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 โรคของปลาบูทรายที่ทําใหมีการตายสูงไดเกิดระบาดขึ้นที่จังหวัดนครปฐมซึ่งอยูในเขตภาคกลางของ
ประเทศไทยในเดือนมีนาคม 2545 ปลาที่เปนโรคมีอาการเปนแผลหลุมตื้นขางตัว และบริเวณริมฝปาก จากการตรวจ
โรคไมพบปรสิตภายนอก และปรสิตในเลือด ไมสามารถสกัดแบคทีเรียจากอวัยวะภายในตางๆ ไดแก ตับ ไต และมาม
ได ดังนั้นจึงนําปลาที่มีอาการของโรคจํานวน 3 ตัว มาทําการศึกษาเรื่องไวรัส โดยการฆาปลาและนําเนื้อเยื่อจาก
อวัยวะตางๆ และบริเวณที่เปนแผลมาบดรวมกัน กรองเนื้อเยื่อที่บดนี้ผานแผนกรอง ขนาด 0.45 µ แลวนําไปใสใน
เซลล Epithelioma papulosum cyprini (EPC) ที่เพาะเลี้ยงไวที่ 25 oC ในระยะแรกของการติดเชื้อ ไวรัสทําใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงและการตายของเซลลเปนวงกวาง เม่ือนําไวรัสไปบมดวยสาร IUdR และคลอโรฟอรม  ไวรัสไตเตอร
มากกวา  6 และ 7 log10 TCID50 /  ml  แสดงวาไวรัสมีจีโนมเปนชนิดดีเอ็นเอและมีเปลือกหุม จากการศึกษาดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบลําแสงผาน พบไวรัสมีนิวคลีโอแคปซิดเปนรูป 6 เหลี่ยม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 132.49 + 
7.77 nm ซึ่งพบอยูภายในไซโตพลาสซึมของเซลล   จากลักษณะสมบัติเหลานี้แสดงใหเห็นวาไวรัสชนิดใหมที่สกัดไดนี้
เปนไวรัสที่จัดอยูในวงศ Iridoviridae ไวรัสจากปลาบูทรายเจริญไดดีในเซลลเพาะเลี้ยงของปลาไดแก bluegill fry 
(BF-2),  EPC, fathead minnow (FHM), brown bullhead (BB), striped snakehead whole fry tissue (SSN-1), 
และ discuss tail (DT) และเซลลเพาะเลี้ยงสัตวเล้ือยคลาน 2 ชนิดไดแก soft-shelled turtle embryo  (STE) และ 
Siamese crocodile embryo (SCE) ที่อุณหภูมิ 25-30 oC โดยเจริญไดดีที่สุดในเซลลเพาะเลี้ยง BF-2  โดยมีคาไวรัส
ไตเตอรสูงถึง 9.2 log10TCID50/ml ไวรัสรุนลูกถูกปลดปลอยออกจากเซลล หลังจากการติดเชื้อ 15 ชั่วโมง มีความไวตอ
ความรอนที่อุณหภูมิ 56 oC จากการเพิ่มปริมาณยีนดวยเทคนิคพีซีอารดวยไพรเมอรสําหรับยีน major capsid 
protein ของไวรัสสกุล Ranavirus พบวา ไดผลผลิตพีซีอาร เหมือนกับไวรัสในสกุล Ranavirus จากการเปรียบเทียบ
องคประกอบของแถบโปรตีน รูปแบบของชิ้นดีเอ็นเอหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ความสัมพันธระหวาง
แอนติบอดี และการเรียงลําดับเบสของยีน แสดงใหเห็นวาไวรัสจากปลาบูทรายคลายกับไวรัส Rana trigrina 
ranavirus จากการศึกษานี้สามารถสรุปไดวา ไวรัสจากปลาบูทรายเปน Iridovirus และอาจเปนสาเหตุของโรคในปลา
บูทรายและมี ลักษณะสมบัติคลายกับไวรัสสกุล   Ranavirus มากที่ สุด  และไดตั้ งชื่อไวรัสนี้ วา  Oxyeleotris 
marmoratus ranavirus หรือ OMRV 
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A high mortality disease of culture marble goby, Oxyeleotris marmoratus occurred in Nakorn 

Pathom province, Central Thailand in March 2000.  The diseased fish exhibited minor ulcer lesions on the 
body and around mouth area.  No external parasites and blood parasites were observed.  No bacteria 
could be isolated from internal organs, livers, kidneys and spleen.  Three diseased fish were used for 
virological investigation.  Each fish was sacrificed and internal organs and ulcers were pooled as one 
extract sample.  The tissue extracts were filtered through 0.45 micron then inoculated on to Epithelioma 
papulosum cyprini (EPC) cell line at 25ºC. The viruses induced round plaque in EPC line during early 
infection. Virus titres were decreased over 6 Log10 TCID50/ml when incubated with IUdR or chloroform 
indicating DNA genome and enveloped virus particle. Transmission electron micrograph indicated 
numerous icosahedral symmetry of nucleocapsid with 132.49 + 7.77 nm in diameter, which located in 
cytoplasm.  Above properties indicate the new virus isolate can be classified as a virus member of the 
Family Iridoviridae.  This virus propagated well in fish cell lines namely, bluegill fry (BF-2), EPC, fathead 
minnow (FHM), brown bullhead (BB), striped snakehead whole fry tissue (SSN-1) and discuss tail (DT) 
and 2 reptile cell lines namely, Siamese crocodile embryo (SCE), soft-shelled turtle embryo (STE) at 25-
30ºC.  The highest virus titres up to 9.2 Log10 TCID50/ml obtained from BF-2 line.  New virions released 
from EPC cells about 15 hr. post-infection. The virus isolate was sensitive to heat at 56ºC. The virus 
showed similar to genus Ranavirus strain FV3 using polymerase chain reaction (PCR) for which the 
primers designed from the major capsid protein gene. Comparison of viral protein profile, restriction 
endonuclease digestion pattern, antibody relationship and sequence analysis of the maior capsid protein 
gene showed that the virus isolate closely related to Rana trigrina ranavirus.  Findings indicated that the 
virus is an Iridovirus, may be a causative agent and is most likely to be a strain of Ranavirus.  This virus 
was temporally named as Oxyeleotris marmoratus ranavirus or OMRV. 

 
Department BIOLOGY     Student’s signature……………………. 
Field of study ZOOLOGY    Advisor’s signature …………………… 
Academic year 2001     Co-Advisor’s signature ………………. 

 



 

กิตติกรรมประกาศ 

วิทยานิพนธฉบับนี้ลุลวงไปไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่งของผูชวยศาสตราจารย  
ดร. มาลินี ฉัตรมงคลกุล อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธซึ่งทานไดใหคําแนะนํา ขอคิดเห็น ตลอดจน
ตรวจแกไขขอบกพรองตางๆ ขอขอบพระคุณอยางยิ่ง 

ขอขอบพระคุณ ดร. สมเกียรติ์ กาญจนาคาร อาจารยที่ปรึกษารวมซึ่งทานไดกรุณาใหคํา  แนะ
นํา ใหขอคิดเห็น ตรวจแกไขขอบกพรองตางๆ ตลอดจนความชวยเหลือและความสะดวกในการใช
หองปฎิบัติการไวรัสวิทยา สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา 
 ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย ดร. สิริวัฒน วงษศิริ ประธานกรรมการ ผูชวยศาสตราจารย  
ดร. สนทนา ศิริตันติกร กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่กรุณาชวยใหคําแนะนํา และชวยแกไขวิทยานิพนธ
จนสําเร็จลุลวงดวยดี 
 ขอขอบพระคุณ ดร. สุปรานี ชินบุตร ผูอํานวยการสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ําที่กรุณาใหการ
สนับสนุนดานเงินทุน เอื้อเฟออุปกรณและเครื่องมือทางวิทยาศาสตรทําใหวิทยานิพนธคร้ังนี้สําเร็จ      
ลุลวงไปไดดวยดี 
 ขอขอบคุณ Government of Japan-Trust Fund (Fish Disease Project) ที่มีสวนรวมในการ
สนับสนุนดานเงินทุนในการวิจัย 
 ขอขอบคุณสัตวแพทยหญิงลัดดา ตรงวงศา กลุมงานพยาธิวิทยา สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ 
กรมปศุสัตว ที่กรุณาใหความชวยเหลือในการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผาน 
 ขอขอบคุณ บัณฑิตวิทยาลัย จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหการสนับสนุนดานเงินทุนในการทํา
รูปเลมวิทยานิพนธ 
 ขอขอบคุณ คุณสมพร รุงกําเนิดวงศ สถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝง จังหวัดสงขลา ท่ี
กรุณาใหตัวอยางไวรัสสําหรับใชในการศึกษาครั้งนี้ 
 ขอขอบคุณ คุณเรวัตร คงประดิษฐ ศูนยวิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงกุงทะเล จังหวัดสงขลา 
ที่กรุณาใหตัวอยางไวรัสสําหรับใชในการศึกษาครั้งนี้ 
 ขอขอบคุณ คุณอุมาลัย สะดวกดี และ คุณอรัญญา กรีธาชาติ เจาหนาที่หองปฏิบัติการไวรัส
วิทยา ที่กรุณาใหความชวยเหลือและอํานวยความสะดวกในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้ 
 ขอขอบคุณ คุณธรรมนูญ จตุรพาหุ ที่กรุณาใหคําแนะนําในหลายๆเรื่องเกี่ยวกับการวิจัย   

ขอขอบคุณ เพื่อนๆ พี่นอง ในภาควิชาชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่เต็มใจใหความชวย
เหลือในดานตางๆเปนอยางดี  

ทายนี้ผูวิจัยใครขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และพี่ชาย ซึ่งใหการสนับสนุนดานการ
ศึกษาใหคําชี้แนะที่เปนประโยชน สนับสนุนดานการเงิน ความรัก และกําลังใจเสมอมาจนสําเร็จการ
ศึกษา 



 

สารบัญ 
 หนา 

บทคัดยอภาษาไทย.................................................................................................…. ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ.............................................................................................…. จ 
กิตติกรรมประกาศ...................................................................................................…. ฉ 
สารบัญ....................................................................................................................… ช 

สารบัญภาพ....................................................................................................… ฌ 
สารบัญตาราง............................. ...................................................................... ฎ 

บทที่ 1 บทนํา 
วัตถุประสงคของการศึกษา.........................................................................…. 
ขอบเขตการศึกษา.......................................................................................… 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ...........................................................................…. 

 
2 
2 
2 

บทที่ 2 สํารวจเอกสาร 
ชีววิทยาของปลาบูทราย..............................................................................….. 
โรคในปลาบูทราย........................................................................................…. 
โครงสรางของไวรัส........................................................................................… 
การจัดจําแนกไวรัส......................................................................................…. 
เทคนิคที่ใชในการศึกษา...............................................................................…. 
ไวรัสวงศ Iridoviridae...................................................... .............................… 

 
3 
4 
4 
5 
8 
11 

บทที่ 3 วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ...................................................... ................................................... 
วัสดุ................................................................................................................ 
สารเคมี.......................................................................................................... 
เซลลเพาะเลี้ยงที่ใชในการศึกษา.................................................................…… 
ไวรัสที่นํามาศึกษาสําหรับเปรียบเทียบกับไวรัสจากปลาบูทราย.................……… 
การแยกสกัดเชื้อไวรัสออกจากปลาบูทราย..........................……........................ 
การทําไวรัสไตเตรชั่นเพื่อหาปริมาณของเชื้อไวรัสจากปลาบูทราย………………… 
ศึกษาลักษณะสมบัติของไวรัสจากปลาบูทราย..............................……............... 

1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไวรัสจากปลาบูทราย...........................….. 
2. ลักษณะสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของไวรัสจากปลาบูทราย............... 

 

 
19 
19 
20 
22 
22 
23 
24 
25 
25 
25 

 



 

สารบัญ (ตอ)  
 หนา 

3. การศึกษาเพื่อบงชี้ชนิดของไวรัสจากปลาบูทราย (Identification)............…… 28 
บทที่ 4 ผลการศึกษา 

การแยกสกัดเชื้อไวรัสจากปลาบูทราย..........................…….............................…… 
ลักษณะสมบัติของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทราย 

1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไวรัส......................................................…… 
2. ลักษณะสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของไวรัสจากปลาบูทราย….........…… 
3. การศึกษาเพื่อบงชี้ชนิดของไวรัสจากปลาบูทราย...................................……. 

 
38 
 

38 
44 
53 

บทที่ 5 สรุปผลการศึกษา อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 
สรุปผลการศึกษา.........................................................................................…….. 
ขอเสนอแนะ................................................................................................…….. 

 
81 
82 

รายการอางอิง............................................................................................................…… 83 
ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก.................................................................................................……. 
ภาคผนวก ข.................................................................................................……. 

 
91 
96 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ............................................................................................…... 98 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

สารบัญภาพ 
 หนา 

ภาพที่ 1 ปลาบูทราย  Oxyeleotris marmoratus (Bleeker, 
1852)…………………………… 

3 

ภาพที่ 2 สวนประกอบของอนุภาคไวรัสในวงศ Iridoviridae…………………………….……... 11 
ภาพที่ 3 ตําแหนงหลุมตางๆในถาดหลุมชนิด 96 หลุม.......................................................… 24 
ภาพที่ 4 ลักษณะของปลาบูทรายที่ปวยเปนโรคจากฟารมเลี้ยงในจังหวัดนครปฐม.…………... 39 
ภาพที่ 5 ลักษณะของปลาบูทรายที่ปวยเปนโรคจากฟารมเลี้ยงในจังหวัดนครปฐม………….... 40 
ภาพที่ 6 การเกิด cytopathic effect ของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยง 

EPC.....................................................................................................……......... 
 

41 
ภาพที่ 7 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผานแสดงไวรัสกําลังปลดปลอยจาก

เซลลเพาะเลี้ยง EPC....................................................... ..................................... 
 

42 
ภาพที่ 8 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผานแสดงไวรัสภายในไซโตพลาสซึม

ของเซลลเพาะเลี้ยง EPC......................................................……………………… 
 

43 
ภาพที่ 9 กราฟแทงเปรียบเทียบการยอมรับการติดเชื้อของไวรัสจากปลาบูทรายตอเซลลเพาะ

เลี้ยงชนิดตางๆ; BB, FHM, BF-2, DT, SSN-1, EPC, STE และ SCE ……………….. 
 

45 
ภาพที่ 10 การเกิด cytopathic effect จากเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด

ตางๆ.................................................... .....................................………….……. 
 

46 
ภาพที่ 11 การเกิด cytopathic effect จากเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด

ตางๆ.................................................... ..................................………………….. 
 

47 
ภาพที่ 12 ปริมาณไวรัสจากปลาบูทรายที่ถูกปลดปลอยออกจากเซลลเพาะเลี้ยง EPC ที่ 

อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30 oC ………………………………….…….…………… 
 

49 
ภาพที่ 13 การเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายตั้งแตเร่ิมติดเชื้อจนถึงการปลดปลอยเชื้อ

ไวรัสจากเซลลเจาบาน (One-Step Growth Cycle) ที่เวลาตางๆ............................. 
 

52 
ภาพที่ 14 รูปแบบโปรตีนของไวรัสชนิดตางๆ เมื่อยอมดวยสี coomassie blue……………….. 55 
ภาพที่ 15 ผลปฎิกิริยาจําเพาะโดยวิธี Western blot ของแอนติซีรัมตอไวรัสจากปลาบูทรายกับ

องคประกอบโปรตีนของไวรัสชนิดตางๆที่แยกดวยวิธี SDS-PAGE.............................
 

57 
ภาพที่ 16 ผลผลิตพีซีอารขนาด 300 bp ของยีน major capsid protein ของเชื้อ 

ไวรัสจากปลาบูทราย ที่ปริมาณ DNA template ตางกัน โดยมีความเขมขนของ 
MgCl2 1.5 mM และ primer 0.4 µM บน 1% agarose gel ยอมดวย ethidium 
bromide............................................................................................................ 

 
 
 

59 



 

  
สารบัญภาพ (ตอ)  

 หนา 
ภาพที่ 17 ผลผลิตพีซีอาร ขนาด 300 bp ของยีน major capsid protein ของเชื้อไวรัสจาก

ปลาบูทรายเมื่อปริมาณ primer ตางกัน โดยมีความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ 
DNA template 0.435 µg/µl บน 1% agarose gel ยอมดวย ethidium bromide… 

 
 

60 
ภาพที่ 18 ผลผลิตพีซีอาร ขนาด 300 bp ของยีน major capsid protein ของไวรัสชนิดตางๆ มี

ความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ primer 0.4 µM บน 1% agarose gel ยอม
ดวย ethidium bromide……………………………………………………………… 

 
 

62 
ภาพที่ 19 ลําดับเบสของยีน major capsid protein ขนาด 300 bp ของไวรัสจากปลาบูทราย  

ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร
และ ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด.......................................................................… 

 
 

63 
ภาพที่ 20 ผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid protein ของไวรัสชนิด

ตางๆ มีความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ primer 0.4 µM บน 1% agarose 
gel ยอมดวย ethidium bromide…………………………………….……………… 

 
 

64 
ภาพที่ 21 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอารขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid 

protein ของไวรัสชนิดตางๆเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι และ Msp Ι….. 
 

66 
ภาพที่ 22 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid 

protein ของไวรัสชนิดตางๆเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Mbo ΙΙ  ........................... 
 

67 
ภาพที่ 23 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid 

protein ของไวรัสชนิดตางๆเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  Alu  Ι........................... 
 

68 
ภาพที่ 24 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid 

protein ของไวรัสชนิดตางๆเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  Sau3A Ι  ..................... 
 

69 
ภาพที่ 25 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดจีโนมของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι….. 71 
ภาพที่ 26 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดจีโนมของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Xba Ι............. 72 
ภาพที่ 27 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดจีโนมของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoR Ι.......... 73 
ภาพที่ 28 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง electrophoretic mobility และ มวล

โมเลกุลมาตรฐานชนิด Broad range ……………………………………………….. 
 

94 

ภาพที่ 29 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง electrophoretic mobility และมวล
โมเลกุลมาตรฐานชนิด Kaleidoscope prestain standard………………………… 

 
95 

 



 

 
สารบัญตาราง 

 หนา 
ตารางที่ 1 ขอมูลสําหรับการหา 50% tissue culture infective dose (TCID50)……………... 9 
ตารางที่ 2 ส่ิงมีชีวิตที่พบไวรัสในวงศ Iridoviridae.…………………………………………… 13 
ตารางที่ 3 สวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอารเมื่อปริมาณ DNA template ตางกัน.......………….. 33 
ตารางที่ 4 สวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอารเมื่อปริมาณ primer ตางกัน.........…………………. 34 
ตารางที่ 5 คาเฉลี่ยของขนาดนิวคลีโอแคปซิด และแกนกลางของไวรัสที่แยกไดจากปลาบู

ทราย..........................................…………………………………………………. 
 

38 
ตารางที่ 6 คาเฉลี่ย Log10 TCID50/ ml ที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30 oC (mean+SD)…….. 48 
ตารางที่ 7 เปรียบเทียบคา Log10TCID50/ml ของไวรัสจากปลาบูทรายที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 

และ 30oC.......................................……………………………………………… 
 

50 
ตารางที่ 8 คาความหนาแนน (g/cm3) ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus 

ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus………………………… 

 
 

53 
ตารางที่ 9 ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากชุด QIAamp DNA Mini kit……….…….………….. 58 

 
 

 
 
 
 

 
 

 



 1

บทที่ 1 
 

บทนํา 
ปจจุบันปลาบูทราย  Oxyeleotris marmoratus (Bleeker, 1852) จัดเปน

ปลาที่สําคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่งและเปนสินคาออกอยางหนึ่งที่ทํารายไดใหแกประเทศ เนื่องจาก
เปนปลาที่ไดรับความนิยมจากประชาชนผูบริโภคทั้งในประเทศและตางประเทศ มีราคาคอนขางสูง ให
ผลตอบแทนและคุมคาตอการลงทุน ปลาบูเปนปลาที่เล้ียงเพื่อขายเปนอาหาร หรือเลี้ยงเปนปลาสวย
งามก็ได ประเทศที่มีการนําเขาปลาบูทรายจํานวนมากไดแก ญี่ปุน จีน ใตหวัน ฮองกง สิงคโปร และมา
เลเซีย   (ยุพินท วิวัฒนชัยเศรษฐ, 2543) พื้นที่ที่ทําการเพาะเลี้ยงสวนมากอยูในเขตภาคกลาง ตั้ง
แตจังหวัดนครสวรรค อุทัยธานี เร่ือยมาจนถึงปทุมธานี การเลี้ยงสวนมากจะเลี้ยงในกระชังตามแมน้ํา
ตางๆ ปจจุบันการเพาะพันธุและการอนุบาลลูกปลาบูทรายยังประสบปญหาอยางมาก สวนใหญลูก
ปลาที่นํามาเลี้ยงจะจับไดจากธรรมชาติ 

ปลาบูทรายเปนปลาที่สามารถพบไดทั่วไปทั้งในน้ําจืดและน้ํากรอย ในหลายประเทศโดย
เฉพาะในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตและหมูเกาะมลายู ไดแก บอรเนยีว อินโดนีเซีย มาเลเซีย จีนและ 
ไทย (กําธร โพธิ์ทองคํา, 2514) สําหรับประเทศไทยพบทั่วไปตามแมน้ําลําคลอง และ อางเก็บน้ํา
ตางๆทั่วทุกภาค เชน แมน้ําเจาพระยา ปากน้ําโพ บึงบอระเพ็ด แมน้ําทาจีน แมน้ําลพบุรี อางเก็บน้ํา
เขื่อนอุบลรัตน จังหวัดขอนแกน อางเก็บน้ําเขื่อนลําตะคอง จังหวัดนครราชสีมา อางเก็บน้ําเขื่อนสิริกิติ์ 
จังหวัดอุตรดิตถ และ อางเก็บน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี (ไพศาล ตนโพธิ์  และคณะ, 2519; สันต ิ   
หลมระฤก และคณะ, 2522; เสนห ผลประสิทธิ์, 2512; สันทนา ดวงสวัสด์ิ และคณะ, 2535) 

เมื่อไมกี่ปที่ผานมาเกษตรกรที่ทําการเพาะเลี้ยงปลาบูทรายไดประสบกับปญหาการระบาดของ
โรคในหลายพื้นที่ ทําความเสียหายใหกับผูเพาะเลี้ยงเปนจํานวนมาก ปลาที่ปวยเปนโรคจะมีอาการ
ใกลเคียงกันคือ เปนแผลทั่วไปตามลําตัวและสวนหัว มีสีซีด มีอาการซึม และตายในที่สุด เมื่อทําการ
เก็บตัวอยางปลาที่ปวยจาก จังหวัดนครปฐม เมื่อป 2543 มาทําการเพาะแยกเชื้อไวรัสที่สถาบันวิจัย
สุขภาพสัตวน้ํา พบวาสามารถแยกเชื้อไวรัสไดจากตัวอยางปลาที่เก็บมา ในขณะที่ไมสามารถแยกเชื้อ
แบคทีเรียได แสดงวาการที่ปลาตายเปนจํานวนมากอาจมีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะสมบัติตางๆของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทราย
ที่ปวยจากจังหวัดนครปฐม คาดวาขอมูลที่ไดจะทําใหทราบวา ไวรัสที่พบเปนไวรัสกลุมใด ความรูตางๆ
ที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้สามารถนํามาประยุกตใชตรวจวินิจฉัย เพื่อการปองกันและควบคุมโรคที่เกิด
ขึ้นจากไวรัสชนิดนี้ตอไป  
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วัตถุประสงคของการศึกษา 

1. ศึกษาลักษณะสมบัติของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทรายที่ปวยจากจังหวัดนครปฐม 
2. เปรียบเทียบลักษณะสมบัติบางประการของเชื้อไวรัสที่แยกจากปลาบูทรายกับไวรัสอ่ืนใน   
    วงศเดียวกัน 

ขอบเขตการศึกษา 

1. ศึกษาลักษณะสมบัติของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทราย Oxyeleotris 
marmoratus (Bleeker, 1852) ที่ปวยเปนแผลตามตัวจากจังหวัดนครปฐม 

2. เปรียบเทียบลักษณะสมบัติของเชื้อไวรัสที่แยกจากปลาบูทรายกับไวรัสอ่ืนในวงศเดียวกัน ที่
แยกไดจากสัตวในประเทศ เชน ไวรัส Tiger frog iridovirus (Kanchanakhan et al., 
1999), ไวรัส Grouper iridovirus (จิราพร เกษรจันทร และ เรวัตร คงประดิษฐ, 2539) 
และไวรัส Seabass iridovirus (เรวัตร คงประดิษฐ และ จิราพร เกษรจันทร, 2538) 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 1. ทําใหทราบชนิดของไวรัสที่กอใหเกิดโรคในปลาบูทราย 
2. นําความรูที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลชวยในการศึกษาโรคที่เกิดขึ้นในปลาบูทราย 

โดยเฉพาะโรคติดเชื้อไวรัสและการพัฒนาหาวิธีการตรวจหาเชื้อไวรัสในปลาไดอยางรวดเร็วแทนการ
เพาะเชื้อในเซลลได  
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บทที่ 2 
 

การสํารวจเอกสาร 

1. ชีววิทยาของปลาบูทราย 

 ปลาบูทรายสามารถจําแนกตามลักษณะทางอนุกรมวิธานไดดังนี้ (Nelson, 1994) 
Phylum Chordata 

Class Osteichthyes 
Order Perciformes 

Suborder Gobioidei 
Family Eleotridae 

      Genus Oxyeleotris 
Species Oxyeleotris marmoratus (Bleeker, 1852) 

