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 Infectious myonecrosis virus (IMNV) และ Vibrio alginolyticus เป็นปจัจยัส าคญัที่
ก่อให้เกดิโรคในกุ้ง ซึ่งสรา้งความเสยีหายเป็นอย่างมากในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้ง  ดงันัน้
งานวจิยันี้จงึไดท้ าการพฒันาวธิกีารตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV และ V. alginolyticus ดว้ยเทคนิค 
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึง่ป็นเทคนิคการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในหลอด
ทดลองภายใต้สภาวะทีม่อุีณหภูมคิงที ่คอื 65°C (ส าหรบัการตรวจเชือ้ IMNV) และ 60°C (ส าหรบั
การตรวจเชือ้ V. alginolyticus) ซึง่ใชเ้วลาเพยีง 60 นาท ีกส็ามารถวเิคราะหผ์ลของ LAMP product 
ทีไ่ดด้ว้ยการท า gel electrophoresis และวธิ ีlateral flow dipstick (LFD) ตามล าดบั งานวจิยันี้ได้
ท าการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิค LAMP ดว้ยการใชไ้พรเมอร ์4 เสน้ ทีจ่ าเพาะต่อยนี capsid 
protein ของ IMNV และยนี rpoS-like sigma factor (rpoX) ของ V. alginolyticus จากการศกึษา
พบว่าการตรวจเชื้อ IMNV ด้วยเทคนิค RT-LAMP พบว่ามคีวามไวในการตรวจเชื้อที่ 3.8×103 
อนุภาค ซึง่มคีวามไวในการตรวจมากกว่าเทคนิค RT-PCR ถงึ 100 เท่า และเทคนิค RT-LAMP ไม่
เกดิปฎกิริยิาขา้ม (cross reaction) กบัไวรสัในกุ้งชนิดอื่นๆ ส่วนการตรวจสอบการตดิเชื้อ V. 
alginolyticus ไดท้ าการวเิคราะห ์LAMP product ดว้ยวธิ ี lateral flow dipstick (LFD) โดยการน า 
biotinylated-LAMP product ทีไ่ดไ้ปท าปฎกิริยิา hybridization กบั FITC-labeled probe ทีอุ่ณหภูม ิ
63°C เป็นเวลา 5 นาท ีพบว่าความเขม้ขน้ของ probe ทีเ่หมาะสมคอื 20 พโิคโมล ส าหรบัความไว
ในการตรวจเชือ้ V. alginolyticus กบัเชือ้ทีเ่ลีย้งแบบบรสิุทธิ ์(pure culture) พบว่ามคีวามไวในการ
ตรวจสอบเชือ้ที ่1.8×102 CFU ml-1 หรอื 0.6 CFU reaction-1  ส่วนเทคนิค PCR มคีวามไวในการ
ตรวจสอบเชื้อที่ 1.8×103 CFU ml-1 หรอื 6 CFU reaction-1 และจากการทดสอบเชื้อ V. 
alginolyticus ทีเ่ตมิในตวัอย่างกุ้ง (spiking) พบว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่
2×103 CFU g-1  หรอื 4 CFU reaction-1 ส่วนเทคนิค PCR มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่2×104 
CFU g-1  หรอื 40 CFU reaction-1 ซึง่เทคนิค LAMP-LFD สามารถตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus 
ไดท้ัง้ 21 isolates และไม่เกดิปฎกิริยิาขา้มกบัเชือ้วบิรโิอและแบคทเีรยีชนิดอื่น เทคนิค LAMP ทีใ่ช้
ตรวจสอบการตดิเชือ้ทัง้ IMNV และเชือ้ V. alginolyticus  พบว่าสามารถตรวจเชือ้ไดอ้ย่างรวดเรว็ 
แม่นย า มคีวามไวและความจ าเพาะในการตรวจสอบสูง ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการตรวจหาการตดิ
เชือ้ IMNV และเชือ้ V. alginolyticus ในหอ้งปฏบิตักิาร รวมถงึในฟารม์เพาะเลีย้งกุง้ได้ 
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 Infectious myonecrosis virus (IMNV) and Vibrio alginolyticus are the important 
pathogens in white shrimp. In this study, loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
techniques for detection of infectious myonecrosis virus (IMNV) and Vibrio alginolyticus in 
shrimp were developed. LAMP is a rapid method that can amplify nucleic acid under 
isothermal condition with high specificity and sensitivity. The reaction was performed at 
65°C (for IMNV detection) or 60°C (for V. alginolyticus detection) for 60 minutes and the 
amplified products were analyzed by gel electrophoresis and lateral flow dipstick (LFD), 
respectively. For IMNV detection, the LAMP amplicon was produced by a set of four 
designed primers that recognized the capsid protein gene of IMNV. The RT-LAMP assay 
can detect 3.8 ×103 copies of viral particles which was 100 times more sensitive than that 
of RT-PCR. The RT-LAMP showed no cross reaction with nucleic acids extracted from 
other viral pathogens. In the case of V. alginolyticus, the biotinylated-LAMP amplicon 
specific to  rpoS-like sigma factor (rpoX) gene was hybridized with an FITC-labeled probe 
(20 pmole) at 63 °C for 5 minutes followed by lateral flow dipstick (LFD) detection. The 
sensitivity of LAMP for V. alginolyticus detection in pure culture was 1.8×102 CFU ml-1 or 
equivalent to 0.6 CFU reaction-1, while that of PCR was 1.8×103 CFU ml-1 or equivalent to 6 
CFU reaction-1. In spiked shrimp samples without enrichment, the detection limit for V. 
alginolyticus was 2×103 CFU g-1 or equivalent to 4 CFU reaction-1, while that of PCR  was 
2×104 CFU g-1 or equivalent to 40 CFU reaction-1. The LAMP-LFD method for V. 
alginolyticus  accurately identified 21 isolates of V. alginolyticus but did not detect non-
alginolyticus Vibrio isolates and non-Vibrio isolates. In summary, the LAMP methods 
developed in this study are sensitive and rapid for specific detection of IMNV and V. 
alginolyticus infection and can be used in laboratory and shrimp farm culture. 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
ภมิูหลงั  
 กุ้งขาว (Penaeus vannamei) เป็นสตัวน์ ้าทีม่คีุณค่าและมคีวามส าคญัทางเศรษฐกจิมาก 
โดยประเทศไทยสามารถผลติไดเ้ป็นอนัดบั 2 ของโลก และส่งออกเป็นอนัดบั 1 ของโลก เนื่องจาก
เป็นทีน่ิยมของผู้บรโิภคทัง้ในและต่างประเทศ ท าให้มกีารเพาะเลีย้งกุ้งขาวมากขึน้ อาจกล่าวไดว้่า  
มผีลผลติมากกว่า 99% ของผลผลติกุ้งทัง้หมด ดงันัน้อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวจงึเป็น
อุตสาหกรรมการเกษตรที่มขีนาดใหญ่ และมคีวามส าคญั ปรมิาณการส่งออกกุ้งขาวของไทยมี
แนวโน้มเพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่อง ในช่วง 2 ปีทีผ่่านมา (2010-2011) อุตสาหกรรมกุ้งขาวของไทยได ้
รบัอานิสงค์จากผลผลติกุ้งขาวโลก ที่ปรบัลดลงจากประเทศผู้ผลติส าคญัต่างก็ประสบปญัหาภยั
ธรรมชาตแิละโรคระบาด ท าใหร้าคากุ้งปรบัตวัสูงขึน้ ส่งผลให้ ในปี 2011 แมว้่าไทยเราจะมปีรมิาณ
การส่งออกลดลง แต่ทว่ามลูค่าการส่งออกกุ้งขาวและผลติภณัฑก์ลบัสูงถงึกว่า 100,000 ลา้นบาท 
แต่อุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงกุ้งขาวของไทยก็ก าลงัประสบปญัหาโรคระบาดที่เกิดขึน้ซ ้าเติมการเสยี
โอกาสในตลาดส่งออกของไทย โดยเริม่ระบาดอย่างหนักตัง้แต่ต้นปี 2011 กระทัง่ท าใหผ้ลผลติกุ้ง
ขาวโดยรวมปี 2012 ลดลงประมาณรอ้ยละ 10 - 20 เนื่องมาจากโรคระบาด (ถนอมจติร สริภิคพร. 
2555: 1-2)  
 ส าหรบัการตดิเชือ้ไวรสัในกุ้งขาวมรีายงานการแพร่ระบาดของโรคทีก่่อใหเ้กดิผลเสยีหาย
ต่อการเพาะเลีย้งกุ้ง ไดแ้ก่ โรคทีเ่กดิจาก Taura syndrome virus (TSV) เป็นโรคทีม่ผีลกระทบต่อ
การค้าและการขนส่งกุ้งขาวระหว่างประเทศ นับตัง้แต่ปี 1991 เป็นต้นมา โรคนี้ก่อใหเ้กดิความ
สูญเสยีทางเศรษฐกจิต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงกุ้งขาวและการค้ากุ้งขาวมากถงึ 1 ถงึ 2 พนัลา้น  
ดอลล่ารส์หรฐัฯ (Lightner et al., 1995: 1-12; Overstreet et al., 1997: 165-176) พบไดท้ัว่โลก
รวมทัง้ในประเทศไทย ในปี 2003  ไดพ้บการระบาดของโรคนี้เป็นครัง้แรกในกุ้งขาวทีเ่ลีย้งในภาค
กลางของประเทศไทย ต่อมาในช่วงต้นปี 2004 มกีารตรวจพบโรคนี้ในกุ้งกุลาด า นอกจากนี้มี
รายงานการตรวจพบเชือ้นี้ในกุ้งชนิดอื่นไดด้ว้ย เช่น  P. stylirostris, P. setiferus, P. schmitti, P. 
merguiensis (กุง้แชบ๊วย), P. monodon (กุ้งกุลาด า) ดว้ยเหตุทีโ่รคนี้มคีวามรา้ยแรงและแพร่ระบาด
อย่างรวดเรว็  (ทนิรตัน์ ศรสีุวรรณ์. 2551: 89-121) โรคทีเ่กดิจาก Infectious hypodermal and 
hematopoietic necrosis virus (IHHNV) เป็นโรคที่มผีลกระทบต่อการค้ากุ้งและผลติภณัฑกุ์้ง
ระหว่างประเทศ พบครัง้แรกทีเ่กาะฮาวาย ประเทศสหรฐัอเมรกิา ในปี 1981 โดยการระบาดครัง้นัน้
ท าใหกุ้้งขาวตายมากกว่า 90% (Lightner; et al. 1992: 97-105) พบการระบาดของโรคนี้ในไทย 
เป็นครัง้แรกในปี 2003 (ชลอ ลิ้มสุวรรณ; และพรเลศิ จนัทรร์ชัชกูล. 2547: ไม่ปรากฏเลขหน้า)   
โรคทีเ่กดิจาก White spot syndrome virus (WSSV) ตัง้แต่ปี 1993  เป็นต้นมา  ก่อใหเ้กดิความ
เสยีหายต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้งขาวมากถงึหนึ่งหมื่นลา้น ดอลล่ารส์หรฐัฯ และพบไดแ้ทบ
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ทุกภูมภิาค และในหลายประเทศ รวมถงึประเทศไทย กพ็บโรคนี้เช่นกนั (Lightner. 1999: 27-52) 
ท าให้กุ้งขาวมอีตัราการตายสูงภายในเวลารวดเรว็ ก่อให้เกิดผลเสยีหายรุนแรงเช่นเดยีวกบัในกุ้ง
กุลาด า  
 และในปี 2002 โรคทีเ่กดิจากไวรสัอกีชนิดหนึ่งที่มคีวามรุนแรงและก าลงัแพร่ระบาดเป็น
อย่างมากในกลุ่มประเทศอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวในขณะนี้ก็คอืโรคที่เกดิจาก infectious 
myonecrosis virus (IMNV) พบครัง้แรกทีป่ระเทศบราซลิในฟารม์กุ้งขาว ก่อใหเ้กดิความเสยีหาย
ทางเศรษฐกจิกบัอุตสาหกรรมการเลีย้งกุ้งขาวเป็นอย่างมาก (Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) 
ต่อมาในปี 2006 ไดพ้บโรคนี้เป็นครัง้แรกในทวปีเอเชยี ทีป่ระเทศอนิโดนีเซยี ซึง่กท็ าใหเ้กดิความ
เสยีหายอยา่งมากเช่นกนั กุ้งขาวทีต่ดิเชือ้ IMNV พบว่ากลา้มเนื้อมลีกัษณะขาวขุ่นบรเิวณล าตวัและ
ส่วนหาง โดยเฉพาะปลอ้งสุดทา้ย กุ้งบางตวับรเิวณแพนหาง จะมสีแีดงเขม้ขึน้คลา้ยกบักุ้งทีต่้มสุก
แลว้ ซึง่อาการเหล่านี้จะเกดิขึน้อย่างรวดเรว็ ท าให้กุ้งมอีตัราการตายสะสมสูงถงึ 70% (Senapin; et 
al. 2007: 32–38) แต่ในประเทศไทยยงัไมม่รีายงานว่าพบการระบาดของเชือ้ IMNV  
 การตรวจวนิิจฉัยการตดิเชื้อ IMNV ในเบื้องต้น โดยดูจากอาการ (clinical sign) และ
พฤติกรรมที่เปลี่ยนแปลงไป ตรวจเนื้อเยื่อเพื่อวนิิจฉัยทางพยาธวิิทยาโดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน (transmission  electron  microscopy) (Poulos; & Lightner. 2006: 69-
72) แต่ในการตรวจวนิิจฉัยเบื้องต้นมโีอกาสผดิพลาดสูง เนื่องจากอาการของกล้ามเนื้อขาวขุ่นนัน้
เกดิไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น การขาดออกซเิจน การเปลีย่นแปลงของอุณหภูมแิละความเคม็ของน ้า  
การตดิเชื้อพาราสติพวกไมโครสปอรเิดยีน (microsporidian) และการตดิเชื้อแบคทีเรยี  ในกลุ่ม 
Vibrio sp. และ Aeromonas sp. เป็นต้น ดงันัน้การตรวจยนืยนัจงึเป็นสิง่จ าเป็น จงึไดม้กีารพฒันา
เทคนิคทางอณูชวีโมเลกุล ไดแ้ก่ เทคนิค in situ hybridization (ISH) ซึง่เป็นการออกแบบดเีอน็เอ
ตรวจสอบ (DNA probe) ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ IMNV และมคีวามแม่นย าสูง แต่มขี ัน้ตอนทียุ่่งยาก และ
ใชเ้วลานาน ดงันัน้จงึไดม้กีารน าเทคนิค reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) (Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) มาใชต้รวจสอบการตดิเชือ้ IMNV ซึง่เทคนิคนี้เป็นการ
ออกแบบ primer ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ IMNV และเพิม่ปรมิาณยนีเป้าหมายดว้ยเครื่อง thermal cycler 
เป็นวธิทีีม่คีวามแม่นย าสูง และใชเ้วลาน้อยกว่าวธิ ี in situ hybridization  ต่อมาไดม้กีารน าเทคนิค 
real-time PCR (Andrade; et al. 2007: 9-15) เป็นการออกแบบ primer ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ IMNV 
และเพิม่ปรมิาณเชือ้ดว้ยเครื่อง real time PCR ซึง่สามารถตรวจสอบปรมิาณการตดิเชือ้ IMNV ได ้
เป็นวธิกีารทีม่คีวามแมน่ย าสงู แต่มขีอ้จ ากดัคอืราคาของเครือ่ง real-time PCR ทีค่่อนขา้งสงู  
 นอกจากการเลีย้งกุง้ขาวจะประสบปญัหาจากโรคทีเ่กดิจากไวรสัแลว้ กย็งัมโีรคทีเ่กดิ จาก
แบคทเีรยีอกีหลายชนิดทีส่่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งทัว่โลกรวมถงึประเทศไทย
ดว้ยกค็อื โรค Vibriosis ซึง่เป็นปญัหาส าคญัอยา่งหน่ึงของการเลีย้งกุง้ เกดิจากการตดิเชือ้แบคทเีรยี 
Vibrio sp. เช่น V. parahaemolyticus กุ้งทีต่ดิเชือ้แบคทเีรยีชนิดนี้จะมอีตัราการตายสูง กนิอาหาร
น้อยลง สงัเกตจากกุ้งไม่มอุีจจาระ และลอกคราบไดช้า้ลง hemolymph แขง็ตวัชา้ ตบั และตบัอ่อน
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ผดิปกต ิสเีนื้อจะขุ่น กุ้งจะขึน้มาเกาะตามขอบบ่อ ตวักุ้งจะสกปรก มจีุดและตะกอนเกาะตามผวิและ
เปลอืก (Robert-Pillot; et al. 2010: 190-197) 
 ในกรณขีอง V. harveyi กุง้ทีต่ดิเชือ้แบคทเีรยีชนิดนี้จะเป็นโรคเรอืงแสง ซึง่เป็นโรคทีส่รา้ง
ความเสยีหายให้อย่างมากต่อโรคเพาะฟกั และบ่อดนิ พบแพร่กระจายทัว่ไปทัง้ตามชายฝ ัง่ และ
พื้นที่ความเคม็ต ่า เกดิจากสาเหตุโน้มน าหลายประการทัง้คุณภาพน ้าที่ไม่ดที าให้เชื้อ  V. harveyi    
ทีป่กตพิบอยู่แลว้ในน ้าเขา้ท าอนัตรายต่อกุ้ง เมื่อกุ้งไม่แขง็แรง กุ้งมอีาการลอยตามขอบบ่อ ไม่กนิ
อาหารหรอืกนิอาหารไดน้้อยลง สลี าตวัจะขุ่น เหงอืกมสีดี า ตบัอกัเสบ ตบัอ่อนสซีดีลง และจะมกีาร
เรอืงแสงเกิดขึ้นในเวลากลางคืน พบอตัราการตายสูงในกุ้งระยะวยัอ่อนถึงวยัรุ่น และมกัพบเชื้อ
แบคทเีรยีในกระแสเลอืดและกลา้มเนื้อ (Thaithongnum; et al. 2006: 1-9)   
 ส่วน V. vulnificus ก่อให้เกดิโรคตบัอกัเสบ พบมากในเขตน ้ากร่อยและเคม็ โดยจะออก
ฤทธิท์ี่ตบัและตบัอ่อน ซีง่เป็นแหล่งสะสมอาหารและสรา้งน ้าย่อย สะสมเกลอืแร่ และสารพษิต่างๆ 
ท าให้มโีอกาสตดิเชื้อไดง้่ายโดยเชือ้จะเขา้สู่ตวักุ้งทางการกนิอาหาร และบาดแผล ซึ่งเกดิจากการ
จดัการภายในบ่อทีไ่ม่ด ีท าใหเ้ชือ้ V. vulnificus ทีม่อียู่ในน ้าเขา้ท าอนัตรายต่อกุ้ง โดยเฉพาะ ตบั 
และตบัอ่อน กุง้มอีาการอ่อนแอ กนิอาหารไดน้้อยลง ตบัจะมขีนาดโต หรอืฝอ่ มกีารเปลีย่นเป็นสขีาว 
ซดี หรอืด าคล ้า กลา้มเนื้อมสีขีาวขุ่น และมอีตัราการตายสูงขึน้ (Dalsgaard; & Hoi. 1997:  1132-
1135) 
 เชือ้วบิรโิอหลายสปีชสีเ์ป็นเชือ้จลุนิทรยีใ์นทางเดนิอาหารของกุง้ปกต ิจงึคาดว่าการตดิเชือ้
น่าจะผ่านทางระบบทางเดนิอาหารเป็นส่วนใหญ่ เชือ้นี้ก่อโรคไดใ้นกุ้งทุกระยะ ตัง้แต่ไข่จนถงึกุ้งโต
เตม็วยั อาจพบโรคน้ีไดใ้นโรงเพาะฟกั เชือ้นี้อาจเป็นสาเหตุโดยตรงของโรคหรอืเป็นเชือ้ฉวยโอกาส 
ซึ่งต้องอาศัยสิง่โน้มน าอื่น เช่น การติดเชื้อไวรสั หรอืความเครยีด เชื้อวบิรโิออาจท าให้เกิดโรค
ทางเดนิอาหาร โรคทีต่ดิเชื้อทัง้ตวักุ้ง (systemic infection) หรอืโรคบรเิวณเปลอืกกุ้ง ซึง่อาจแสดง
อาการต่างๆ กนั  
 นอกจากนี้ยงัมรีายงานการตรวจพบแบคทเีรยี V. alginolyticus ในกุ้งที่ป่วยเป็นโรคใน
ประเทศต่างๆ ไดแ้ก่ ไต้หวนั อนิเดยี และเอกวาดอร์ (Lee; et al. 1996: 229-231) กุ้งทีต่ดิเชือ้
แบคทเีรยีชนิดนี้มอีาการคอื กุ้งกินอาหารลดลง เปลอืกนิ่ม อาจมดีวงขาวที่เปลอืกทัง้ส่วนหวัและ
ล าตวั ตวักุ้งอาจมสีแีดง กล้ามเนื้อตายมกัมสีขีาวขุ่น กุ้งมอีตัราการตายสูง (Esteve & Herrera. 
2000: 1-5)  
 ส าหรบัการตรวจวเิคราะหก์ารตดิเชือ้ V. alginolyticus ไดม้กีารพฒันาเทคนิคต่างๆ มาใช้
ในการตรวจ เช่น การทดสอบทางชวีเคมใีนการตรวจวิเคราะห์ และจ าแนกชนิดของ   V. 
alginolyticus  (Alsina & Blanch. 1994: 79-85) ซึง่วธินีี้เป็นวธิทีีต่้องใชบุ้คลากรทีม่ปีระสบการณ์สูง 
ใช้เวลามากในการเตรยีมตวัอย่าง และไม่สามารถตรวจการติดเชื้อในระยะแรกได้  ต่อมาจงึได้มี
ความพยายามในการใชเ้ทคนิคทางดา้นชีวโมเลกุลเพื่อตรวจหาสารพนัธุกรรมของแบคทเีรยีโดยวธิ ี
PCR ในการตรวจเชือ้ V. alginolyticus (Di-Pinto; et al. 2005: 150-153; Zhou; et al. 2007: 
1364-5072; Zhao; et al. 2011: 137-141) ท าใหก้ารตรวจการตดิเชือ้มคีวามไวสูงขึน้ และสามารถ
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ตรวจพบแบคทเีรยีที่มปีรมิาณน้อยในการตดิเชื้อระยะแรก แต่การตรวจสอบต้องใช้เครื่อง thermal 
cycler ซึง่มรีาคาแพง และใชเ้วลาค่อนขา้งนาน  
 อย่างไรก็ตามในการตรวจการติดเชื้อทัง้ไวรสั  และแบคทีเรียจ าเป็นต้องใช้เทคนิคที่
สามารถวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว ดงันัน้ในปจัจุบนัน้ีจึงมีการพฒันาเทคนิค loop mediated 
isothermal amplification (LAMP) มาใชใ้นการตรวจวเิคราะห ์มรีายงานการวจิยัก่อนหน้านี้  พบว่า
เทคนิค LAMP สามารถน ามาใช้ตรวจหาไวรสัและแบคทเีรยีก่อโรคในกุ้งและสตัว์ทะเลหลายชนิด 
อาท ิเช่น การตรวจการตดิเชือ้ Taura syndrome virus (TSV) ในกุ้ง (Sappat; et al. 2011: 141-
148), การตรวจการตดิเชือ้ white spot syndrome virus (WSSV) ในกุ้งขาว (Chou; et al. 2011: 
67-74) และ การตรวจการตดิเชือ้ Penaeus monodon nucleopolyhedrovirus (PemoNPV) ในกุ้ง
กุลาด า (Chaivisuthangkura; et al. 2009: 188-193) เป็นตน้  
 ส าหรบัการพฒันาเทคนิค LAMP ในการตรวจเชื้อ Vibrio spp. นัน้ได้มกีารน ามาใช้
ตรวจหา V. cholerae ในกุ้ง (Srisuk; et al. 2010: 36-42), การตรวจสอบเชือ้ V. parahaemolyticus 
ในอาหารทะเล (Wang; et al. 2011: 5765-5771), การตรวจหาเชือ้ V. parahaemolyticus ในกุ้งขาว 
(Prompamorn; et al. 2011: 344-351) และการตรวจหา V. vulnificus ในหอยนางรม (Surasilp; et 
al. 2011: 158-163) เป็นตน้  
 จากตัวอย่างข้างต้นจะเห็นได้ว่าเทคนิค LAMP เป็นวิธีที่ได้รบัความนิยมอย่างมาก 
เนื่องจากเป็นวธิทีี่มคีวามไว มคีวามจ าเพาะในการตรวจสอบสูง สามารถตรวจสอบการตดิเชื้อได้
ภายในระยะเวลาอนัสัน้ ท าใหส้ามารถควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อไวรสัและแบคทเีรยีได้อย่าง
รวดเร็ว ทัง้นี้การวิเคราะห์ผลผลิตที่ได้จากการท า LAMP จ าเป็นต้องใช้วิธี agarose gel 
electrophoresis และต้องมกีารใช ้ethidium bromide ซึง่เป็นสารก่อมะเรง็ ท าใหไ้ม่เหมาะสมทีจ่ะ
น าไปใชต้รวจในฟารม์กุ้ง จงึไดม้กีารพฒันาการวเิคราะห์ LAMP product ทีไ่ด ้ดว้ยวธิ ีLateral flow 
dipstick (LFD) ซึง่เป็นวธิทีีส่ะดวก งา่ย ปลอดภยั และใชเ้วลาไมน่านในการทราบผล  
 ดงันัน้งานวจิยันี้จงึได้ท าการพฒันาเทคนิค reverse transcriptase-loop mediated 
isothermal amplification (RT-LAMP) เพื่อใชใ้นการตรวจสอบหาเชือ้ IMNV ในตวัอย่างกุ้งขาว    P. 
vannamei  โดยมกีารออกแบบไพรเมอรใ์หม้คีวามจ าเพาะต่อ capsid protein gene ของ IMNV และ
พฒันาเทคนิค LAMP-LFD ในการตรวจหาเชื้อ V. alginolyticus โดยมกีารออกแบบ primers ให้มี
ความจ าเพาะต่อยนี rpoX ของ V. alginolyticus ทีส่ามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ไดอ้ย่างรวดเรว็ เป็น
การช่วยลดปญัหาการเป็นโรค การตาย และการแพรร่ะบาดของโรคกุ้งในอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้ง
กุง้ได ้ 
 
ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั 
 1.  เพื่อพฒันาเทคนิค RT-LAMP เพื่อใชใ้นการตรวจสอบเชือ้ IMNV ในกุง้ ขาว  
          2. เพื่อพฒันาเทคนิค LAMP-LFD ในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus  ในกุง้ขาว 
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ขอบเขตของกำรวิจยั 
 1. พฒันาวธิตีรวจสอบเชือ้ IMNV ในกุ้งขาว P. vannamei  โดยใชเ้ทคนิค RT-LAMP
 2. เปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ IMNV ทีไ่ดจ้ากเทคนิค RT-LAMP และ
เทคนิค RT-PCR 
 3. ศกึษาความจ าเพาะของเทคนิค RT-LAMP ในการตรวจเชือ้ IMNV 
 4. พฒันาวธิตีรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ในตวัอยา่งกุง้โดยใชเ้ทคนิค LAMP-LFD 
 5. เปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus โดยเทคนิค LAMP-LFD 
และเทคนิค PCR 
 6. ศกึษาความจ าเพาะของเทคนิค LAMP ในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus 
 

สมมติฐำนในกำรวิจยั 
 การน าเทคนิค RT-LAMP มาใช้ตรวจสอบเชื้อ IMNV และเทคนิค LAMP-LFD ในการ
ตรวจสอบเชื้อ V. alginolyticus ในตวัอย่างกุ้งขาว P. vannamei น่าจะเป็นวธิทีี่รวดเรว็ มี
ความจ าเพาะ และมคีวามไวสงูกว่าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ทัง้สอง  
 

ผลท่ีคำดว่ำจะได้รบัจำกกำรวิจยั 
1.  เทคนิค RT-LAMP ทีส่ามารถตรวจการตดิเชือ้ IMNV ได ้
2.  เทคนิค LAMP-LFD ทีส่ามารถตรวจการตดิเชือ้V. alginolyticus ได ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
กุ้งขาว (Pacific white shrimp)   
    อนุกรมวิธาน  
        Phylum       Arthropoda 
            Class          Crustacea  
               Subclass       Malacostraca  
                  Superorder      Eucarid Ecarida  
                     Order              Decapoda  
                        Section             Penaeidea  
                            Family              Penaeidae  
                               Genus               Penaeus  
                                  Species              vannamei  

 
       กุ้งขาว Penaeus vannamei หรอืทีเ่รยีกกนัว่า "กุ้งขาว หรอื กุ้งแวนนาไม" นัน้คน้พบโดย 
เบน (Boone. 1931: 173) ในปี ค.ศ. 1931 มชีื่อทางวทิยาศาสตร ์คอื Penaeus vannamei  ส่วนชื่อ
สามญัทีอ่งค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาต ิ(FAO) ใชอ้ยู่คอื white leg shrimp เป็นกุ้ง
พื้นเมอืงในทวปีอเมรกิาใต้ พบทัว่ไปบรเิวณชายฝ ัง่มหาสมุทรแปซฟิิกตะวนัออกจากตอนเหนือ   
ของประเทศเมก็ซโิกจนถงึตอนเหนือของประเทศเปรู (Holthuis. 1980: 152-271; Rosenberry. 
1998: 164) เน่ืองจากภูมภิาคในแถบน้ีทีร่ะดบัความลกึจากเสน้แนวชายฝ ัง่ลงไปประมาณ 72 เมตร 
หรอื 235 ฟุต มพีืน้ทอ้งทะเลเป็นโคลน (muddy bottom) ทีเ่หมาะสมแก่การเจรญิเตบิโต และเป็น
แหล่งอาหารทีอุ่ดมสมบรูณ์ กุง้ชนิดนี้มกีารเลีย้งกนัมากในประเทศเอกวาดอร์ เมก็ซโิก เปร ูปานามา 
ฮอนดูรสั โคลมัเบยี และบราซลิ กุ้งชนิดนี้เป็นกุ้งทีเ่ลีย้งง่าย เจรญิเตบิโตอย่างรวดเรว็ เนื่องจากพ่อ
แมพ่นัธุไ์ดร้บัการพฒันาสายพนัธุม์าเป็นเวลาชา้นาน ท าใหม้กีารน าเขา้ไปเลีย้งในหลายๆ ประเทศ               
 ทวปีเอเชยีไดม้กีารน ากุ้งขาว P. vannamei มาเลีย้งครัง้แรกในปี 1996 ทีป่ระเทศไต้หวนั 
ส่วนประเทศไทยได้มเีกษตรกรท าการลกัลอบน ากุ้งชนิดนี้จากประเทศไต้หวนัเข้ามาทดลองเลี้ยง  
ในปี 1997 แต่การทดลองเลี้ยงในครัง้นัน้ไม่ประสบผลส าเรจ็ จนกระทัง่ในปี 2002 กรมประมงได้
อนุญาตใหน้ าเขา้พ่อแม่พนัธุกุ์้งขาว P. vannamei ทีป่ลอดเชือ้ (Specific Pathogen Free; SPF) 
ตามระเบยีบของกรมประมงเขา้มาทดลองเลีย้งในประเทศไทย (มาลนิี วชิชาวุธ; และ สมยศ สทิธดิ
ชคพนัธ.์ 2548: 170-171) เนื่องจากในขณะนัน้การเลีย้งกุ้งกุลาด า (P. monodon) ในประเทศไทย
ก าลงัประสบปญัหากุง้โตชา้ท าใหเ้กษตรกรจ านวนมากขาดทุน (ชลอ ลิม้สุวรรณ; และ พรเลศิ จนัทร์
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รชัชกูล. 2547: ไมป่รากฏเลขหน้า) ในเวลาต่อมาเกษตรกรทีเ่ลีย้งกุ้งกุลาด าจงึเปลีย่นมาเลีย้งกุ้งขาว 
P. vannamei กนัมากขึน้ 
 
