิดข้ึนกบัปลาในระยะวยัรุ่น
ไปจนถึงตวัเต็มวยั ซ่ึงมีรายงานการพบเช้ือน้ีแลว้ท่ีประเทศสิงคโปร์ ไทย และมาเลเซีย พบว่าเช้ือ
ไวรัส SDDV มีความเหมือนกนั 99.20% (Nurliyana et al., 2020) จากการตรวจวินิจฉัยโรคเกล็ด
หลุดจากตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา ไดแ้ก่ เลือด เมือก และครีบหาง ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR 
พบว่าตัวอย่างท่ีไม่ต้องท าลายปลา (non-lethal samples) สามารถตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV ได้
เช่นเดียวกบัตวัอย่างอวยัวะภายใน (lethal samples) ซ่ึงเลือดและเมือกสามารตรวจพบไวรัสไดถึ้ง 
100% เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Ferreira et al. (2019) ท าการตรวจวินิจฉยัเช้ือ Betanodavirus ในปลา 
European seabass จากตวัอย่างเลือดซ่ึงจะมีจ  านวนไวรัสมากกว่าในสมอง ซ่ึงใชเ้ป็นการประเมิน
การติดเช้ือในระยะแรกได ้มีการตรวจพบเช้ือไวรัส CNGV ในเซลลเ์มด็เลือดขาวของปลาคาร์บ ซ่ึง
อาจจะเป็นไปไดว้่า ไวรัสจะเขา้สู่อวยัวะภายในอย่างรวดเร็วผ่านเซลลเ์ม็ดเลือดขาวท่ีติดเช้ือแลว้ 
และไวรัส สามารถเพ่ิมจ านวนท่ีไตและติดเช้ือท่ี epithelial cell (Pikarsky et al., 2004) ดงันั้นไวรัส 
SDDV อาจจะแพร่กระจายในอวยัวะของปลาท่ีติดเช้ือผ่านระบบหมุนเวียนเลือด จากงานวิจยัของ 
Leis et al. (2018) และ Liamnimitr et al. (2018) ตรวจพบไวรัส LMBV จากปลากะพงขาวปากกวา้ง 
ในเมือกเช่นเดียวกบัในอวยัวะภายใน และสามารถตรวจหาโรค TiLV จากปลานิล ในเมือกได ้ท าให้
เกิดการถ่ายทอดแบบ horizontal ส าหรับครีบหางตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV เช่นเดียวกนักบังานวิจยั
ของ Burbank et al. (2017) ครีบมีความไวในการตรวจพบไวรัสมากกว่าไตและมา้มในการตรวจ
วินิจฉยัโรค IHNV ในปลาเรนโบวเ์ทราต ์ 
 จากผลการศึกษาเลือด และเมือกในตวัอย่างกลุ่ม non-lethal จะมีความไวในการตรวจพบ
เช้ือไวรัส SDDV สูงกว่าครีบหาง ซ่ึงตวัอย่างเลือดจะมีความปราศจากเช้ือมาก และน ามาใชใ้นการ
ตรวจเพียง 200 µL แต่ก็ยงัมีขอ้จ  ากดัอยู่หลายประการ เช่น ปลาบางตวัไม่ให้เลือดหรือไม่สามารถ
ดูดเลือดได ้ส่วนเมือก ปลาท่ีมีอาการป่วยมากๆ จะไม่ผลิตเมือกออกมา ซ่ึงจะท าใหเ้มือกเป็นปัจจยัท่ี
เราไม่สามารถเก็บได ้ส าหรับครีบหาง อาจจะท าใหป้ลามีโอกาสท่ีจะว่ายน ้ าเอียง 
 จากการศึกษาปรสิตภายนอกในเหงือกปลา พบ 2 ชนิด ไดแ้ก่ โคพีพอด Lernanthropus sp. 
และปลิงใส Diplectanum sp. พบจ านวนปรสิตในปลาป่วยมีมากกว่าปลาปกติ เช่นเดียวกบัการศึกษา
ของ Sonthi, Worawas, and Nopphan (2016) พบการปรากฏของปรสิตภายนอกในปลากะพงขาวท่ี
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เล้ียงในกระชงั บริเวณปากแม่น ้ าท่าแฉลบ จงัหวดัจนัทบุรี 2 ชนิด ท่ีบริเวณเหงือกเท่านั้น ไดแ้ก่ ปลิง
ใส Diplectanum sp. และโคพีพอด Lernanthropus sp. มีความชุกของปลิงใสตลอดทั้งปี ส าหรับโค
พีพอด Lernanthropus sp. พบในเดือนมกราคมถึงมิถุนายนเท่านั้น และ Khrukhayan, Limsuwan, 
and Chuchird (2016) พบปลิงใส 3 สายพนัธุ ์ในเหงือกปลากะพงขาวท่ีเล้ียงในกระชงับริเวณแม่น ้ า