ปลาบูทรายมีลักษณะลําตัวกลมยาว หัวคอนขางโตและดานบนของหัวแบนราบ หัวมีจุดสีดํา
ประปราย ปากกวางใหญ ขากรรไกรลางยื่นยาวกวาขากรรไกรบน ครีบหูและครีบหางมีลักษณะกลม
มนใหญ มีลวดลายดําสลับขาว ครีบหลังมี 2 ครีบ ครีบอันหนาสั้นเปนหนาม ครีบอันหลังเปนกานครีบ
ออน 11 กาน ครีบทองหรือครีบอกอยูแนวเดียวกับครีบหู และมีกานครีบออน 5 กาน ครีบอกของปลาบู
ทรายใน Family Eleotridae แยกจากกันอยางสมบูรณ ครีบกนอยูในแนวเดียวกันกับครีบหลังอันที่ 2 มี
กานครีบออน 7 กานและมีความยาวครีบเทากับครีบหลังอันที่ 2 สวนของครีบมีลายสีน้ําตาลดําแดง
สลับขาวเปนแถบๆ และมีจุดสีดํากระจายทั่วไป ดังภาพที่ 1 

 
ภาพที่ 1 ปลาบูทราย Oxyeleotris marmoratus (Bleeker, 1852) 

(สมโภชน อัคคะทวีวัฒน, 2540) 
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2. โรคในปลาบูทราย 

 โรคที่เกิดในปลาบูทรายเกิดจากสาเหตุหลายประการ ไดแก โรคที่เกิดจากปรสิตภายนอกและ
ปรสิตภายใน โรคจากปรสิตภายนอกเกิดจากสัตวใน Kingdom Animalia, Phylum Arthropoda, 
Phylum  Mollusca, Phylum Plathyhelminthes   และสิ่งมีชีวิตใน   Kingdom Protista   ไดแกพวก
โปรโตซัว เชน Lernaea sp. เปนพวก arthropod จะพบมากตามซอกเกล็ด ครีบ และในชองปาก ดูด
เลือดเปนอาหารทําใหปลาออนแอ Ergasilus sp. เปนพวก arthropod พบตามซี่เหงือก ถาเกาะนานๆ 
จะทําใหเหงือกกรอน กอใหเกิดปญหากับระบบหายใจ Glochidea เปนตัวออนของหอย 2 ฝา เกาะอยู
ตามซี่เหงือกทําใหลดพื้นที่ในการแลกเปลี่ยนออกซิเจน Henneguya sp. เปนพวกโปรโตซัว โดยปกติ
พบเปน cyst ลักษณะเปนเม็ดสีขาวขุน รูปรางกลมฝงตัวบริเวณซี่เหงือก Dactylogyrus sp. เปนปรสิต
ปลิงใสพบเกาะตามผิวหนัง นอกจากนี้ยังพบพวกโปรโตซัวอื่นๆ เชน Epistylis sp. และ Chilodonella 
sp. สวนโรคจากปรสิตภายในเกิดจากสัตวใน Phylum Nematoda และ Acanthocephala ไดแก 
พยาธิตัวกลม พยาธิหัวหนาม อาการของปลาบูทรายที่มีพยาธิเหลานี้ คือ เกล็ดหลุด เหงือกซดี บางครั้ง
พบจุดขาวๆประปรายทั่วไป นอกจากนี้ยังพบเชื้อรา Saprolegnia sp. ขึ้นเปนกระจุก มีแขนงมากมาย
บริเวณผิวหนัง เชื้อรานี้จะฝงลึกเขาไปในเนื้อเยื่อ ทําใหเกล็ดหลุด เกิดบาดแผล (ภาณุ เทวรัตนมณีกุล, 
2525) สวนเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหปลาบูทรายตายเปนจํานวนมากไดแก Aeromonas 
hydrophila (สุปราณี ชินบุตร และคณะ, 2529) ลักษณะอาการที่พบ คือ ทองบวม ตาโปน มีแผลเปน
ตามลําตัว เกิดน้ําเหลืองในชองทอง ไตบวม นอกจากนี้ยังพบโรคมะเร็งตอมน้ําเหลืองและโรคตับโต 
ลักษณะอาการที่พบ คือ แผนปดเหงือกเริ่มกางออกเนื่องจากโคนครีบหูบวมพองขึ้นมาคลายกับกอน
เนื้อ (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และ สุปราณี ชินบุตร, 2527) นอกจากนี้ยังตรวจพบเชื้อไวรัส สกุล Birnavirus 
(Hedrick et al., 1986) อีกดวย 
3. โครงสรางของไวรัส (พิไลพันธ พุธวัฒนะ, 2540) 

 อนุภาคของไวรัสประกอบดวย 
1. จีโนม (genome) ซึ่งมีกรดนิวคลีอิกทําหนาที่เปนสารพันธุกรรม ไวรัสมีกรดนิวคลีอิกเพียง

ชนิดเดียว คือ เปน ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid) หรือ อารเอ็นเอ (ribonucleic acid) 
2. แคปซิด (capsid) เปนสวนที่หุมจีโนมของไวรัสประกอบดวยกลุมโมเลกุลของโปรตีน  

แคปซิดและกรดนิวคลีอิกรวมกันเรียกวา นิวคลีโอแคปซิด (nucleocapsid) และคําวาแกน
กลางของไวรัส (core) หมายถึงสวนที่ประกอบดวยแคปซิดลอมรอบจีโนมซึ่งขดรวมอยูกับ
โปรตีนที่อยูภายในไวรัส (internal protein) 
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3. เปลือกหุม (envelope) พบในไวรัสบางชนิด เปลือกหุมของไวรัสมีองคประกอบของไขมัน
และโปรตีน (lipoprotein) ซึ่งพัฒนามาจากผนังเซลลของเจาบาน โดยทั่วไปจะมี           
ไกลโคโปรตีนของไวรัสแทรกอยูในเยื่อหุมนั้น 

4. โปรตีนที่อยูภายในไวรัส (internal protein) ประกอบดวยเอนไซมที่จําเปนสําหรับกลไก
การเพิ่มจํานวนของไวรัส 

4. การจัดจําแนกไวรัส 

การจัดจําแนกไวรัสออกเปนหมวดหมูไดถูกพัฒนาใหมีหลักเกณฑการจัดจําแนกตาม 
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (พิไลพันธ พุธวัฒนะ และคณะ, 2540) 
ซึ่งมีลําดับลงไปดังนี้ 
1. Order เปนการจัดไวรัสเปนกลุมใหญ ประกอบดวยไวรัสจากหลาย Family มีคําตอทายวา -virales 

ซึ่งมีลักษณะทั่วไปเหมือนกัน ปจจุบันจัดได 1 อันดับ คือ Mononegavirales ซึ่งประกอบดวย 
Family Paramyxoviridae, Rhabdoviridae และ Filoviridae 

2. Family ซึ่งมีคําตอทายวา –viridae ไวรัสที่จัดอยูใน Family เดียวกัน จะมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเหมือนกัน จีโนมเปนกรดนิวคลีอิกชนิดเดียวกันและวิธีเพิ่มจํานวนแบบเดียวกัน จาก Family 
สามารถแบงยอยไดเปน Subfamily ซึ่งจะมีอักษรตอทายวา –virinae  

3. Genus ชื่อของสกุลจะมีอักษรตอทายวา –virus ไวรัสที่อยูในสกุลเดียวกันจะมีลักษณะบางอยาง
รวมกัน  
ชื่อของ Order, Family, Subfamily และ Genus จะเขียนดวยอักษรตัวเอนโดยมีอักษรแรกของชื่อ
เปนอักษรตัวใหญ 

4. Species การเรียกชื่อสปชีสมักจะใชชื่อสามัญและจําแนกตามชนิดของเจาบานและเนื้อเยื่อที่มีการ
ติดเชื้อ 

การจําแนกลักษณะทางอนุกรมวิธานของไวรัสอาศัยลักษณะดังนี้ 

1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

1.1 รูปรางและขนาดของไวรัส ไวรัสโดยทั่วไปมีขนาดเล็กตั้งแต 20-300 nm 
1.2 การเรียงตัวเปนแคปซิด 
1.3 การมีหรือไมมีเปลือกหุม  
1.4 สวนยื่นออกไปโดยรอบเปลือกหุม (spike) 

2. ลักษณะสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของไวรัส  
2.1 น้ําหนักโมเลกุล buoyant density และ sedimentation coefficient 
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2.2 การทนตอกรด ความรอน ประจุ (cation) ผงซักฟอก รังสี และสารละลายตางๆ  
เมื่อไวรัสอยูภายนอกเซลลความสามารถในการติดเชื้อจะคอยๆถูกทําลายไปใน 
สิ่งแวดลอม พวกที่มีเปลือกหุมจะสูญเสียสภาพไดงายกวาพวกที่ไมมีเปลือกหุม 

 2.3 ลักษณะของจีโนม ไดแก 
- การมีจีโนมเปนดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอ  
- ขนาดและความยาวของจีโนม 
- เปนสายเดี่ยวหรือสายคู 
- เปนเสนตรงหรือเปนวงกลม 
- ถาเปนทอนมีจํานวนและความยาวเทาใด 
- มีขั้วเปนบวกหรือลบ 
- ลําดับนิวคลีโอไทด 
- G-C  content 
- การมีเบสเรียงซ้ําๆกันบนสายดีเอ็นเอ (repetitive sequence elements) 
- การมี isomerization 
- การมีหรือไมมีและชนิดของ 5’- terminal cap 
- การมีหรือไมมี 5’- terminal covalently –linked protein 
- การมีหรือไมมี 3’- terminal poly (A) tract 

2.4 สมบัติของโปรตีน  
โปรตีนพบที่เปนองคประกอบในเยื่อหุมของเปลือกหุมแคปซิดและเอนไซมตางๆ 
สมบัติของโปรตีนที่ศึกษา ไดแก  
- จํานวน ขนาดและหนาที่ของโปรตีนโครงสราง (structural proteins) ซึ่งเปน

โปรตีนที่ประกอบกันเปนอนุภาคของไวรัส 
- จํานวน ขนาดและหนาที่ของโปรตีนที่ไมใชโปรตีนโครงสรางซึ่งเปนโปรตีนของ 

ไวรัสที่พบไดในเซลลขณะที่ไวรัสทําการเพิ่มจํานวน เชน เอนไซมตางๆ 
- การมีโปรตีนที่มีหนาที่พิเศษตางๆ เชน transcriptase, reverse transcriptase, 

hemagglutinin, neuraminidase และ fusion activities 
- ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
- การมี glycosylation และ phosphorylation  
- epitope mapping 

2.5 สมบัติของไขมัน ไดแก ปริมาณ ชนิดและอื่นๆ 
 ไขมันพบในสวนของเปลือกหุม  
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2.6 สมบัติของคารโบไฮเดรต ไดแก ปริมาณ ชนิดและอื่นๆ 
คารโบไฮเดรตคือ สวนที่เปนน้ําตาลของไกลโคโปรตีนมักเปน oligosaccharide ที่
ประกอบดวย monosaccharide 10-15 ตัว 

2.7 การเรียงตัวของยีนในจีโนม (genome organization) และการเพิ่มจํานวน ไดแก 
- การจัดลําดับยีน 
- วิธีการเพิ่มจํานวน 
- จํานวนและตําแหนงของ open reading frame 
- การลอกรหัส (transcription) และการถอดรหัส (translation) 
- Post-translational processing 
- ตําแหนงภายในเซลลที่ไวรัสประกอบเปนอนุภาค (assembly) 
- ตําแหนงและวิธีการที่ไวรัสเกิดเปนอนุภาคที่สมบูรณ (maturation) และการออก

จากเซลล 
2.8 สมบัติของแอนติเจน ไดแก สมบัติทาง serology 
2.9 สมบัติทางชีววิทยา ไดแก 

- ความจําเพาะตอเจาบาน (host range) ในธรรมชาติ 
- วิธีการติดตอในธรรมชาติ การมีพาหะ 
- สภาพภูมิศาสตรที่พบไวรัส 
- การกอโรค (pathogenesis) 
- ความสามารถของไวรัสที่จะติดเชื้อไวรัสในเนื้อเยื่อ (tissue tropism) พยาธิสภาพ

และพยาธิวิทยา 
5. เทคนิคที่ใชในการศึกษา 

5.1 การเพาะเลี้ยงเซลล (cell culture หรือ tissue culture)  
วิธีนี้ทําไดโดยนําเซลลจากสัตวมาทําการเลี้ยงในขวดเลี้ยงเซลล (cell culture flask) ในขั้นแรก

ทําการยอยเซลลจากเนื้อเยื่อสัตวโดยใชเอนไซม trypsin เซลลเดี่ยวที่แยกไดนํามาเลี้ยงในขวดเลี้ยง
เซลลที่มีอาหารเลี้ยงเซลลที่เหมาะสม เซลลดังกลาวสามารถเกาะบนพื้นผิว (substrate) ที่ใชเลี้ยง 
เจริญเพิ่มจํานวน โดยการแบงเซลลและแผไปรอบดานตามพื้นผิวภาชนะจนไดเปนเซลลชั้นเดียว 
(monolayer) เซลล เหลานี้ สามารถนํามาขยายใหมี จํานวนเซลลมากขึ้น  โดยการยายเซลล 
(subculture) บางสวนออกไปอยูในขวดเลี้ยงเซลลใบใหม การยายเซลลดังกลาวจําเปนตองใช trypsin 
ยอยรอยตอระหวางเซลล ทําใหเซลลแยกออกเปนเซลลเดี่ยว งายตอการยายเซลลไปในภาชนะและ
อาหารเลี้ยงเซลลใหม เซลลที่เลี้ยงในหองปฎิบัติการมีประโยชนมากในดานการตรวจแยกเชื้อไวรัส การ
ผลิตวัคซีนและการศึกษาทางชีวเคมีของไวรัส 
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5.2 การตรวจหาการเพิ่มจํานวนไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง 

การเพิ่มจํานวนของไวรัสสามารถประเมินไดจากการเปลี่ยนแปลงของเซลลเจาบานหรือ 
cytopathic effect ไวรัสโดยทั่วไปจะทําลายหรือฆาเซลลที่เขาไปเจริญหรือเพิ่มจํานวน ดังนั้นเซลลที่มี
ไวรัสเขาไปเพิ่มจํานวนจะคอยๆมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล บริเวณที่ถูกทําลายจะคอยๆขยาย
ออกไปเมื่อไวรัสรุนลูกหลุดออกมาจากเซลล ซึ่งอนุภาคไวรัสที่สรางใหมก็จะเขาไปทําลายเซลลอ่ืนๆตอ
ไป ลักษณะที่พบไดบอยในเซลลเพาะเลี้ยงที่ติดเชื้อไวรัสไดแก ลักษณะเซลลที่กลมขึ้น เซลลที่ตายจะ
หลุดลอกจากผิวของภาชนะเลี้ยงเซลล นอกจากนี้ยังอาจพบแวคคิวโอลในไซโตพลาสซึมและพบสาร
สะสมภายในเซลล (inclusion body) โดยทั่วไปไวรัสสวนใหญจะมีลักษณะ cytopathic effect  ซึ่ง
คอนขางจําเพาะตอกลุมของไวรัส  

5.3 วิธีการคํานวณปริมาณไวรัสโดยใชวิธีคํานวณของ Karber (1931) 

การหาปริมาณไวรัสวิธีหนึ่งที่นิยมกันมากคือ การหาปริมาณของเชื้อไวรัสที่ทําใหเซลลเพาะ
เลี้ยงตายหรือมีการเปลี่ยนแปลงไปครึ่งหนึ่ง (50%) ของจํานวนเซลลทั้งหมด หรือ TCID50 (tissue 
culture infected dose at 50%) ทําไดโดยเจือจางสารละลายไวรัสต้ังตน (virus suspension) เปน
ลําดับไป (serial dilution) ซึ่งอาจใชวิธีการเจือจางครั้งละ 10 เทา หลายๆความเจือจางแลวนําผลที่ได
แตละความเจือจางมารวมกันเพื่อคํานวณ 50% end point (TCID50) ซึ่งมีสมการดังนี้ 

 
  Mean Log 10TCID50 = x+1/2(d)-d [∑(r/n)] 
  X = คา Log ของความเจือจางที่สูงที่สุด 

d = คา Log ของระยะหางระหวางความเจือจาง 
r = จํานวนหลุมเซลลเพาะเลี้ยงที่ไมปรากฎ cytopathic effect ในแตละความเจือจาง 
n = จํานวนหลุมเซลลเพาะเลี้ยงในแตละความเจือจาง 

ยกตัวอยางดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ขอมูลสําหรับการหา 50% tissue culture infective dose (TCID50) 
หลุมที่ ความเจือจาง 

 10-1              10-2              10-3              10-4              10-5              10-6 
1 
2 
3 
4 
5 

+                   +                 +                  -                  -                   - 
+                   +                 +                  -                  -                   - 
+                   +                 +                  +                 -                   - 
+                   +                 +                  +                 -                   - 
+                   +                 +                  +                 +                  - 

 
+ = หลุมที่เกิด cytopathic effect  
- = หลุมที่ไมเกิด cytopathic effect 
 

Reciprocal dilution 
คา Log ของความเจือจาง 
r=จํานวนหลุมเซลลเพาะเลี้ยงที่ไมปรากฎ 
cytopathic effect ในแตละความเจือจาง 
n=จํานวนหลุมเซลลเพาะเลี้ยงในแตละความ
เจือจาง 

101 

1 
0 
 
5 

102 

2 
0 
 
5 

103 

3 
0 
 
5 

104 

4 
2 
 
5 

105 

5 
4 
 
5 

106 

6 
5 
 
5 

 

Mean log10 TCID50  = 6+0.5-1*(0/5+0/5+0/5+2/5+4/5+5/5) 
     = 6.5-1*(11/5)       
     = 4.3 
  ดังนั้นปริมาณไวรัส  = 104.3 TCID50/ปริมาตรไวรัสที่นํามาทดสอบ 
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5.4 เทคนิคทางชีวโมเลกุลสําหรับการจัดจําแนกไวรัส 

5.4.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction) 

ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคพีซีอารมาใชในการบงชี้ชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยอาศัยหลักการจําลอง
ตัวเองของดีเอ็นเอในหลอดทดลองแบบซ้ํากันหลายๆรอบ ซึ่งในปฏิกิริยาแตละรอบของพีซีอาร มี 3 ขั้น
ตอนไดแก 

1. Denaturation ทําใหดีเอ็นเอสายคูแยกจากกันเปนสายเดี่ยว เกิดที่อุณหภูมิประมาณ 90 -
95 oC 

2. Primer annealing คือการที่ primer 2 สาย เขาไปจับกับเบสคูสมบนดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่
เปนแมพิมพ เกิดที่อุณหภูมิประมาณ 40-60 oC 

3. Primer extension การตอลําดับนิวคลีโอไทดเขาที่ปลาย 3’-OH ของ primer โดยใช
เอนไซม  Taq DNA polymerase ซึ่งตองการอุณหภูมิพอเหมาะที่ 70-72 oC 

เมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุดในแตละรอบจะไดดีเอ็นเอตนแบบเขาสูปฏิกิริยาเพิ่มข้ึนทําใหไดดีเอ็นเอที่
ตองการเพิ่มมากขึ้น (Saiki et al., 1988) ปจจุบัน ไดมีการนําเทคนิคพีซีอารมาใชในงานวิจัยเกือบทุก
สาขาเพราะเปนเทคนิคที่มีความไวสูง และสามารถประยุกตใชไดอยางกวางขวาง  

5.4.2 การใชเอ็นไซมตัดดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะ (restriction endonuclease digestion of 
viral DNA ) 

เทคนิค RFLP (restriction fragment length polymorphism) เปนวิธีการศึกษาโดยใชหลัก
การของการตัดดีเอ็นเอที่ตองการศึกษาดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ ซึ่งเอ็นไซมแตละชนิดจะตัดดีเอ็นเอที่
ตําแหนงที่มีการเรียงตัวของลําดับเบสแบบจําเพาะ หรือตําแหนงจดจํา (recognition site) เทานั้น เมื่อ
ดีเอ็นเอในบริเวณจําเพาะถูกตัดออกจะทําใหไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดตางๆกัน และหากมีการเปลี่ยนแปลง
ลําดับเบสในบริเวณจุดตัดจําเพาะเกิดขึ้น จะมีผลทําใหชิ้นดีเอ็นเอที่ไดหลังการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะมีขนาดและรูปแบบเปลี่ยนแปลงไป 

เทคนิคที่ใชเอ็นไซมตัดดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะเปนการตรวจสอบความแตกตางของชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ถูกตัด เนื่องจากสายดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตมีความแตกตางของสายดีเอ็นเอ และไวรัสแตละ
ชนิดอาจมีการผาเหลาของสายดีเอ็นเอ อันเนื่องมาจากปจจัยตางๆทั้งภายในและภายนอกซึ่งอาจทําให
เกิดการขาดหายไป (deletion) และเพิ่มข้ึนมา (insertion) ของชิ้นดีเอ็นเอ 
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5.4.3 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE คือ การแยกโปรตีนที่มีอัตราสวนของประจุและขนาดที่แตกตางกันในสนามไฟฟา
โดยใช polyacrylamide gel เปนตัวค้ําจุน เมื่อตองการวิเคราะหโปรตีนที่เปนหนวยยอย ทําไดโดยตม
ตั ว อ ย า งที่ อุ ณ ห ภู มิ  95-100 oC ป ระม าณ  2-3 น าที  ใน ส ภ า ว ะที่ มี  reducing agent เช น                       
β -mercaptoethanol เพื่อไปทําลายพันธะ disulfide (s-s bond) และสารซักฟอกที่มีชื่อวา sodium 
dodecyl sulfate (SDS) ซึ่งเปนสารซักฟอกแอนไอออนิก (anionic detergent) ที่มีประจุลบสามารถยึด
จับกับโมเลกุลของโปรตีนในสวนที่เปน hydrophobic region ทําใหโปรตีนมีประจุเปนลบทั้งหมดแลว
นําไปแยกในสนามไฟฟาโดยใช polyacrylamide gel เปนตัวค้ําจุนดังกลาว เพื่อศึกษาแถบโปรตีนที่
เกิดขึ้น 
6. ลักษณะสมบัติและการกอโรคของไวรัสวงศ Iridoviridae 

ไวรัสในวงศ Iridoviridae พบวา ทําใหเกิดโรคทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลัง เชน ปลา สัตวสะเทิน
น้ําสะเทินบก สัตวเลื้อยคลาน (Hedrick et al., 1992; Mao et al., 1997; Ahne et al., 1997 และ
Jancovich et al., 1997) และสัตวไมมีกระดูกสันหลัง เชน แมลง และ หอย 2 ฝา (Williams, 1996) 

ลักษณะของไวรัสในวงศ Iridoviridae คือ มีเปลือกหุมและมีนิวคลีโอแคปซิด เปนรูป 6 เหลี่ยม 
(icosahedral) เสนผาศูนยกลาง 125-300 nm (ภาพที่ 2) แกนกลางมีขนาด 70-100 nm แคปซิด
ประกอบดวยแคปโซเมอรประมาณ 1892-2172 แคปโซเมอร ซึ่งเปนกลุมโมเลกุลของโปรตีนจํานวน
หลายหนวยเรียงตัวแบบ icosahedral symmetry อยูรอบจีโนม สารพันธุกรรมเปนดีเอ็นเอสายคูขนาด 
150-350 Kb มีโปรตีนโครงสรางเปนองคประกอบมากกวา 20 ชนิด อนุภาคมีความไวตอความรอน 
อีเทอร คลอโรฟอรม และสารซักฟอก แตคงทนหรือเสถียรที่ชวง pH กวาง อนุภาคมีความหนาแนน 
(virion buoyant density) 1.19-1.24 g / cm3 ใน  CsCl gradient ทุกอนุภาคไวรัสมีเอนไซมที่ เกี่ยว
ของกับการลอกรหัสและการถอดรหัส เชน RNA polymerase, Poly (A) polymerase และ mRNA  
capping enzyme เปนตน การประกอบเปนอนุภาคไวรัสเกิดขึ้นที่ไซโตพลาสซึม อนุภาคไวรัสถูกปลด
ปลอยโดยการแตกหนอ (budding) หรือเซลลเจาบานแตกออก (Murphy and Kingsburg, 1990) 
 

 

 

 

ภาพที่ 2 สวนประกอบของอนุภาคไวรัสในวงศ Iridoviridae 

Envelope Capsid 
DNA 

Nucleocapsid 
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ไวรัสในวงศ Iridoviridae จําแนกไดเปน 5 สกุล คือ Iridovirus, Chloriridovirus, Ranavirus, 
Lymphocystivirus และ Goldfish virus like สกุล Iridovirus และ Chloriridovirus เปนไวรัสที่พบใน
แมลง สวนสกุล Ranavirus, Lymphocystivirus และ Goldfish virus-like เปนไวรัสที่พบในสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกและปลา (ตารางที่ 2) 

สกุล Ranavirus เปนไวรัสที่พบครั้งแรกในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกไดแก Leopard frog, Rana 
pipiens (Granoff et al., 1965) และพบกระจายทั่วไปทั้งใน เอเชีย (Hedrick and Mcdowell, 1995; 
Mao et al., 1997; Miyata et al., 1997 และ Kanchanakhan et al., 1999) ออสเตรเลีย (Speare 
and Smith, 1992; Hengstberger et al., 1993 และ Zupanovic et al., 1998) ยุโรป (Ahne et al., 
1989; Fijan et al., 1983; Mao et al., 1997) และอเมริกา (Essani and Granoff, 1989; Zupanovic 
et al., 1998 และ Plumb et al. 1999) ลักษณะอาการที่เกิดจากไวรัสสกุลนี้ คือ มีแผลอักเสบตามผิว
หนัง และเปนเนื้องอกที่ไต 

สกุล Lymphocystivirus เปนไวรัสที่พบในปลาน้ําเค็มและปลาน้ําจืดบางชนิด ลักษณะอาการ
ของปลาที่เปนโรคนี้ คือ มีตุมตามตัว จากนั้นตุมนี้จะกลายเปนแผลอักเสบบริเวณผิวหนัง ตามลําตัว
และหาง เมื่อเปนมากจะตายในที่สุด หรือบางตัวอาจเปนเนื้องอกที่ลําตัวและหาง (Ahne, 1994) 