ลกัษณะทัว่ไป  
 ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งขาว P. vannamei คอืล าตวัมสีขีาว ม ี8 ปลอ้ง ส่วนหวัม ี1 ปลอ้ง มี
กรอียู่ในระดบัยาวประมาณ 0.8 เท่าของความยาวเปลอืก หวัสนักรสีูง ปลายกรแีคบ ส่วนของกรมีี
ลกัษณะเป็นสามเหลีย่มมสีแีดงอมน ้าตาล กรดีา้นบนม ี8 ฟนั กรดีา้นล่างม ี2 ฟนั ร่องบนกรมีองเหน็
ไดช้ดั เปลอืกหวัมสีขีาวอมชมพูถงึแดง ขาเดนิมสีขีาวเป็นลกัษณะทีโ่ดดเด่น หนวดแดงยาว 2 เสน้ 
ตาสแีดงเขม้ ส่วนตวัม ี6 ปลอ้ง เปลอืกตวับางสขีาวอมชมพูถงึแดง ขาว่ายน ้า 5 คู่ โดยทีป่ลายมสีี
แดงและขา้งในมสีขีาว ส่วนหางม ี 1 ปลอ้ง ปลายหางมสีแีดงเขม้แพนหางม ี 4 ใบและ 1 กรหีาง 
ขนาดตวัทีโ่ตสมบูรณ์เต็มทีข่องกุ้งสายพนัธุน์ี้จะมขีนาดทีเ่ลก็กว่ากุ้งกุลาด า กุ้งขาวหากนิทุกระดบั
ความลกึของน ้า ชอบว่ายล่องน ้าแก่ง ลอกคราบเรว็ ทุกๆ สปัดาหไ์ม่หมกตวั ชอบน ้ากระดา้งที่มี
ความกระดา้งรวม 120 มลิลกิรมัต่อลติร มคี่าอลัคาไลน์ในช่วง 80-150 มลิลกิรมัต่อลติร มคีวามไว
ต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะของน ้าในบ่อเลี้ยง ตื่นตกใจง่าย เป็นกุ้งที่เลี้ยงได้ทัง้ในระบบธรรมชาติ
และระบบกึ่งหนาแน่นโดยมรีะดบัน ้าประมาณ 1.0 -1.5 เมตร (ปิยะบุตร วานิชพงษ์พนัธุ์. 2545: 
121-124)  (ภาพประกอบ 1) 
 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 1 แสดงลกัษณะโดยทัว่ไปของกุง้ขาว Penaeus vannamei (ซา้ย), ภาพวาดแสดง         
      ลกัษณะภายนอก (ขวา) 
  
 ทีม่า: Rosenberry, B. (2005). World Shrimp Farming. In Shrimp News International. 
(online) 
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วงจรชีวิตและการสืบพนัธุ ์ 
 ในธรรมชาตกุิง้ขาวจะมอีายุประมาณ 36 เดอืน โดยจะวางไข่ทีร่ะดบัน ้าลกึประมาณ 30-60 
มลิลเิมตรใกลพ้ืน้ทราย ปกตแิลว้แม่กุ้งขนาด 60-120 กรมั จะวางไข่ประมาณ 150,000-250,000 
ฟอง ส่วนแม่กุ้งขนาด 30-45 กรมั จะวางไข่ประมาณไม่เกนิ 100,000 ฟอง โดยจะวางไข่ในตอน
กลางคนื แม่กุ้งจะว่ายน ้าอย่างรวดเรว็อยู่ประมาณ 45-60 วนิาท ี แล้วจงึเริม่ออกไข่ขณะที่ลด
ความเรว็ลงอยา่งชา้ๆ ปกตแิลว้การผสมพนัธุ์ของกุ้งขาวจะผสมพนัธุใ์นเวลากลางคนื หลงัจากมกีาร
ลอกคราบของตวัเมยี และผสมพนัธุก์นัทีค่วามลกึ 10-15 เมตร ถงึ 30-50 เมตร ในธรรมชาตแิม่กุ้งที่
มไีข่แก่พรอ้มที่จะวางไข่นัน้ จะสงัเกตได้จากรงัไข่เป็นล าทบึมสีเีขยีวเกือบด าอยู่บนแถบหลงัของ
ล าตวัทัง้สองขา้ง (ปิยะบุตร วานิชพงษ์พนัธุ.์ 2545: 121-124) (ภาพประกอบ 2) 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 วงจรชวีติของกุง้ขาว Penaeus vannamei 
  
 ทีม่า: Rosenberry, B. (2005). World Shrimp Farming. In Shrimp News International. 
(online) 
 
ขัน้ตอนการพฒันาของตวัอ่อน 
 ตวัอ่อนของกุ้งขาว Penaeus  vannamei จะมกีารพฒันาและการเปลีย่นแปลงไปตามช่วง
ของการลอกคราบ โดยไข่ที่ได้รบัการปฏสินธจิะมลีกัษณะกลม มเีมอืกห่อหุม้ เส้นผ่านศูนยก์ลาง
ประมาณ 0.22 มลิลเิมตร ไข่กุ้งจะฟกัเป็นตวัในบรเิวณทีว่างไข่ จากนัน้ลูกกุ้งวยัอ่อนจะเคลื่อนยา้ย
เขา้สู่บรเิวณชายฝ ัง่ในย่านน ้ากร่อย ซึง่เป็นบรเิวณทีม่อีาหารธรรมชาตสิมบูรณ์ ลูกกุ้งจะเลีย้งตวัเอง
อยู่บรเิวณนี้จนโตจนถงึขัน้พ่อแม่พนัธุ์ แล้วจงึค่อยอพยพสู่ทะเลลกึเพื่อท าการสบืพนัธุ์ และวางไข่
ต่อไป ในการพฒันาตวัอ่อนระยะของกุ้งขาว เมื่อไข่ทีไ่ดร้บัการปฏสินธแิลว้ภายใน 12-14 ชัว่โมง  ก็
จะฟกัเป็นตัวอ่อนในระยะ nauplius ส าหรบัลูกกุ้งที่ฟกัออกมาเป็นตัวน้ีจะมกีารพฒันาและ
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เปลีย่นแปลงรปูร่างไปจนกระทัง่เหมอืนตวัเตม็วยั ซึง่สามารถแบ่งออกเป็นระยะต่างๆไดด้งัต่อไปนี้ 
(ภาพประกอบ 3) 
 1. ตวัอ่อนระยะที ่1 นอเพยีส (nauplius) มรีูปร่างคล้ายแมงมุม ยงัไม่ต้องการอาหาร 
เนื่องจากมถุีงอาหาร (yolk sac) ตดิอยู่กบัล าตวั ตวัอ่อนในระยะนี้จะผ่านการลอกคราบ 5-6 ครัง้ 
ภายในเวลา 36-48 ชัว่โมง ก่อนจะเขา้สู่ระะยะที ่2 
 2. ตวัอ่อนระยะที ่2 โปรโตซเูอยี (protozoea) ตวัอ่อนระยะนี้จะมลี าตวัยาวขึน้ ส่วนหวัและ
ล าตวัจะแยกจากกนัอย่างเหน็ได้ชดัเจน ระยะนี้มกีารเปลี่ยนแปลงรูปร่าง 3 ขัน้ตอน ใชร้ะยะเวลา
ประมาณ 4-7 วนั 
 3. ตวัอ่อนระยะที ่3 ไมซสี (mysis) ลูกกุ้งระยะนี้จะมลีกัษณะคลา้ยลูกกุ้งวยัรุ่น แต่ยงัว่าย
น ้าแบบหวัทิม่ลงและดดีขึน้ลง พฒันาการของลกูกุง้ระยะนี้ม ี3 ขัน้ตอน ใชเ้วลาประมาณ 5-7 วนั 
 4. ตวัอ่อนระยะที ่4 โพสลาวา (post larva) ลูกกุ้งระยะนี้มลีกัษณะใกลเ้คยีงกบัลูกกุ้งวยัรุ่น
มากขึน้ มอีวยัวะต่างๆ เกอืบครบทุกส่วน และพฒันาการไปเรื่อยๆ จนเขา้สู่ระยะกุ้งวยัรุ่น ลูกกุ้งใน
ระยะโพสลาวา (post larva) นี้จะมขีาเดนิ 3 คู่ คู่แรกมองเหน็เป็นก้ามชดัเจน หางแคบเขา้เป็นระยะ
ทีม่รีะยางคค์รบ มขีากรรไกร (mandible) ทีช่ดัเจน ขาว่ายน ้าเจรญิใหเ้หน็ชดัเจนขึน้ กรมีขีนาดสัน้
กว่าดวงตา ระยะระหว่างตากางออกมองเหน็ไดช้ดัเจน ลกัษณะล าตวัสัน้มลีกัษณะใส มเีสน้สนี ้าตาล
พาดยาวจากบรเิวณหนวดถงึหาง โดยปลอ้งทอ้งปลอ้งที่ 6 จะยาวกว่าปลอ้งหวัเลก็น้อย ในระยะกุ้ง
วยัรุน่ (juvenille) ลกูกุง้จะมขีนาดตวัโตขึน้ โดยมกีารเจรญิของเหงอืกทีส่มบูรณ์ กุ้งในระยะนี้จะมกีาร
พฒันาของกรอียา่งเตม็ที ่มองเหน็กรดีา้นบนม ี8-9 ฟนั และกรดีา้นล่างม ี1-2 ฟนั ความยาวกรจีะสัน้
กว่า exopodite ของหนวด ปลายกรเีรยีวตรง การเคลื่อนไหวจะคลา้ยกบักุ้งทีโ่ตเตม็ทีแ่ลว้ คอื ใชข้า
เดนิและขาว่ายน ้า (ปิยะบุตร วานิชพงษ์พนัธุ.์ 2545: 121-124) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 3 แสดงกุง้วยัอ่อนของกุง้ขาวในระยะต่างๆ 
  
 ทีม่า: ทนิรตัน์ ศรสีุวรรณ์. (2551).  คู่มอืการตรวจและวนิิจฉัยโรคในกุ้งทะเล. ในวารสาร
สถาบนัสุขภาพสตัวแ์ห่งชาต.ิ หน้า 81-126. 
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โรคในกุ้งขาว  
 โรคทีเ่กดิกบักุ้งขาวเป็นผลของความสมัพนัธร์ะหว่างกุ้ง สภาพแวดลอ้ม และเชื้อก่อโรค
ชนิดต่างๆ ดงันัน้เมือ่ปจัจยัใดปจัจยัหน่ึงมอีทิธพิลเพิม่มากขึน้ เช่น ความรุนแรงของเชือ้ก่อโรค การ
ปรากฏของเชื้อก่อโรคหลายๆ ชนิด สภาพแวดล้อมในการเลี้ยง หรอืภาวะทางโภชนาการที่ไม่
เหมาะสม ส่งผลท าใหก้ารก่อโรคหรอืความรุนแรงของโรคขยายเพิม่มากขึน้ตามไปดว้ย (Snieszko. 
1973: 201-220) 
  โรคทีเ่กดิกบักุ้งขาวทีท่ าการเพาะเลีย้งแบ่งเป็น 2 ประเภทคอื 1) โรคไม่ตดิเชือ้ และ 2) 
โรคตดิเชื้อ ส าหรบัโรคไม่ตดิเชื้อที่เกดิขึน้กบักุ้งมกัมสีาเหตุมาจากภาวะแวดล้อมในบ่อเลี้ยงที่ไม่
เหมาะสม เช่น อุณหภูมขิองน ้า ความเคม็ ปรมิาณออกซเิจน ภาวะทางโภชนาการ สารพษิ และ
ความเครยีด (Bachere. 2000: 3-11) ส่วนโรคตดิเชือ้นัน้เป็นสาเหตุหลกัส าคญั ซึง่ส่งผลกระทบต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งเป็นอย่างมาก  โรคตดิเชือ้ในกุ้งที่ส าคญัมกัเกดิจากการตดิเชือ้ไวรสั 
แบคทเีรยี รา โปรโตซวั และพยาธ ิ ซึง่การตดิเชื้อไวรสั และแบคทเีรยีไดส้รา้งความเสยีหายแก่
อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้งทัง้ในประเทศไทย และประเทศอื่นๆ อย่างรุนแรง (Flegel; et al. 
1992: 57-112)  
  