ปางปะกง จากการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสเกล็ดหลุดด้วยเทคนิค semi-nested PCR ตรวจพบเช้ือ
ไวรัส SDDV ใน โคพีพอด Lernanthropus sp. และปลิงใส Diplectanum sp. จากปลาป่วยและปลา
ปกติท่ีมีการติดเช้ือไวรัส SDDV ของฟาร์ม 1 การเปล่ียนแปลงลกัษณะพยาธิสภาพของเหงือกปลา
บริเวณท่ีมีการเกาะติดของปรสิตโคพีพอด Lernanthropus sp. และปลิงใส Diplectanum sp. มี
ลกัษณะคลา้ยคลึงกนั ไดแ้ก่ การฉีกขาดของเน้ือเยื่อ การเพ่ิมจ านวนเซลล ์การรวมกนัของซ่ีเหงือก 
การยกตัวของเน้ือเยื่อบุผิว การบวมน ้ า secondary lamellae สั้น และการตกเลือด (Chotchaphan, 
Wongkham, Wattanachot, & Sonthi, 2019) การเขา้เกาะของปรสิตทั้ง 2 ชนิดน้ีพร้อมกนั มีส่วนท า
ใหเ้สน้เหงือกถูกท าลาย อาจส่งผลใหป้ลากะพงขาวเกิดความเครียด ภูมิตา้นทานลดลง และอาจเกิด
การยอมรับเช้ือไดง่้ายข้ึน ทั้งน้ียงัไม่มีรายงานว่าเช้ือชนิดไหนเกิดข้ึนก่อน ดงันั้นปลาท่ีมีการติดเช้ือ
ไวรัส SDDV ปรสิตท่ีอยู่ในตวัปลาก็จะมีการติดเช้ือดว้ย ซ่ึงปรสิตเหล่าน้ีจะกินเลือดและเมือกของ
ปลา เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Faisal and Schulz (2009) และ Salimi and Abdi (2016) พบโรค viral 
hemorrhagic septicemia virus (VHSV) ในปลาน ้ าจืด จากอ่าว Anchor, Michigan และ infectious 
pancreatic necrosis virus (IPNV) จากปรสิต leech  
 นอกจากน้ียงัพบเช้ือไวรัส SDDV ในตวัอย่างอาหารปลาสดท่ีบดละเอียด แต่ไม่สามารถ
ระบุชนิดของปลาได ้จึงตอ้งมีการศึกษาต่อไป  
 จากการประยุกต์ใชต้วัอย่างเลือดในการติดตามสุขภาพปลาหลงัจากมีการเกิดโรคไวรัส 
SDDV 13 เดือน (n=20) ตรวจพบเช้ือไวรัส SDDV ดว้ยเทคนิค semi-nested PCR และท าการยืนยนั
ผลอีกคร้ังดว้ย qPCR พบเพียง 1 ตวัอยา่ง จากการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าตวัอยา่งเลือด เป็นตวัแทนท่ี
ดีของตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งท าลายปลา สามารถน ามาใชก้บัพ่อแม่พนัธุ์หรือติดตามสุขภาพปลาระหว่าง
การเล้ียงทั้งในบ่อดินและกระชงั โดยท่ีไม่จ  าเป็นตอ้งฆ่าปลา เพื่อลดการสูญเสียปลากะพงขาวและ
การป้องกนัการแพร่ระบาดของเช้ือไวรัส SDDV 
 การศึกษาน้ีไดต้รวจพบเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi ร่วมกบัโรคไวรัส SDDV จากงานวิจยัของ 
Dong et al. (2017) พบว่าเช้ือ V. harveyi เป็นสาเหตุของโรคเกล็ดหลุดและกลา้มเน้ือเส่ือม (Scale 
drop and muscle necrosis disease) เกิดการระบาดท่ีประเทศเวียดนาม แสดงใหเ้ห็นว่าเช้ือแบคทีเรีย 
V. harveyi และโรคไวรัส SDDV ท าให้ปลากะพงขาวมีลกัษณะอาการเกล็ดหลุดคลา้ยกนั ท าให้ไม่
สามารถทราบสาเหตุท่ีก่อใหเ้กิดอาการเกลด็หลุดในปลากะพงขาวอยา่งชดัเจน 
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 จากการศึกษาปัจจยัส่ิงแวดลอ้ม พบว่าปัจจยัคุณภาพน ้ ามีความเหมาะสมในการเพาะเล้ียง
สตัวน์ ้ า แต่อุณหภูมิของน ้ าลดต ่าลง จึงท าใหป้ลามีการยอมรับเช้ือไดม้ากข้ึน เน่ืองจากเมแทบอลิซึม
ของปลามีการเปล่ียนแปลงไปอยา่งรวดเร็ว 
 