สําหรับประเทศไทย พบวาไวรัสในวงศ Iridoviridae ทําใหเกิดโรคในปลา เชน ปลากะรัง ปลา
กะพงขาว และสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก เชน กบ เปนตน ซึ่งจะแสดงอาการของโรคแตกตางกัน กลาว
คือ ในปลากะรัง ที่ติดเชื้อไวรัสมีอาการไมคอยกินอาหาร เฉื่อยชา ลําตัวมักจะเปนสีดํา โดยเฉพาะครีบ
และสวนหาง  วายน้ําผิดปกติ  และมีอาการเกร็ง  ปลาที่ใกลจะตายหรือตายใหมๆ มักจะจมลงกนบอ 
(จิราพร เกษรจันทร และ เรวัตร คงประดิษฐ, 2539) ในปลากระพงขาวที่ติดเชื้อไวรัสมีอาการดังนี้ ลูก
ปลาจะไมกินอาหาร ลําตัวลีบแบนและเปลี่ยนเปนสีดํา วายน้ําผิดปกติ ชอบหลบแสง และซอนตัวรวม
กันเปนกลุมบริเวณมุมบอหรือที่มืด  กอนจะลอยตัวสูผิวน้ํา  และตายในที่สุด  (เรวัตร คงประดิษฐ และ 
จิราพร เกษรจันทร, 2538) ในกบที่ติดเชื้อไวรัส พบมีแผลหลุมที่ผิวหนังดานหลัง บริเวณขา ลําตัวและ
สวนหัว บางตัวริมฝปากเปนแผลแดง พบในกบอายุประมาณ 2 เดือน จนถึง 1 ป (Kanchanakhan et 
al., 1999) 
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ตารางที่ 2 สิ่งมีชีวิตที่พบไวรัสในวงศ Iridoviridae (ที่มา: Williams, 1996) 
 
Genus Vernacular Host species Member of genus 
Iridovirus Small iridescent insect virus Diverse invertebrate taxa (mostly 

insects) 
Tipula paludosa  
Sericesthis pruinosa 
Chilo suppressalis 
Wiseana cervinata 
Witlesia sabulosella 
Costelytra zealandica 
Pterosticus madidus 
Opogonia sp. 
Odontria striata 
Simocephalus expinosus 
Helicoverpa armigera 
Simulium sp. 
Heteronychus arator 
Apis cerana 
Tipula sp. 
Ephemopteran 
Nereis diversicolor 
Lethocerus columbiae 
Tenebrio molitor 
Helicoverpa zea 
Armadillidium vulgare 
Porcellio scaber 

Chloriridovirus Large iridescent insect virus Diptera (mosquitoes) Aedes taeniorhynchus 
Aedes cantans 
Aedes annulipes 
Simulium ornatum 
Culicoides sp. 
Aedes stimulans 
Aedes cantans 
Corethralla brakeleyi 
Aedes detritus 
Aedes detritus 
Chironomus plumosus 

Ranavirus Frog virus Amphibia Frog virus 1,2 
Frog virus 3 (FV3)  
Frog virus 5-24 
Frog virus L2,L4,L5 
Tadpole Edema Virus 
Lucke triturus virus LT1-LT4 
Newt Virus T6-T20 
Xenopus Virus T21 

Lymphocystivirus Lymphocystis disease virus Many teleost (fish) Families Lymphocystivirus type 1 (LCDV-1) 
Lymphocystivirus type 2(LCDV-2) 
Octopus vulgaris disease virus 

Goldfish virus-like Goldfish virus Goldfish Goldfish virus (GFV-1)  
Goldfish virus (GFV-2) 
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งานวิจัยเกี่ยวกับโรคไวรัสในวงศ Iridoviridae มีดังนี้ 

 จิราพร เกษรจันทร และ เรวัตร คงประดิษฐ (2539) ไดทําการศึกษาลักษณะสมบัติของไวรัสที่
ทําใหเกิดโรคครีบดําในลูกปลากะรัง จากการศึกษาพบวา ไวรัสมีรูปรางหกเหลี่ยม ขนาดเสนผาศูนย
กลางประมาณ 120-130 nm สามารถทําลายเซลลเพาะเลี้ยง EPC (Epithelioma papulosum 
cyprini) นอกจากนี้ไวรัสยังถูกยับยั้งการเจริญดวยสารละลายคลอโรฟอรมและ IUdR (5’-iodo- 
deoxyuridine) ซึ่งแสดงวา เปนไวรัสชนิดมีเปลือกหุม (enveloped virus) และมีกรดนิวคลีอิกเปนแบบ 
ดีเอ็นเอ เมื่อทดสอบการกอโรคของไวรัสในลูกปลากะรังปกติ พบวาปลาแสดงอาการของโรคและตาย
ในที่สุด เมื่อนําปลาที่ตายไปตรวจก็พบเชื้อไวรัส จากลักษณะรูปรางและสมบัติของไวรัส แสดงใหเห็น
วา ไวรัสชนิดนี้อยูในวงศ Iridoviridae 

Kanchanakhan et al, 1999 พบโรคชนิดใหมในกบรุนพอแมพันธุในเขตภาคกลางของ
ประเทศไทย กบที่ปวยมีแผลหลุมที่ผิวหนังดานหลังบริเวณขา ลําตัวและสวนหัว เมื่อนําไปเพาะเชื้อ    
ไวรัส ในเซลลเพาะเลี้ยง EPC พบวาเซลลที่ติดเชื้อมีรูปรางเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม (cytopathic 
effect) และไวรัสสูญเสียความสามารถในการทําลายเซลล เมื่อบมที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 30 นาที 
นอกจากนี้ไวรัสสูญเสียความสามารถในการทําลายเซลลเมื่ออยูในสารละลายอินทรียเชน คลอโรฟอรม 
และเมื่ออยูในสารละลาย pH3 ไวรัสมีสารพันธุกรรมเปนดีเอ็นเอ มีเปลือกหุม อนุภาคไวรัสเปนรูปหก
เหลี่ยมขนาดประมาณ 128 nm เพิ่มจํานวนไดดีในเซลลเพาะเลี้ยง STE (soft-shelled turtle embryo), 
SSN-1 (striped snakehead whole fry tissue), SCE (Siamese crocodile embryo), BB (brown 
bullhead), BF-2 (bluegill fry), DT (discuss tail) และ FHM (fathead minnow) เพิ่มจํานวนไดดีใน
เซลลที่บมที่อุณหภูมิ 25-30oC และมีการปลดปลอยอนุภาคใหมออกจากเซลลระหวาง 4-7 ชั่วโมง จัด
วาเปนไวรัสในวงศ Iridoviridae และใหชื่อวา Tiger frog Iridovirus หรือ TFIV 

 Langdon et al. (1986) สามารถแยกไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในปลา redfin, Perca fluviatilis 
Linnaeus, 1758 ในประเทศออสเตรเลีย เมื่อนํามาตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบ
อนุภาคไวรัสเปนรูปหกเหลี่ยมขนาดประมาณ 150-170 nm และสามารถทําลายเซลลเพาะเลี้ยง FHM, 
BB, BF-2 และ  RTG-2 (rainbow trout gonad) จากลักษณะดั งกลาวคาดวาเป น ไวรัสในวงศ 
Iridoviridae 
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 Hyatt et al. (1991) ไดศึกษาการใชแอนติบอดีในการตรวจสอบ Epizootic Haematopoietic 
Necrosis Virus (EHNV) ซึ่งเปนไวรัสที่แยกไดจากปลา rainbow trout, Oncorhynchus mykiss 
(Walbaum, 1792) ดวยวิธีทาง Antigen-Capture-Immunosorbent Assay หรือ Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA), Immunohistochemistry และ Immunoelectron จากผลการ
ทดลอง พบวาวิธีดังกลาวสามารถใชตรวจหา EHNV ได 

 Speare et al. (1991) ไดศึกษาไวรัสที่พบในไซโตพลาสซึมของเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลล
มามของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  Bufo marinus ในประเทศคอสตาริกาและคาดวาเปนไวรัส 
Iridovirus เนื่องจากอนุภาคไวรัสมีรูปรางหกเหลี่ยมขนาด 312 nm และมีเปลือกหุม 

Speare and Smith (1992) ไ ด ศึ ก ษ า ไ ว รั ส ที่ ส กั ด ไ ด จ า ก  ornate burrowing frog, 
Limnodynastes ornatus ทางเหนือของประเทศออสเตรเลียพบวาเปนดีเอ็นเอไวรัส มีเปลือกหุม เจริญ
ไดดีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในเซลลเพาะเลี้ยงของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและปลา (คา TCID50 /ml 
ตั้งแต 10 5.43 ถึง 10 8.85) เจริญไดนอยในเซลลเพาะเลี้ยงของปลาแซลมอน (คา TCID50 /ml เทากับ    
10 3.85) และไมเจริญในเซลลเพาะเลี้ยงของแมลง การเจริญจะถูกยับยั้งเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 33 oC หลัง
จากไวรัสเขาสูเซลล 24-42 ชั่วโมง เซลลที่ติดเชื้อ มีรูปรางกลม หลุดจากพื้นผิวของขวดเลี้ยงเซลล เซลล
ถูกทําลายเปนวงกวางสมบัติของไวรัสนี้คลายกับไวรัสสกุล Ranavirus 

Nakajima and Sorimachi (1994) ไดศึกษาสมบัติทางชีววิทยาและเคมีฟสิกสของไวรัส 
Iridovirus ที่สกัดไดจาก ปลา red sea bream, Pagrus major พบวา ไวรัสที่สกัดไดสามารถเจริญได
ในเซลลเพาะเลี้ยง BF2, CHSE-214 (chinook salmon embryo), FHM, JSKG (Japanese striped 
knife jaw, Oplegnathus fasciatus Fernandaz et al., 1993), KRE-3  (hybrid of kelp and red 
spotted groupers, Epinephelus moara X E. akaara), RTG-2 และ YTF (yellowtail, Seriola 
dumerili) โดยสามารถเจริญในเซลลเพาะเลี้ยง BF2 และ KRE-3 ไดดีกวาเซลลเพาะเลี้ยงอื่น และเพิ่ม
จํานวนไดที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30 oC สวนที่อุณหภูมิ 37 oC ไวรัสไมสามารถเจริญได อุณหภูมิที่
เหมาะสําหรับการเจริญของไวรัสนี้ คือ 20 หรือ 25 oC อนุภาคไวรัสถูกทําลายในสารละลายกรดที่ pH3 
คลอโรฟอรม อีเทอร สวนสาร IUdR พบวาสามารถลดการเจริญของไวรัสนี้ และไดตั้งชื่อไวรัสนี้วา red 
sea bream iridovirus (RSIV) 

Whittington et al. (1997) สามารถตรวจสอบแอนติบอดีตอไวรัสสกุล Ranavirus (EHNV 
และ BIV) ในซีรัมของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก Bufo marinus ดวยวิธี ELISA 
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 Jancovich et al. (1997) แยกไวรัสไดจาก tiger salamander, Ambystoma tigrinum 
stebbimsi ซึ่งเปนสัตวใกลสูญพันธุในเซลลเพาะเลี้ยงของปลา และเมื่อนําชิ้นเนื้อซาลามานเดอรมา
ตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผาน พบ อนุภาคไวรัสรูปหกเหลี่ยม มีทั้งเปลือก
หุมและไมมีเปลือกหุมขนาดประมาณ 160 -180 nm อยูภายในไซโตพลาสซึมของเซลลตับและเซลลผิว
หนังจํานวนมาก คาดวาเปนไวรัสในวงศ Iridoviridae และไดตั้งชื่อวา Ambystoma tigrinum 
iridovirus หรือ ATV 

Tapiovara et al. (1998) สกัดแยกไวรัสไดจากปลา pike-perch, Stizostedion lucioperca 
พบวาเปนดีเอ็นเอไวรัส และประกอบเปนอนุภาคภายในไซโตพลาสซึม นิวคลีโอแคปซิดเปนรูปหก
เหลี่ยม ขนาด 127+3 nm มีเปลือกหุม ขนาดของไวรัสเมื่อมีเปลือกหุมมีขนาดตั้งแต 147-187 nm จาก
ลักษณะสมบัติดังกลาว พบวาเปนไวรัสในวงศ Iridoviridae นอกจากนี้ยังไดทดลองการกอโรคในปลา 
rainbow trout พบวาไวรัสที่สกัดได จากปลา pike-perch ไมกอโรคในปลา rainbow trout 

He et al. (2000) ศึกษาสาเหตุการตายของปลา mandarinfish, Siniperca chuatsi ใน
ประเทศจีน โดยการตรวจเนื้อเยื่อสวนตางๆดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวามีอนุภาคไวรัส
จํานวนมากในเนื้อเยื่อไตและมาม ไวรัสที่กอโรคในปลานี้นาจะเปนไวรัสในวงศ Iridoviridae 

Lai et al. (2000) ไดศึกษาลักษณะสมบัติของ Iridovirus ที่สกัดไดจากปลากะรัง พบวา
อนุภาคไวรัสมีขนาด 170+ 10 nm รูปรางหกเหลี่ยม จากภาพกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสง
ผาน พบอนุภาคไวรัสจํานวนมากอยูภายในไซโตพลาสซึม ไวรัสสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยง 
GK (grouper kidney) และ GL (grouper liver) และทําใหเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางไปจากเดิม
ที่เรียกวา cytopathic effect มีคา TCID50/ml เทากับ 108 และ 106 ตามลําดับ 

ไดมีการใชเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ในงานวิจัยไวรัส ตัวอยางเชน 

 Nishizawa et al. (1994) ทําการศึกษายีนสวน RNA-2 ของ Striped Jack Nervous 
Necrosis Virus (SJNNV) ซึ่งเปนไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในปลา Striped Jack, Pseudocaranx dentex 
ดวยการทําเทคนิคพีซีอาร 

Gould et al. (1995) ยังไดพัฒนาเทคนิคพีซีอาร เพื่อวินิจฉัย Epizootic haematopoietic 
necrosis virus และ Bohle iridovirus ซึ่งเปนไวรัสในสกุล Ranavirus  
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Kurita et al. (1998) ไดใชเทคนิคพีซีอาร เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนยีน ATPase, DNA 
polymrease และ จีโนม ของ Iridovirus ในปลา red sea bream พบวา สามารถตรวจหาเชื้อ
Iridovirus ไดใน มาม และเลือดของปลาที่ทําการทดลองการกอโรค และในอาหารเลี้ยงเซลลเมื่อเลี้ยง
ไวรัสดวยเซลลเพาะเลี้ยง GF  

นอกจากนี้ Oshima et al. (1998) ไดพัฒนาเทคนิคพีซีอาร เพื่อวินิจฉัย red sea beam 
iridovirus (RSIV) โดยไดเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวน ribonucleotide reductase small subunit (RNRS) 
gene จากมามของปลาที่ติดเชื้อไวรัส พบวา เทคนิคนี้สามารถตรวจพบไวรัสในปลาที่ติดเชื้อแลว 3-5 
วัน คือ ในวันที่ 1-2 วันหลังจากการติดเชื้อ ตรวจไมพบไวรัส RSIV แตวันที่ 3 ตรวจพบ ไวรัส RSIV ใน
ปลา 3 ตัว จากปลาทั้งหมด 5 ตัว และในวันที่ 5 ตรวจพบไวรัส RSIV จากปลาทุกตัว 

ไดมีการใชเทคนิคการใชเอ็นไซมตัดดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะในงานวิจัยไวรัส ตัวอยางเชน 

Ahne et al. (1998) ไดทําการเปรียบเทียบรูปแบบ RFLP ของ Iridovirus ชนิดตางๆไดแกไวรัส 
SFIR ที่สกัดไดจากปลา Silurus glanis, ไวรัส CFIR Ι, CFIR ΙΙ, CFIR ΙΙΙ ที่สกัดไดจากปลา Ictalurus 
melas, ไวรัส EHNV ที่สกัดไดจากปลา Perca fluviatilis, ไวรัส REIR ที่สกัดไดจากกบ Rana 
esculenta ในทวีปยุโรป และ ไวรัส FV-3 ที่สกัดไดจากกบ Rana pipians ในทวีปอเมริกา เมื่อตัดจีโนม
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι พบวาไดแถบดีเอ็นเอมากกวา 20 แถบ รูปแบบ RFLP ของไวรัส 
CFIR Ι, CFIR ΙΙ, CFIR ΙΙΙ และ SFIR เหมือนกันมาก นอกจากนี้ไวรัส CFIR ΙΙΙ และ SFIR ยังมีแถบ  
ดีเอ็นเอที่เหมือนกันที่ 3.8 Kb ดวย ในขณะที่ไวรัส CFIR Ι และ CFIR ΙΙ ไมมีแถบดีเอ็นเอนี้ สวนรูป
แบบ RFLP ของไวรัส REIR, FV-3 และ EHNV พบวาแตกตางกัน 

 Mao et al. (1999) ไดเปรียบเทียบรูปแบบ RFLP ของไวรัส FV-3 ซึ่งเปนไวรัสที่สกัดไดจากกบ 
ไวรัส SBV ซึ่งสกัดไดจากปลา stickleback และไวรัส 276, TV2, TV3 และ TV5 ซึ่งสกัดไดจากตัวออน
ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (tadpole) และเปนไวรัส Iridovirus ในสกุล Ranavirus เมื่อตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ Hind ΙΙΙ และ Xba Ι พบวารูปแบบ RFLP ของ ไวรัส FV-3 ตางจากไวรัสชนิดอื่นได
มีการใชเทคนิค SDS-PAGE ในงานวิจัยไวรัส ตัวอยางเชน 

 Hedrick et al. (1992) ไดทําการศึกษาขนาด รูปราง โปรตีนที่เปนองคประกอบ และการศึกษา
ทาง ภูมิคุมกันวิทยาของอนุภาคไวรัส กลุม Iridovirus ที่แยกไดจากปลา 3 ชนิด คือ redfin, Perca 
fluviatilis, sheatfish, Siluris glanis และ catfish, Ictalurus melas พบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ขนาด จํานวน มวลโมเลกุลของโปรตีน และการตรวจสอบแอนตเิจนดวยแอนติบอดีของกระตายมี
ลักษณะคลายกันในไวรัสทั้ง 3 ชนิด นอกจากนี้ยังคลายกับไวรัสในสกุล Ranavirus ที่พบในกบอีกดวย 
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Zupanovic et al. (1998) ไดวิเคราะหองคประกอบของโปรตีนที่เปนสวนประกอบของ 
iridovirus ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก Bufo marinus ในประเทศเวเนซูเอลา พบวา ประกอบดวย
โปรตีนอยางนอย 20 ชนิด และมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 8-121 kDa และพบแถบโปรตีนที่มีคามวล
โมเลกุลที่ 49 kDa ซึ่งเปน major capsid protein 

 Mao et al. (1999) ศึกษาโปรตีนที่เปนองคประกอบของไวรัสในสกุล Ranavirus ซึ่งสกัดได
จาก largemouth bass, Micropterus salmoides คือ ไวรัส LMBV เปรียบเทียบกับไวรัส FV-3 ที่สกัด
ไดจากกบ, ไวรัส DFV ที่สกัดไดจากปลา doctorfish และไวรัส GV 6 ที่สกัดไดจากปลา guppy พบวา 
ไวรัสทั้ง 4 ชนิด มีแถบโปรตีนที่ 50 kDa ซึ่งเปน major capsid protein นอกจากนี้ major capsid 
protein ของไวรัส LMBV, DFV และ GV6 เคลื่อนที่ไดชากวา major capsid protein ของไวรัส   FV-3 
และจากรูปแบบโปรตีน พบวาไวรัส LMBV ตางจากไวรัส FV-3 แตไมตางจากไวรัส DFV และ ไวรัส 
GV6 

Mao et al. (1999) ไดเปรียบเทียบโปรตีนที่เปนองคประกอบของไวรัสสกุล Ranavirus คือ 
 ไวรัส SBV ซึ่งสกัดไดจากปลา stickleback และไวรัส 276, TV2, TV3 และ TV5 ซึ่งสกัดไดจากตัวออน
ของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (tadpole) และไวรัส FV-3 ที่สกัดไดจากกบ โดยการติดฉลาก S35 ใน 
methionine พบวา รูปแบบของแถบโปรตีนของไวรัสทั้ง 6 ชนิด คลายกันมาก 
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บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินการ 
1. อุปกรณ 

บริษัท   ประเทศ 
กลอง polaroid     Spectroline  USA 
Agarose gel electrophoresis chamber  Bio-Rad   USA 
Elactrophoresis chamber   Bio-Rad   USA 
Gel dryer Model 543     Bio-Rad   USA 
Incubator      Gallenkamp   UK 
Inverted microscope     Olympus   Japan 
Laminar flow      INC    UK 
Microcentrifuge    ALC international Srl. Italy 

Microwave     Olympiathai  Thailand 
Multichannel pipette    Labsystem  Finland 
Mini-Protein ΙΙ dual slab cell   Bio-Rad   USA 
Power supply      Bio-Rad  USA 
Spectrophotometer     Denley   UK 
Trans-blot semidry tranfer cell   Bio-Rad  USA 

  Thermal cycler     Hybaid Omnigene  UK 
UV transilluminator     Bio-version  USA 
Ultracentrifuge     Beckman  USA 
Vortex       Fisons   UK 
Water bath     Grant   UK  

2. วัสดุ 

ขวดเลี้ยงเซลล ขนาด 25, 75 และ 175 ซม2  NUNC   Denmark 
กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน  Sartorius minsart Germany 
ฟลม polaroid     Fabrique’ Royaume- UK 

Uni Par polaroid   
 



 20

 
      บริษัท   ประเทศ 

ถาดหลุมกนแบน ชนิด 24 และ 96 หลุม NUNC   Denmark 
กระบอกฉีดยา    Nipro    Thailand 
กระดาษกรอง    Bio-Rad  USA 
แผนไนโตรเซลลูโลส   Bio-Rad  USA 

3.สารเคมี 

3.1 สารเคมีที่ใชในการเลี้ยงเซลล 
 - FCS (Fetal calf serum)  Seromed  Germany 
- Glutamine    Sigma   Germany 
- HBSS (Hank’s balance salt solution) Biochrom  Germany 

 - Leibovitz-15    Biochrom  Germany 
- Penicillin/ Streptomycin   Sigma   USA 
- PBS (phosphate buffer saline) Biochrom  Germany 
- Trypsin    Gibco BRL  USA 

3.2 สารเคมีที่ใชในการศึกษาทางชีวโมเลกุล 
- Absolute ethanol   Merck   Germany 
- Acetic acid    J.T. Barker  USA 
- Acetone    Fisher chemical UK 

 - Acrylamide    Bio-Rad  USA 
- Agarose    Bio-Rad  USA 
- Ammoniumpersulfate   Merck   Germany 
- Boric acid    Merck   Germany 
- Butanol    Fisher chemical UK 
- Bromophenol blue   Merck   Germany 
-  3’,3 dianimobenzidine   Sigma   USA 

tetrahydrochloride  
- Chloroform    Merck   Germany 
- Di-sodium hydrogen phosphate Ajax chemicals  Australia 
- DNA marker    SibEnzyme  Russia 
- Enzyme BamH Ι    Promega  USA 
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- Enzyme Msp Ι    Promega  USA 
บริษัท   ประเทศ 

- Enzyme EcoR Ι    Promega  USA 
- Enzyme Xba Ι    Promega  USA 
- Ethidium bromide   Gibco BRL  USA 
- Ethylene diamine tetraacetic acid Amresco  USA 
- Freund' s Adjuvant   Sigma   USA 
- Glycine    Fisher chemical UK 
- Glycerol    Sigma   USA 
- Glutaraldehyde   BHD Analar  UK 
- Gene Amp PCR core reagent Qiagen   Germany 

Taq DNA polymerase   
dNTPs 
25 mM MgCl2 
10x PCR buffer (100 mM  
Tris-Hcl pH8.3, 500mM KCl) 

- Hydrochloric acid   CARLO ERBA   France 
- 5’- iodo deoxyuridine   Amresco  USA 
- Isoamyl alcohol   CARLO ERBA   France 
- Kaleidoscope prestained standard Bio-Rad  USA 
- SDS-PAGE Broad rang standard Bio-Rad  USA 
- Methanol    Fisher chemical UK 
- β-mercaptoethanol   Bio-Rad  USA 
- Mineral oil    Sigma   USA 
- Phenol    Amresco  USA 
- Proteinase K    Qiagen   Germany 

 - RNase    Sigma   USA 
- Sodium dihydrogen phosphate Merck   Germany 
- Sodium acetate   Amresco  USA 
- Sodium dodecyl sulfate  Bio-Rad  USA 
- Sodium chloride   BDH Analar  UK 
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- Sucrose    มิตรผล   Thailand 
บริษัท   ประเทศ 

- TEMED     Bio-Rad  USA 
- Tris-base     Bio-Rad  USA   
- Tween-20     Sigma   USA 
- QIAamp DNA Mini kit    Qiagen   Germany 

4. เซลลเพาะเลี้ยงสําหรับทดสอบการยอมรับการติดเชื้อของไวรัสจากปลาบูทราย  

- BB (Brown bullhead caudal trunk) (Wolf and Quimby, 1969) 
- BF-2 (Bluegill fry)(Wolf et al., 1966)  
- EPC  (Epithelioma papulosum cyprini) (Fijian et al., 1983)  
- FHM (Fathead minnow tail)(Gravell and Malsberger, 1965)  
- SSN-1 (Striped snakehead whole fry tissue)(Frerichs et al., 1991)  
- STE (Soft-shelled turtle embryo) จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา  
- DT (Discuss tail) จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา  
- SCE (Siamese crocodile embryo) จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา  