เช้ือไวรสัส าคญัท่ีก่อโรคในกุ้ง ไดแ้ก่ 
 1. Taura syndrome virus (TSV) พบครัง้แรกในปี 1991 ในฟารม์เลีย้งกุ้งขาวใกลก้บั
แม่น ้าทอร่า ในประเทศเอกวาดอร์ ไวรสัชนิดนี้ท าให้เกิดกุ้งมอีตัราการตายสูงถึง 75 - 80% 
ก่อให้เกดิความเสยีหายทางเศรษฐกจิอย่างรุนแรง สรา้งความเสยีหายให้กุ้งขาวในทวปีอเมรกิาใต้
กว่า 100 ลา้นเหรยีญดอลล่ารส์หรฐัฯ (Lightner; et al. 1995: 1-12) ในปี 2003 ไดพ้บการระบาด
ของโรคนี้เป็นครัง้แรกในกุ้งขาวทีเ่ลีย้งในภาคกลางของประเทศไทย ต่อมาในช่วงต้นปี 2004 มกีาร
ตรวจพบโรคนี้ในกุ้งกุลาด า นอกจากนี้มรีายงานการตรวจพบเชือ้นี้ในกุ้งชนิดอื่นได้ดว้ย เช่น  P. 
stylirostris, P. setiferus, P. schmitti, P. merguiensis (กุ้งแชบ๊วย), P. monodon (กุ้งกุลาด า) ดว้ย
เหตุทีน่ี้มคีวามรา้ยแรงและแพรร่ะบาดอยา่งรวดเรว็  โรคนี้มกัเกดิในกุ้งขาววยัอ่อนและกุ้งวยัรุ่นในกุ้ง
ที่มอีายุ 14-40 วนัหลงัจากปล่อยเลี้ยง กุ้งป่วยบรเิวณหางมสีแีดงชดัเจน ถ้าเป็นมากล าตวัมสีแีดง  
เปลอืกนิ่ม  เซื่องซมึ  กุ้งจะตายมากในช่วงลอกคราบ โดยมอีตัราการตาย 40-90% ถ้ากุ้งรอดตาย
จากการตดิเชือ้จะปรากฎรอยแผลสดี าทีเ่ปลอืก (ทนิรตัน์ ศรสีุวรรณ์. 2551: 81-126) 
 2. Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) เป็นไวรสั
ส าคญัอกีตวัหนึ่งในกุ้งขาว พบครัง้แรกที่เกาะฮาวาย ประเทศสหรฐัอเมรกิา ในปี 1981 โดยการ
ระบาดครัง้นัน้ท าใหกุ้้งตายมากกว่า 90% (Lightner; et al. 1992: 97-105 ) พบการระบาดของโรคนี้
ในไทยเป็นครัง้แรกในปี 2003 (ชลอ ลิม้สุวรรณ; และพรเลศิ จนัทรร์ชัชกูล. 2547: ไม่ปรากฏเลข
หน้า) โรคนี้ท าให้กุ้งขาวมีอัตราการตายสูงภายในเวลารวดเร็ว ก่อให้เกิดผลเสียหายรุนแรง
เช่นเดียวกับในกุ้งกุลาด า ไวรัสนี้ท าให้การเจริญเติบโตของกุ้งหยุดชะงัก ส่งผลให้อัตราการ
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เจรญิเตบิโตของกุง้ลดลง ท าใหกุ้ง้มอีตัราการเจรญิเตบิโตทีแ่ตกต่างกนัอย่างเหน็ไดช้ดั แตกไซส ์ผดิ
ขนาด และคดัแยกไซสล์ าบาก ท าใหข้ายไมไ่ดร้าคา (Mari; et al. 1993:  2637-2643)   
 3. White spot syndrome virus (WSSV) โรคนี้ท าใหเ้กดิความเสยีหายทางเศรษฐกจิ
มากถงึหนึ่งหมื่นลา้นดอลล่ารส์หรฐัฯ นับตัง้แต่ปี 1993 เป็นต้นมา สามารถพบได้แทบทุกภูมภิาค 
และในหลายประเทศ รวมถงึประเทศไทยกพ็บโรคนี้เช่นกนั (Wang; et al. 2000: 91-104) ก่อใหเ้กดิ
โรคดวงขาว ซึ่งเป็นโรคทีส่ าคญัที่สุดในกุ้งขาว กุ้งที่ตดิเชื้อโรคนี้พบลกัษณะอาการคอื ล าตวักุ้งมสีี
แดง มดีวงขาวบรเิวณผวิใตเ้ปลอืกขนาด 1-2 มลิลเิมตร บรเิวณส่วนหวัและล าตวักุ้ง มอีตัราการตาย
สงูมากถงึ 40-100% ภายใน 5-10 วนั (Lightner. 1999: 27-52) 
 4. Yellow head virus (YHV) เป็นโรคส าคญัของกุ้งขาวในประเทศไทย นอกจากนี้ยงัพบ
ไดใ้นหลายประเทศในเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้เอเชยีตะวนัออก อนิโดแปซฟิิก และออสเตรเลยี เป็น
โรคที่มผีลกระทบต่อการค้ากุ้งและการขนยา้ยกุ้งระหว่างประเทศ โรคนี้ท าให้เกิดการตายในกุ้ง
รนุแรงและเฉียบพลนั โดยประมาณกนัว่าท าใหเ้กดิความสูญเสยีทางเศรษฐกจิมากถงึ 500 ลา้นดอล
ล่ารส์หรฐั พบครัง้แรกที่ประเทศไทย ในราวปี 1991 หลงัจากนัน้ก็พบในอกีหลายประเทศในทวปี
เอเชยี ก่อใหเ้กดิโรคหวัเหลอืง ท าใหเ้กดิการตายในกุ้งอย่างรุนแรง กุ้งตดิเชือ้ทีม่อีาการคอื ล าตวักุ้ง
สซีดี เหงอืก ตบัและตบัอ่อนมสีเีหลอืงเหน็ชดัเจน กุ้งกนิอาหารเพิม่มากผดิปกต ิจากนัน้จะเริม่กนิ
ลดลง กุง้เริม่แสดงอาการหวัเหลอืง และตายเรว็มากภายใน 3-5 วนั (ทนิรตัน์ ศรสีุวรรณ์. 2551: 81-
126) 
 5. Infectious myonecrosis virus (IMNV) ก่อใหเ้กดิโรค Infectious myonecrosis 
(IMN) พบครัง้แรกทีป่ระเทศบราซลิในฟารม์เลี้ยงกุ้งขาว ก่อใหเ้กดิความเสยีหายทางเศรษฐกจิต่อ
อุตสาหกรรมการเลีย้งกุ้งของประเทศบราซลิเป็นอย่างมาก ทวปีเอเชยีพบครัง้แรกในปี 2006 ใน
ฟารม์เลีย้งกุง้ขาวทีป่ระเทศอนิโดนีเซยี ซึง่กท็ าใหเ้กดิความเสยีหายมากเช่นกนั ไวรสันี้ในธรรมชาติ
สามารถพบไดใ้นกุ้งขาว Penaeus vannamei  แต่มรีายงานการวจิยัพบว่าเชือ้ไวรสันี้สามารถก่อ 
โรคไดใ้นกุ้งสปีชสีอ์ื่นๆ ไดแ้ก่ L. stylirostris, P. monodon และFarfantepenaeus subtilis  (Tang et 
al., 2005: 261-265) อาการโรคนี้เป็นโรคทีค่่อยๆ แสดงอาการทลีะน้อย มอีตัราการตายต ่า แต่อตัรา
การตายสะสมเมือ่จบักุง้อาจสงูถงึ 70 % กุง้จะเริม่แสดงอาการหลงัตดิเชือ้ประมาณ 7 วนั และอาการ
จะคงอยู่ตลอดช่วงการเลี้ยง อาการทีส่ าคญั คอื กลา้มเนื้อโดยเฉพาะทีบ่รเิวณส่วนทอ้งและหางมสีี
ขาว สามารถมองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า คอื กลา้มเนื้อโดยเฉพาะทีส่่วนทอ้งและหางมสีขีาวขุ่น (white 
และ opaque appearance) เมื่อตรวจทางจุลพยาธวิทิยา พบว่าเกดิจากการตายของกลา้มเนื้อลาย 
(focal ถงึ extensive coagulative hyaline myonecrosis) ร่วมกบัการตดิสแีดงมากขึน้ (increased 
eosinophilia) และการแตกหกัของเส้นใยกล้ามเนื้อ (fragmentation of muscle fibers) และ 
การบวมน ้า (edema) และทีอ่วยัวะลมิฟอยดย์งัพบ lymphoid organ (Poulos; & Lightner. 2006: 
69-72) 
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Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) 
 Infectious myonecrosis virus (IMNV) เป็นไวรสัที่ก่อใหเ้กดิโรค Infectious myonecrosis 
(IMN) พบไวรสันี้ครัง้แรกในฟารม์เพาะเลีย้งกุ้งขาว P. vannamei ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ
ประเทศบราซลิ ในปี 2002 (Lightner; et al. 2004: 85) ต่อมาในปี 2006  มรีายงานการเกดิโรค 
IMN ในกุ้งขาว P. vannamei ที่ประเทศอินโดนีเซยี ซึ่งไวรสัชนิดนี้ได้สร้างความเสยีหายต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งของอินโดนีเซยีเป็นอย่างมาก จากรายงานการวจิยัพบว่า เมื่อท า 
genome sequencing ของเชือ้ IMNV ทีท่ าใหเ้กดิโรคในกุ้งที่ประเทศอนิโดนีเซยีเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ 
IMNV ทีพ่บในประเทศบราซลิ พบว่ามคีวามคลา้ยคลงึกนัถงึ 99.6% ซึง่ก่อนหน้านี้ไม่เคยมรีายงาน
การระบาดในประเทศแถบเอเชยีมาก่อน จงึสณันิษฐานว่าการตดิเชือ้  IMNV ในประเทศอนิโดนีเซยี
นัน้ น่าจะเกดิจากการน าเขา้พ่อแม่พนัธุกุ์้งทีต่ดิเชือ้ IMNV จากประเทศบราซลิ (Senapin; et al. 
2007: 32-38)  Infectious myonecrosis virus (IMNV) จดัเป็น non-enveloped virus และม ีcapsid 
แบบ icosahedral (ภาพประกอบ 4) มเีสน้ผ่านศูนยก์ลางขนาด 40 นาโนเมตร มสีารพนัธุกรรมเป็น 
double-stranded RNA (dsRNA) ขนาดจโีนม 7560 bp (GenBank AY570982) จดัอยู่ในกลุ่ม 
Totivirus อยูใ่กลก้บัสกุล Giardiavirus (Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) 
 

 
 
ภาพประกอบ 4 แสดงลกัษณะอนุภาคของเชือ้ IMNV ผ่านกลอ้งจลุทรรศน์อเิลคตรอน 
      (หน่วยวดั, 100 นาโนเมตร)  
  
 ทีม่า : Poulos, B.T.; & Lightner, D.V. (2006). Detection of infectious myonecrosis 
virus (IMNV) of penaeid shrimp by reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT- 
PCR).   Disease of Aquatic Organisms. 73:  69-72. 
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จีโนมของ IMNV 
 เชือ้ IMNV มสีารพนัธุกรรมเป็น double-stranded RNA (dsRNA) มขีนาดจโีนม 7560 
bp ประกอบดว้ย 2 open reading frames (ORFs)  ทีไ่ม่ซอ้นทบักนั คอื ORF1 อยู่ทางดา้นปลาย 
5’ ที่เบสต าแหน่ง 136-4953 ซึ่งเป็นรหสัส าหรบัการแสดงออกของ RNA-binding protein และ 
capsid protein  โดย RNA-binding protein จะอยู่ครึง่แรกของ ORF1 และ capsid protein จะอยู่
ครึง่หลงัของ ORF1 โดยเริม่ทีต่ าแหน่งเบส 2248-4953 ส่วน ORF2 อยู่ทางดา้นปลาย 3’ ทีต่ าแหน่ง
เบส 5241-7451 ซึง่เป็นรหสัส าหรบัการแสดงออกของ RNA dependent RNA polymerase (RdRp) 
(Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) (ภาพประกอบ 5)  
 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงจโีนมของ IMNV 
 
 ทีม่า: Poulos; et al. (2006).  Purification and characterization of infectious 
myonecrosis virus of penaeid  shrimp. Journal of General Virology. 87: 987-996. 
 
. 
อาการของกุ้งท่ีติดเช้ือ IMNV 
 กุ้งทีต่ดิเชือ้ IMNV กลา้มเนื้อจะมลีกัษณะสขีาวขุ่นบรเิวณปลอ้งสุดทา้ยของล าตวัทีต่ดิกบั
แพนหาง เซลลก์ลา้มเนื้อเกดิการตาย (necrosis) และอาจพบกุ้งบางตวัมลีกัษณะของกลา้มเนื้อเป็น
สสีม้คลา้ยกุ้งต้ม (ภาพประกอบ 6 และ 7) กุ้งทีต่ดิเชือ้จะมอีตัราการตายไม่สูงมาก แต่จะทยอยตาย
เรื่อยๆตดิต่อกนัเป็นเวลาหลายวนั อาจมกีารตายสะสมมากถงึ 70% (Lightner; et al. 2004: 85 ; 
Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) ส าหรบัอาการป่วยและอตัราการตายของกุ้งทีต่ดิเชื้อ IMNV 
ค่อนข้างรวดเรว็หากมปีจัจยัอื่นที่ท าให้กุ้งเกิดมคีวามเครยีดร่วมด้วย เช่น การเปลี่ยแปลงของ 
อุณหภมูแิละความเคม็ และการไดร้บัอาหารทีคุ่ณภาพต ่า  เป็นตน้ 
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ภาพประกอบ 6 (A) และ (B) กุง้ขาวตดิเชือ้ IMNV แสดงกลา้มเนื้อมลีกัษณะสขีาวขุ่น 
  
 ทีม่า: ชยัวุฒ ิ สุดทองคง. (2550). โรคกลา้มเนื้อตายจากการตดิเชือ้ IMNV. ในวารสาร
ศูนยว์จิยัและพฒันาประมงชายฝ ัง่สมทุรสาคร. หน้า 1-5.  
 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 7 (A) และ (B) กุง้ขาวทีม่กีารตดิเชือ้ IMNV กลา้มเนื้อส่วนหางเป็นสขีาวขุน่และ 
      เปลีย่นเป็นสสีม้คลา้ยกุ้งตม้สุก (ลกูศรชี)้ 
  
 ทีม่า: ชยัวุฒ ิ สุดทองคง. (2550). โรคกลา้มเนื้อตายจากการตดิเชือ้ IMNV. ในวารสาร
ศูนยว์จิยัและพฒันาประมงชายฝ ัง่สมทุรสาคร.  หน้า 1-5.  
 
 
พยาธิสภาพของกุ้งท่ีติดเช้ือ IMNV 
 จากการตรวจสอบเนื้อเยื่อกล้ามเนื้อของกุ้งที่ติดเชื้อ IMNV โดยการย้อมด้วยส ี
hematoxylin และ eosin พบการตายของเซลลก์ลา้มเนื้อ (myonecrosis) โดยเฉพาะบรเิวณเสน้ใย

B 

A B 

A 
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กลา้มเนื้อลาย (striated muscle fibers) (ภาพประกอบ 8) ซึง่เป็นลกัษณะการตายทีเ่กดิจากการขาด
เลอืด (coagulative necrosis) รปูร่างและโครงสรา้งเซลลย์งัคงเดมิแต่นิวเคลยีสหายไป บางครัง้มี
การบวมน ้า (edema) แทรกระหว่างเส้นใยกล้ามเนื้อ กุ้งที่มอีาการรุนแรงจะพบการตายของ
กลา้มเนื้อทีร่นุแรงขึน้ กลา้มเนื้อจะมลีกัษณะคลา้ยของเหลว (liquefactive necrosis) ไม่มรีปูร่างเดมิ
ของเซลล์เหลอือยู่เลย ถ้าโรคมกีารพฒันาต่อไปเมด็เลอืดที่บรเิวณเส้นใยกล้ามเนื้อที่อกัเสบจะถูก
แทนทีด่ว้ย fibrocyte (เป็นเซลลท์ีจ่ าเป็นต่อการชดเชยเซลลท์ีต่ายไป) และเนื้อเยื่อเกี่ยวพนัจะมเีมด็
เลอืดแทรกระหว่างเสน้ใยกลา้มเนื้อทีส่รา้งขึน้มาใหม่ (Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) 
 
 
 
  
 

 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 8 แสดงลกัษณะการตายของกลา้มเนื้อทีต่ดิเชือ้ IMNV หลงัการยอ้มเนื้อเยือ่กลา้มเนื้อ    
      ดว้ยส ีhematoxylin และ eosin (H&E); (ก) เนื้อเยือ่ของกุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV เกดิการรวมกลุ่มกนั
 ของกลา้มเนื้อทีต่ายในลกัษณะcoagulative necrosis ของกลา้มเนื้อล าตวั รวมถงึ haemocytic 
 infiltration และ fibrosis (มุมบนดา้นขวาคอืกลา้มเนื้อปกต)ิ (หน่วยวดั, 50 ไมโครเมตร);  
 (ข) พบ basophilic inclusion รอบๆ นิวเคลยีสของกลา้มเนื้อลาย (หน่วยวดั, 20 ไมโครเมตร)  
  
 ทีม่า: Poulos; et al. (2006).  Purification and characterization of infectious 
myonecrosis virus of penaeid  shrimp. Journal of General Virology. 87: 987-996. 
 