5.2   สรุปผล 
 5.2.1   ตัวอย่างท่ีไม่ต้องท าลายปลา (เลือด เมือก และครีบหาง) สามารถน ามาตรวจ
วินิจฉัยโรคไวรัส SDDV ได ้ซ่ึงเลือดและเมือกเป็นตวัอย่างท่ีดีในการใชติ้ดตามสุขภาพของปลา
กะพงขาว  
 5.2.2   ปลากะพงขาวป่วยและปกติในกระชงัเดียวกนั (ฟาร์ม 1) มีการติดเช้ือไวรัส SDDV 
ซ่ึงปรสิตภายนอกท่ีพบในเหงือกปลา (Lernanthropus sp. และ Diplectanum sp.) ตรวจพบการติด
เช้ือดว้ย 
 5.2.3   ปลากะพงขาวปกติ (ฟาร์ม 2) ไม่มีการติดเช้ือไวรัส SDDV และตรวจไม่พบการติด
เช้ือไวรัสในปรสิตภายนอกท่ีพบในเหงือกปลา (Lernanthropus sp. และ Diplectanum sp.)  
 5.2.4   ตรวจพบเช้ือในอาหารปลาสดบด (ปลาเหยือ่) แต่ไม่สามารถระบุชนิดของปลาได ้
 