5. ไวรัสที่นํามาศึกษาเพื่อเปรียบเทียบกับไวรัสจากปลาบูทราย  

- Tiger frog iridovirus (TFIV)(Kanchanakhan et al. 1999) จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา 
- ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร สายพันธุ AV 9922 จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา 
- ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา สายพันธุ FK-2 จากสถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝง

จังหวัดสงขลา 
- ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด สายพันธุ AV 9944 จากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา 
- ไวรัส Seabass iridovirus (เรวัตร คงประดิษฐ และ จิราพร เกษรจันทร, 2538) จากศูนย

วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงกุงทะเล จังหวัดสงขลา 
- ไวรัส Grouper iridovirus (จิราพร เกษรจันทร และ เรวัตร คงประดิษฐ, 2539) จากศูนยวิจัย

และพัฒนาการเพาะเลี้ยงกุงทะเล จังหวัดสงขลา 
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6. การแยกสกัดเชื้อไวรัสออกจากปลาบูทราย  

ไวรัสจากปลาบูทรายเปนไวรัสที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ซึ่งแยกสกัดไดจากปลาบูทรายที่ปวยโดย
กลุมวิจัยไวรัสวิทยา สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํามีข้ันตอนโดยยอดังนี้ 

6.1 การแยกสกัดเชื้อไวรัสจากปลาบูทราย  

6.1.1 เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจาก ไต มาม เหงือก กลามเนื้อ และบริเวณที่เปนแผลจากปลาบูทรายที่
ปวยเปนโรค จาํนวน 3 ตัว รวมกันประมาณ 1 g บดใหละเอียดในครกบดยาที่สะอาดและแช
เย็น โดยใสทรายละเอียดเล็กนอยเพื่อชวยในการบดใหเซลลแตก 

6.1.2 เติมบัฟเฟอร HBSS (2% FCS) ปริมาตร 9 ml (เจือจาง1:10) ผสมใหเขากันดวยปเปต โดย
การดูดขึ้นลง นําไปปนเพื่อตกตะกอนเศษเซลล ที่ความเร็ว 4,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

6.1.3 ดูดสารละลายชั้นบน 1 ml เจือจางดวย HBSS (2% FCS) ปริมาตร 4 ml (เจือจาง1:50) 
แลวกรองผานชุดกรองชนิดใชคร้ังเดียวที่ตอเขากับกระบอกฉีดยาและไสกรองมีขนาด 0.45 µ 
เพื่อกําจัดจุลชีพอื่นๆ 

6.1.4 นําสิ่งสกัดที่กรองได เก็บไวที่ 4 oC เพื่อรอการเพาะแยกไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงตอไป 

6.2  เตรียมเซลลสําหรับเพาะแยกไวรัส  

เล้ียงเซลล เพาะเลี้ยง  EPC ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด  25 cm2 ในอาหารเลี้ยงเซลล  L-15          
(10% FCS Penicillin 100 unit และ Streptomycin 100 µg/ml) จนไดเซลลแผเต็มพื้นที่ผิวเรียงเปนชั้น
เดียว ซึ่งใชเวลาประมาณ 2 วัน เทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ลางผิวหนาแผนเซลลดวย PBS ประมาณ 5-7 
ml แลวเทออก เติม trypsin 1 ml เพื่อยอยเซลลใหหลุดจากกัน เท trypsin ทิ้ง เคาะใหเซลลหลุดเติม
อาหารเลี้ยงเซลล Leibovitz 15 หรือ L-15 (ภาคผนวก) 25-28 ml ใชปเปตดูดขึ้นลงเพื่อใหเซลลหลุด
จากกันเปนเซลลเดี่ยวๆแบงเซลลใสถาดหลุมชนิด 24 หลุม (24 well plate) ทุกหลุมหลุมละ 1 ml เพื่อ
ใชเพาะแยกไวรัสตอไป 

6.3 การเพาะแยกไวรัสและการเปลี่ยนแปลงของเซลลเจาบาน 

 เติมส่ิงสกัดที่กรองไดจากขอ 6.1 ลงในถาดหลุมเล้ียงเซลลที่เตรียมไวแลวในขอ 6.2 หลุมละ  
200 µl จํานวนไมนอยกวา 2 หลุม หรือ 2 ซ้ํา บมเซลลไวที่อุณหภูมิ 25 oC ตรวจดูลักษณะการเปลี่ยน
แปลงของเซลลเจาบาน (cytopathic effect) ทุกๆวันเปรียบเทียบกับเซลลกลุมควบคุมคือเซลลในหลุม
ที่ไมไดใสไวรัสและทําการสงถาย (blind passage) อาหารเลี้ยงเซลลในถาดหลุมเดิมไปสูถาดหลุมที่มี
เซลลใหมทุกๆ 7-10 วัน จํานวน 2-3 คร้ัง ถาเซลลเกิด cytopathic effect แสดงวาสามารถแยกเพาะ
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เชื้อไวรัสไดจากตัวปลา จากนั้นเพิ่มจํานวนไวรัสในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 cm2 เพื่อเก็บไวศึกษา
ลักษณะสมบัติตอไป 

7. การทําไวรัสไตเตรชั่นเพื่อหาปริมาณของเชื้อไวรัส 

ในการหาปริมาณไวรัสที่สามารถกอใหติดเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยงทําไดโดยการทําไวรัสไตเตรชั่น 
เพื่อคํานวนณหาปริมาณของเชื้อไวรัสที่ทําใหเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงครึ่งหนึ่งหรือ 50% Tissue 
culture infectious dose (TCID50) ตามวิธีการดังนี้ 

7.1 เจือจางไวรัสในถาดหลุมชนิด 96 หลุม 
- แบงหลุมตางๆในถาดหลุมชนิด 96 หลุมกนแบน (ภาพที่ 3) ดังนี้ 7 แถวบน A-G (A1-A6, 

G1-G6) สําหรับทํา virus dilution และแถว H (H1-H6) เปนกลุมควบคุม 
- ทําการเจือจางไวรัส 1:10 โดย 

- ใช 6–channel pipette ดูด L-15 (2% FCS Penicillin 100 unit และ Streptomycin 
100 µg/ml) จํานวน 90 µl ใสลงในหลุมของ 7 แถวบน (A1-A6, G1-G6) 

- ใช single channel pipette ดูด ไวรัส 10 µl จากขวดเลี้ยงเซลลที่มีไวรัสในขอ 6.3 
(stock) ใสลงในแถว A (A1-A6) 

- ใช 6 – channel pipette ปรับที่ 10 µl ทําการผสมไวรัสในหลุมแรกใหเขากันดี ใน
แถวนี้จะมีความเจือจาง 10-1 เทาของไวรัสต้ังตน แลวดูด 10 µl จาก A1-A6 สงตอ
ยังแถวถัดไป คือ B1-B6 ทําเชนนี้จนถึงแถวที่ G ตามลําดับในแถว G จะมีความ
เจือจาง 10-7 เทาของปริมาณไวรัสต้ังตน 

หมายเหตุ: การทําไตเตรชั่นอาจทําใหไวรัสเจือจางที่ 10-1-10-12ของปริมาณไวรัสต้ังตน
โดยวางถาดหลุมในแนวนอน 

            1       2       3        4        5       6        7        8       9       10      11      12  
            
            
            
            
            
            
            
            

 
ภาพที่ 3 ตําแหนงหลุมตางๆในถาดหลุมชนิด 96 หลุม 

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
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7.2 การเติมเซลลลงถาดหลุมชนิด 96 หลุมที่ใสไวรัสที่ความเจือจางตางๆแลว 
- เลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง EPC ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 cm2 เมื่อมีอายุประมาณ 2-3 วัน เท

อาหารเลี้ยงเซลลทิ้งลางผิวหนาเซลลดวย 5-7 ml ของสารละลาย PBS แลวเทออก ทําการ
ยอยรอยตอระหวางเซลลดวยเอนไซม trypsin 1 ml เคาะใหเซลลหลุด แลวเติม L-15 (2% 
FCS Penicillin 100 unit และ Streptomycin 100 µg/ml) ปริมาตร 12 ml ทําใหเปนเซลล
เดี่ยวๆดวยการใชปเปตดูดขึ้นลง 

- เทเซลลเดี่ยวลงในกลอง (reservior) ใช 6 – channel pipette ดูด 100 µl ใสลงในหลุมทุก
หลุมของ 8 แถวบน (A1-A6, H1-H6) 

- ระวังอยาใหปลาย tip แตะกับขอบหลุม ถา tip แตะขอบหลุมใหเปล่ียน tip ใหม ทั้ง 6 tip 
ปดฝาและปดดวย parafilm ใหสนิทอีกครั้ง นําถาดหลุมไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC 

7.3 บันทึกผล 
  ทําการบันทึกผลทุกๆวันเปนเวลา 5-7 วัน ดังนี้ หลุมใดที่เกิด cytopathic effect ใหทําเครื่อง

หมายไวบนฝาแลวคํานวณหาปริมาณไวรัสในหนวย TCID50/ml ตามวิธีของ Karber (1931) 
8. การศึกษาลักษณะสมบัติของไวรัสจากปลาบูทราย 

8.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไวรัส 

 เพาะเลี้ยงไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง EPC บมไวที่ อุณหภูมิ 25 oC จนเกิด cytopathic effect 
ประมาณ 30% เทอาหารเลี้ยงเซลลออกใหมากที่สุด เติม 3 ml ของ 2.5% glutaraldehyde ใชที่ขูด
เซลลขูดเซลลออกทันที นําเซลลที่ขูดไดไปปนที่ความเร็ว 1,200 rpm เปนเวลา 20 นาที ดูดน้ําใสสวน
บนทิ้งไป เติม 3 ml ของ 2.5% glutaraldehyde พรอมทั้งพลิกชิ้นเซลลแลวนําไปปนอีกครั้ง เปนเวลา
นาน 15 นาที จากนั้นนําชิ้นเซลลไปผานกระบวนการเตรียมชิ้นเนื้อ เพื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบลําแสงผาน ตามวิธีของ Hayat (1989) โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของสถาบัน
สุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว 

8.2 ลักษณะสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของไวรัสจากปลาบูทราย 

8.2.1 ชนิดของกรดนิวคลีอิกของไวรัส (Type of nucleic acid) 
 การทดสอบชนิดของกรดนิวคลีอิกทําไดโดยใชสาร IUdR (5’-iodo deoxyuridine) ซึ่งสารนี้เปน 
base analog กับ  thymidine จึงไปยับยั้งการเจริญของดี เอ็นเอไวรัสแตไมยับยั้งการเจริญของ         
อารเอ็นเอไวรัส โดยดําเนินการทดลองตามวิธีของ Rovozzo and Burke (1973) ดังนี้ เล้ียงเซลลเพาะ
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เลี้ยง EPC ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 cm2 ดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จนเซลลเพาะเลี้ยงแผเต็มพื้นที่
ผิวใชเวลาประมาณ 2-3 วัน ทําการถายเทเซลลลงในถาดหลุมชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 µl บมที่
อุณหภูมิ 25 oC จนเซลลแผเต็มพื้นผิวของหลุม ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมทิ้ง แบงถาดหลุมเปน 2 สวน
เทากัน คือ สวนที่ 1 หลุมที่ 1-6 ของแถว A-H ใส IUdR ทุกหลุมๆละ 50 µl และสวนที่ 2 หลุมที่ 7 –12  
ของแถว A-H ใส HBSS หลุมละ 50 µl (กลุมควบคุม) นําไวรัสจากปลาบูทรายมาเจือจางดวย HBSS 
ใหมีความเจือจางที่ 10-1-10-8   เทาของไวรัสเริ่มตน นําไวรัสที่ความเจือจางตางๆที่เตรียมนี้ใสในหลุม
ตางๆของแถว A-H ตามลําดับ ยกเวนหลุมที่ 7-12 ของแถว H ไมใสไวรัสแตใสอาหารเลี้ยงเซลล L-15 
แทน เติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จํานวน 50 µl ทุกหลุม นําถาดหลุมไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC ประมาณ 
4-6 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเชลลในแตละหลุมออกใหหมด เติมอาหารเลี้ยงเซลลใหม L-15 
จํานวน  200 µl ในหลุมทุกหลุมแลวนําไปบมที่  อุณหภูมิ  25oC หลังจากนั้นบันทึกผลการเกิด 
cytopathic effect แลวคํานวณหาคา TCID50/ml ตามวิธีของ Karber (1931) ทําการทดลองเชนเดียว
กันนี้ 3  คร้ัง 

8.2.2 การทนตอตัวทําละลายไขมัน (Sensitivity to lipid solvent) 

 ทดสอบการทนตอตัวทําละลายไขมันในที่นี้สารที่ใชทดสอบคือ คลอโรฟอรม ตามวิธีของ 
Rovozzo and Burke (1973) เพื่อทดสอบวาไวรัสมีเปลือกหุมหรือไม ดังนี้ นําไวรัสจากปลาบูทราย
ปริมาตร 1 ml ใสลงในหลอดที่มี คลอโรฟอรมปริมาตร 0.5 ml เขยาใหเขากัน เปนเวลานาน 10 นาที 
นําไปปนที่ความเร็ว 2,000 rpm เปนเวลา 5 นาที นําไวรัสมาทดสอบไวรัสไตเตรชั่น เปรียบเทียบกับ   
ไวรัสในกลุมควบคุม บันทึกผลการเกิด cytopathic effect แลวคํานวณหาคา TCID50/ml ทําการ
ทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 

8.2.3 การทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 56oC (Sensitivity to heat) 

 เพื่อทดสอบเสถียรภาพของเชื้อไวรัสหรือองคประกอบโปรตีนของเชื้อไวรัสในสภาพอุณหภูมิสูง 
ทดสอบตามวิธีของ Rovozzo and Burke (1973) ดังนี้ เจือจางไวรัสจากปลาบูทราย ดวย HBSS (2% 
FCS) 10 เทา แบงเปน 3 หลอดๆละ 0.6 ml หลอดที่ 1 บมที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลานาน 30 นาที และ
หลอดที่ 2 บมที่อุณหภูมิเดียวกัน 60 นาที และหลอดที่ 3 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC เมื่อครบกําหนดนําทั้ง 
3 หลอดมาทําไวรัสไตเตรชั่นในถาดหลุมชนิด 96 หลุม บันทึกผลการเกิด cytopathic effect แลว
คํานวณหาคา TCID50/ml เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ทําการทดลอง 3 คร้ัง 
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8.2.4 ทดสอบการยอมรับการติดเชื้อของไวรัสตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ 
(Cell line susceptibility) 

 นําไวรัสจากปลาบูทรายมาทดสอบการเจริญในเซลลเพาะเลี้ยง 8 ชนิด ซึ่งประกอบดวยเซลล
เพาะเลี้ยงของปลา ไดแก EPC, FHM, BF-2, DT, SSN-1 และ BB เซลลเพาะเลี้ยงตะพาบน้ํา STE 
และ เซลลเพาะเลี้ยงจระเข SCE ดังนี้ เตรียมเลี้ยงเซลลแตละชนิดในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 cm2    
จนไดเซลลแผเต็มพื้นที่ผิวและเรียงเปนชั้นเดียว จากนั้นนําเซลลเพาะเลี้ยงที่เตรียมไวแลวมาทําไวรัส  
ไตเตรชั่น นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC ตรวจดูการเกิด cytopathic effect เปนเวลา 7 วัน หลังจากทํา   
ไวรัสไตเตรชั่นจากนั้นคํานวณหาคา TCID50/ml ทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 

8.2.5 การทนตอสภาพกรดที่ pH 3 (Stability at low pH ) 
 ทดสอบเสถียรภาพของเชื้อไวรัสหรือองคประกอบโปรตีนของเชื้อไวรัสที่ pH 3 ตามวิธีของ 
Kasornchanda et al. (1991) ดังนี้ กลุมควบคุมทําดังนี้ ผสมไวรัสจากปลาบูทรายปริมาตร 100 µl กับ 
HBSS pH 7.2 ปริมาตร 900 µl ในหลอดไมโครเซนติฟวจ สําหรับกลุมทดลอง ผสมไวรัสจากขอ 6.3 
ป ริม าต ร  100 µl กั บ  Glycine-HCl buffer pH 3 (ภ าค ผน วก ) ป ริม าต ร  900  µl  ใน ห ล อ ด                  
ไมโครเซนติฟวจ  นําทั้ง  2  กลุมบมที่อุณหภูมิ  25 oC เปนเวลา 1  ชั่วโมง จากนั้นนําทั้ง 2  กลุมมาทํา
ไวรัสไตเตรชั่น เพื่อคํานวณหาคา TCID50/ml เปรียบเทียบระหวาง 2 กลุม ทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 

8.2.6 การทดสอบอุณหภูมิกับการเจริญของไวรัส (Optimum growth temperature) 

 ทําการเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยง EPC ที่อุณหภูมิ 
15, 20, 25 และ 30 oC โดยเปรียบเทียบคา TCID50/ml ของแตละอุณหภูมิ ดังนี้ เลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง 
EPC ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 cm2 จํานวน 8 ขวด ดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 บมที่อุณหภูมิ 25 oC 
จนเซลลเพาะเลี้ยงเจริญได 90% ของพื้นที่ผิว เทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง เจือจางไวรัสจากปลาบูทราย 
ดวย HBSS ใหไดปริมาณไวรัส 102 TCID50/ml จากนั้นใสไวรัสลงในขวดของเซลลเพาะเลี้ยง EPC ที่
เตรียมไวแลวจํานวน 4 ขวด ขวดละ 1 ml และใส HBSS (0%FCS) ลงในขวดเซลลเพาะเลี้ยง EPC อีก 
4 ขวด ขวดละ 1 ml (กลุมควบคุม) นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง เทสารละลายชั้นบน
เซลลออกใหมากที่สุด ลางเซลลเพาะเลี้ยง EPC ทั้ง  8 ขวดดวย HBSS (2%FCS) ปริมาตร 8 ml 
จํานวน 2 คร้ัง เติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 ทุกขวดขวดละ 8 ml แลวดูดอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 200 
µl จากทุกขวดสําหรับทําไวรัสไตเตรชั่นที่ 0 ชั่วโมง จากนั้นนําแตละคูของขวดที่ใสเชื้อไวรัสและขวด
ควบคุมไปบมที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30 oC เก็บตัวอยางไวรัสจากอาหารเลี้ยงเซลลทุกขวดขวดละ 
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200 µl ที่ 2 ชั่วโมง, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วัน หลังจากติดเชื้อไวรัส นําไวรัสที่ เก็บไดมาทําไวรัส        
ไตเตรชั่น เพื่อเปรียบเทียบคา TCID50/ml ที่บมไวในแตละอุณหภูมิ จากนั้นวิเคราะหขอมูลโดยใชคา
ความแปรปรวนแบบทางเดียว การทดลองทําซ้ํา 3 คร้ัง 

8.2.7 หาระยะเวลาในการติดเชื้อจนถึงการปลดปลอยเชื้อไวรัสจากเซลลเจาบาน  
(One-Step Growth Cycle)  

 หาระยะเวลาในการติดเชื้อจนถึงการปลดปลอยเชื้อไวรัสจากเซลลเจาบานใน 1 รอบ ดังนี้ เลี้ยง
เซลลเพาะเลี้ยง EPC ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 cm2 4 ขวดดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 ที่อุณหภูมิ  
25 oC จนเซลลเจริญได 90% ของพื้นที่ผิว เทอาหารเลี้ยงเชลลทิ้ง เจือจางไวรัสจากปลาบูทรายใหได
ปริมาณไวรัส 104 TCID50/ml ดวย HBSS (2% FCS)  จากนั้นใสเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง  EPC  ที่
เลี้ยงไวขวดละ 1   ml  จํานวน  3  ขวด ในขณะที่ขวดที่  4 ใส  HBSS   1 ml นําขวดเลี้ยงเซลลทั้ง 4 
ขวดไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง เทสารละลายชั้นบนเซลลออกใหมากที่สุด ลาง
เซลลเพาะเลี้ยง EPC ทั้ง 4 ขวดดวย HBSS (0% FCS) ปริมาตร 8 ml จํานวน 2 คร้ัง เติมอาหารเลี้ยง
เชลล L-15 ปริมาตร 8 ml ในแตละขวดแลวดูดอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 200 µl จากทุกขวดสําหรับทํา
ไวรัสไตเตรชั่น ที่ 0 ชั่วโมง จากนั้นนําทั้ง 4 ขวดไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC เก็บตัวอยางไวรัสปริมาตร 200 
µl จากทุกขวดที่เวลา 2, 4, 7, 10, 15, 20, 30, 40 และ 50 ชั่วโมงหลังจากติดเชื้อไวรัส ตามลําดับ นํา
ตัวอยางอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดนี้มาทําไวรัสไตเตรชั่นเพื่อคํานวณหาปริมาณไวรัสที่ปลดปลอยออก
จากเซลลเจาบาน  
9. การศึกษาเพื่อบงชี้ชนิดของไวรัสจากปลาบูทราย (Identification) 

 9.1 การบงชี้และเปรียบเทียบสมบัติของโปรตีนและสมบัติทางซีรัมวิทยากับไวรัสอ่ืนๆ 

  3.1.1 การทําไวรัสใหบริสุทธิ์ มีขั้นตอนดังนี้ 

 เลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง EPC ดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 175 cm2 จํานวน 
10 ขวด ใสเชื้อไวรัสชนิดตางๆที่เตรียมไวแลวเชนเดียวกับขอ 6.3 ไดแก ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส 
Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัด
รอยเอ็ด ปริมาตรขวดละ 200 µl ชนิดละ 2 ขวด และเลี้ยงเซลล SCE ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 175 cm2

ดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จํานวน  4 ขวด  ใสเชื้อไวรัส Seabass iridovirus และไวรัส Grouper 
iridovirus ที่เตรียมไวแลวเชนเดียวกับไวรัสจากปลาบูทราย ปริมาตรขวดละ 200 µl ชนิดละ 2 ขวด นํา
ขวดเลี้ยงเซลล EPC และ SCE ที่ใสไวรัสแลวทั้งหมดบมที่อุณหภูมิ 25 oC จนเกิด cytopathic effect 
สมบูรณซึ่งไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆ ใชเวลา
ประมาณ 3 วัน สวนไวรัส Seabass iridovirus และไวรัส Grouper iridovirus ใชเวลาประมาณ 15 วัน 
จากนั้นนําไวรัสทั้งหมดไปปนที่ความเร็ว 3,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 20 นาที เพื่อตกตะกอน
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เศษเซลล แยกสารละลายสวนบนใสหลอดใหม นําไปปนที่ความเร็ว 28,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เปน
เวลา 2 ชั่วโมงเทสารละลายสวนบนทิ้ง  ละลายตะกอนไวรัสดวย TE buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 1 ml 
เตรียม sucrose gradient 15-45%(w/w) (ภาคผนวก) ตั้งทิ้งไว 1 คืนที่ อุณหภูมิ 4oC จากนั้นหยด
ตะกอนไวรัสไวบนผิวหนาของ sucrose gradient  ปริมาตร 1 ml  นําไปปนที่ความเร็ว 28,500 rpm   ท่ี
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง จะเห็นแถบของไวรัสเปนสีขาวจางๆอยูในหลอด (จะเห็นชัดเจนเมื่อ
เอากระดาษสีดําบัง) ใชเข็มดูดแถบของไวรัสใหไดปริมาตรประมาณ 1 ml นําไปวัดหาคาดัชนีการหักเห
ของสารละลายน้ําตาลเพื่อเทียบหาคาความหนาแนนของไวรัสตามวิธีของ Griffith, 1986 แลวละลาย
แถบของไวรัสที่เก็บไดดวย TE buffer นําไปปนที่ความเร็ว 22,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 2  
ชั่วโมง  เพื่อแยกไวรัสออกจากน้ําตาลซูโคลส เก็บตะกอนไวรัสที่ปนไดไวที่อุณหภูมิ –20 oC ไวรัสที่แยก
ไดบริสุทธิ์แลวนําไปทําการศึกษาตอดังนี้ 
  9.1.1.1. วิเคราะหองคประกอบของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

 9.1.1.2. เปรียบเทียบรูปแบบของดีเอ็นเอเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะของไวรัสชนิดตางๆ 
- นําดีเอ็นเอของไวรัสที่สกัดไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι, Xba Ι และ  

EcoR Ι 
- นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณยีนสวน  major capsid protein และตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι, Msp Ι, Alu Ι, Mbo ΙΙ และ Sau3A Ι 

9.1.1.3 สําหรับไวรัสจากปลาบูทรายเมื่อทําใหบริสุทธิ์แลวนํามาฉีดกระตายเพื่อกระตุนการ
สรางแอนติบอดีสําหรับทดสอบการลมลางฤทธิ์ 

9.1.2 วิเคราะหองคประกอบของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

เปรียบเทียบขนาดของโปรตีนที่เปนองคประกอบของอนุภาคไวรัสจากปลาบูทราย กับไวรัส
Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัด
รอยเอ็ด  ไวรัส  Seabass iridovirus และ  ไวรัส  Grouper iridovirus ดวยวิธี  SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate) ตามวิธีการของ Leammli (1970) โดยใชอุปกรณ  Mini-Protein ΙΙ dual slab cell 
จากนั้นนําไวรัสแตละชนิดที่เล้ียงไวแลว ผสมกับ sample buffer (ภาคผนวก) อัตราสวน 1:1 ตมในน้ํา
เดือดนาน 2 นาที ทิ้งใหเย็น นําไปปนดวยความเร็ว 6,000 rpm เปนเวลา 30 วินาที นําตัวอยางไปใสใน
หลุมของ 4% stacking gel ที่มี 10% saparating gel (ภาคผนวก) พรอมทั้งโปรตีนมาตรฐาน (SDS-
PAGE Broad rang standard) ซึ่ งป ระกอบด ว ย  Myosin (200 kDa), β-galactosidase (116.25 
kDa), Phosphorylase (97.4 kDa), Serum albumin (66.2 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Carbonic 
anhydras (31 kDa), Trypsin inhibitor (21.5 kDa), Lysozyme (14.4 kDa) แ ล ะ  Aprotonin (6.5 
kDa) เติม tank buffer (ภาคผนวก) ใน lower chamber และกําจัดฟองอากาศใตขอบลางของแผนเจล
ใหหมด เติม  tank buffer ใน  upper chamber ปดฝาและเสียบปล๊ักตอกับ  power supply ที่  100 
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โวลต โปรตีนจะเคลื่อนมาจากหลุมจะสังเกตเห็นแถบสีน้ําเงินเคลื่อนมาถึง saparating gel จึงเปลี่ยน
ความตางศักยมาที่ 120 โวลต เมื่อสีเคลื่อนถึงขอบลางของแผนเจลแลว  ซึ่งใชเวลาประมาณ  1 ชั่วโมง 
ปด สวิซสนําแผนเจลมายอมดวยสี coomassie blue (ภาคผนวก) โดยเติม coomassie blue ใหทวม
เจลวางบนเครื่องเขยานาน 30 นาที เทสียอมคืนและเติม destain solution I (ภาคผนวก) ใหทวมเจล
นาน 20 นาที   วางบนเครื่องเขยาเท destain solution I ทิ้ง แลวเติม  destain solution II (ภาคผนวก) 
นานประมาณ 12-18 ชั่วโมง เมื่อพื้นเปลี่ยนเปนสีใสใหนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง gel dryer จากนั้น
คํานวณหามวลโมเลกุลของโปรตีนที่เปนองคประกอบของไวรัสเทียบกับมวลโมเลกุลของโปรตีน    
มาตรฐาน 

9.1.3 การลมลางฤทธิ์ (Neutralization) 

ศึกษาการลมลางฤทธิ์ของแอนติบอดีตอไวรัสจากปลาบูทรายที่เตรียมไดจากกระตายกับไวรัส
จากปลาบูทราย  

 9.1.3.1 การสรางแอนติบอดีตอไวรัสจากปลาบูในกระตาย 
ฉีดไวรัสคร้ังที่  1 นําไวรัสจากปลาบูทรายที่ทําใหบริสุทธิ์แลวจากขอ 9.1.1 มาผสมกับ  

Freund’s adjuvant อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาที่บริเวณโคนขาหลังของกระตายพันธุ New zealand white 
เมื่อครบ 1 เดือน เก็บเลือดจากเสนเลือดที่ใบหูเพื่อนําซีรัมมาทดสอบแอนติบอดีไตเตอร 

ฉีดไวรัสครั้งที่ 2 ฉีดไวรัสปริมาตร 0.5 ml เขาที่เสนเลือดดําที่ใบหูของกระตาย หลังจากฉีด
กระตายครบ 1 สัปดาห ใหเก็บเลือดจากเสนเลือดที่ใบหูเพื่อนําซีรัมมาทดสอบแอนติบอดีไตเตอร 

ฉีดไวรัสคร้ังที่ 3 ฉีดไวรัสปริมาตร 1 ml เขาที่เสนเลือดดําที่ใบหูของกระตาย หลังจากฉีด
กระตายครบ 1 สัปดาห ฉีดยาสลบเขาที่เสนเลือดดําที่ใบหู เมื่อกระตายสลบแลวจึงเก็บเลือดโดยใชเข็ม
ฉีดยาดูดเลือดจากหัวใจของกระตายใหไดมากที่สุด ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1-2 ชั่วโมง แลวเก็บเขาตู
เย็น 4 oC ในวันถัดไปจึงดูดซีรัมเก็บไวที่ –20 oC เพื่อทดสอบแอนติบอดีไตเตอรตอไป 

9.1.3.2 การทดสอบหาแอนติบอดีไตเตอร  
เติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 ปริมาตร 50 µl ในถาดหลุมชนิด 96 หลุม แถวที่ A-D ยกเวน

คอลัมนที่ 1 โดยดูดซีรัมที่เก็บไดจากขอ 9.1.3.1 ใสในคอลัมนที่ 1 แถวที่ A-D หลุมละ 100 µl  เจือจาง
ซีรัมโดยใช multichannel pipette ดูดซีรัมจากคอลัมนที่ 1 นี้ปริมาตร 50 µl ใสในคอลัมนที่ 2 ผสมให
เขากัน แลวดูดสารละลายจากคอลัมนที่ 2 ปริมาตร 50 µl ใสในคอลัมนที่ 3 ผสมใหเขากัน ทําเชนนี้จน
ถึงคอลัมนที่ 10 แลวใสไวรัสจากปลาบูทรายที่เตรียมไวในขอที่ 6.3 ปริมาตร 50  µl ทุกหลุมของแถว  
A-D   นําถาดหลุมไปบมไวที่อุณหภูมิ 25 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นใสเซลลเพาะเลี้ยง EPC ใน
ทุกแถวของแถว A-D หลุมละ 100 µl  
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สําหรับแถว E-H ใสเซลลเพาะเลี้ยง EPC และไวรัสจากปลาบูทรายเพื่อทําไวรัสไตเตรชั่นตาม
วิธีที่กลาวแลว ในกลุมนี้จะเปนกลุมควบคุม นําถาดหลุมไปบมที่อุณหภูมิ 25 oC เปรียบเทียบการเกิด 
cytopathic effect ของเซลลเพาะเลี้ยง EPC ภายใน 7 วัน ของกลุมทดลองในแถว A-D และกลุมควบ
คุมในแถว E-H 

9.1.4 การใชเทคนิค Western blot ตรวจสอบความจําเพาะตอกันระหวางซีรัมกระตายและ
โปรตีนที่เปนองคประกอบของอนุภาคไวรัส  

ในการศึกษานี้ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีของกระตายที่กระตุนดวยไวรัสจากปลาบู
ทรายตอองคประกอบโปรตีนของอนุภาคไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจาก
กบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus 
และ Grouper iridovirus 

นําไวรัสชนิดตางๆที่เตรียมไวแลวในขอ 9.1.1 มาทํา SDS-PAGE เชนเดียวกับที่กลาวมาแลว
ในขอ 9.1.2 แตใช Kaleidoscope prestained standard เปนโปรตีนมาตรฐานประกอบดวยโปรตีนที่มี
ม ว ล โม เล กุ ล ดั งนี้  myosin (202 kDa), β-galactosidase (121 kDa), Bovine serum (79 kDa), 
Carbonic anhydrase (41 kDa), Soybean trypsin inhibitor (31.6 kDa), Lysozyme (17.8 kDa) 
และ Aprotonin (8.2 kDa) หลังจากทํา electrophoresis แลวทําการยายโปรตีนจากแผนเจลไปยังแผน
ไนโตรเซลลูโลส  

การยายโปรตีนจากแผนเจลไปยังแผนไนโตรเซลลูโลส ทําไดโดยนําแผนไนโตรเซลลูโลส 
กระดาษกรองและแผนเจลแชใน transblot buffer ประมาณ 15 นาที   แลวนํามาประกอบบนชุด 
trans-blot semidry tranfer cell โดยวางแผนเจลบนแผนไนโตรเซลลูโลสแลวประกบดวยกระดาษ
กรองทั้ง 2 ดาน ผานดวยกระแสไฟฟาที่ 15 โวลต เปนเวลา 30 นาที โปรตีนจากแผนเจลจะเคลื่อนมา
อยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสสังเกตไดจากสีของ Kaleidoscope prestained standard ซึ่งเคลื่อนลงมา
บนแผนไนโตรเซลลูโลส นําแผนไนโตรเซลลูโลส แชใน tris buffered saline (TBS) (ภาคผนวก) เปน
เวลา  10 นาที  จากนั้นนํามาแชใน  3% BSA ใน  TTBS เปนเวลา  1 ชั่วโมง  ลางดวย  tween- tris 
buffered saline (TTBS) (ภาคผนวก) 3 คร้ังๆละ 5 นาที แลวแชในแอนติซีรัมของกระตายที่เตรียมได
ในขอ 9.1.3.1 ที่ความเจือจาง 1:1 ดวย 1% BSA ใน TTBS ขามคืนที่ 4 oC ลางดวย TTBS 3 ครั้งๆละ 
5 นาที จากนั้นแชแผนไนโตรเซลลูโลสใน conjugate (HRP anti-rabbit IgG  ที่เจือจาง 1: 3,000 ดวย  
1% BSA ใน  TTBS)  ประมาณ  1 ชั่ วโมง  ลางดวย  TTBS จํานวน  3 คร้ังๆ   ละ  5 นาที   นําแผน            
ไนโตรเซลลู โลสแชใน  3’,3 dianimobenzidine tetrahydrochloride นาน  15  นาที  จากนั้นหยุด       
ปฎิกิริยาดวยน้ํากลั่น จะปรากฎเห็นแถบของปฎิกิริยาระหวางแอนติบอดีและโปรตีนที่จําเพาะเกิดขึ้น 
คํานวณหามวลโมเลกุลของโปรตีนที่ทําปฎิกิริยาตอแอนติบอดี 
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9.2 การบงชี้และเปรียบเทียบไวรัสจากปลาบูทรายและไวรัสตางๆทางอณูชีววิทยา 

9.2.1 การสกัดดีเอ็นเอจากไวรัส 

 9.2.1.1 สกัดดีเอ็นเอของไวรัสดวย QIAamp DNA Mini kit ของบริษัท Qiagen  
นําไวรัสชนิดตางๆที่เตรียมไวแลวปริมาตร 200 µl เติม proteinase K (20 µg/ml) ปริมาตร 20 

µl Rnase A (20 µg/ml) ปริมาตร 20 µl และ buffer AL ปริมาตร 200 µl ผสมให เขา นําไปบมที่
อุณหภูมิ 56 oC เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติม 70 % alcohol ปริมาตร 200 µl ผสมใหเขากัน แลวนํา
ไปปนที่ความเร็ว 8,000 rpm ในคอลัมนในเครื่องไมโครเซนติฟวจเปนเวลา 1 นาที ใส AW1 ปริมาตร 
500 µl นําไปปนที่ความเร็ว 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เทน้ําที่กรองผานคอลัมนทิ้ง จากนั้นเติม 
AW2 ปริมาตร 500 µl ลงในคอลัมน นําไปปนที่ความเร็ว 14,000  rpm เปนเวลา 3 นาที ลางตะกอน
ดวย TE buffer นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปวัดปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง spectrophotometer เก็บดีเอ็นเอ
ไวที่ – 20 oC เพื่อศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตอไป  

9.2.1.2 สกัดดีเอ็นเอดวย phenol – chloroform ดัดแปลงวิธีของ (Hall and Smith, 1991)  

นําตัวอยางไวรัสที่เตรียมไวแลวในขอ 9.1.1 ไวรัสละ 200 µl เติม proteinase K (20 µg/ ml) 
ปริมาตร 20 µl และ Rnase A (20 µg/ ml) ปริมาตร 20 µl ผสมใหเขากันบมอุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 
30 นาที จากนั้นเติม phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) จํานวน 1 เทาของปริมาตร ผสม
ใหเขากันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆเปนเวลา 5 นาที นําไปปนดวยเครื่องไมโครเซนติฟวจที่ 8,000 rpm 
เปนเวลา 10 นาที ใช tip ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหมจากนั้นเติม phenol/chloroform (24:1) 
จํานวน 1 เทาของปริมาตร นําไปปนดวยเครื่องไมโครเซนติฟวจที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ใช tip 
ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหมจากนั้นเติม  3 M Sodium acetate ในปริมาตร 1/10 เทาของ
ปริมาตร เติม Absolute ethanol 2 เทาของปริมาตร เก็บไวที่ –30 oC ขามคืน นําไปปนดวยเครื่อง     
ไมโครเซนติฟวจที่ 14,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายออกอยางรวดเร็ว ลางดีเอ็นเอที่อยูกน
หลอดดวย 75%alcohol ปริมาตร 500 µl กลับหลอดไปมา นําไปปนดวยเครื่องไมโครเซนติฟวจที่ 
14,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายออกอยางรวดเร็ว ลางดีเอ็นเอที่อยูกนหลอดดวย 75% 
alcohol อีกครั้ง ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงประมาณ 1-2 ชั่วโมง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 
บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเก็บไวที่ 4 oC เพื่อนําไปศึกษาตอไป 
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9.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction)  

ในการทดลองนี้ไดหาวิธีที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มปริมาณยีน major capsid protein ของไวรัสจาก
ปลาบูทราย ดวยวิธีพีซีอาร ทําการเปรียบเทียบโดยใชปริมาณ DNA template ที่แตกตางกันและ
ปริมาณ Primer ที่แตกตางกันและเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณยีน Major capsid protein ของไวรัส
ชนดิตางๆดังนี้ 

9.2.2.1 เปรียบเทียบโดยใชปริมาณ DNA template ที่แตกตางกัน 
9.2.2.1.1 ใชดีเอ็นเอของไวรัสจากปลาบูทรายที่สกัดดวย QIAamp DNA Mini kit เปน 

DNA template ที่ 0, 0.435, 0.87, 1.74, 2.61และ 3.48 µg 
     9.2.2.1.2 Primer คือ Forverse primer (mc-1) 5’-GTTTCATCGACTTGGCCACT-3’ 

                Reverse primer (mc-3) 5’-ATGTTGTGCATGGGGTTCTT-3’ 
   ผลผลิตพีซีอารขนาด 300 bp  

9.2.2.1.3 เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาตามตารางที่ 3  
ตารางที่ 3 สวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอารเมื่อปริมาณดีเอ็นเอตางกัน 
 

ปริมาณดีเอ็นเอ (µg)  
0 0.435 0.87 1.74 2.61 3.48 

น้ํากลั่นไรเชื้อ (µl) 14.8 13.8 12.8 10.8 8.8 6.8 
10x PCR buffer (µl) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 
d NTP(10mM) (µl) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
5x Q-Solution (µl) 5 5 5 5 5 5 
Primer mc-1 (µl) 1 1 1 1 1 1 
Primer mc-3 (µl) 1 1 1 1 1 1 
Taq DNA polymerase 
(5unit/ ul) (µl) 

0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

DNA template (µl) 0 1 2 4 6 8 
รวม (µl) 25 25 25 25 25 25 
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9.2.2.2. เปรียบเทียบโดยใชปริมาณ Primer ที่แตกตางกัน 
9.2.2.2.1 ใชดีเอ็นเอของไวรัสจากปลาบูทรายเปน DNA template ที่สกัดดวย QIAamp 

DNA Mini kit   
9.2.2.2.2 Primer คือ Forverse primer (mc-1) 5’-GTTTCATCGACTTGGCCACT-3’ 

                         Reverse primer (mc-3) 5’-ATGTTGTGCATGGGGTTCTT-3’ 
 ผลผลิตพีซีอารขนาด 300 bp ที่ปริมาณ primer 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 

0.7 และ 0.8 µM 
9.2.2.2.3. เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาตามตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4 สวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอารเมื่อปริมาณ primer ตางกัน 
 

ปริมาณ primer (µM)* ปริมาณ primer (µM)**  
0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.1 0.3 0.5 0.7 

น้ํากลั่นไรเชื้อ (µl) 15.8 14.8 13.8 12.8 11.8 14.8 12.8 10.8 8.8 
10x PCR buffer (µl) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 
d NTP(10mM) (µl) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
5x Q-Solution (µl) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
Primer mc-1 (µl) 0 0.5 1 1.5 2 0.5 1.5 2.5 3.5 
Primer mc-3 (µl) 0 0.5 1 1.5 2 0.5 1.5 2.5 3.5 
Taq DNA polymerase 
(5unit/ µl) (µl) 

0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

DNA template (µl) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
รวม (µl) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 

*= Stock primer 10 µM 
**= Stock primer 5 µM 
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9.2.2.3 เปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณยีน Major capsid protein ของไวรัสชนิดตางๆ 
9.2.2.3.1 เปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณยีน major capsid protein ขนาด 300 bp ของไวรัส

จากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัส
จากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และ 
ไวรัส Grouper iridovirus ที่สกัดดีเอ็นเอดวย QIAamp DNA Mini kit   
Primer คือ Forverse primer (mc-1) 5’-GTTTCATCGACTTGGCCACT-3’ 

        Reverse primer (mc-3) 5’-ATGTTGTGCATGGGGTTCTT-3’   
9.2.2.3.2 เปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณยีน major capsid protein ขนาด 1,400 bp ของ 

ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา    
ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร  ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด   ไวรัส  Seabass 
iridovirus และไวรัส  Grouper iridovirus ที่สกัดดี เอ็นเอดวย  QIAamp DNA 
Mini kit   
Primer คือ Forverse primer (mc-1) 5’-GTTTCATCGACTTGGCCACT-3’ 

      Reverse primer (mc-2) 5’-AGGACCCATGACGGAAAAG-3’ 
9.2.2.3.3 เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาตามรายการตอไปนี้  

น้ํากลั่นไรเชื้อ    13.5 µl 
10x PCR buffer    2.5 µl 
d NTP(10mM)    0.5 µl 
5x Q-Solution     5 µl 
Primer mc-1 (0.4 µM)   1 µl 
Primer mc-2 (0.4µM)   1 µl 
Taq DNA polymerase (5unit/ ul) 0.25 µl 
DNA template    1 µl 
รวม     25 µl 
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9.2.2.4 นําหลอดพีซีอารที่เตรียมพรอมแลวไปใสในเครื่อง Thermal Cycler โดยกําหนดอุณหภูมิ  
             และเวลาของแตละขั้นตอนดังนี้ 

1. เร่ิมตนที่อุณหภูมิ 95 oC เปนเวลา 5 นาที 
  2. ในแตละรอบของปฏิกิริยาพีซีอารกําหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 
   Denature 95 oC  1 นาที 
   Annealing 55 oC  1 นาที 

Extensoin 72 oC  1 นาที สําหรับ ผลผลิตพีซีอารขนาด 300 bp สวน
ผลผลิตพีซีอารขนาด 1,400 bp Extensoin 72 oC = 3 นาที ทําซ้ํา 30 รอบ 

3.เมื่อครบรอบสุดทาย ตามดวยอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําผลท่ีไดไป
วิเคราะหดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

9.2.2.5 การวิเคราะหผลผลิตที่ไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

เตรียม 1.5% agarose gel โดยชั่ง agarose หนัก 0.75 g ผสมใน 1x TBE buffer (ภาคผนวก) 
ปริมาตร 50 ml แลวนําไปตมจนสารละลายใส ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหองประมาณ 55-60 oC เติมสาร
ละลาย ethidium bromide (10 mg/ml) ประมาณ 2.5 µl ผสมใหเขากันโดยหมุนเบาๆ เทสารละลายนี้
ลงใน agarose gel chamber ที่เตรียมไวลวงหนาแลว ตั้งทิ้งไวใหเย็นอยางนอยประมาณ 30 นาที จน 
agarose แ ข็ ง ตั ว ดี  จ าก นั้ น ค อ ย ๆดึ ง  comb อ อ ก  แล ว นํ า ถ าด  agarose gel นี้  ไป ว า ง ใน 
electrophoresis chamber แลวใส 1x TBE buffer ใหไดปริมาตรตามตองการซึ่งทวมสูงกวาผิวหนา
ของ agarose gel ประมาณ 5 ml ไลฟองอากาศที่อยูในหลุมออกใหหมด ผสมผลผลิตพีซีอารหรือ       
ดีเอ็นเอไวรัสที่สกัดโดยวิธี phenol-chloroform จํานวน 5 µl กับ 5x loading buffer จํานวน 1 µl ผสม
ใหเขากัน  แลวนําไปใสในหลุมของเจล  ทําเหมือนกันทุกๆตัวอยางจนครบ  เสียบขั้วไฟฟาของ 
electrophoresis chamber ตอกับ power supply แลวปรับใหมีความตางศักยไฟฟา 120 โวลต ใช
เวลาประมาณ 45 นาที เมื่อครบตามเวลาใหนํา agarose gel มาวางบน UV-transilluminator เพื่อ
ตรวจดูแถบของดีเอ็นเอ โดยเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) บันทึกผลที่
ไดดวยกลองโพลารอยด 
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9.2.2.6 การตรวจหาลําดับเบสของ major capsid protein ขนาด 300 bp 

นําผลผลิตพีซีอารของยีน major capsid protein ขนาด 300 bp ของไวรัสจากปลาบูทราย    
ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา    ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร  ไวรัสจากกบ
จังหวัดรอยเอ็ด ไปตรวจหาลําดับเบสที่หนวยบริการชีวภาพ  (Bioservice unit) ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 

9.2.3 การใชเอนไซมตัดดีเอ็นเอในตําแหนงเฉพาะ (restriction endonuclease digestion of 
viral DNA)  

9.2.3.1 นําผลผลิตพีซีอารของยีน major capsid protein ขนาด 1,400 bp ของไวรัสจากปลา
บูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัด
พิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด จากขอ 9.2.2.3.2 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamH Ι, Msp Ι, Alu Ι, Sau3A Ι และ Mbo ΙΙ 

9.2.3.2 นําจีโนมของไวรัสที่สกัดดวยวิธี phenol – chloroform มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamH Ι, Xba Ι และ EcoR Ι ดังนี้ 
โดยเตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาตามรายการตอไปนี้ 

น้ํากลั่น    3.75 µl 
10xbuffer   1 µl 
เอนไซมตัดจําเพาะ (10 unit/ ul) 0.25 µl 
ดีเอ็นเอ    5 µl 
รวม    10 µl 

 บมที่ อุณหภูมิ 37oC ขามคืน นําผลผลิตที่ไดมาทําการวิเคราะหผลโดยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis ตามขอ 9.2.2.5 

 
สถานที่ทําการวิจัย 

หองปฎิบัติการไวรัสวิทยา สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา กรมประมง 
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บทที่ 4 
 

ผลการศึกษา 

1. การแยกสกัดเชื้อไวรัสจากปลาบูทราย  

การแยกสกัดเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายโดยกลุมวิจัยไวรัสวิทยา สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา เมื่อนํา
ปลาบูทรายที่มีอาการ สีตัวซีด มีแผลหลุมต้ืนขางลําตัว และบริเวณริมฝปากมีแผลถลอก (ภาพที่ 4-5) 
จํานวน 3 ตัว มาแยกเพาะสกัดหาเชื้อไวรัสจาก ไต มาม เหงือก กลามเนื้อ และบริเวณที่เปนแผลของ
ปลาบูทราย ทดสอบการติดเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง EPC ไดผลคือ หลังจากการทดลอง 7 วัน เซลล
ในหลุมที่ไมติดเชื้อไวรัส (กลุมควบคุม) เซลลมีลักษณะยาวและแผเต็มพื้นที่ผิวเรียงเปนชั้นเดียว    
(ภาพที่ 6 ก) สวนในหลุมที่ใสเชื้อไวรัสเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางหรือเกิด cytopathic effect โดย
มีลักษณะดังนี้    คือ   มีรูปรางกลม   พอง    วาวแสง    แยกเปนเซลลเดี่ยว    เนื่องจากการหดตัวของ
ไซโตพลาสซึมกระจายทั่วไปทั้งพื้นที่ผิว เมื่อทําการถายเทไวรัสจากหลุมที่เกิด cytopathic effect นี้ไป
ใสในเซลลเพาะเลี้ยง EPC ที่เตรียมใหม พบวาหลังจากใสไวรัส 1 วัน เซลลที่ติดเชื้อไวรัสมีการเปลี่ยน
แปลงรูปรางของเซลลเกิดขึ้นเชนเดียวกัน  (ภาพที่ 6 ข, ตรงลูกศรชี้) หลังจากผานไป  2 วัน เซลลที่ติด
เชื้อ    ไวรัสเร่ิมมากขึ้นเกิดเปนกลุมกระจายอยูทั่วไป (ภาพที่ 6 ค ) บางสวนของเซลลเร่ิมหลุดจากพื้น
ผิวของขวดเลี้ยงเซลลขยายเปนวงออกไป หลังจากผานไป 3 วัน กลุมของเซลลที่ติดเชื้อไวรัสหลุดจาก
พื้นผิวของขวดเลี้ยงเซลลมากขึ้น เซลลเกิด cytopathic effect  ประมาณ 50-70 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 6 
ง)  หลังจากผานไป 4-7 วัน เซลลเกิด cytopathic effect สมบูรณ 

2. ลักษณะสมบัติของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทราย  

2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไวรัส 

เมื่อนําไวรัสที่เจริญไดในเซลลเพาะเลี้ยง EPC ไปผานขั้นตอนการเตรียมตัวอยางเพื่อดูลักษณะของ
อนุภาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผาน พบวา มีอนุภาคไวรัสอยูรอบผนังเซลล 
(ภาพที่ 7) และภายในไซโตพลาสซึม (ภาพที่ 8) อนุภาคไวรัสที่พบเปนนิวคลีโอแคปซิดรูปหกเหลี่ยม 
และจากการวัดขนาดของอนุภาคไวรัสจํานวน 18 อนุภาค พบวา นิวคลีโอแคปซิดมี ขนาด 132.49 + 
7.79 nm แกนกลางมีสีทึบขนาด 76.66 + 6.49 nm ดังตารางที่ 5 นอกจากนี้ยังพบวาที่บริเวณของผนัง
เซลลจะเห็นวามีการปลดปลอยอนุภาคไวรัสออกมานอกเซลล EPC 
ตารางที่ 5 คาเฉลี่ยของขนาดนิวคลีโอแคปซิดและแกนกลางของไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทราย 

ขนาด คาเฉลี่ย (mean+SD) nm 
นิวคลีโอแคปซิด 132.49 + 7.79 
แกนกลาง 76.66 + 6.49 
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ภาพที่ 4 ลักษณะของปลาบูทรายที่ปวยเปนโรคจากฟารมเลี้ยงในจังหวัดนครปฐม; ภาพ 
ก. ลูกศรชี้คือ แผลหลุม, ภาพ ข. ลูกศรชี้คือ แผลถลอกตกเลือด 