 
 อาการทีเ่ด่นชดัอกีอย่างหนึ่งของกุ้งทีต่ดิเชือ้ IMNV คอืต่อมน ้าเหลอืง (lymphoid organ) 
จะมขีนาดใหญ่กว่ากุ้งปกติ 3-4 เท่า ลกัษณะของ lymphoid ที่ขยายใหญ่ขึน้ (hypertrophy) 
เนื่องจากมกีารสะสมของ lymphoid organ spheroids (LOS) ซึง่จะพบในกุ้งทีต่ดิเชือ้ IMNV ทัง้
ระยะเฉียบพลนัและเรือ้รงั นอกจากนี้บ่อยครัง้ทีพ่บการสะสมของ LOS ในอวยัวะอื่นทีไ่ม่ไดอ้ยู่ใกล้ 

A B 
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lymphoid เช่น เหงอืก หวัใจ รวมทัง้เสน้ประสาทดา้นทอ้ง (ventral nerve cord) (Lightner; et al. 
2004: 85; Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) 
 
การตรวจการติดเช้ือ IMNV 
 ในการตรวจการตดิเชือ้ IMNV ในกุ้งอาจใช้การตรวจวนิิจฉัยเบือ้งต้น โดยดูดว้ยตาเปล่า 
สงัเกตอาการ และพฤตกิรรมทีเ่ปลี่ยนแปลงไป รวมถงึอตัราการตายของกุ้ง แต่การตรวจวนิิจฉัย
เบือ้งต้นมโีอกาสผดิพลาดสูงเนื่องจากอาการของกลา้มเนื้อขาวขุ่นนัน้เกดิไดจ้ากหลายสาเหตุ  เช่น 
ความเครยีด การขาดออกซเิจน อุณหภูมแิละความเคม็ของน ้าทีม่กีารเปลีย่นแปลงอย่างกะทนัหนั 
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม การติดเชื้อปรสติพวก Microsporidian การติดเชื้อ Penaeus 
vannamei nodavirus (PvNV) หรอือาจเกิดจากการติดเชื้อแบคทเีรยีกลุ่ม Vibrio sp. และ 
Aeromonas sp. เป็นตน้  (ชยัวุฒ ิสุดคงทอง; และ ธดิาพร ฉวภีกัดิ.์ 2550: 6-7)  
 ดงันัน้จงึควรใชว้ธิกีารตรวจทีแ่น่นอนและมคีวามถูกต้องมากกว่า เพื่อจะไดว้เิคราะหผ์ลไม่
ผิดพลาด อาจใช้การตรวจทางพยาธิวิทยาด้วยวิธี immunohistochemistry โดยการย้อมสีด้วย 
hematoxylin และ eosin ซึง่วธินีี้กส็ามารถตรวจการตดิเชือ้ IMNV ไดถู้กต้อง แต่มขีอ้เสยีคอื ต้องใช้
เวลานานในการเตรยีมเนื้อเยือ่กุง้ และไมส่ามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ในระยะแรกได ้ดงันัน้จงึมกีาร
พฒันาน าเทคนิคทางอณูชวีโมเลกุลมาใช้ในการตรวจการติดเชื้อ IMNV ซึ่งจะให้ผลการตรวจที่มี
ความถูกตอ้ง แมน่ย า และใชเ้วลาในการตรวจน้อยกว่าวธิอีื่นๆ  
 แทงค ์และคนอื่นๆ (Tang; et al. 2005: 11-21) ไดน้ าเทคนิค in situ hybridization (ISH) 
มาใชต้รวจหาเชือ้ IMNV ในกุ้งขาว โดยมกีารออกแบบ DNA probe ที่จ าเพาะต่อเชื้อ IMNV คอื 
IMNV-317 ทีม่กีารตดิฉลากดว้ย digoxigenin 11-dUTP (digoxigenin-labelled IMNV probe) พบว่า
ในเนื้อเยือ่ของกลา้มเนื้อทีบ่รเิวณตบั, ตบัอ่อน (hepatopancreas) และหวัใจ มปีฏกิริยิา ISH เกดิขึน้ 
ท าให้เกดิเป็นตะกอนสดี าซึ่งเกดิจากการจบักนัของ probe และเชือ้ IMNV ทีบ่รเิวณเนื้อเยื่อของ
อวยัวะต่างๆ เทคนิคนี้มคีวามแม่นย าสูง แต่มีความไวต ่า ขัน้ตอนการท าที่ยุ่งยากและค่อนข้างใช้
เวลานาน (ภาพประกอบ 9) 
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ภาพประกอบ 9 การใชเ้ทคนิค in situ hybridization ในการตรวจหาเชือ้ IMNV ในกลา้มเนื้อลายของ 
      กุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV โดยใช ้digoxigenin-labeled IMNV probe ซึง่บรเิวณที ่probe จบัจะเหน็   
      เป็นตะกอนสดี า (หน่วยวดั, 50 ไมโครเมตร) 
  
 ทีม่า: Poulos; et al. (2006).  Purification and characterization of infectious 
myonecrosis virus of penaeid  shrimp. Journal of General Virology. 87: 987-996. 
  
 พอลล ์และไลน์เนอร ์(Poulos; & Lightner. 2006: 69-72) ไดพ้ฒันาการตรวจเชือ้ IMNV 
โดยใช้เทคนิค RT-PCR และ nested RT-PCR ออกแบบไพรเมอร์ที่มคีวามจ าเพาะต่อ RNA 
dependent RNA polymerase (RdRp) gene โดยใชไ้พรเมอร ์2 คู่ทีจ่ าเพาะต่อ IMNV มาท า PCR 
2 รอบ  ในปฏกิริยิา PCR รอบแรก (1° PCR) มกีารออกแบบไพรเมอรใ์หไ้ด ้PCR product ขนาด 
328 bp จากนัน้น า PCR product ของ 1° PCR มาท าเป็น template เพื่อท าปฏกิริยิา PCR รอบที่
สอง (2° PCR) และออกแบบไพรเมอรใ์หไ้ด้ PCR product ขนาด 139 bp จากผลการทดลองพบว่า 
ในปฏกิริยิา 1° PCR สามารถตรวจการหาเชือ้ IMNV ไดเ้มื่อมปีรมิาณ RNA 100 copies number 
ส่วนปฏกิริยิา 2° PCR สามารถตรวจหาเชือ้ไดเ้มื่อมปีรมิาณ RNA 10 copies number แสดงว่า
เทคนิคนี้มคีวามรวดเรว็ และมคีวามไวในการตรวจสอบสงู 
 ต่อมา แอนเดรล และคนอื่นๆ (Andrade; et al. 2007: 9-15) ไดพ้ฒันาการตรวจการตดิ
เชือ้ IMNV ในกุ้งขาว ดว้ยเทคนิค real-time reverse transcription polymerase chain reaction 
(real-time RT-PCR) เทคนิคนี้อาศยัหลกัการของ PCR ในการเพิม่ปรมิาณยนีเป้าหมาย โดยใช ้
TaqMan probe ในการวเิคราะหห์าปรมิาณ PCR product ในแต่ละรอบของปฏกิริยิา PCR จากการ
ทดลองพบว่าเทคนิค real-time PCR สามารถตรวจหาเชือ้ IMNV ไดเ้มื่อมปีรมิาณของไวรสั 1500 
copies number ขึน้ไป ในขณะทีเ่ทคนิค nested RT-PCR สามารถตรวจการตดิเชือ้ IMNV ไดเ้มื่อมี
ปรมิาณไวรสัเพยีง 10 copies number  
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 เทสซริา-โลเปซ และคนอื่นๆ (Teixeira-Lopes; et al. 2011: 212-216) ไดท้ าการศกึษากุ้ง
ขาว P. vannamei  ในฟาร์มเพาะเลี้ยงกุ้งของประเทศบราซลิ โดยใช้เทคนิค RT-PCR และ 
quantitative real time PCR เพื่อตรวจหาเชื้อ Infectious hypodermal and hematopoietic 
necrosis virus (IHHNV) และ  Infectious myonecrosis virus (IMNV) ซึง่ไวรสัทัง้สองชนิดนี้ได้
ก่อใหเ้กดิความเสยีหายมากต่ออุตสาหกรรมการเลีย้งกุ้งของประเทศบราซลิ  จากการทดลองพบว่า 
ตวัอย่างกุ้งขาวที่น ามาตรวจใช้ตรวจการตดิเชื้อทัง้ IHHNV และ IMNV ให้ผลบวกในทุกตวัย่าง 
แสดงว่า กุง้ทีน่ ามาทดลองมกีารตดิเชือ้ทัง้ IHHNV และ IMNV รว่มกนั 
 พุทธวบิูลย ์และคนอื่นๆ (Puthawibool; et al. 2009: 27-31) ไดม้กีารพฒันาการตรวจการ
ตดิเชือ้ IMNV โดยใชเ้ทคนิค reverse-transcriptase loop mediated isothermal amplification (RT-
LAMP) มกีารออกแบบไพรเมอรท์ีม่คีวามจ าเพาะต่อ RNA dependent RNA polymerase (RdRp) 
gene ของ IMNV จากรายงานการวจิยัพบว่าเทคนิค RT-LAMP นี้สามารถตรวจการตดิเชือ้ IMNV 
ในกุ้งได ้แมว้่าจะมปีรมิาณของไวรสัเพยีง 2 copies number เท่านัน้ อกีทัง้เทคนิคยงัใชเ้วลาในการ
ตรวจการตดิเชือ้น้อยกว่าเทคนิค in situ hybridization, RT-PCR และ real-time PCR  
 นอกจากไวรสัจะก่อใหเ้กดิโรคในกุ้งขาวแลว้ ยงัพบว่าแบคทเีรยีกส็ามารถท าใหเ้กดิโรคใน
กุ้งขาวไดเ้ช่นกนั โดยเฉพาะกลุ่มแบคทเีรยีในสกุล Vibrio เช่น V. cholerae, V. alginolyticus, V. 
vulnificus, V. parahaemolyticus เป็นต้น ล้วนเป็นสาเหตุส าคญัที่ก่อให้เกิดโรควบิรโิอซีส 
(Vibriosis) ทัง้สิน้  
 
เช้ือแบคทีเรียท่ีก่อโรคในกุ้งขาว ไดแ้ก่ 
 1. Vibrio parahaemolyticus มรีปูร่างป็นท่อน (rod) หรอืโคง้ (curve) มขีนาดความ
กวา้ง 0.4-0.5 และความยาว 1-3 ไมโครเมตร จดัอยู่ในกลุ่ม facultavive anaerobe เป็นแบคทเีรยีที่
ชอบเกลอื (halophilic bacteria) เจรญิไดใ้นอาหารทีม่เีกลอื (NaCl) 1-8 % เจรญิไดด้ใีนช่วงค่า pH 
7.6- 9 เป็นเชือ้ทีไ่ม่ทนความรอ้นสามารถท าลายไดด้้วยการพาสเจอไรซ ์(pasteurization) และถูก
ท าลายไดด้ว้ยกรดทีม่คี่า pH ต ่ากว่า 4.5 สามารถพบเชือ้ไดท้ัว่ไปตามแนวชายฝ ัง่ทะเล ในตะกอน
ดนิ และในน ้าทะเล และสตัวท์ะเล เช่น กุ้ง หอย ป ูเป็นต้น V. parahaemolyticus ท าใหกุ้้งขาว P. 
vannamei มอีาการ คอืกนิอาหารไดน้้อยลง ตบั และตบัอ่อนผดิปกต ิสเีนื้อจะขุน่ ล าตวัสกปรก และมี
ตะกอนเกาะตามผวิ เมื่อน าตบัและตบัอ่อนมาท าการเพาะเชือ้จะพบเชือ้เป็นจ านวนมาก หากปล่อย
ไวน้านอาการจะรนุแรงและกุง้อาจตายได ้(Robert-Pillot; et al. 2010: 190-197). 
 2. Vibrio harveyi  มลีกัษณะเป็นท่อน สามารถเจรญิไดด้ใีนช่วง pH 6-9 และเจรญิเตบิโต
ไดด้ทีีอุ่ณหภูม ิ20- 50 °C เป็นแบคทเีรยีทีช่อบเกลอื (halophilic bacteria) เจรญิในอาหารทีม่เีกลอื 
(NaCl) 1.6 % สามารถพบเชือ้แบคทเีรยีนี้ปะปนอยู่ในน ้าทะเล ปากแม่น ้า ชายฝ ัง่ ดนิตะกอน และ
สตัวท์ะเล  เชือ้ V. harveyi  สามารถก่อใหเ้กดิโรคในกุ้งขาวได ้ถ้ามเีชือ้อยู่ในปรมิาณทีม่าก กุ้งทีต่ดิ
เชือ้นี้จะมอีาการ ลอยตามขอบบ่อ ไม่กนิอาหาร สลี าตวัจะขุ่น ซีเ่หงอืกมสีดี า ตบัอกัเสบ ตบัอ่อนสี

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/facultavive%20anaerobe
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/1377/halophilic%20bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/1464/เกลือ
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/428/pasteurization
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/1377/halophilic%20bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/1464/เกลือ
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ซดีลง อาจท าใหกุ้ง้เกดิโรคเรอืงแสงในเวลากลางคนื โดยจะเหน็กุ้งเกดิการเรอืงแสงมแีสงสเีขยีวลอย
ขึน้ลงตามการเคลื่อนไหวของน ้า ซึง่อาจเป็นกุ้งทีต่ายหรอืใกล้ตาย โรคนี้สรา้งความเสยีหายอย่าง
มากต่อโรงเพาะฟกั และบ่อดนิ (Thaithongnum; et al. 2006: 1-9)   
 3. Vibrio vulnificus  มรีปูร่างเป็นท่อน เป็นแบคทเีรยีทีช่อบเกลอื (halophilic bacteria) 
เจรญิไดด้ใีนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่เีกลอื (NaCl) 1-2 % และเจรญิไดด้ทีี่อุณหภูม ิ30-35 °C  สามารถ
พบเชือ้ไดท้ัว่ไปในทะเล บรเิวณปากแม่น ้า และในสตัวน์ ้า ทีม่เีปลอืกแขง็ เช่น กุ้ง หอย และป ู เชือ้ 
V. vulnificus เป็นสาเหตุท าใหเ้กดิโรคเสีย้นด าในกุ้งขาว (black splint) กุ้งขาวทีเ่ป็นโรคนี้จะมกีาร
สะสมเมด็ส ี (melanin) ทีบ่รเิวณรอยต่อระหว่างเปลอืกของแต่ละปลอ้งหรอืบรเิวณใต้แพนหาง บาง
ตัวจะพบลกัษณะเป็นเสี้ยนด าฝงัลึกลงไปในกล้ามเน้ือ เมื่อน ากุ้งไปต้มให้สุกจะเห็นเสี้ยนด าใน
กลา้มเนื้อไดช้ดัเจน (Dalsgaard; & Hoi. 1997:  1132-1135) 
 4. Vibrio alginolyticus มรีูปร่างเป็นท่อน เป็นแบคทเีรยีที่ชอบเกลอื (halophilic 
bacteria) พบไดท้ัว่ไปในน ้าทะเล และสตัวท์ะเล เช่น กุ้ง หอย ปู ปลา เป็นต้น กุ้งขาวทีต่ดิเชือ้มกีาร
เปลี่ยนแปลงทางพยาธสิภาพของเนื้อเยื่อทีพ่บว่าเกิด nodules จ านวนมากล้อมรอบบรเิวณของ
เนื้อเยือ่ทีถู่กท าลาย โดยมเีมด็เลอืด (hemocyte) เขา้มารวมกลุ่มเพื่อก าจดัเซลลท์ีถู่กท าลายไป และ
มกีารสะสมของเมด็ส ี (melanization) บรเิวณที่เกดิบาดแผล จงึอาจท าใหกุ้้งตายได้ (Esteve; & 
Herrera. 2000: 1-5) 
 เรอืงพนัธ ์และคนอื่นๆ (Ruangpan; et al. 1995: 131-140) พบว่าสามารถแยกเชือ้ V. 
alginolyticus ไดจ้ากกุง้กุลาด าทีป่ว่ยเสมอ และยงัพบว่าเป็นสาเหตุของการเกดิโรคในกุ้งขนาดกลาง
จนถงึขนาดใหญ่ และสามารถตรวจพบแบคทเีรยีชนิดนี้ไดใ้น ตบั ตบัอ่อน และ hemolymph จาก
ตวัอย่างกุ้งที่ป่วย นอกจากนี้ยงัพบว่าเชือ้ V. alginolyticus ยงัเป็นสาเหตุของการเกดิโรคในกุ้ง
กุลาด าทีป่ระเทศมาเลเซยี (Anderson; et al. 1988: 93-108) และกุ้งขาว P. vannamei ทีเ่ลีย้งในบ่อ
อนุบาล ในประเทศเอกวาดอร ์(Mohney; et.al. 1994: 116-125)   