5.3   ข้อเสนอแนะ 
 5.3.1   ควรมีการศึกษาการแพร่กระจายของเช้ือไวรัสในปรสิตภายนอกต่อไป 
 5.3.2   ควรหาวิธีการป้องกนัการเกิดโรคไวรัส SDDV ต่อไป เช่น วคัซีนทางการคา้ เป็นตน้ 
 5.3.3   ควรศึกษาเก่ียวกบัระบบภูมิคุม้กนัของปลาท่ีมีการติดเช้ือไวรัส SDDV และหายได้
เอง เพ่ือน าความรู้ตรงน้ีมาใชป้ระโยชน์ในการรักษาและป้องกนัการเกิดโรคต่อไปได ้
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ภาคผนวก ก 
 

การวเิคราะห์คุณภาพน า้ 

1. การตรวจวดัปริมาณแอมโมเนีย (Parsons et al., 1984) 

 น าตวัอย่างน ้ ามากรองผ่านกระดาษกรอง GF/C ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร เส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 25 มิลลิเมตร และวิเคราะห์ตวัอย่างน ้ าในหลอดทดลอง โดยใชป้ริมาตรน ้ าตวัอย่าง 5 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย Phenol, Sodium nitroprusside และ Oxidizing reagent ปริมาตร 0.2, 0.2 
และ0.5 มิลลิลิตรตามล าดบั ผสมสารใหเ้ขา้กนั น าไปเก็บในท่ีมืดนาน 1 ชัว่โมง (หา้มเกิน 2 ชัว่โมง) 
เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาอย่างสมบูรณ์ แลว้น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืน 640 นาโน
เมตร โดยเคร่ือง Spectrophotometer บันทึกผลและน าค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ไป
ค านวณหาความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย (มิลลิกรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร) โดยใชส้มการเส้นตรงจาก
กราฟมาตรฐานแอมโมเนีย  

 
ภาพที่ ก-1 กราฟมาตรฐานของสารละลายแอมโมเนีย 
 
2. การตรวจวดัปริมาณไนไตรท์ (Parsons et al., 1984) 

 ตัวอย่างน ้ ามากรองผ่านกระดาษกรอง GF/C ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร เส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง 25 มิลลิเมตร และวิเคราะห์ตวัอย่างน ้ าในหลอดทดลอง โดยใชป้ริมาตรน ้ าตวัอย่าง 5 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย Sulfanilamide solution และ N-NED ปริมาตร 0.1 และ 0.1 มิลลิลิตร 

ตามล าดบั ผสมสารให้เขา้กนัเก็บไวน้าน 30 นาที แต่ไม่เกิน 2 ชัว่โมง แลว้น ามาวดัค่าการดูดกลืน
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แสงท่ีช่วงความยาวคล่ืน 543 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Spectrophotometer บนัทึกผลและน าค่าการ
ดูดกลืนแสง (Absorbance) ไปค านวณหาความเขม้ขน้ของไนไตรท์ (มิลลิกรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร) 
โดยใชส้มการเสน้ตรงจากกราฟมาตรฐานไนไตรท ์ 

 
ภาพที่ ก-2 กราฟมาตรฐานของสารละลายไนไตรท ์
 
3. การตรวจวดัปริมาณไนเตรท (APHA, 1999) 

 น าตวัอยา่งน ้ ามากรองผา่นกระดาษกรอง GF/C ขนาด 0.45 ไมครอน เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 25 
มิลลิเมตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 220 และ 275 นาโนเมตร จากนั้นค านวณหา
ผลต่างระหว่างค่าท่ีไดจ้ากการวดัท่ีความยาวคล่ืน 220 และ 275 นาโนเมตร แลว้จึงน าผลต่างท่ีไดไ้ป
หาค่าความเขม้ขน้ของไนเตรท (มิลลิกรัม-ไนโตรเจนต่อลิตร) โดยใชส้มการเส้นตรงจากกราฟ
มาตรฐานของไนเตรท และน าความเขม้ขน้ท่ีไดม้าลบกบัความเขม้ขน้ของไนไตรท์ในชุดตวัอยา่ง
เดียวกนั 

 
ภาพที่ ก-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายไนเตรท 
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4. การตรวจวดัปริมาณออร์โธฟอสเฟต (Parsons et al., 1984) 

 น าตวัอย่างน ้ ามากรองผ่านกระดาษกรอง GF/C ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร เส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 25 มิลลิเมตร และวิเคราะห์ตวัอย่างน ้ าในหลอดทดลอง โดยใชป้ริมาตรน ้ าตวัอย่าง 5 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย Mix reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารใหเ้ขา้กนั เก็บไวน้าน 5 นาที 
แต่ไม่เกิน 2 ชัว่โมง แลว้น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืน 885 นาโนเมตร โดยเคร่ือง 
Spectrophotometer บนัทึกผลและน าค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ไปค านวณหาความเขม้ขน้
ของฟอสเฟต (มิลลิกรัม-ฟอสฟอรัสต่อลิตร) โดยใชส้มการเสน้ตรงจากกราฟมาตรฐานฟอสเฟต 

 

ภาพที่ ก-4 กราฟมาตรฐานของสารละลายฟอสเฟต 
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