ก 

ข 
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ภาพที่ 5 ลักษณะของปลาบูทรายที่ปวยเปนโรคจากฟารมเลี้ยงในจังหวัดนครปฐม; ภาพ ก. ลูกศรชี้
คือ ปลาบูทรายมีสีตัวซีด, ภาพ ข. ลูกศรชี้คือ ริมฝปากมีแผลผิวหนังเปดออก 

ข 

ก 
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ภาพที่ 6 การเกิด cytopathic effect ของเชื้อไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยง 
EPC; ก. เซลลเพาะเลี้ยง EPC ปกติ, ข. เซลลเพาะเลี้ยง EPC เมื่อติดเชื้อไวรัส 1 วัน, ค. 
เซลลเพาะเลี้ยง EPC เมื่อติดเชื้อไวรัส 2 วัน, ง. เซลลเพาะเลี้ยง EPC เมื่อติดเชื้อไวรัส 3 วัน
เซลลเกิด cytopathic effect ประมาณ 50-70 เปอรเซ็นต (ลูกศรชี้ คือ ลักษณะการเปลี่ยน
แปลงของเซลลและการเกิด plaque) 

50 µm 

ก 

ง ค 

ข 
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500 nm 

280 nm 

200 nm 

ภาพที่ 7 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผานแสดงไวรัสกําลังปลดปลอยจาก
เซลลเพาะเลี้ยง EPC (ลูกศรชี้ คือ อนุภาคไวรัส, V=vacuole), ก; กําลังขยาย x4000, ข; กําลัง
ขยาย x12k, ค; กําลังขยาย x40k 

v 

v 
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2 µm 

714 nm 

200 nm 

ภาพที่ 8 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผานแสดงไวรัสภายในไซโตพลาสซึม
ของเซลลเพาะเลี้ยง EPC (ลูกศรชี้ คือ อนุภาคไวรัสมีลักษณะเปนนิวคลีโอแคปซิด, 
N=nucleus), ก; กําลังขยาย x12k, ข; กําลังขยาย x20k, ค; กําลังขยาย x30k 

 

 
N 

N 
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2.2 ลักษณะสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของไวรัสจากปลาบูทราย 

2.2.1 ชนิดของกรดนิวคลีอิกของไวรัส (Type of nucleic acid) 

ตรวจสอบการเกิด cytopathic effect ของเซลลเพาะเลี้ยง EPC โดยคํานวณเปรียบเทียบคาไตเตอร 
ของกลุมที่ใสและไมใส IUdR พบวา ในกลุมที่ใส IUdR มีคาไตเตอร 2.49+0.50 log10 TCID50/ ml สวน
กลุมควบคุมหรือกลุมที่ไมใส IUdR มีคาไตเตอร 9.2 log10 TCID50/ ml แสดงวาสาร  IUdR   สามารถ
ยับยั้งการเจริญของไวรัสชนิดนี้ได  ซึ่งสรุปไดวาไวรัสนี้มีสารพันธุกรรมเปนชนิดดีเอ็นเอ 

2.2.2 การทนตอตัวทําละลายไขมัน (Sensitivity to lipid solvent) 

เมื่อทดสอบการทนตอสารละลายคลอโรฟอรมของเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยง EPC 
พบวา สารละลายคลอโรฟอรมมีผลทําใหการเจริญของไวรัสลดลงโดยมีคาไตเตอร 1.06+1.84 log10 
TCID50/ml ในขณะที่กลุมควบคุมไวรัสสามารถเจริญไดมากกวาคือมีคาไตเตอร 8.86+0.57 log10 
TCID50/ml โดยดูจากการเกิด cytopathic effect ของเซลลเพาะเลี้ยง ซึ่งแสดงวาไวรัสนี้เปนไวรัสที่มี
เปลือกหุม  

2.2.3 การทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 56 oC  (Sensitivity to heat) 

การทดสอบเสถียรภาพของเชื้อไวรัสหรือองคประกอบโปรตีนของเชื้อไวรัสในสภาพอุณหภูมิ 56oC 
พบวา เมื่อบมไวรัสจากปลาบูทรายที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 30 และ 60 นาที ความรอนที่อุณหภูมินี้
มีผลทําใหการเจริญของไวรัสลดลงโดยมีคาไตเตอร 3.85+0.54 log10 TCID50/ml และ 3.3+0.79 log10 
TCID50/ml ตามลําดับ ในขณะที่ไวรัสกลุมควบคุมมีคาไตเตอร 9.03+0.28 log10 TCID50/ml 

2.2.4 ทดสอบการยอมรับการติดเชื้อของไวรัสจากปลาบูทรายตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิด
ตางๆ (Cell line susceptibility) 

เมื่อนําไวรัสจากปลาบูทรายมาทดสอบการเจริญในเซลลเพาะเลี้ยง 8 ชนิด ซึ่งประกอบดวยเซลล
เพาะเลี้ยงของปลา ไดแก EPC, FHM, BF-2, DT, SSN-1 และ BB เซลลเพาะเลี้ยงของตะพาบน้ํา STE 
และ เซลลเพาะเลี้ยงของจระเข SCE พบวา ไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดในเซลลเพาะเลี้ยงทั้ง 
8 ชนิด  ไวรัสนี้ เจ ริญไดดี ในเซลล เพาะเลี้ยง  BF-2, SCE, EPC และ  STE โดยมีคาไตเตอร 9.2, 
9.06+0.11, 9.09+0.19 และ 9.09+0.190 Log10 TCID50/ ml รองลงมาคือเซลลเพาะเลี้ยง FHM, BB, 
SSN-1 และ DT มีคาไตเตอร 8.93+0.33, 8.1+0.69, 5.53+0.15 และ 5.53+0.15 Log10 TCID50/ ml 
ตามลําดับ ดังภาพที่ 9 ลักษณะการเกิด cytopathic effect จากเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะ
เลี้ยงทั้ง 8 ชนิดมีลักษณะคลายกันคือ เซลลที่ติดเชื้อจากไวรัสจะมีลักษณะบวม กลม วาวแสง หลุดเปน
เซลลเดี่ยวๆ บริเวณที่เซลลถูกทําลายจะคอยๆขยายออกไป ดังภาพที่ 10 -11  
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ภาพที่ 9 กราฟแทงเปรียบเทียบการยอมรับการติดเชื้อของไวรัสจากปลาบูทรายตอเซลลเพาะ
เลี้ยงชนิดตางๆ ไดแก BB, FHM, BF-2, DT, SSN-1, EPC, STE และ SCE  
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ภาพที่ 10 การเกิด cytopathic effect จากเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ;  
ก; เซลลเพาะเลี้ยง FHM ปกติ passage ที่165 ข; เซลลเพาะเลี้ยง FHM เกิด cytopathic effect  
ค; เซลลเพาะเลี้ยง BB ปกติ passage ที่145 ง; เซลลเพาะเลี้ยง BB เกิด cytopathic effect 
จ; เซลลเพาะเลี้ยง DT ปกติ passage ที่133 ฉ; เซลลเพาะเลี้ยง DT เกิด cytopathic effect 
ช; เซลลเพาะเลี้ยง SSN-1 ปกติ passage ที่137 ซ; เซลลเพาะเลี้ยง SSN-1 เกิด cytopathic effect 

 

50 µm 
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ภาพที่ 11 การเกิด cytopathic effect จากเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ;  
ก; เซลลเพาะเลี้ยง SCE ปกติ passage ที่ 140 ข; เซลลเพาะเลี้ยง SCE เกิด cytopathic effect  
ค; เซลลเพาะเลี้ยง BF-2 ปกติ passage ที่ 145 ง; เซลลเพาะเลี้ยง BF-2 เกิด cytopathic effect 
จ; เซลลเพาะเลี้ยง EPC ปกติ passage ที่ 140 ฉ; เซลลเพาะเลี้ยง EPC เกิด cytopathic effect 
ช; เซลลเพาะเลี้ยง STE ปกติ passage ที่ 147 ซ; เซลลเพาะเลี้ยง STE เกิด cytopathic effect 

50 µm 
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2.2.5 การทนตอสภาพกรดที่ pH 3 (Stability at low pH) 

ทดสอบเสถียรภาพของเชื้อไวรัสหรือองคประกอบโปรตีนของเชื้อไวรัสที่ pH 3 พบวา เมื่อบม 
ไวรัสที่อุณหภูมิ 25oC ที่ pH 3 เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําไวรัสไปทําการไตเตรดเพื่อคํานวณหาคา 
TCID50/ ml พบวา ในสภาพเปนกรดที่ pH3 ไวรัสถูกยับยั้งการเจริญ 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่ไวรัสที่
บมดวย HBSS ซึ่งมีสภาพที่เปนกลาง (pH 7.2) สามารถเจริญไดมีคาไตเตอร 9.09+0.19 Log10 
TCID50/ ml 

2.2.6 การทดสอบอุณหภูมิกับการเจริญของไวรัส (Optimum growth temperature) 

เมื่อทดสอบอุณหภูมิกับการเจริญของไวรัสจากปลาบูทราย พบวา หลังจากบมไวรัสในเซลล
เพาะเลี้ยง EPC จํานวน 4 ขวด ที่อุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อใหไวรัสเกาะและเขาสูเซลล 
หลังจากนั้นลางไวรัสที่ไมไดเกาะผิวเซลลดวย HBSS ออกใหมากที่สุด แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 
ลงในขวดเพาะเลี้ยงและดูดอาหารเลี้ยงเซลลนี้ออกเพื่อตรวจหาปริมาณไวรัสที่เหลืออยูในอาหารเลี้ยง
เซลล คือ ไวรัสที่ไมเขาสูเซลล โดยวิธีไตเตรชั่น (0 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อไวรัส) พบวา มีคาไตเตอร 
1.8, 0.73, 1.6 และ 2 Log10 TCID50/ ml และหลังจากนําขวดเลี้ยงเซลลไปบมที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 
และ 30oC ศึกษาการเกิด cytopathic effect ของเซลลภายใน 7 วัน หลังจากการติดเชื้อไวรัสพบวา 
เซลลที่บมที่อุณหภูมิ 15oC เซลลไมเกิด cytopathic effect ภายใน 7 วัน (เซลลเร่ิมเกิด cytopathic 
effect ในวันที่ 8) สวนไวรัสที่บมที่อุณหภูมิ 20oC เซลลเร่ิมเกิด cytopathic effect ในวันที่ 2 และเกิด 
cytopathic effect สมบูรณ ในวันที่ 6 ในขณะที่ไวรัสที่บมไวที่อุณหภูมิ 25 และ 30oC เซลลเร่ิมเกิด 
cytopathic effect ในวันที่ 2 และ เซลลเกิด cytopathic effect สมบูรณ ในวันที่ 3 และ 2 ตามลําดับ 
ดังภาพที่ 12 และตารางที่ 7 สรุปไดวาไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-30oC  รอง
ลงมา คือ ที่อุณหภูมิ 20 และ 15oC ตามลําดับ เมื่อทําการทดสอบคาทางสถิติ (ANOVA) พบวา คา
เฉลี่ย Log10TCID50/ml ของแตละอุณหภูมิมีนัยสําคัญ (p< 0.05) ดังตารางที่ 6 

 
ตารางที่ 6 คาเฉลี่ย Log10TCID50/ml ที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30oC (mean+SD) 

อุณหภูมิ (oC) คาเฉลี่ย Log10TCID50/ ml 
15 
20 
25 
30 

1.89 + 0.92a 
4.98 + 3.12b 
6.82 + 3.48c 
7.17 + 3.43c 

ตัวอักษรเหนือตัวเลขในแตละสดมภแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 12 ปริมาณไวรัสจากปลาบูทรายที่ถูกปลดปลอยออกจากเซลลเพาะเลี้ยง EPC ที่ อุณหภูมิ 15, 

20, 25 และ 30 oC 
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ตารางที่ 7 ปริมาณไวรัสจากปลาบูทราย  (Log10TCID50/ml+ SD) ที่ถูกปลดปลอยออกมาจาก เซลล
เพาะเลี้ยง EPC ที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30 oC 

อุณหภูมิ (oC) เวลา 
(วัน) 15 20 25 30 

0 1.8+0.17 
- 

0.73+0.27 
- 

1.16+1.02 
- 

2.0+0.34 
- 

0.09 2.0+0.45 
- 

1.36+0.12 
- 

1.90 
- 

1.26+0.13 
- 

1 0.83+1.44 
- 

0.53+0.92 
- 

2.13+2.98 
++ 

3.66+1.32 
+++ 

2 0.63+1.09 
- 

2.43+0.40 
+ 

5.76+0.92 
+++ 

8.44+0.80 
++++ 

3 0.53+0.92 
- 

3.66+0.40 
++ 

8.98+0.66 
++++ 

8.86+0.57 
++++ 

4 1.88+0.33 
- 

5.88+0.98 
+++ 

9.2+0.38 
++++ 

9.20 
++++ 

5 2.43+0.52 
- 

7.42+0.19 
++++ 

9.2 
++++ 

9.20 
++++ 

6 2.77+0.19 
- 

9.20 
++++ 

9.20 
++++ 

9.20 
++++ 

7 3.09+0.36 
- 

9.20 
++++ 

9.20 
++++ 

9.20 
++++ 

 
+ = เซลลเกิด cytopathic effect 20 เปอรเซ็นต 
++ = เซลลเกิด cytopathic effect 50 เปอรเซ็นต 
+++ = เซลลเกิด cytopathic effect 70 เปอรเซ็นต 
++++ = เซลลเกิด cytopathic effect 100 เปอรเซ็นต 
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2.2.7 หาระยะเวลาในการติดเชื้อจนถึงการปลดปลอยเชื้อไวรัสจากเซลลเจาบาน  

(One-Step Growth Cycle)  

ผลการหาระยะเวลาในการติดเชื้อจนถึงการปลดปลอยเชื้อไวรัสจากเซลลเจาบาน แสดงในภาพที่ 
13 ดังนี้ เมื่อทําใหเซลลเพาะเลี้ยง EPC ติดเชื้อดวยไวรัสจากปลาบูทราย หลังจากบมไวรัสไวที่อุณหภูมิ 
25 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อใหไวรัสเกาะและเขาสูเซลล หลังจากนั้นลางไวรัสที่เหลือออกใหมากที่สุด 
และเมื่อนําสวนอาหารเลี้ยงเซลลมาไตเตรดและคํานวนหาปริมาณไวรัสพบวามีคาไตเตอร 1.16+1.02 
Log10 TCID50/ ml จากนั้นนําขวดเพาะเลี้ยงเซลลที่มีไวรัสนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 25oC ตอไปอีกและเก็บ
สวนอาหารเลี้ยงเซลลมาไตเตรตเพื่อคํานวนหาปริมาณไวรัสที่ชั่วโมงที่ 2, 4, 7, 10, 15, 20, 30, 40 
และ 50 พบวา ชั่วโมงที่ 2, 4, 7 และ 10 ปริมาณไวรัสมีคาไตเตอร 0.53+0.92 Log10 TCID50/ ml แสดง
วาไมมีการปลดปลอยไวรัสรุนลูกออกภายนอกเซลล เมื่อถึงชั่วโมงที่ 15 เซลล EPC บางเซลลมีรูปราง
กลม บวม หดตัวเปนเซลลเดี่ยวกระจายอยูทั่วไปทั้งพื้นที่ ผิวและมีคาไตเตอร 0.63+1.09 Log10  
TCID50/ ml แสดงวา เร่ิมมีการปลดปลอยไวรัสรุนลูก (new progeny) ออกภายนอกเซลล เมื่อถึงชั่วโมง
ที่ 20 ไวรัสมีคาไตเตอร 0.83+1.50 Log10 TCID50/ ml และพบเซลลที่ติดเชื้อไวรัสมีมากขึ้น เมื่อถึง     
ชั่วโมงที่ 30 ไวรัสมีคาไตเตอรเพิ่มข้ึนเปน 3.2+1.73 Log10 TCID50/ ml ลักษณะของเซลลเร่ิมตายเปน
กลุมๆ จากกลุมเล็กๆแลวขยายออกเปนวงกวางเห็นเปนชองวางหรือ plaque เซลลเกิด cytopathic 
effect ประมาณ 50 เปอรเซ็นต ที่ชั่วโมง 40 ไวรัสมีคาไตเตอรเพิ่มข้ึนเปน 7.7 Log10 TCID50/ ml เซลล
เกิด cytopathic effect ประมาณ 70 เปอรเซ็นต และเมื่อถึงชั่วโมงที่ 50 เซลลเกิด cytopathic effect 
สมบูรณ ดังนั้น สามารถสรุปไดวาไวรัสจากปลาบูทรายใชเวลาหลังจากเกาะและเขาสูเซลลเจาบาน มี
การเจริญ สรางและปลดปลอย ไวรัสรุนใหมใชเวลาประมาณ 15 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 13 การเพิ่มปริมาณไวรัสจากปลาบูทรายตั้งแตเร่ิมติดเชื้อจนถึงการปลดปลอย 
ไวรัสจากเซลลเจาบาน (One-Step Growth Cycle) ที่เวลาตางๆ 
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3 การศึกษาเพื่อบงชี้ชนิดของไวรัสจากปลาบูทราย 

3.1 การบงชี้ชนิดและการเปรียบเทียบสมบัติของโปรตีนและสมบัติทางซีรัมวิทยาของไวรัส
ตางๆ 

3.1.1 การทําไวรัสใหบริสุทธิ์ 

จากการเตรียมไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper 
iridovirus ใหบริสุทธิ์ แลวนําแถบของไวรัสไปวัดหาคาดัชนีการหักเหของสารละลายน้ําตาลเพื่อเทียบ
หาคาความหนาแนนของอนุภาคไวรัสชนิดตางๆ พบวา คาความหนาแนนของอนุภาคไวรัสแตละชนิด
ไดผลดังตารางที่  8 ซึ่งมีคาความหนาแนนในชวง 1.1658-1.2087 g/cm3 โดยที่ ไวรัส  Seabass 
iridovirus มีคาความหนาแนนสูงที่สุด คือ 1.2087 g/cm3 รองลงมาคือ ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด มี
ความหนาแนน 1.2070 g/cm3 ในขณะที่ไวรัสจากปลาบูทราย มีความหนาแนนนอยที่สุด คือ 1.1658 
g/cm3 

ตารางที่ 8 คาความหนาแนน (g/cm3) ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus  
ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส
Seabass iridovirus และไวรัส Grouper iridovirus 

 

ชนิดของไวรัส nD(refractive index) Density (g/cm3) 

ไวรัสจากปลาบูทราย 
Tiger frog iridovirus 

ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 

Seabass iridovirus 
Grouper iridovirus 

1.3951 
1.4010 
1.3954 
1.4069 
1.4107 
1.4126 
1.4046 

1.1658 
1.1811 
1.1660 
1.1966 
1.2070 
1.2087 
1.1877 
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3.1.2 วิเคราะหองคประกอบของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 

เมื่อนําไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจาก
กบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด  ไวรัส  Seabass iridovirus และ  ไวรัส  Grouper 
iridovirus ที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์มาวิเคราะหหาองคประกอบของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE 
พบวา ไวรัสทั้ง 7 ชนิด มีแถบโปรตีนที่เปนองคประกอบมากกวา 20 แถบ คือ มีแถบโปรตีนจํานวน 23, 
23, 21, 31, 24, 31 และ 24 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 14 โดยองคประกอบของโปรตีนเหลานี้มี
มวลโมเลกุลต้ังแต 6.5 ถึง 200 kDa และสามารถแบงรูปแบบของโปรตีน (electrophoretic pattern) 
ของไวรัสออกไดเปน  2 กลุม คือ กลุมท่ี 1 ประกอบดวย ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog 
iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร และ ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด สวน
กลุมที่ 2 คือ ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus 

ไวรัสจากปลาบูทราย มีรูปแบบของโปรตีนคลายคลึงกับไวรัสที่แยกไดจากกบจังหวัดตางๆมาก
ที่สุด แถบโปรตีนที่พบไดทั้งในไวรัสจากปลาบูทราย และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆคือ โปรตีนที่มีมวล
โมเลกุล 56.78 kDa (ลูกศรทึบช้ี) ในขณะเดียวกันก็มีบางแถบโปรตีนที่พบในไวรัสจากปลาบูทราย แต
ไมพบแถบโปรตีนนี้ในไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา และไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร คือแถบโปรตีนที่มีมวล
โมเลกุล 27.53 kDa (ลูกศรโปรงชี้) นอกจากนี้ไวรัสจากปลาบูทรายมีรูปแบบของโปรตีนคลายคลึงกับ
ไวรัส Tiger frog iridovirus มากที่สุด  
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ภาพที่ 14 รูปแบบโปรตีนของไวรัสชนิดตางๆ เมื่อยอมดวยสี coomassie blue (ลูกศรทึบ คือ

56.78 kDa, ลูกศรโปรง คือ 27.53 kDa) 
MW = Standard protein 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus 
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา  
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร  
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด  
แถวที่ 6 = ไวรัส Seabass iridovirus 
แถวที่ 7 = ไวรัส Grouper iridovirus 
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3.1.3 การลมลางฤทธิ์ (Neutralization) 

จากผลการศึกษาการลมลางฤทธิ์ของซีรัมจากกระตายที่กระตุนการสรางแอนติบอดีดวยไวรัส
จากปลาบูทราย พบวา กลุมทดลองมีคาไตเตอร 9.2 log10 TCID50/ml เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
ซึ่งมีคาไตเตอร 9.2 log10 TCID50/ml ดังนั้นสรุปไดวา แอนติบอดีของกระตายตอไวรัสจากปลาบูทรายที่
เตรียมไดคร้ังนี้ไมสามารถลมลางฤทธิ์ไวรัสจากปลาบูทรายได  

เมื่อใชเทคนิค Western blot ในการตรวจสอบความจําเพาะของซีรัมกระตายที่ถูกกระตุนให
สรางแอนติบอดีดวยไวรัสจากปลาบูทรายตอองคประกอบโปรตีนของไวรัสชนิดตางๆ ไดแก ไวรัสจาก
ปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัส
จากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus ที่แยกไดดวยวิธี 
SDS-PAGE แลวถายแถบโปรตีนมาอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสและทําปฎิกิริยากับแอนติบอดีของ
กระตายบนแผนไนโตรเซลลูโลส ผลดังแสดงในภาพที่ 15 จากภาพจะเห็นไดวา มีแถบสีเขม 3 แถบเกิด
ขึ้นที่แถบโปรตีนที่มวลโมเลกุล 74.13, 48.97 และ นอยกวา 8.2 kDa ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส 
Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัด
รอยเอ็ด สวนไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus ไมพบแถบโปรตีนที่ 48.97 kDa 
และนอยกวา 8.2 kDa ดังนั้นจากการทดลองนี้สามารถจําแนกกลุมไวรัสไดเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 
ประกอบดวย ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจาก
กบจังหวัดพิจิตร และ ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด สวนกลุมที่ 2 ประกอบดวย ไวรัส   Seabass 
iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus 
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ภาพที่ 15 ผลปฎิกิริยาจําเพาะโดยวิธี Western blot ของแอนติซีรัมตอไวรัสจากปลาบูทรายกับ 

องคประกอบโปรตีนของไวรัสชนิดตางๆที่แยกดวยวิธี SDS-PAGE 
Std = standard protein 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus 
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา  
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 6 = ไวรัส Seabass iridovirus 

79 

Std       1         2        3        4        5          6        7    
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31.6 
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Std       1            2         3          4           5            6           7 kDa 
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 แถวที่ 7 = ไวรัส Grouper iridovirus 
3.2 การบงชี้และเปรียบเทียบไวรัสจากปลาบูทรายและไวรัสตางๆทางอณูชีววิทยา 
3.2.1 ผลการสกัดดีเอ็นเอดวย QIAamp DNA Mini kit  

เมื่อวัดปริมาณดีเอ็นเอของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบ
จังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และ
ไวรัส Grouper iridovirus ที่สกัดไดจากชุด QIAamp DNA Mini kit ดวยเครื่อง spectrophotometer 
ไดผลดังตารางที่ 9 

 
ตารางที่ 9 ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากชุด QIAamp DNA Mini kit  

 
ไวรัส ปริมาณดีเอ็นเอ (µg /µl) 

ไวรัสจากปลาบูทราย 
Tiger frog iridovirus 

ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 

Seabass iridovirus 
Grouper iridovirus 

0.435 
0.575 
0.490 
0.475 
0.630 
0.525 
0.485 

 

3.2.2 การเพิ่มปริมาณยีน Major capsid protein ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสหรือพีซีอาร  

 3.2.2.1 ในการทดลองหาปริมาณ DNA template และ primer  ที่เหมาะสมในปฎิกิริยาของ
พีซีอาร โดยใช  DNA template จากไวรัสของปลาบูทรายแสดงผลการศึกษาดังนี้  เมื่อสกัดดีเอ็นเอของ 
ไวรัสจากปลาบูทราย  โดย  QIAamp DNA Mini kit แลวนําไปวัดหาปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 nm  พบวาดีเอ็นเอที่สกัดได มีปริมาณ 0.435 µg / µl  ใช
ไวรัสนี้เปน DNA template โดยใสลงในปฎิกิริยาของพีซีอารในปริมาณที่แตกตางกัน คือ 0.435 0.87 
1.74 และ 2.61 µg เมื่อทําพีซีอารและ gel electrophoresis แลว ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 16 
พบวา ปริมาณของผลผลิตพีซีอาร เพิ่มมากขึ้นหรือแถบดีเอ็นเอเดนชัดขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณ DNA 
template จาก 0.435 ถึง 2.61 µg แตในกรณีที่ปริมาณ DNA template สูงเกิน 2.61 µg  แลวพบวา
ผลผลิตพีซีอารจะนอยลง 
 



 59

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1,000 
500 
300 

1,000 
500 
300 

ภาพที่ 16 ผลผลิตพีซีอารขนาด 300 bp ของยีน major capsid protein ของเชื้อไวรัสจากปลาบูทราย ที่
ปริมาณ DNA template ตางกัน โดยมีความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ primer 0.4 µM 
บน 1% agarose gel ยอมดวย ethidium bromide 