 ส่วนการศกึษาของ อสิสตฟี และ เฮอเรร่า (Esteve; & Herrera. 2000: 1-5) เกี่ยวกบัการ
เลีย้งกุ้งขาว P. vannamei ทีป่ระเทศเวเนซุเอลา พบว่าโรค Vibriosis ท าใหเ้กดิการตายมากทีสุ่ด
ตัง้แต่ระยะ larval จนถงึกุง้ขนาดจบัขายในบ่อดนิเกดิจากเชือ้ V. alginolyticus 
 เลาหวนิิจ และทรพัยส์นิสุนทร (Lawhavinit; & Sapsinsoonthon. 2005: 203-209) ได้
ท าการศกึษาแบคทเีรยีในพ่อแมพ่นัธุกุ์ง้ขาว P. vannamei ทีเ่ลีย้งในพืน้ทีท่ีม่รีะดบัความเคม็ต ่าจนถงึ
ความเค็มน ้าปกติ พบว่ามเีชื้อแบคทีเรยีในกลุ่ม Vibrio อยู่ 4 ชนิด คอื V. vulnificus, V. 
alginolyticus, V. cholerae และ V.parahaemolyticus  
 อมรชยั สมเจตน์เลศิเจรญิ. 2536 ไดท้ าการแยกเชือ้แบคทเีรยีจากตบัอ่อนของกุ้งกุลาด าที่
มอีาการป่วยเป็นโรค จากการทดลองพบเชื้อ V. alginolyticus, V. fluvialis, V. harveyi, V. 
parahaemolyticus และ V. damsela  
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Vibriosis  
  Vibriosis เป็นโรคทีเ่กดิจากแบคทเีรยีในสกุล Vibrio (Chen; et al. 2000: 195-205) Vibrio 
เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ รปูร่างเป็นท่อนโคง้ (curved rods) มขีนาดความกวา้ง 0.5-0.8 ไมโครเมตร 
ความยาว 1.4-2.6 ไมโครเมตร (Inglis; et al. 1993: unpaged) ใชแ้ฟลกเจลลา (flagella) ในการ
เคลื่อนที่ สรา้ง lateral flagella จ านวนมาก เจรญิไดท้ัง้ในบรเิวณที่มอีากาศหรอืไม่มอีากาศ 
(facultative anaerobic) อยู่ในวงศ์ Vibrionaceae (Buamann et al. 1971: 268-294) อุณหภูมทิี่
เหมาะสมในการเจรญิเตบิโตคอื 18-37°C แต่ V. parahaemolyticus V. alginolyticus และ V. 
cholera  สามารถเจรญิไดท้ีอุ่ณหภูม ิ42°C  แบคทเีรยีในสกุล Vibrio สามารถทนต่อความเป็นด่าง
ไดด้แีละเจรญิไดด้ทีี ่pH ระหว่าง 7.4-9.6 แบคทเีรยีในสกุล Vibrio เป็นสาเหตุของโรคกุ้งเกอืบทุก
ชนิดทีพ่บในประเทศไทย จดัเป็นจุลนิทรยีใ์นกลุ่ม microflora สามารถพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาตแิละ
บ่อเลี้ยงกุ้ง (Sindermann. 1990: 41-74) แต่จะกลายเป็นเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic 
pathogens) ทนัททีีกุ่้งอ่อนแอ (Flegel. 1992: 57-112) และอาจพบร่วมกบัเชือ้ชนิดอื่นๆ เช่น รา 
ไวรสั เป็นต้น แต่บางครัง้กเ็ป็นสาเหตุของโรคเองดว้ย (Costa; et al. 1998: 297-309) มรีายงาน
การตรวจพบแบคทเีรยีในสกุล Vibrio ต่างๆ จากกุ้งทีเ่ป็นโรค เช่น V. parahaemolyticus (Robert-
Pillot; et al. 2010: 190-197)  V. harveyi (Thaithongnum; et al. 2006: 1-9) และ V. vulnificus 
(Dalsgaard & Hoi. 1997:  1132-1135) เป็นต้น ลกัษณะโดยทัว่ไปของกุ้งขาวทีเ่ป็นโรคนี้คอื กุ้งจะ
มอีาการอ่อนแอ ขึน้มาเกยอยู่ตามบรเิวณขอบบ่อหรอืว่ายอยู่ผวิน ้า เกดิการอกัเสบเป็นลกัษณะเนื้อ
ตายตามอวยัวะต่างๆ เหงอืกอกัเสบ ตบัอกัเสบ พบจุดด าตามบรเิวณเปลอืก ตดิเชื้อในกระแสเลอืด 
และตายในทีสุ่ด (Chen; et al.1992:195-205; Lightner.1996)  
 เมือ่ศกึษาลกัษณะทางพยาธสิภาพของเน้ือเยื่อทีกุ่้งป่วย พบเชือ้ Vibrio ในตบัและตบัอ่อน 
พบการหลุดลอกของเซลลเ์ยือ่บุผวิในท่อตบั (ภาพประกอบ 10) และพบการรวมตวัของเมด็เลอืดเป็น
กลุ่มกระจายอยู่ทัว่ไป (generalized haemocytic nodules) ในส่วนต่างๆ ของเนื้อเยื่อ (Lightner. 
1996) V. alginolyticus เป็นหนึ่งในแบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิโรค Vibriosis (Lee; et al. 1996: 229-231)  
โดยพบว่ากุง้ขาวทีเ่กดิการตดิเชือ้ V. alginolyticus มลีกัษณะอ่อนแอ กนิอาหารไดน้้อยลง ว่ายน ้าไม่
มทีิศทาง ล าตัวมีสีแดง กล้ามเนื้อจะมีสีขาวขุ่น ตับถูกท าลาย อาจก่อให้เกิดโรค Bacterial 
septicemia  และก่อใหเ้กดิการตายต่อลกูกุง้ระยะต่าง ๆ (Esteve; & Herrera. 2000: 1-5) 
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ภาพประกอบ 10 แสดงการตายของเซลลต์บัและตบัอ่อนของเนื้อเยือ่กุง้ทีต่ดิเชือ้โรค Vibriosis 
  
 ทีม่า: Lightner, D.V. (1996). A  Handbook of Shrimp Pathology and  Diagnostic   
Procedures for  Diseases of Cultured Penaeid Shrimp. World Aquaculture Society, Baton 
Rouge, Los Angeles, USA. unpaged. 
 
 
Vibrio alginolyticus 
 V. alginolyticus เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ มรีปูรา่งเป็นแท่งตรง ไมส่รา้งสปอร ์เจรญิไดท้ัง้ใน
บรเิวณที่มอีากาศหรอืไม่มอีากาศ (facultative anaerobic) เชื้อสามารถเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS) ให้โคโลนีสเีหลอืง เนื่องจากสามารถ ferment 
sucrose ได้ สามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูม ิ10-40°C เป็นแบคทีเรียที่ชอบเกลือ (halophilic 
bacteria) สามารถเจรญิในอาหารที่มเีกลอื (NaCl) เข้มข้น 1-8% ให้ผลบวกกบัการทดสอบ 
catalase, oxidation-fermentation, lysine decarboxylase, cytochrome oxidase (Liu et al.,2004: 
23-28) มคีวามไวต่อยาปฏชิวีนะหลายชนิด ไดแ้ก่ chloramphenicol, ciprofloxacin, doxycyclin 
hydrochloride, nalidixic acid, oxolinic acid และ oxytetracyclin แต่ดือ้ต่อยาปฏชิวีนะ amplicilin, 
novobiocin, penicillin G, sulfisoxazol และ sulfonamide (Lee; et al. 1996: 229-231)   
 พบไดท้ัว่ไปในน ้าทะเล ในแหล่งพืน้ทีท่ีม่กีารเพาะเลีย้งกุง้ และพบไดต้ามอวยัวะต่างๆ ของ
กุ้ง เป็น opportunistic pathogens ที่ก่อให้เกดิโรค Vibriosis ในกุ้ง ท าให้กุ้งตายเมื่ออยู่ใน
สภาพแวดลอ้มทีไ่ม่เหมาะสม (Anderson; et al. 1988: 93-108; Lightner. 1988: 201-220; Lee; et 
al. 1996: 229-231) พบเชือ้ V. alginolyticus  V. parahaemolyticus V. cholerae และ V. vulnificus 
ในตบัและตบัอ่อน และน ้าเลอืดของพ่อแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด า แสดงใหเ้หน็ว่าพ่อแม่พนัธุกุ์้งอาจจะเป็นตวั
แพรเ่ชือ้เขา้สู่โรงเพาะฟกัลกูกุง้ได ้ซึง่แบคทเีรยีทีพ่บทัง้ในพ่อแม่พนัธุแ์ละในลูกกุ้งระยะต่าง ๆ น่าจะ
ส่งผลไปถงึการเพาะเลีย้งกุ้งในบ่อดนิ (Ruangpan; et al. 1995: 131-140 ) มรีายงานว่าเชือ้ V. 
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alginolyticus เป็นสาเหตุของการเกดิโรคในกุ้งกุลาด าทีป่ระเทศมาเลเซยี (Anderson; et al. 1988: 
93-108) และกุง้ขาวทีเ่ลีย้งในบ่ออนุบาล ในประเทศเอกวาดอร ์(Mohney; et al.1994: 116-125)  
 V. alginolyticus ท าใหกุ้้งทีต่ายมกีารเปลีย่นแปลงทางพยาธสิภาพของเนื้อเยื่อทีพ่บว่ามี
การเกดิ nodules จ านวนมากลอ้มรอบบรเิวณทีเ่นื้อเยื่อทีถู่กท าลาย โดยมเีมด็เลอืด (hemocyte) 
เขา้มารวมกลุ่มเพื่อก าจดัเซลลท์ีถู่กท าลายและ มกีารสะสมของเมด็สี (melanization) บรเิวณทีเ่กดิ
บาดแผล ส่วนการศกึษาเกี่ยวกบัการเลี้ยงกุ้งขาว P. vannamei ที่ประเทศเวเนซุเอลา พบว่าโรค 
Vibriosis ท าใหเ้กดิการตายมากทีสุ่ดตัง้แต่ระยะ larval จนถงึกุ้งขนาดจบัขายในบ่อดนิ เกดิจากเชือ้ 
V. alginolyticus ซึง่จากการทดลองแช่กุ้งทีเ่ชือ้ 5.2 x107 CFU มลิลลิติร-1 เมื่อน ามาตดัเนื้อเยื่อ
พบว่า เซลลบ์ุชัน้ในของ digestive gland เซลลแ์ตกและหลุดออกและยงัพบว่า ในเนื้อเยื่อของตบั
อ่อนมกีารจบักลุ่มเป็นก้อนของ hemocytes ซึ่งข้างในก้อนเป็นแบคทเีรยีชนิดนี้รวมตวักนัอยู่ 
(Esteve; & Herrera. 2000: 1-5) 
 โกปอลล ์และคนอื่นๆ (Gopal; et al. 2005: 151-159) ไดท้ าการศกึษาแบคทเีรยีสกุล 
Vibrio ชนิดต่างๆ ในน ้า, ตะกอน และในฟารม์เพาะเลีย้งกุ้งในประเทศอนิเดยี พบว่าฟารม์เพาะเลีย้ง
กุง้ขาวในฝ ัง่ตะวนัตกมแีบคทเีรยีสกุล Vibrio สงูกว่าฟารม์เพาะเลีย้งกุง้ในฝ ัง่ตะวนัออก และตรวจพบ
แบคทเีรยี V. alginolyticus   ในปรมิาณ  3-19 %, V. parahaemolyticus 2-13%, V. harveyi 1-7% 
และ V. vulnificus ในปรมิาณ 1-4 % ของปรมิาณแบคทเีรยีทีพ่บทัง้หมด 
 ชยัวุฒ ิ สุดทองคง และคนอื่นๆ (2550: ไม่ปรากฏเลขหน้า) ได้ท าการศกึษาปรสติและ
ปรมิาณแบคทเีรยีวบิรโิอในกุ้งขาว P. vannamei ทีเ่ลีย้งในในบ่อดนิในระหว่าง เดอืนตุลาคม 2546 
ถงึ เมษายน 2548 พบชนิดของแบคทเีรยีวบิรโิอทีพ่บในตบั ตบัอ่อน ล าไส ้และเลอืดของกุ้งขาวแวน
นาไม และน ้าในบ่อเลีย้งจ าแนกได้ 6 ชนิด แยกเป็นกลุ่มโคโลนีสเีหลอืงไดแ้ก่ V. alginolyticus และ 
V. cholerae กลุ่มโคโลนีสเีขยีว ไดแ้ก่ V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. mimicus ส่วน
กลุ่มโคโลนีเรอืงแสงจ าแนกเป็น V. harveyi ปรมิาณแบคทเีรยีวบิรโิอในตบั/ ตบัอ่อนของกุ้งทีศ่กึษา 
แบ่งเป็นกลุ่มโคโลนีสเีหลอืง  เขยีว และ เรอืงแสง พบว่ามจี านวนเฉลีย่ 5.83 ×103 ถงึ 1.33 × 105 
CFU กรมั -1, 5.5 × 10 ถงึ 1.88 × 105 CFU กรมั -1 และ 0 ถงึ 1.12 × 103 CFU กรมั -1 ตามล าดบั 
 
ยีนเป้าหมาย (target gene) ท่ีน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห ์V. alginolyticus 
 ยีน gyrB 
 เป็นยนีถอดรหสัได้โปรตนี B ซึง่เป็น subunit ของ DNA gyrase สามาถพบไดใ้นทุกสาย
พนัธุ์ของแบคทเีรยีสกุล Vibrio การใช้วธิ ีbiochemical test มาทดสอบจ าแนกชนิดของเชื้อ V. 
alginolyticus และ V. parahaemolyticus ปรากฎว่ามคีวามคลา้ยคลงึกนัมากจนบางครัง้ไม่สามารถ
แยกเชื้อทัง้สองชนิดออกจากกันได้ ดังนัน้จึงได้มีการน ายีน gyrB มาใช้การจ าแนกเชื้อ  V. 
alginolyticus และ V. parahaemolyticus พบว่าสามารถแยกชนิดของ V. alginolyticus และ V. 
parahaemolyticus อ อ ก จ า ก กั น ไ ด้  เ พ ร า ะ มี ค ว า ม ค ล้ า ย ค ลึ ง กั น  (similarity) 86.4% 
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(Venkateswaran; et al 1998: 681-687) และไดม้กีารน ายนี gyrB มาใชเ้ป็นยนีเป้าหมายในการ
ตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ในอาหารทะเลและน ้าทะเล ดว้ยวธิ ีreal-time PCR โดยใช ้SYBR 
Green I (Zhou; et al. 2007: 1897-1906) 
   
  ยีน rpoX 
   เป็นยนีถอดรหสัได ้rpoS-like sigma factor (RpoX) จดัอยู่ในกลุ่มของ alternative sigma 
factor ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการตอบสนองต่อความเครยีด และเกี่ยวขอ้งกบัการสรา้ง biofilm ของ
แบคทเีรยี (Zhao; et al. 2009: 1-9) ซึง่ความเครยีด (stress) ในที่นี้หมายถงึ สภาวะการขาด
สารอาหาร การมสีารเคมทีีเ่ป็นพษิ นัน่คอื สภาวะทางกายภาพที่ไม่เหมาะสมต่อการเจรญิและการ
อยูร่อดของแบคทเีรยี ท าใหแ้บคทเีรยีตอบสนองต่อความเครยีดทีเ่กดิขึน้ โดยการปรบัตวั เพิม่ความ
ทนทาน (tolerance) ส่งผลให้แบคทเีรยีเพิม่ระดบัหรอืความสามารถในการก่อโรค เนื่องจาก
แบคทเีรยีมกีารสงัเคราะหโ์ปรตนี โดยอาศยั sigma (σ) factor ไบโอฟิลม์ (biofilms) คอืกลุ่มของ
จลุนิทรยีท์ีอ่าศยัอยู่รวมกนั มโีครงสรา้งจากสารโพลเิมอร ์เช่น แคปซูล (capsule) สารเมอืก (slime) 
ทีจ่ลุนิทรยีส์รา้งขึน้และปล่อยออกมานอกเซลล ์ยดึเกาะทีผ่วิเพื่อท าหน้าทีเ่ป็นชัน้ปกป้องแบคทเีรยีที่
อาศยัอยูภ่ายใน รวมทัง้สรา้งสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีทีอ่ยูภ่ายใน 
 ยนี rpoX มคีวามส าคญัในการปรบัตวัใหอ้ยู่รอดของเชือ้ V. alginolyticus  ในสภาวะที่มี
ความเขม้ขน้ของ hydrogen peroxide สูง และเมื่อถูก treated ดว้ย ethanol และ sodium chloride 
(Zhao; et al. 2009: 1-9) และมงีานวจิยัการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ดว้ยเทคนิค real-time 
PCR  โดยใช ้SYBR Green I และออกแบบไพรเมอรใ์หม้คีวามจ าเพาะต่อยนี rpoX (Zhao; et al. 
2011: 137-141)   
 