M =100 bp DNA ladder 
 แถวที่ 1 = 0 µg 
แถวที่ 2 = 0.435 µg 
แถวที่ 3 = 0.87 µg 
แถวที่ 4 = 1.74 µg 
แถวที่ 5 = 2.61 µg 
แถวที่ 6 = 3.48 µg 
 

 

bp bp      M    1    2    3    4    5     6     M 
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ปฎิกิริยาพีซีอารของยีน major capsid protein ของไวรัสจากปลาบูทรายที่ primer มีความ
เขมขนตางๆ ตั้งแต 0-0.8 µM ดังแสดงในภาพที่ 17 พบวา ผลผลิตที่ไดจากการทําพีซีอารขนาด 300 
bp พบเริ่มแรกที่ 0.1 µM และเพิ่มข้ึน เมื่อความเขมขนของ primer เพิ่มเปน 0.2, 0.3 และ 0.4 µM 
ตามลําดับ แตที่ความเขมขนของ primer สูงกวา 0.4 µM ผลผลิตของพีซีอารไมเพิ่มขึ้น ดังนั้นสามารถ
สรุปไดวาความเขมขนของ primer ที่ 0.4 µM เปนปริมาณที่เหมาะสมสําหรับเพิ่มปริมาณยีน major 
capsid protein ของไวรัสจากปลาบูทราย  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 17 ผลผลิตพีซีอาร ขนาด 300 bp ของยีน major capsid protein ของเชื้อไวรัสจากปลาบูทราย
เมื่อปริมาณ primer ตางกัน โดยมีความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ DNA template 
0.435 µg /µl บน 1% agarose gel ยอมดวย ethidium bromide 

M =100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1 = primer 0 µM  
แถวที่ 2 = primer 0.1 µM 
แถวที่ 3 = primer 0.2 µM 
แถวที่ 4 = primer 0.3 µM 
แถวที่ 5 = primer 0.4 µM 
แถวที่ 6 = primer 0.5 µM 
แถวที่ 7 = primer 0.6 µM 
แถวที่ 8 = primer 0.7 µM 
แถวที่ 9 = primer 0.8 µM  

 
 

1,000 

    M   1  2   3   4   5   6   7   8   9   M 

500 
300 

1,000 
500 
300 

bp bp 
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3.2.2.2 จากการทดลองขอ 3.2.2.1 สามารถสรุปไดวาปฎิกิริยาพีซีอารในการเพิ่มปริมาณ      
ดีเอ็นเอในบางสวนของยีน major capsid protein ปริมาณ DNA template ที่เหมาะสม คือ 0.435 µg 
และปริมาณ primer ที่เหมาะสม คือ 0.4 µM ดังนั้นในการศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ขนาด 300 
bp ของไวรัสตางๆ จึงใชปริมาณ DNA template และปริมาณ primer ดังกลาว การเปรียบเทียบผล
ของปฎิกิริยาพีซีอารของดีเอ็นเอ ขนาด 300 bp ของไวรัสตางๆ ดังแสดงในภาพที่ 18 พบวาไดผลผลิต
พีซีอาร ขนาด 300 bp ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัด
สงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร และ ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ดได แตไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอของไวรัส Sea bass iridovirus และ Grouper iridovirus  นอกจากนี้ยังไดสงผลผลิตพีซีอารที่ไดไป
ยังศูนยหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ เพื่อตรวจหาลําดับเบส
ของไวรัสชนิดตางๆ เมื่อนําลําดับเบสของไวรัสแตละชนิดมา align เปรียบเทียบกับ Rana trigrina 
ranavirus จาก Gene bank รหัส AY 033630 ดวยโปรแกรม sequencing navigator ไดผลดังภาพที่ 
19 พบวาลําดับเบสของไวรัสเหลานี้เหมือนกันยกเวนลําดับเบสที่ตําแหนง 117 ของไวรัสจากกบจังหวัด
รอยเอ็ดที่ตางจากไวรัสอ่ืน 
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ภาพที่ 18 ผลผลิตพีซีอาร ขนาด 300 bp ของยีน major capsid protein ของไวรัสชนิด
ตางๆ มีความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ primer 0.4 µM บน 1% 
agarose gel ยอมดวย ethidium bromide 

M = 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus  
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 6 = ไวรัส Seabass iridovirus 
แถวที่ 7 = ไวรัส Grouper iridovirus   
แถวที่ 8 = Negative control  

 

1,000 
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300 

1,000 
500 
300 

      M   1   2   3    4    5    6   7   8   M bp bp 
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3.2.2.3 ผลการเปรียบเทียบการเพิ่มปริมาณยีน major capsid protein ทั้งสาย ขนาด 1,400 
bp ของไวรัสตางๆ ดังแสดงในภาพที่ 20 พบวาสามารถเพิ่มปริมาณยีน major capsid protein ขนาด 
1,400 bp ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจาก
กบจังหวัดพิจิตรและไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ดได แตไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไวรัส 
Seabass iridovirus และ Grouper iridovirus   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 20 ผลผลิตพีซีอารขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid protein ของไวรัส
ชนิดตางๆ มีความเขมขนของ MgCl2 1.5 mM และ primer 0.4 µM บน 
1% agarose gel ยอมดวย ethidium bromide 

M = 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus  
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 6 = ไวรัส Seabass iridovirus 
แถวที่ 7 = ไวรัส Grouper iridovirus   
แถวที่ 8 = Negative control  
 

        M    1    2   3    4    5   6   7   8   M 

1,400 
1,000 

500 

1,400 
1,000 
500 

bp bp 
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3.2.3 การตัดยีน major capsid protein ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

เมื่อนําผลผลิตของยีน major capsid protein ขนาด 1,400 bp ของไวรัสจากปลาบูทราย  
ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร และ ไวรัสจากกบ
จังหวัดรอยเอ็ด มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι ,Msp Ι, Alu Ι, Sau3A Ι และ Mbo ΙΙ และนํา
ผลผลิตที่ไดมาวิเคราะหผลโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis ผลการทดลองดังตอไปนี้ 

- เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι ดังแสดงในภาพที่ 21 แสดงใหเห็นวา รูปแบบ RFLP 
ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆเหมือนกัน คือ ได
แถบดีเอ็นเอ 2 แถบที่ 400 และ 1,000 bp  

- เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Msp Ι ดังแสดงในภาพที่ 21 แสดงใหเห็นวา รูปแบบ RFLP 
ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆเหมือนกัน คือ ได
แถบดีเอ็นเอที่ 400 300 และ 200 bp  
 - เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Mbo ΙΙ   ดังแสดงในภาพที่ 22 แสดงใหเห็นวา รูปแบบ 
RFLP ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆเหมือนกัน 
คือ ไดแถบดีเอ็นเอที่ 800, 350 และ 150 bp  
 - เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Alu  Ι  ดังแสดงในภาพที่ 23 แสดงใหเห็นวา รูปแบบ RFLP 
ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆเหมือนกัน คือ ได
แถบดีเอ็นเอที่ 950 และ 450 bp  
 - เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3A Ι ดังแสดงในภาพที่ 24 แสดงใหเห็นวา รูปแบบ RFLP 
ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆเหมือนกัน คือ ได
แถบดีเอ็นเอที่ 500, 400 250 และ 150 bp  
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M  1   2   3    4   5   6   7   8   9   10  11    

1400 
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ภาพที่ 21 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอารขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid protein
ของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι และ Msp Ι 

M = 100 bp DNA ladder 
แถวที่1 = ผลผลิตยีนขนาด 1,400 bp 
แถวที่ 2 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 3 = ไวรัส Tiger frog iridovirus  
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 6 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 7 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 8 = ไวรัสจาก Tiger frog iridovirus 
 แถวที่ 9 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
 แถวที่ 10 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 11 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
 
 

BamH Ι Msp Ι 

bp 
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ภาพที่ 22 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major 
capsid protein ของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Mbo Ι Ι 

M = 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus  
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 

 

500 

100 

1,000 

M        1        2        3        4        5 bp 
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ภาพที่ 23 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major capsid
protein ของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Alu Ι   

M = 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus  
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 

 

500 
1,000 

           M       1        2       3         4        5 bp 
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ภาพที่ 24 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดผลผลิตพีซีอาร ขนาด 1,400 bp ของยีน major 
capsid protein ของไวรัสชนิดตางๆ ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3A Ι   

M = 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย 
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus 
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
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3.2.4 การตัดจีโนมของไวรัสดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

เมื่อนําจีโนมของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส  Tiger  frog iridovirus   ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper 
iridovirus ซึ่งสกัดดวยวิธี phenol-chloroform มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι Xba Ι และ
EcoR Ι  และทํา electrophoresis ผลการทดลองดังตอไปนี้ 

3.2.4.1 เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 25 จะเห็นวา 
รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัส
จากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ประกอบดวยแถบดีเอ็นเอมากกวา 20 แถบ และมีรูป
แบบที่แตกตางกันคือ  

รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากปลาบูทรายคลายกับไวรัส Tiger frog iridovirus มากที่สุด คือมี
จํานวนชิ้นดีเอ็นเอเทากัน และขนาดเดียวกัน 

รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากปลาบูทราย ตางจากของไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา คือ ไวรัสจาก
ปลาบูทราย มีแถบดีเอ็นเอที่ 1 Kb (ตําแหนงตรงลูกศรชี้) แตไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไมมีแถบนี้ 

รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ถึงแมจะมีแถบดีเอ็นเอมากกวา 20 แถบ เชน
เดียวกัน แตมีรูปแบบที่แตกตางจากไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบ
จังหวัดตางๆ ที่กลาวมาแลว 

รูปแบบ  RFLP ของไวรัส   Seabass iridovirus และ  ไวรัส   Grouper  iridovirus  พบเปน
แถบสเมียรของดีเอ็นเอ  
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ภาพที่ 25 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดจีโนมของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι;ลูกศรชี้ คือ 1 Kb 
M = 1 Kb DNA ladder 
แถวที่ 1 = จีโนมของไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตรที่ไมไดตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
แถวที่ 2 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 3 = ไวรัส Tiger frog iridovirus 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 6 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 7 = ไวรัส Seabass iridovirus 
แถวที่ 8 = ไวรัส Grouper iridovirus 
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3.2.4.2 เมื่อตัดจีโนมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Xba Ι  ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 26 พบวา 
- รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบ

จังหวัดสงขลา และไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร เหมือนกัน 
- รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด มีรูปแบบที่แตกตางจากไวรัสจาก

ปลาบูทราย ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลาและไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
- รูปแบบ RFLP ของไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus  พบ

แถบดีเอ็นเอที่มีรูปแบบตางจากไวรัสอ่ืนที่กลาวมา 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 26 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดจีโนมของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Xba Ι  
M = 1 Kb DNA ladder  
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus 
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 6 = ไวรัส Seabass iridovirus 
แถวที่ 7 = ไวรัส Grouper iridovirus   
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3.2.4.3 เมื่อตัดจีโนมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoR Ι  ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 27 พบวา 
รูปแบบ RFLP ของไวรัสจากปลาบูทราย  ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบ

จังหวัดพิจิตร และไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด เหมือนกัน 
รูปแบบ RFLP ของไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus พบแถบ

ดีเอ็นเอที่มีรูปแบบตางจากไวรัสอ่ืนที่กลาวมา 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 27 รูปแบบ RFLP เมื่อตัดจีโนมของไวรัสชนิดตางๆดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoR Ι  
M =1 Kb DNA ladder  
แถวที่ 1 = ไวรัสจากปลาบูทราย  
แถวที่ 2 = ไวรัส Tiger frog iridovirus 
แถวที่ 3 = ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
แถวที่ 4 = ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร 
แถวที่ 5 = ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด 
แถวที่ 6 = ไวรัส Seabass iridovirus 
แถวที่ 7 = ไวรัส Grouper iridovirus   
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

เมื่อนําปลาบูทรายที่มีอาการ สีตัวซีด มีแผลหลุมตื้น แผลถลอกตกเลือดขางลําตัวและบริเวณ
ริมฝปากมีแผลถลอกจากจังหวัดนครปฐมมาเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคจากอวัยวะภายใน
เชน ไต มาม ตับ พบวาไมพบแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในปลาบูทราย แสดงวาการตายของปลาบูอาจมี
สาเหตุจากปจจัยอื่นและเมื่อนําอวัยวะตางๆจากปลาบูทรายที่ปวยเปนโรคเชน ไต มาม กลามเนื้อ และ
บริเวณที่เปนแผลจากปลาบูทรายจํานวน 3 ตัว มาทําการเพาะแยกเชื้อไวรัสโดยกลุมวิจัยไวรัสวิทยา 
สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา พบวาสามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสจากปลาบูทรายดวยเซลลเพาะเลี้ยง EPC 

ในการทดสอบลักษณะสมบัติตางๆของไวรัสจากปลาบูทรายเลือกเซลลเพาะเลี้ยง EPC ในการ
ทดสอบ เนื่องจากไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดดีซึ่งมีคาไตเตอร 9.09+0.19 Log10 TCID50/ml 
ลักษณะการเกิด cytopathic effect เห็นอยางชัดเจน คือ เซลลที่ติดเชื้อไวรัสมีรูปรางกลม วาวแสง 
หลุดเปนเซลลเดี่ยวๆ เซลลที่ติดเชื้อไวรัสจะเริ่มมากขึ้นเห็นเปนกลุมกระจายอยูทั่วไป บางสวนของเซลล
เร่ิมหลุดจากพื้นผิวของขวดเลี้ยงเซลลขยายเปนวงกวางออกไป 

ในการทดสอบลักษณะสมบัติตางๆของไวรัสจากปลาบูทรายเลือกบมเซลลเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 25 oC เนื่องจากไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดดีและใชเวลาในการเกิด cytopathic 
effect จนสมบูรณประมาณ  4 วัน  

จากผลการศึกษารูปรางของไวรัสที่แยกสกัดไดจากปลาบูทรายจากภาพกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบลําแสงผาน พบวา อนุภาคไวรัสจากปลาบูทรายมีรูปรางเปนนิวคลีโอแคปซิดรูป          
6 เหลี่ยม (icosahedral symmetry) และพบอนุภาคไวรัสภายในไซโตพลาสซึมและบริเวณรอบนอก
เซลลเพาะเลี้ยง อนุภาคไวรัสจากปลาบูทรายมีนิวคลีโอแคปซิดขนาดเสนผาศูนยกลาง 132.49 + 7.77 
nm แกนกลางมีขนาด 76.66 + 6.49 nm 

 เมื่อเปรียบเทียบขนาดของนิวคลีโอแคปซิดและแกนกลางกับไวรัสในวงศ Iridoviridae พบวา 
นิวคลีโอแคปซิดของไวรัสจากปลาบูทราย พบวา มีขนาด 132.49 + 7.77 nm เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัส
ในวงศ Iridoviridae ของสัตวอ่ืนๆพบวา มีขนาดเล็กกวาอนุภาคของไวรัสที่แยกสกัดไดจากซาลาแมน
เดอรที่  Jancovich et al. (1997)  รายงานไวคือ 160 – 180 nm แตมีขนาดใกลเคียงกับไวรัส EHNV ที่
สกัดไดจากปลา Perca Fluviatilis, ไวรัส SFIR ที่สกัดไดจากปลา Silurus glani, ไวรัส CFIR Ι, ΙΙ, ΙΙΙ ท่ี
สกัดไดจากปลา Ictalurus melas, ไวรัส FV-3 ที่สกัดไดจากกบ Rana pipiens และ ไวรัส REIR ที่สกัด
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ไดจากกบ Rana esenlenta ซึ่ง Ahne et al. (1998) ไดรายงานขนาดของอนุภาคไวรัสเหลานี้เฉลี่ย
ประมาณ 130 nm 

แกนกลางของอนุภาคไวรัสจากปลาบูทรายพบวามีขนาด 76.66 + 6.49 nm ซึ่งเล็กกวา
อนุภาคไวรัสจากปลา redfin perch ซึ่ง Langdon et al. (1986) รายงานไวคือ 88 -110 nm การที่
ขนาดของนิวคลีโอแคปซิดและแกนกลางของอนุภาคไวรัสชนิดๆมีขนาดแตกตางกันดังกลาวไวขางตน 
เนื่องมาจากชนิดของไวรัสที่ตางกัน 

 เมื่อทดสอบการเจริญของไวรัสโดยแชในสาร IUdR พบวา สาร IUdR สามารถลดการเจริญ
ของไวรัสเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยคาไตเตอรลดลงไปมากกวา 6 log10 TCID50/ ml โดยสาร 
IUdR จะเขาไปยับยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัสชนิดดีเอ็นเอภายในเซลล เพราะสาร IUdR เปน base 
analog ของ thymidine เมื่อ IUdR ถูกนําเขาไปแทนที่เบส thymidine ในสายดีเอ็นเอที่สังเคราะหข้ึน
ใหมทําใหไวรัสไมสามารถถอดรหัส (transcription) และแปลรหัส (translation) ประกอบเปนอนุภาคที่
สมบูรณ (defective particle) และสาร IUdR ยังสามารถกระตุนใหเกิดการกลายพันธุ จึงไมสามารถ
เพิ่มจํานวนไดตามปกติ (Rovvozo and Bruke, 1973) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Nakajima and 
Sorimachi (1994) และ Spear and Smith (1992) ที่รายงานวา สาร IUdR สามารถลดการเจริญของ 
red sea bream iridovirus และ ในไวรัสที่แยกไดจาก Ornate burrowing frog ซึ่งไวรัสทั้ง 2 ชนิด                        
มีสารพันธุกรรมเปนชนิดดีเอ็นเอ ดังนั้นไวรัสจากปลาบูทรายสามารถสรุปไดวามีสารพันธุกรรมเปนชนิด
ดีเอ็นเอ 

จากการทดสอบการมีเปลือกหุมของไวรัสจากปลาบูทรายโดยใชคลอโรฟอรมเปนตัวทดสอบ 
พบวา คลอโรฟอรมมีผลลดการเจริญของไวรัสจากปลาบูทรายโดยทําใหคาไตเตอรลดลงไปมากกวา 7 
log10 TCID50/ ml แสดงวาไวรัสจากปลาบูมีเปลือกหุม ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Nakajima and 
Sorimachi (1994) รายงานวาคลอโรฟอรมสามารถลดการเจริญของไวรัส red sea braem iridovirus 
ไดเนื่องจากคลอโรฟอรมเปนตัวทําละลายไขมันไดดีและเปลือกหุมของไวรัสประกอบดวยชั้นไขมัน 2 
ชั้น (lipid bilayer) เมื่อเปลือกหุมของไวรัสถูกทําลายดวยคลอโรฟอรมทําใหไวรัสสูญเสียสภาพในการ
เกาะและเขาสูเซลลเจาบาน  

จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบลําแสงผานของอนุภาคไวรัสจากปลาบู
ทรายในเซลลเพาะเลี้ยง EPC พบวา ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลเพาะเลี้ยง EPC มีอนุภาคของ     
ไวรัสระยะที่ไมมีเปลือกหุม (nucleocapsid) อยูเปนจํานวนมาก แสดงวาไวรัสจากปลาบูทรายมีการ
ประกอบเปนอนุภาคภายในไซโตพลาสซึม ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Murphy and Kingsburg, 
1990 ที่วาไวรัสในวงศ Iridoviridae มีการประกอบเปนอนุภาคภายในไซโตพลาสซึม สวนไวรัสที่อยู
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ขอบนอกของเซลลเมื่อดูจากภาพกลองจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบลําแสงผานเห็นมีเปลือกหุม แสดงวา
อนุภาคไวรัสจากปลาบูทรายนี้เปนชนิดมีเปลือกหุม 

 จากขอมูลขางตนที่กลาวมาแลวบงชี้ไดวาไวรัสจากปลาบูทรายเปนไวรัสในวงศ Iridoviridae  

ผลการศึกษาความทนทานของไวรัสจากปลาบูทรายที่อุณหภูมิ 56oC พบวา เมื่อบมไวรัสนี้ที่
อุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 30 และ 60 นาที การเจริญของไวรัสถูกยับยั้งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
ไวรัสที่บมที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลา 30 นาที, 60 นาทีและกลุมควบคุม มีคาไตเตอร 3.85+0.54, 
3.3+0.79 log10TCID50/ml และ 9.03+0.28 log10 TCID50/ ml ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษา
ของ Kanchanakhan et al. 1999 ที่รายงานในเชื้อไวรัส Tiger frog Iridovirus  ที่แยกไดจากกบนา แต
แตกตางจากผลการศึกษาของ เรวัตร คงประดิษฐ และจิราพร เกษรจันทร (2538) ซึ่งรายงานวาไวรัส 
Seabass iridovirus ถูกยับยั้งการเจริญอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 56oC เปนเวลานาน 30 นาที แสดงวา 
ไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทรายมีความทนตอความรอนที่ อุณหภูมิ 56oC ไดดีกวาไวรัส Seabass 
iridovirus 

เมื่อทดสอบความทนทานของไวรัสจากปลาบูทรายในสภาพที่เปนกรด (pH 3) พบวาไวรัสนี้ไม
สามารถเจริญหรือสามารถกอใหเกิด cytopathic effect ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาสมบัติของไวรัส 
Tiger frog Iridovirus  ที่แยกสกัดไดจากกบนาโดย Kanchanakhan et al. 1999 

จากการศึกษาความสามารถในการเจริญของไวรัสจากปลาบูทรายในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด
ตางๆคือ เซลลเพาะเลี้ยงของปลาไดแก BF-2, EPC, DT, SSN-1, FHM และ BB และ เซลลเพาะเลี้ยง
ของสัตวเล้ือยคลาน SCE และ STE พบวาไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดทั้งในเซลลเพาะเลี้ยง
ของปลาและเซลลเพาะเลี้ยงของสัตวเลื้อยคลาน โดยสามารถเจริญไดดีในเซลลเพาะเลี้ยงของปลา คือ 
BF-2 และ EPC และเซลลเพาะเลี้ยงของสัตวเลื้อยคลาน  คือ  SCE และ STE มีคาไตเตอร 9.2, 
9.09+0.19, 9.06+0.11, และ 9.09+0.19 Log10 TCID50/ ml เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองของ 
ไวรัสชนิดอ่ืนๆ ไดแก Tiger frog Iridovirus ซึ่งสามารถเจริญไดทั้งในเซลลเพาะเลี้ยงของปลาและสัตว
เลื้อยคลาน (Kanchanakhan et al., 1999) เชนเดียวกัน  

ไวรัส Grouper iridovirus สามารถเจริญไดในเซลลเพาะเลี้ยงของปลาหลายชนิดคือ GF, EPC 
และ BF-2 (จิราพร เกษรจันทรและเรวัตร คงประดิษฐ, 2539) สวนไวรัส Seabass iridovirus พบวามี
ความจําเพาะตอเซลลเจาบานมากกวาคือ สามารถเจริญเฉพาะในเซลลเพาะเลี้ยงของปลากระพงเทา
นั้น (เรวัตร คงประดิษฐและจิราพร เกษรจันทร, 2538)  
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การที่ไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดทั้งในเซลลเพาะเลี้ยงของปลาหลายชนิดและสัตว
เลื้อยคลานหลายชนิด อาจเนื่องมาจากไวรัสจากปลาบูทรายมีสัตวที่เปนพาหะหลายชนิดเชนเดียวกับ
การรายงาน Essni and Granoff (1989) ซึ่งไดรายงานวา ไวรัส EHNV มีสัตวที่ เปนพาหะในปลา
กระดูกแข็ง 7 ชนิด ทั้งจากธรรมชาติและจากการทดลองการกอโรคในหองปฎิบัติการ (Langdon, 
1989) ดังนั้นเพื่อเปนการควบคุมโรคของไวรัสจากปลาบูทรายจึงควรทราบรายละเอียดตางๆเกี่ยวกับ
ชนิดของสัตวที่เปนพาหะตอไวรัสนี้เพื่อปองกันการแพรกระจายของเชื้อไวรัสไปสูสิ่งมีชีวิตอื่นและการ
ปองกันและกําจัดโรคอยางถูกวิธีตอไป 

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของไวรัสจากปลาบูทรายที่อุณหภูมิ 15, 20, 25 และ 30oC พบวา 
การเจริญของไวรัสจากปลาบูทรายที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC แตกตางจากอุณหภูมิอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) โดยเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC รองลงมา คือ 20 และ 15 oC ตามลําดับ การที่ไวรัส
นี้เจริญไดดีที่ 25 และ 30 oC นั้นสอดคลองกับอุณหภูมิของน ำที่ปลาบูทรายอาศัยอยูและโดยปกติโรค
ที่ปรากฎในฟารมเลี้ยงปลาจะมีอุณหภูมิของน้ําที่ 25-30 oC (Nakajima and Sorimachi, 1994)  

จากการศึกษารูปแบบการเจริญของไวรัสจากปลาบูทรายใน 1 รอบ พบวาการเจริญเปนแบบ 
Sigmoid curve โดยมีระยะพักตัวเทากับ 10 ชั่วโมง และใชเวลาในการพักตัวจนกระทั่งปลดปลอยไวรัส
รุนลูกออกภายนอกเซลลของเจาบานประมาณ 15 ชั่งโมง ซึ่งแตกตางจากไวรัส Tiger frog iridovirus 
ซึ่งมีระยะพักตัวในเซลลของเจาบานเทากับ 4 ชั่วโมง และระยะเวลาที่ใชในการพักตัวจนกระทั่งปลด
ปลอยไวรัสรุนลูกออกภายนอกเซลลของเจาบาน 7 ชั่วโมง (Kanchanakhan et al., 1999) และแตก
ตางจากไวรัส FV-3 ซึ่งรายงานโดย Kelly (1975) วาระยะพักตัวของไวรัส FV-3 ในเซลล fibroblast 
ของ embryo ไก เทากับ 18 ชั่วโมง สวนระยะเวลาที่ใชในการพักตัวจนกระทั่งปลดปลอย  ไวรัสรุนลูก
ออกภายนอกเซลลของเจาบาน คือ 24 ชั่งโมง แสดงวาไวรัสแตละชนิดใชเวลาในการพักตัวจนกระทั่ง
ปลดปลอยไวรัสรุนลูกออกภายนอกเซลลของเจาบานใชเวลาแตกตางกันและเปนลักษณะเฉพาะของ
แตละไวรัส  

จากผลการศึกษาจํานวนและรูปแบบของโปรตีนโครงสรางดวยวิธี SDS-PAGE ของไวรัสจาก
ปลาบูทรายและไวรัสจากสัตวชนิดอื่นๆ ไดแก ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา 
ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper 
iridovirus พบวาไวรัสจากปลาบูทรายและไวรัสจากกบจังหวัดตางๆ มีจํานวนและรูปแบบของโปรตีน
โครงสรางคลายกัน โดยไวรัสจากปลาบูทราย เหมือนกับไวรัส Tiger frog iridovirus มากที่สุด ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากไวรัสจากปลาบูทรายและไวรัสจากกบเปนไวรัสที่พบในสัตวน้ําจืดเหมือนกัน 
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ไวรัสจากปลาบูทราย และไวรัสจากกบนี้มีจํานวนแถบโปรตีนและรูปแบบของโปรตีนโครงสราง
แตกตางจากไวรัส Seabass iridovirus และไวรัส Grouper iridovirus ทั้งนี้อาจเนื่องจากปลาทั้ง 2 
ชนิด เปนสัตวน้ําเค็ม และไวรัสจากปลาทั้ง 2 ชนิดเปน iridovirus คนละชนิดกับไวรัสจากปลาบูทราย 
และไวรัสจากกบ 

การศึกษาโปรตีนโครงสรางดวยวิธี SDS-PAGE ของไวรัสนี้ มีผูศึกษาดังนี้คือ Ahne et al. 
(1998) คือ ไวรัส Iridovirus ในวงศ Iridoviridae จากสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและปลา รายงานวา    
ไวรัสดังกลาวมีแถบโปรตีนโครงสรางมากกวา 20 ชนิดและมีมวลโมเลกุลต้ังแต 20-140 kDa และ 
Hedrick et al. (1992) ศึกษาไวรัสจากสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและปลาเชนเดียวกัน รายงานวามีแถบ
โปรตีนที่มีมวลโมลกุลในชวง 20-154 kDa นอกจากนี้ Murphy and Kingsburg (1990) ไดศึกษาพบ
วาการที่ Iridovirus มีแถบโปรตีนมากเนื่องจากมีจีโนมขนาดใหญ ประมาณ 200-350 Kb และการ
ศึกษาครั้งนี้ก็พบเชนเดียวกันวาไวรัสจากปลาบูทราย และไวรัสจากกบ มีจํานวนโปรตีนโครงสรางมาก
กวา 20 ชนิดและมีมวลโมเลกุลต้ังแต 6.5 –200 kDa  

ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus และไวรัสจากกบจังหวัดตางๆมีแถบโปรตีนที่
เห็นไดชัดที่มวลโมเลกุล 56 kDa คาดวานาจะเปน major capsid protein ซึ่ง Williams (1996) ไดทํา
การสํารวจเอกสารเกี่ยวกับ major capsid protein ของไวรัสในวงศ Iridoviridae ที่ไดมีผูศึกษาไวแลว
พบวาอยู ในชวง  48-55 kDa เชน  ไวรัสจากคางคก  (Bufo marinus) มี  major capsid protein ที่      
มวลโมเลกุล  49 kDa (Zupnovic et al., 1998) FV-3 มีมวลโมเลกุลของ major capsid protein ที่   
48-50 kDa (Mao et al., 1999) การที่ major capsid protein ของไวรัสที่แยกไดจากเจาบานชนิด
ตางๆมีมวลโมเลกุลตางกัน อาจเนื่องมาจากความแตกตางภายในยีนของแตละไวรัสเอง  

การศึกษาการลมลางฤทธิ์ไวรัสจากปลาบูทราย พบวา แอนติซีรัมจากกระตายไมมีคุณสมบัติ
ในการลมลางฤทธิ์ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Hedrick et al. (1992) ที่รายงานวา แอนติซีรัมตอ
สกุล Ranavirus ของไวรัสในวงศ Iridoviridae ที่สรางจากกระตายมีคาไตเตอรต่ําเชนเดียวกัน การที่
แอนติซีรัมจากกระตายมีคาไตเตอรต่ําอาจเนื่องมาจาก ไวรัสในวงศ Iridoviridae เปนไวรัสที่มีจีโนม
ขนาดใหญและมีโปรตีนโครงสรางมากกวา 20 ชนิด (Murphy and Kingsburg, 1990) จึงเปนการยาก
ที่กระตายจะสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนที่มีมากกวา 20 ชนิดในปริมาณมากพอที่จะตรวจสอบได 
อยางไรก็ตาม Nakajima and Sorimachi, 1994 รายงานวาสามารถตรวจสอบแอนติบอดีของกระตาย
ต อ  red sea bream iridovirus ได โด ย วิ ธี  Immunofluorescence assay ซึ่ ง เป น เพ ร า ะ ว า วิ ธี 
Immunoassay มีความไวมากกวาการตรวจสอบแอนติบอดีดวยวิธีการลมลางฤทธิ์ 

 



 79

เมื่อใชเทคนิค Western blot ตรวจสอบความจําเพาะระหวางแอนติซีรัมกระตายตอองค
ประกอบโปรตีนของอนุภาคไวรัสชนิดตางๆ พบวา สามารถจําแนกไวรัสออกเปน 2 กลุม เชนเดียวกับที่
กลาวมาแลวขางตน 

จากการศึกษาของ Ahne et al., 1998 รายงานวา เมื่อนําจีโนมของไวรัสจากปลาและสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายชนิด ไดแก BamH Ι, Xba Ι, Hind ΙΙΙ, EcoR 
Ι, Bgl Ι, Pst Ι และ Kpn Ι สามารถแยกความแตกตางของไวรัสได จากการศึกษารูปแบบของ RFLP ดัง
นั้นในการศึกษาครั้งนี้ จึงไดศึกษารูปแบบ RFLP ของไวรัสชนิดตางๆ ไดแก ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส 
Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัด
รอยเอ็ด ไวรัส Seabass iridovirus และไวรัส Grouper iridovirus เมื่อตัดจีโนมของไวรัสเหลานี้ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamH Ι, Xba Ι และ EcoR Ι พบวา สามารถแบงไวรัสเหลานี้ออกไดเปน 3 กลุม 
ไดแก กลุมที่ 1 ประกอบดวย ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัด
สงขลาและไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตรโดยในกลุมนี้ผลของ RFLP เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 3 
ชนิด มีรูปแบบคลายคลึงกัน กลุมที่ 2 ประกอบดวยไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ซึ่งมีรูปแบบ RFLP เมื่อ
ตัดดวยเอนไซม BamH Ι และ Xba Ι  ตางจากไวรัสในกลุมที่ 1 และกลุมที่ 3 ประกอบดวย ไวรัส 
Seabass iridovirus และไวรัส Grouper iridovirus ซึ่งรูปแบบ RFLP เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ทั้ง 3 ชนิดแตกตางกับกลุม 1 และ 2 

ผลการตัดผลผลิตพีซีอารในสวนของยีน major capsid protein ขนาด 1,400 bp ดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamH Ι, Msp Ι, Alu Ι, Mbo ΙΙ และ Sau3A Ι ของไวรัสชนิดตางๆไดแก ไวรัสจากปลาบู
ทราย  และไวรัส Tiger  frog iridovirus  ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร  ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา  และ 
ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด พบวา ขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดของไวรัสเหลานี้ไมแตกตางกัน
และจากการศึกษาลําดับเบสของยีน major capsid protein ขนาด 300 bp ของไวรัสจากปลาบูทราย 
และไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร  ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา  และไวรัสจาก
กบจังหวัดรอยเอ็ด โดยสงไปหาลําดับเบสที่หนวยบริการทางชีวภาพ พบวาลําดับเบสของไวรัสเหลานี้
เหมือนกัน ยกเวนลําดับเบสของไวรัสของกบจังหวัดรอยเอ็ด ตางจากไวรัสจากกบจังหวัดอื่นๆและไวรัส
จากปลาบูทรายเพียงตําแหนงเดียวแสดงวายีน major capsid protein ของไวรัสจากปลาบูทรายและ
กบ เปนบริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสนอย (highly conserved rigions) ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษา Mao et al. (1999) 
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เมื่อใชเทคนิคพีซีอารมาตรวจสอบชนิดของไวรัสจากปลาบูทราย ก็พบวาสามารถใช primer ที่
ออกแบบจําเพาะสําหรับยีน major capsid protein จากไวรัสสกุล Ranavirus  ทั้ง 2 คูนี้สามารถกอให
เกิดผลผลิตพีซีอารขนาด 300 bp และ 1,400 bp นอกจากนี้ผลจากการหาลําดับเบสในผลผลิตพีซีอาร
ก็พบวามีความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต แสดงวาไวรัสจากปลาบูทราย มีความคลายกับสกุล 
Ranavirus  มากหรืออาจจะกลาวไดวาวาไวรัสจากปลาบูทรายเปนไวรัสสายพันธุหนึ่งของสกุล 
Ranavirus เทคนิคทางพีซีอารนอกจากจะใชในการตรวจสอบชนิดของไวรัสจากปลาบูทรายแลว ยัง
สามารถจําแนก ไวรัสชนิดตางๆที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ พบวาไวรัสจากปลาบูทรายและกบสามารถจดั
รวมอยูในกลุมเดียวกันเนื่องจากไดผลผลิตพีซีอารซึ่งแตกตางจากไวรัสจากปลาทะเล 

การที่สามารถใชเทคนิคพีซีอารในการตรวจสอบไวรัสไดสอดคลองกับการศึกษา Kurita et al. 
(1998) ที่ไดรายงานวา เทคนิคพีซีอารสามารถตรวจหาดีเอ็นเอของ Iridovirus ในมามและเลือดของ
ปลา red sea bream ที่ทดลองการกอโรค และในอาหารเลี้ยงเซลลเมื่อเล้ียงไวรัสดวยเซลล GF ซึ่ง
ปจจุบันนี้ไดมีการพัฒนาเทคนิคพีซีอารเพื่อวินิจฉัยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสหลายชนิดไดแก Epizootic 
haematopoietic necrosis virus แ ล ะ  Bohle iridovirus (Gould et al. 1995) แ ล ะ  Striped Jack 
Necrosis Virus (SJNNV) (Nishizawa et al, 1994) เนื่องจากเทคนิคพีซีอารเปนเทคนิคที่มีความไวสูง
มาก 

จากขอมูลเกี่ยวกับลักษณะสมบัติทางโปรตีน ซีรัมวิทยา และอณูชีววิทยา สามารถบงชี้วาไวรัส
จากปลาบูทราย ควรจัดเปนไวรัสสายพันธุหนึ่งของสกุล Ranavirus และไดตั้งชื่อวา Oxyeleotris 
marmoratus ranavirus หรือ OMRV 
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สรุป 

เชื้อไวรัสไดจากปลาบูทรายจากจังหวัดนครปฐม สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในเซลล
เพาะเลี้ยงจากปลา คือ EPC โดยเริ่มจากเซลลที่ติดเชื้อไวรัสมีรูปรางกลม บวม หดตัวเปนเซลลเดี่ยวๆ 
จากนั้นการตายของเซลลจะเริ่มเปนกลุมเล็กๆ แลวแพรขยายออกไปเปนวงกวาง เห็นเปนชองวางที่พ้ืน
ที่ผิวขวดเลี้ยงเซลล ใชเวลาในการทําลายเซลลทั้งหมดเปนเวลา 4 วัน ไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทรายมี
นิวคลีโอแคปซิดเปนรูปหกเหลี่ยม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 132.49 + 7.77 nm แกนกลางมีขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 76.66 + 6.49 nm มีสารพันธุกรรมเปนชนิดดีเอ็นเอ เปนไวรัสที่มีเปลือกหุม ประกอบ
เปนอนุภาคไวรัสภายในไซโตพลาสซึม จากลักษณะสมบัติดังกลาวสรุปไดวาไวรัสจากปลาบูทรายเปน
ไวรัสในวงศ Iridoviridae ความรอนที่อุณหภูมิ 56oC สามารถลดการเจริญของไวรัสโดยมีคาไตเตอร 
3.85+0.54 log10 และ 3.3+0.79 log10 TCID50/ ml ภายในเวลา 30 และ 60 นาที ตามลําดับ และสูญ
เสียสภาพในการเจริญเมื่ออยูในสภาพที่เปนกรดที่ pH 3 ไวรัสจากปลาบูทรายสามารถเจริญไดในเซลล
เพาะเลี้ยงของปลา ไดแก EPC, BF-2, DT, SSN-1 และ BB เซลลเพาะเลี้ยง  ตะพาบน้ํา STE และ
เซลลเพาะเลี้ยงของจระเข SCE โดยเจริญไดดีในเซลลเพาะเลี้ยง BF-2, EPC, SCE และ STE (มีคา   
ไตเตอร 9.2, 9.06+0.11, 9.09+0.19, 9.09+0.19 Log10 TCID 50/ml ตามลําดับ) รองลงมาคือเซลล
เพ าะ เลี้ ย ง  FHM, BB, SSN-1 และ  DT (มี ค า ไต เตอ ร  8.93+0.33, 8.1+0.69, 5.53+0.15  และ  
5.53+0.15 Log10 TCID 50/ml   ตามลําดับ)  อุณหภูมิที่เหมาะสําหรับการเจริญของไวรัสนี้คือ 25-30oC 
โดยรูปแบบการเจริญของไวรัสจากปลาบูทรายใน 1 รอบจะเปนแบบ Sigmoid curve ใชเวลาในการติด
เชื้อจนถึงเริ่มการปลดปลอยไวรัสรุนลูกจากเซลลเจาบานประมาณ 15 ชั่วโมง ไวรัสจากปลาบูทรายมี
คาความหนาแนนเทากับ 1.1658 g/ cm3 ใน 15-45% (w/w) sucrose gradient  

เมื่อศึกษาเปรียบเทียบโปรตีนโครงสรางของ ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส Tiger frog iridovirus 
ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด ไวรัส  Seabass 
iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus อนุภาคไวรัสจากปลาบูทรายมีโปรตีนโครงสรางที่เปนองค
ประกอบมากกวา 20 ชนิด มีมวลโมเลกุลต้ังแต 6.5-200 kDa และมีรูปแบบโปรตีนคลายกับไวรัสจาก
กบจังหวัดตางๆ ไดแก ไวรัส Tiger frog iridovirus ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัด
พิจิตร ไวรัสจากกบจังหวัดรอยเอ็ด จากการศึกษาโปรตีนโครงสรางนี้พบวา มีแถบโปรตีนที่มวลโมเลกุล 
56.78 kDa ซึ่งคาดวาเปน major capsid protein จากรูปแบบ RFLP เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamH Ι, Xba Ι  และ EcoR Ι   และความจําเพาะของซีรัมกระตายที่กระตุนใหสรางแอนติบอดีจาก   
ไวรัสจากปลาบูทรายกับโปรตีนที่เปนองคประกอบของอนุภาคไวรัสตางๆ พบวา สามารถแยกกลุมไวรัส
ที่ศึกษานี้ ออกไดเปน 3 กลุม กลุมที่ 1 ประกอบดวย ไวรัสจากปลาบูทราย ไวรัส  Tiger frog iridovirus 
ไวรัสจากกบจังหวัดสงขลา ไวรัสจากกบจังหวัดพิจิตร กลุมที่ 2 ประกอบดวย ไวรัสจากกบจังหวัด
รอยเอ็ด และกลุมที่ 3 ประกอบดวย ไวรัส Seabass iridovirus และ ไวรัส Grouper iridovirus เมื่อ
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กระตุนการสรางแอนติบอดีของกระตายดวยไวรัสจากปลาบูทรายและศึกษาการลมลางฤทธิ์ พบวา
แอนติซีรัมที่ไดไมมีคุณสมบัติของการลมลางฤทธิ์ ในสวนของ ไวรัสจากปลาบูทรายและจากกบทุก
จังหวัดหรือสายพันธุที่ทําการศึกษาพบวามีลําดับเบสในยีน major capsid protein คอนขางที่จะมี
ความผันแปรนอยหรือ highly conserved regions จากการศึกษาโดยเทคนิคพีซีอารและการหาลําดับ
เบสในผลผลิตพีซีอารและพบวา ไวรัสที่แยกไดจากปลากระพงขาวและปลากะรังเปนไวรัสสกุลที่แตก
ตางจากไวรัสจากปลาบูทรายและกบ ในสวนของไวรัสที่แยกไดจากปลาบูทรายนี้นับวาเปนการพบครั้ง
แรกในปลาบูทรายและพบวามีลักษณะสมบัติคลายกันมากกับ Tiger frog iridovirus ที่แยกไดจากกบ 
ซึ่ง ไวรัสจากปลาบูทรายและ Tiger frog iridovirus มีสวนของยีน major capsid protein ที่เหมือนกัน
หรือใกลเคียงกับ ไวรัสสกุล  Ranavirus  ดังนั้น ไวรัสจากปลาบูทรายควรจัดเปนไวรัสสายพันธุหนึ่งใน
สกุล Ranavirus และควรมีชื่อไวรัสวา Oxyeleotris marmoratus ranavirus หรือ OMRV 
ขอเสนอแนะ 

1. เนื่องจากการศึกษาการลมลางฤทธิ์ของแอนติบอดีกระตายตอไวรัสจากปลาบูไมสามารถตรวจ
แอนติบอดีไดดังนั้นควรมีการศึกษาการตรวจวัดระดับของแอนติบอดีที่กระตายสรางขึ้นดวยเทคนิค
อ่ืนตอไปเชน ELISA Immunofluorescence assay หรือ dot blot immuno assay 

2. ศึกษาการกอโรคจากไวรัสนี้ในปลาบูทรายและสัตวน้ําอื่นๆไปสูโฮสตอ่ืนในหองปฎิบัติการเพื่อ
ศึกษาความเปนไปไดในการระบาดของเชื้อไวรัสในสิ่งแวดลอมจะไดเปนแนวทางทางปองกันและ
การจัดการหากเชื้อไวรัสนี้สามารถกอโรคในสัตวอ่ืน 

3. ศึกษาการทําวัคซีนเพื่อปองกันโรคที่เกิดจากไวรัสนี้ 

4. ควรที่ จ ะมี ก ารห าลํ าดั บ เบสทั้ งยี น  major capsid protein ของ  Oxyeleotris marmoratus 
ranavirus เพื่อจะไดเปรียบเทียบไดดีข้ึนกับไวรัสอ่ืนๆในสกุลเดียวกัน 

5. นําเทคนิคพีซีอารที่ไดปรับปรุงแลวไปใชไปใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ iridovirus ในปลาและในกบ
แทนการเพาะแยกเชื้อในขวดเลี้ยงเซลล 

6. ศึกษากลไกการเกิดโรคในสัตวทดลองโดยใช DNA probe ติดตามการเขาติดเชื้อและการแพรของ
เชื้อไวรัสในสัตวทดลอง ตลอดจนอวัยวะเปาหมายของเชื้อ Oxyeleotris marmoratus ranavirus 
ในสตวทดลองนั้นๆ 
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ภาคผนวก ก 
 

1. การเตรียม TBE 
 Tris-base    27 g 
 Boric acid   13.75 g 

0.5 M EDTA (pH8.0)  10 ml 
เติมน้ําใหครบ 1000 ml 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 
2.1. การเตรียม 1x L-1510% FCS, Penicillin 100 unit และ 
Streptomycin 100 µg/µl 

Leibovitz   14.30  g 
เติมน้ํากลั่นที่ปราศจากอิออนใหครบ 1000 ml (pH 7.4-7.6) แลวกรองใหปลอด
เชื้อดวยแผนกรอง 0.2 µ 

2.2 อาหารเลี้ยงเซลล 2% FCS, P/S 
1x L-15       980 ml 
Fetal calf serum      20 ml 
Penicillin/Streptomycin (10,000 unit/10,000 µg/ml) 
 10 ml 
Glutamine (200mM)     10 ml 
(optional) 

2.3 อาหารเลี้ยงเซลล 10% FCS, P/S 
1x L-15       900 ml 
Fetal calf serum      100 ml 
Penicillin/Streptomycin (10,000 unit/10,000 µg/ml) 
 10 ml 
Glutamine (200mM)     10 ml 
(optional) 

3. HBSS (Hank’s balanced salt solution) 
3.1 1x HBSS 

1x HBSS (powder)  1 ขวด 
Distill water    1000 ml 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC นาน 15 นาที   

3.2 2%FCS, HBSS 
Fetal bovine serum  20 ml 
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1x HBSS   980 ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1000 ml 

 
4. 0.25% trypsin 
 trypsin    0.25 g 
 PBS    100 ml 

กรองใหปลอดเชื้อดวยแผนกรอง 0.2 µ เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 
5. TE bufer (50mMTris-base, 2.5mM EDTA pH 7.5) 
 EDTA     0.930 g   
 Tris    6.050 g 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ 1000 ml ปรับ pH 7.5 
6. 6x Loading dye 
 Bromophenol blue  0.25 g 
 Sucrose   4 g 

เติมน้ํากลั่น10 ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
7. Coomassie-blue (0.025% Coomassie-blue R-250, 40% 
methanol, 7% acetic acid) 

Coomassie-blue  0.2 g 
Methanol   40 ml 
คนใหละละาย 
Acetic acid   7 ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 ml  

8. Destain solution Ι 
 Methanol   500 ml 

Acetic acid   100 ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1000 ml 

9. Destain solution ΙΙ 
 Methanol   140 ml 

Acetic acid   100 ml 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 2000 ml 
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10. 15-45%(w/w) Sucrose gradient 
 Stock sucrose 66% w/w (342 g/ 200 ml TE buffer) 
     Stock   TE buffer 

15% sucrose   8.5   41.5 
25% sucrose   16.0   34.0 
35% sucrose   23.5   26.5 
45% sucrose   31.5   18.5 

11. Tank buffer 
 Tris    3 g 

Glycine    14.4 g 
SDS    1 g 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1000 ml 

12. Running gel overlay (0.375 M Tris-Cl pH 8.8, 0.1% SDS) 
 Tris    2.5 ml 
 SDS    1 ml 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 ml 
13. Monomer solution: 30%T, 2.7% Cbis 

 Acrylamine   58.4 g 
 Bis    1.6 g 

เติมน้ํากลั่นใหครบ 200 ml ดวย volumetric flask เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียสใน
ขวดสีชา 
14. Monomer solution in 75% glycerol: 30%T, 2.7% Cbis 
 Acrylamine   5.8 g 
 Bis    1.6 g 

เติม 75% glycerol ใหครบ 200 ml ดวย volumetric flask เก็บไวที่ 4 องศา
เซลเซียสในขวดสีชา 

15. 4x Running gel buffer: 1.5 M Tris-Cl pH8.8 
 Tris    18.15 g 
 ปรับ pH ใหเปน 8.8 ดวย HCl 

เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 ml 
 
 

16. 4x Stacking gel buffer: 0.5 M Tris-Cl pH6.8 
 Tris    3 g 
 ปรับ pH ใหเปน 6.8 ดวย HCl 
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เติมน้ํากลั่นใหครบ 50 ml 
17. 10%SDS 
 SDS    10 g 

เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 ml 
18. 10% Ammoniumpersulfate 
 Ammoniumpersulfate  0.5 g 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ 5 ml 
19. Water-saturated n-butanol 
 n -butanol   50 ml 
 น้ํากลั่น    5 ml 
20. Sample buffer 
 0.5 M Tris-Hcl pH 6.8 1 ml 
 Glyceol    0.8 ml 

10% SDS   1.6 ml 
0.05% Bromophenol blue 0.2 ml 
β-mercaptoethanol  0.4 ml 

21. Phosphate buffer saline (PBS) 
 Sodium dihydrogen phosphate 3.12 g 
 Di-sodium hydrogen phosphate 3.56 g 
 Sodium chloride   8.76 g 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เปน 7.2 
22. Transblot buffer, pH 8.1-8.4 
 Glycine   14.4 g 
 Tris base  3.03 g 
 Methanol  200 ml 

เติมน้ํากลั่นไรเชื้อใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
 
 

23. Tris buffered saline (TBS) 
 Tris base  2.42 g 
 Sodium chloride 29.24 g 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตรปรับ pH เปน 7.5 
24. Tween- tris buffered saline (TTBS) 
 Tween-20  0.5 ml 
 TBS   100 ml 
25. 10% separating gel 
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 น้ํากลั่น   4.017 ml 
 10%SDS   100 µl 
 1.5 M Tris-Hcl pH 8.8 2.5 µl 
 Monomer solution  3.333 ml 

10% Ammoniumpersulfate 5 µl 
TEMED    5 µl 
รวม    10 ml 

26. 4% separating gel 
 น้ํากลั่น    6.1 ml 
 10%SDS   100 µl 
 1.5 M Tris-Hcl pH 8.8 2.5 µl 
 Monomer solution  1.34 ml 

10% Ammoniumpersulfate 50 µl 
TEMED    5 µl 
รวม    10 ml 
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ภาคผนวก ข 

Electrophoretic mobility
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ภาพที่ 27 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง electrophoretic mobility และ มวลโมเลกุลมาตรฐาน
ชนิด Broad range  
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Electrophoretic mobility
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ภาพที่ 28 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง electrophoretic mobility และมวลโมเลกุล

มาตรฐานชนิด Broad range Kaleidoscope prestain standard 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวผองพรรณ ประสารกก เกิดเมื่อวันที่ 11 พฤศจิกายน  พ.ศ.  2520 ที่ตําบลเขา
สามสิบ อําเภอเขาฉกรรจ  จังหวัดสระแกว จบการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต
สาขาชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 
2541 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโทในสาขาสัตววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2542  