การตรวจสอบการติดเช้ือ V. alginolyticus 
       การตรวจสอบเชื้อ V. alginolyticus ในน ้าทะเล และสตัวท์ะเล เช่น ป ูหอย ปลา และกุ้ง 
รวมถงึในตวัอย่างอาหารทะเล สามารถตรวจไดห้ลายวธิ ี เช่น ถ้าตรวจการตดิเชือ้ในกุ้ง อาจดูจาก
ลกัษณะภายนอก ดูพยาธสิภาพระดบัเนื้อเยื่อหรอืเซลล์ และดูจากคุณสมบตัทิางชวีเคม ีโดยการท า 
biochemical tests (Diggles; et al. 2000: 127-137) เป็นต้น แต่วธินีี้ต้องใชเ้วลาในการตรวจนาน 
ค่อนขา้งยุง่ยาก และตอ้งใชค้วามช านาญในการตรวจสงู ดงันัน้จงึมกีารน าเทคนิคทางดา้นชวีโมเลกุล
มาพฒันาการตรวจการตดิเชื้อ V. alginolyticus เช่น เทคนิค PCR, real-time PCR เป็นต้น ซึ่ง
เทคนิคทางชวีโมเลกุลสามารถท าไดร้วดเรว็ ขัน้ตอนในการท าไม่ยุ่งยาก ท าใหน้ิยมน ามาใชต้รวจพ่อ
แมพ่นัธุกุ์ง้ก่อนน าไปเพาะเลีย้ง 
 โมรสิตอรสิ และคนอื่นๆ (Molitoris; et al. 1985: 1388-1394) ไดท้ าการตรวจหาเชือ้ V. 
alginolyticus ในตวัอย่างน ้าทะเลจากอ่าวจารก์าตา และอาหารทะเลจากตลาดในเมอืงจารก์าตา 
ประเทศอินโดนีเซยี โดยน าตวัอย่างมาท าการเพาะเชื้อในอาหารแขง็ thiosulfate citrate bile 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/1836/biofilms-ไบโอฟีมล์
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/word/3704/capsule-แคปซูล
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sucrose (TCBS) แลว้ท าการจ าแนกชนิดดว้ยวธิ ีbiochemical tests จากการทดลองพบว่า สามารถ
พบเชือ้ V. alginolyticus ประมาณ 80% ของตวัอยา่งทัง้หมด 

 ไดร-์พนิโต และคนอื่นๆ (Di-Pinto; et al. 2005: 150-153) ไดท้ าการศกึษาการจ าแนก
ชนิดของแบคทเีรยี V. parahaemolyticus, V. alginolyticus และ V. cholerae และ โดยใชเ้ทคนิค 
multiplex PCR และใชย้นี collagenase เป็นยนีเป้าหมาย  
 ซวัร ์และคนอื่นๆ (Zhou; et al. 2007: 1897-1906) ไดศ้กึษาการตรวจการตดิเชือ้ Vibrio 
alginolyticus ในตวัอย่างน ้าทะเล และอาหารทะเล ดว้ยเทคนิค real-time PCR โดยใชส้ ีSYBR 
Green I มกีารออกแบบไพรเมอรใ์หม้คีวามจ าเพาะต่อยนี gyrB ของ V. alginolyticus พบว่าวธินีี้
ใหผ้ลบวกเฉพาะเชือ้ V. alginolyticus ที่แยกจากตวัอย่างเท่านัน้ กล่าวคอืไม่เกดิ cross reaction 
กบัแบคทเีรยีชนิดอื่นๆทีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่าง ซึง่ความไวในการตรวจหาเชือ้ V. alginolyticus คอื 0.4 
พโิคกรมัของ genomic DNA และเชือ้บรสิุทธิ ์ (pure culture) สามารถตรวจพบในระดบั 72 เซลล ์
ส่วนในน ้าทะเล หรอือาหารทะเลตรวจพบไดใ้นระดบั 100 เซลล ์
 ไคน์ และคนอื่นๆ (Cai; et al. 2010: 480-485) ไดม้กีารน าเทคนิค Loop mediated 
isothermal amplification (LAMP) มาตรวจหาเชือ้ V. alginolyticus ซึง่เป็นสาเหตุทีท่ าใหเ้กดิโรค 
Vibriosis ในปลาทะเล โดยมกีารออกแบบไพรเมอรใ์ห้จ าเพาะต่อยนี gyrB จากการทดลองพบว่า
อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเกดิ ปฏกิริยิา LAMP คอื 64 °C เป็นเวลา 60 นาท ีสามารถตรวจการตดิ
เชือ้ไดท้ีป่รมิาณ 3.7 × 102 CFU/มลิลลิติร (3.7 CFU reaction-1) ซึง่มคีวามไวในการตรวจสอบ
มากกว่า PCR ถงึ 10 เท่า 
 เนื่องจากยนี gyrB ทีใ่ชใ้นการจ าแนกเชือ้ V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus ยงั 
มคีวามคลา้ยคลงึกนั 86.4% (Venkateswaran; et al 1998: 681-687)  ดงันัน้ถ้าน ามาใชเ้ป็นยนี
เป้าหมายอาจจะใหไ้ดผ้ลทีผ่ดิพลาด จงึต้องมกีารศกึษาหายนีอื่นๆ ทีม่คีวามจ าเพาะสูงมาใชเ้ป็นยนี
เป้าหมายแทน โดยยนีชนิดน้ีจะต้องสามารถจ าแนกเชือ้ V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus 
ทีม่คีวามใกลช้ดิกนัมากใหอ้อกจากกนัได ้  
 โชร ์และคนอื่นๆ (Zhao; et al. 2011: 137-141) ท าการศกึษาการตรวจการตดิเชื้อ V. 
alginolyticus ในปลา ดว้ยเทคนิค real-time PCR โดยใชส้ ีSYBR Green I และออกแบบไพรเมอรท์ี่
ใชท้ าปฏกิริยิา PCR ใหม้คีวามจ าเพาะต่อยนี rpoX ของ V. alginolyticus พบว่าเทคนิคนี้มคีวามไว
และความจ าเพาะในการตรวจสูง สามารถตรวจหาเชือ้ V. alginolyticus ไดเ้มื่อมปีรมิาณเชือ้บรสิุทธิ ์
(pure culture) ที ่103 เซลล ์และในตวัอย่างน ้าทะเลที ่102 เซลล ์และไม่เกดิ cross reaction กบัเชือ้
แบคทเีรยี Vibrio ชนิดอื่นๆ  
 และเนื่องจากในปจัจุบนัเทคนิค LAMP เป็นเทคนิคที่น ามาใช้กันอย่างแพร่หลายใน
งานวจิยัต่างๆ ทัง้การตรวจสอบการตดิเชือ้ทัง้ในไวรสั และแบคทเีรยี เพราะว่าสามารถตรวจการตดิ
เชื้อได้อย่างรวดเรว็ ดงันัน้จงึได้มกีารพฒันาเทคนิคนี้มาใช้ร่วมกบัเทคนิคอื่นๆ เช่น เทคนิค real-
time loop mediatedisothermal amplification (real-time LAMP) และเทคนิค loop mediated 
isothermal amplification รว่มกบั lateral flow dipstick (LAMP-LFD) เป็นตน้ 
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Loop mediated isothermal amplification (LAMP) 
 ในปี คศ. 2000 โนโตม ิและคนอื่นๆ (Notomi; et al. 2000: 28-63) ไดค้น้พบเทคนิคทีใ่ช้
เพิม่ปรมิาณ DNA ในหลอดทดลอง ทีช่ื่อว่า loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึง่
เทคนิค LAMP มคีวามแตกต่างจากเทคนิค PCR คอื  
 1) มกีารใชไ้พรเมอรอ์ย่างน้อย 4 เสน้ (Forward และ Reverse) (ภาพประกอบ 11) โดย
ออกแบบจากบรเิวณทีจ่ าเพาะ 6 บรเิวณ ของยนีเป้าหมาย ดงันัน้ล าดบัของนิวคลโิอไทด์ของไพร
เมอรจ์งึมคีวามจ าเพาะสูง ไพรเมอร ์4 เสน้ ประกอบดว้ย inner primers จ านวน 2 เสน้ (FIP และ 
BIP) และ outer primers จ านวน 2 เสน้ (F3 และ B3) โดย inner primers ท าหน้าทีส่รา้ง loop ส่วน 
outer primers ท าหน้าทีช่่วยใหเ้กดิ strand displacement สมบูรณ์ตลอดสาย ทัง้นี้ outer primers 
จะถูกใชเ้พยีงใน initial step เท่านัน้ และนอกจากนี้ยงัพบว่า การเพิม่ loop primers เขา้ไปยงัช่วย
เพิม่ประสทิธภิาพในการเกดิปฏกิริยิาไดด้ยีิง่ขึน้ (Nagamine; et al. 2002: 223-229)  
 2) มกีารใช ้Bst DNA polymerase ซึง่เป็นเอนไซมท์ี่มคีวามเสถยีรและท างานไดด้ใีนช่วง
อุณหภูมริะหว่าง 60-65 °C ท าหน้าทีแ่ยก DNA สายคู่ใหเ้ป็นสายเดีย่วได้ (strand displacement) 
โดยไม่ต้องใชอุ้ณหภูมสิูงเหมอืนในปฏกิริยิา PCR นอกจากนี้ Bst DNA polymerase ยงัสามารถเร่ง
การสงัเคราะหส์ายพอลเิมอรข์อง DNA (polymerase activity) โดยเตมิ dNTP เขา้ทางดา้น 3’- OH 
ของสายทีก่ าลงัสรา้ง พรอ้มกบัม ีpyrophosphate ions (PPi) ถูกปล่อยออกมา จากนัน้ PPi จะจบั
กบั magnesium ions ที่มอียู่ในสารละลาย กลายเป็นตะกอนสขีาวที่ไม่ละลายน ้าที่เรยีกว่า 
magnesium pyrophosphate  ท าใหส้ามารถวเิคราะหผ์ลได้ง่ายดว้ยตาเปล่า โดยสงัเกตจากความ
ขุน่ทีเ่กดิขึน้ในหลอดทดลอง (Mori; et al. 2001: 150-154) 
 3) LAMP ต้องการ DNA สายเดีย่วทีม่โีครงสรา้งคลา้ยดมัเบล (dumbbell-shaped DNA 
structures) เป็น DNA template โดยม ี loop ทีป่ลายทัง้ทางดา้น 3’ และ 5’ ซึง่อาศยัการท างาน
ร่วมกนัระหว่าง Bst DNA polymerase และ ไพรเมอรท์ีม่ลีกัษณะเฉพาะท าใหม้โีครงสรา้งเหมอืน
ดมัเบลได ้  
 4) หากน า LAMP product มาวเิคราะหผ์ลดว้ยวธิ ี agarose gel electrophoresis จะพบ
เป็นว่า DNA มหีลากหลายขนาดแตกต่างกนั เป็นแถบ ladder  
 เทคนิค LAMP สามารถน ามาใชใ้นการตรวจสอบการตดิเชือ้ไดไ้มว่่าจะเป็นไวรสั แบคทเีรยี 
หรอืใช้ในงานวจิยัต่างๆ เช่น การตรวจหาเชื้อไวรสัในกุ้ง Taura syndrome virus (TSV) 
(Kiatpathomchai; et al. 2007: 214-217), yellow head virus (YHV),  white spot syndrome virus 
(WSSV),  infectious hypodermal and  hematopoietic necrosis virus (IHHNV) เป็นต้น หรอื
แมก้ระทัง่การตรวจหาเชื้อแบคทเีรยีชนิดต่างๆ เช่น การตรวจหาเชื้อ V. parahaemolyticus ที่
ปนเป้ือนในกุง้ (Prompamorn; et al. 2011: 344-351) เป็นตน้ 
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ภาพประกอบ 11 แสดงไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นเทคนิค LAMP มจี านวน 4 เสน้จะถูกออกแบบใหจ้ าเพาะกบั 
      ยนีเป้าหมาย (target DNA) ทัง้ 6 ต าแหน่งคอื ต าแหน่ง F1, F2, F3, B1, B2 และ B3 
 1) Forward inner primer (FIP) ประกอบดว้ยบรเิวณ F1c และ F2  
 2) Forward outer primer (F3 Primer) ประกอบดว้ยบรเิวณ F3  
 3) Backward inner primer (BIP) ประกอบดว้ยบรเิวณ B1cและ B2  
 4) Backward outer primer (B3 Primer) ประกอบดว้ยบรเิวณ B3  
  
 ทีม่า : The principle of LAMP method (2011). Eiken chemical. Retrieved August, 
2011, from http://www.eiken.co.jp/en 
 
กลไกการท างานของ LAMP ประกอบด้วย  
  1. starting structure producing step (ภาพประกอบ 12) 
         1.1) ทีอุ่ณหภมู ิ65°C DNA สายคู่มกีารจบักนัแบบสายคู่ (double stranded DNA) และ
คลายบางส่วนเป็นสายเดีย่ว (single stranded DNA) ตลอดเวลา ท าให ้FIP primer มโีอกาสเขา้ไป
จบักบั complementary sequence ของยนีเป้าหมายได ้ จากนัน้ DNA polymerase จะเริม่ท างาน 
และแยกสายคู่ของดเีอน็เอใหเ้ป็นสายเดีย่ว จากนัน้จะมกีารสรา้ง DNA สายใหมข่ึน้มา (สายที1่)   
   1.2) ต่อมา F3 Primer (outer primer) จะเขา้ไปจบั แลว้เริม่สรา้ง DNA สายใหม่ โดย
อาศยัคุณสมบตัขิอง DNA polymerase with strand displacement จะได ้DNA ทีม่ ีลกัษณะเหมอืน 
template ขณะเดยีวกนัจะปลดปล่อยสายที ่1 ออกมาเป็น single strand  
   1.3)  ทางดา้น 5’ ของสายที1่ จะเป็นส่วนของ F1c (ปลายของ FIP) สามารถเขา้จบักบั 
F1 สรา้ง loop ขึน้ทางดา้น Forward จากนัน้ BIP primer จะเขา้จบั และเกดิการสรา้ง DNA สายที ่2 
ขึน้มา  
  1.4) ในท านองเดยีวกนั B3 Primer กจ็ะเขา้ไปจบั และเริม่สรา้ง DNA สายใหม ่
ขณะเดยีวกนัจะปลดปล่อยสายที่ 2 ออกมาเป็น single strand ขณะนี้ทีป่ลายดา้น forward จะเป็น 
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F1 ซึง่จะสรา้ง loop โดยจบักบั F1c ท านองเดยีวกนัดา้น backward จะเป็น B1c ซึง่จะสรา้ง loop 
โดยจบักบั B1 ท าใหไ้ด ้stem loop ทีม่รีปูคลา้ย dumbbell shape เพื่อใชใ้นขัน้ตอน LAMP cycling  
 

 
 
ภาพประกอบ 12 ขัน้ตอนการสรา้ง Dumbbell-shaped DNA structures ใน initial step เพื่อใชเ้ป็น  
      DNA template ในเทคนิค LAMP 
   
 ทีม่า : Notomi; et al. (2000). Loop-mediated isothermal amplification of DNA. 
Nucleic Acids Research. 28: 63. 
 
 

 2. cycle amplification step (ภาพประกอบ 13) 
 การเกดิ cycle amplification step นัน้จะเกดิที่ดา้นปลายของ loop forward ก่อน คอื
สามารถม ี self primed strand displacement DNA synthesis สรา้ง DNA จาก F1 ต่อไปเรื่อยๆ 
จนถงึ B1c ขณะเดยีวกนั FIP primer กส็ามารถเขา้จบักบั F2c ที ่ loop forward และสรา้ง DNA 
สายใหม่ และมโีครงสรา้งเป็น stem loop แบบ dumbbell ทีส่ามารถเกดิ cycle amplification ดา้น 
backward ขึน้ได ้ การท างานจะเกดิต่อเนื่องกนัตลอดเวลา และวนเวยีนกนัอยู่ จนเกดิโมเลกุลที่
เชื่อมต่อกนัยาวคล้ายลูกโซ่ มหีลากหลายขนาดที่แตกต่างกนั มโีครงสร้างคล้ายดอกกะหล ่า 
(cauliflower-like structure) ท าใหไ้ดย้นีเป้าหมาย (target DNA) ทีย่าวขึน้หลายๆ copies ท าให้
อตัราการสรา้ง DNA ยิง่มากขึน้ พบว่าสามารถสรา้งได ้109 -1010 copies ภายในเวลา 15-60 นาท ี 
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ภาพประกอบ 13 ขัน้ตอนการเพิม่จ านวน DNA แบบหมนุเวยีนต่อเนื่อง (cycling amplification 
 step) (ขัน้ตอนที ่8 -11) 
  
 ทีม่า : Notomi; et al (2000). Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic 
Acids Research. 28: 63. 
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วิธีการวิเคราะห ์LAMP product  
 1. การดูความขุ่น ดูผลของปฏกิริยิาจากตะกอนสขีาวของ magnesium pyrophosphate 
โดยน าหลอดทดลองไปป ัน่ใหต้กตะกอน ถา้เกดิการเพิม่ขยายยนีดว้ยปฏกิริยิา LAMP จะพบตะกอน
สขีาวมาก (Mori; et al. 2001: 150-154) (ภาพประกอบ 14) 
 
 

 
  
ภาพประกอบ 14 การวเิคราะห ์LAMP product โดยดจูากความขุ่นของหลอดทดลองไมเ่กดิปฏกิริยิา     
      LAMP (ซา้ย), เกดิปฏกิริยิา LAMP (ขวา) 
  
 ทีม่า : Mori, Y.; Hirano, T.; & Notomi, T. (2006). Sequence  specific visual detection  
of  LAMP reactions by addition of cationic polymers. BMC Biotechnology.  3-6 
 
 

 2. การดูสขีองสารเรอืงแสง โดยใช้สารเรอืงแสง เช่น SYBR Green I เตมิหลงัจาก
เกดิปฏกิริยิา LAMP แลว้ ถ้าม ีLAMP product เกดิขึน้จะเปลีย่นสตีัง้ต้น (สสีม้) ใหก้ลายเป็นสเีขยีว 
เมือ่ดภูายใตแ้สง UV (Iwamoto; et al. 2003: 2616-2622) (ภาพประกอบ 15) หรอือาจดูภายใต้แสง
ธรรมชาต ิ วธินีี้มขีอ้เสยี คอืต้องเปิดฝาหลอดทดสอบเพื่อเตมิเรอืงแสง ท าให ้ product มโีอกาสฟุ้ง
กระจายสูง เกดิ carry over ไดง้่าย จงึไดม้ผีูด้ดัแปลงใชส้าร calcein  แทน สารนี้สามารถเตมิได้
ตัง้แต่เริม่ต้นการทดลอง สาร calcein จะจบักบั magnesium ดงันัน้เมื่อม ีproduct เกดิขึน้ จะมสีาร 
pyrophosphate เกดิขึน้ตาม สาร pyrophosphate จะแย่งจบักบั magnesium ท าใหส้าร calcein 
เป็นอสิระจงึใหแ้สงฟลอูอเรสเซนตอ์อกมา (Tomita; et al. 2008: 877-882) 
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ภาพประกอบ 15 การวเิคราะห ์LAMP product โดยดจูากสขีองสารเรอืงแสงเกดิปฏกิริยิา LAMP     
      (ซา้ย), ไมเ่กดิปฏกิริยิา LAMP (ขวา) 
  
 ทีม่า :  Xu; et al. (2012).  Establishment of universal loop-mediated isothermal 
amplification method (LAMP) for rapid detection of pathogenic Vibrio spp. in aquatic 
organisms. African Journal of Microbiology Research. 6(14):   3447-3454.  
 
 3. การใชว้ธิ ีagarose gel electrophoresis   
 สามารถน า LAMP product ไปแยกโดยวธิ ีgel electrophoresis ซึง่ product ทีไ่ดจ้ะให ้
band หลายๆ ขนาด ต่างจากปฏกิริยิาของ PCR product ทัว่ไปทีใ่หเ้พยีง 1 band ทัง้นี้เนื่องจากใน
ขัน้ตอน cycle amplification จะไดข้นาดของ DNA แตกต่างกนั 
 

ข้อดีของเทคนิค LAMP 
 1. มปีระสทิธภิาพในการเพิม่ขยายยนีไดส้งูภายใตส้ภาวะเดยีวกนัทีอุ่ณหภูมปิระมาณ 60 -
65°C มคีวามไวสูงในการตรวจจบั DNA สามารถตรวจจบั DNA จ านวนน้อยๆ ไดถ้งึ 6 copies ใน
การตรวจหาเชือ้ไวรสั เทคนิค LAMP มคีวามไวมากกว่าเทคนิค PCR ประมาณ 10 -100 เท่า 
 2. LAMP มคีวามจ าเพาะสูงเพราะต้องใช้ specific sites ถงึ 6 ต าแหน่ง โดยใชไ้พรเมอร ์
ถงึ 4 เสน้ ดงันัน้จะช่วยลด background จากการเพิม่ขยายยนีทีไ่มจ่ าเพาะได ้
 3. เป็นเทคนิคทีง่่ายในการทดสอบ ถ้าสามารถสรา้ง primer ทีเ่หมาะสมได้ ใชเ้ครื่องมอื
พืน้ฐานทัว่ๆ ไปเช่น อ่างน ้าควบคุมอุณหภมู ิหรอื heat block 
 4. การตรวจวดัผลการทดสอบงา่ย ไม่ยุ่งยาก และสามารถเลอืกวธิกีารตรวจวดัได้ ปจัจุบนั
สามารถวดัแบบ real time ได ้
 5. สามารถใชร้่วมกบัปฏกิริยิา reverse transcription กจ็ะสามารถเพิม่ขยายยนี RNA ได้
ในประสทิธภิาพสงู 
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Lateral flow dipstick (LFD) 
 lateral flow test สามารถวเิคราะห ์LAMP product ทีเ่กดิขึน้ไดโ้ดยอาศยัหลกัการของ 
nucleic acid hybridization และ chromatography ทีเ่กดิขึน้บนแผ่น nitrocellulose membrane ใน
การท า LAMP-LFD ต้องมกีารออกแบบ probe ทีม่คีวามจ าเพาะต่อยนีเป้าหมายที่มกีารตดิฉลาก
ดว้ยสารเรอืงแสง (probe-FITC) และ FIP primer ทีม่กีารตดิฉลากดว้ย biotin ดงันัน้เมื่อมกีารเพิม่
ขยายยนีโดยปฏกิริยิา LAMP จะมกีารเตมิ probe ลงไป เพื่อให้เกดิการ hybridize กนัระหว่าง 
probe-Fluorescein isothiocyanate (FITC) กบั LAMP product ทีม่ ี biotin ตดิอยู่ แต่ถ้าไม่เกดิการ
เพิม่ขยายยนีเป้าหมาย probe-FITC ก็จะไม่สามารถไป hybridize ได้ จากนัน้น า hybridization 
product ไปวเิคราะหด์ว้ย lateral flow dipstick (LFD) (ภาพประกอบ 16) ซึง่ประกอบดว้ย บรเิวณ
แรก มแีอนตบิอดตีวัแรก (1º Ab) ทีม่คีวามจ าเพาะต่อ FITC ทีต่ดิฉลากดว้ยอนุภาคของ colloidal 
gold ถดัมาเป็นบรเิวณทีเ่รยีกว่า T-line ซึง่มสีาร Avidin streptavidin ทีม่คีวามจ าเพาะต่อ biotin ตดิ
อยู่ ถดัมาเป็นบรเิวณทีเ่รยีกว่า C-line ซึง่ม ี2º Ab ทีม่คีวามจ าเพาะต่อ 1º Ab ตดิอยู่ กล่าวคอื ถ้าม ี
LAMP product เกดิขึน้ เมื่อน ามาท า LFD พบว่าเกดิแถบสขีึน้ 2 แถบทีบ่รเิวณ T-line และ C-line 
แต่ถา้ไมม่ ีLAMP product เกดิขึน้ เมือ่น ามาท า LFD พบว่าจะเกดิแถบสขีึน้เพยีงแถบเดยีวที ่C-line 
(ภาพประกอบ 17) 
 ดงันัน้เทคนิค lateral flow dipstick จงึถูกน าไปประยุกต์ใชร้่วมกบัเทคนิค LAMP ในการ
น ามาใช้ในการตรวจสอบและงานวิจยัอย่างแพร่หลาย เช่น การตรวจสอบเชื้อไวรสั Taura 
syndrome virus (TSV) ในกุ้ง (Kiatpathomchai; et al. 2007: 214-217) การตรวจสอบเชื้อ 
Infectious myonecrosis virus (IMNV) ในกุ้ง (Puthawibool; et al. 2009: 27-31) การตรวจการตดิ
เชือ้ Penaeus monodon nucleopolyhedrovirus (PemoNPV) ในกุ้งกุลาด า (Chaivisuthangkura; 
et al. 2009) การตรวจหาการตดิเชือ้ V. parahaemolyticus ในกุ้ง (Prompamorn; et al. 2011: 
344-351), การตรวจหาการตดิเชือ้ V. vulnificus ในหอยนางรมโดยใช้ยนี rpoS เป็นยนีเป้าหมาย 
(Surasilp; et al. 2011: 158-163) เป็นตน้ 
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ภาพประกอบ 16 แสดงส่วนประกอบต่างๆของ lateral flow dipstick (LFD) 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 17 แสดงผลจากการวเิคราะห ์LAMP product ดว้ย Lateral flow dipstick (LFD) 
  

 ทีม่า : บรษิทั Milenia® HybriDetect (Germany) 

 

http://www.milenia-biotec.de/fileadmin/user_upload/arbeitsanleitungen/testentwicklung/MGHD_N_A.pdf


 
 

บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 
สตัวท์ดลอง 
           1. กุ้งขาว Penaeus vannamei ทีต่ดิเชือ้ IMNV ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ดร.แสงจนัทร ์
เสนาปิน, Centex of Excellence in Shrimp Biotechnology, มหาวทิยาลยัมหดิล  
     2. กุง้ขาว Penaeus vannamei ทีป่ลอดเชือ้ Vibrio alginolyticus 
  
อปุกรณ์และสำรเคมี  
  เครื่องมือ 
       1. เครือ่งป ัน่ตกตะกอนตวัอยา่งความเรว็สงู  
 2. เครือ่ง thermal cycler (Eppendorf) 

 3. เครือ่ง elctrophoresis apparatus (Bio-Rad) และอุปกรณ์  
  
 สำรเคม ี
 1. เอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ EcoRI (New England Biolab)  
            2. ชุด Nucleospin plasmid kit (QIAGEN) 

 3. ชุด MinElute Reaction clean up kit (QIAGEN) 
 4. T7 Transcription kit (Fermentas) 
 5. พลาสมดิ pBluescript KS (New England Biolab) 
 6. QIAamp DNA mini kit (QIAGEN) 
 7. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว tryptic soy broth (TSB) (Difco,USA) 
 8. อาหารเลีย้งเชือ้แขง็ thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) (Difco,USA) 

 9. High Pure Viral Nucleic acid kit (Roche,Germany) 
 10. SuperScript III one step RT-PCR  (Invitrogen)  
 11. ยาปฎชิวีนะ Ampicillin และ Kanamycin (Sigma)  

 12. ชุด Platinum 
® 

Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) 
 13. ชุด LFD strip test (Milenia® GenLine HybriDetect 2T) 
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วิธีด ำเนินกำรทดลอง 
 1. กำรตรวจสอบกำรติดเช้ือ IMNV 
      1.1 สกดั RNA ของไวรสัในกุ้งตวัอย่ำง 
  น าเนื้อเยื่อบรเิวณส่วนทอ้งของกุ้งขาวทีม่กีารตดิเชือ้ IMNV ท าใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั
โดยใชไ้นโตรเจนเหลวในโกร่งส าหรบับดตวัอย่าง เตมิ lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0),  50 
mM EDTA (pH8.0),  3% sodium dodecyl sulfate, 1% β-mercapto ethanol) เพื่อท าใหเ้ซลลแ์ตก
แลว้น าไปป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) ที ่3500 × g เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็ส่วนใสมา 200 ไมโครลติร ใส่
ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร จากนัน้น าไปสกดักรดนิวคลอีกิของไวรสัดว้ยชุด High Pure 
Viral Nucleic acid kit (Roche, Germany)  
 
  1.2 กำรออกแบบไพรเมอรส์ ำหรบักำรท ำ RT-LAMP-IMNV 

  ออกแบบไพรเมอรจ์ากบรเิวณล าดบัเบสของยนีที่ถอดรหสัเป็นส่วนของ capsid 
protein (GenBank accession no. AY570982, Poulos & Lightner. 2006: 69-72) โดยใช้
โปรแกรม Primer Explorer version 4 (http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html) 
(ภาพประกอบ 18 และตาราง 1)       
 

 
 
ภาพประกอบ 18 แสดงต าแหน่งของไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อ capsid protein gene ของ IMNV    
       (GenBank accession no. AY570982) ทีใ่ชใ้นการท าปฎกิริยิา RT- LAMP 
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ตาราง 1 แสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการท า RT- LAMP – IMNV 
 

Primer Gene position Sequence (5’-3’) 
F3 
B3 
Forward inner primer 
Backward inner primer 
 

1286-1308 
1479-1499 
1310-1330/TTTT/1351-1371 
1399-1423/TTTT/1455-1473 

TGTTATTGAGTACTCTATTTCC 
TTTAATACGTACCGATTGTGG 
GTATGCTCCAGCTGTTCCTGGTTTTCACTAATTCAGAGCAATGTGG 
CCTGAAACACTAACAGTTAACTGGGTTTTGATGTCCGTTTCAAGTAGC 

 
 1.3 กำรทดสอบหำอณุหภมิูท่ีเหมำะสมส ำหรบักำรท ำ RT-LAMP-IMNV 
  ท าการทดลอง RT-LAMP โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อ capsid protein  gene ของ 
IMNV (ตาราง1) และท าปฏกิริยิา RT- LAMP ทีอุ่ณหภูมต่ิางๆ กนั ไดแ้ก่ 60°C หรอื 63°C หรอื 65 
°C เป็นเวลา 60 นาท ีส าหรบัส่วนผสมต่างๆ ของ RT-LAMP reaction แสดงดงัตาราง 2 
 
ตาราง 2 ส่วนผสมของการท า RT- LAMP – IMNV 
 
            ส่วนผสมของ RT- LAMP reaction  ปริมำตร (ไมโครลิตร) 

RNA ของ IMNV 
Forward inner primers (FIP) (5 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Backward inner primers (BIP) (5 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Forward outer primers (F3) (40 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Backward outer primers (B3) (40 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
25 mM dNTPs 
5 M Betaine 
50 mM MgSO4 
10X Bst  buffer 
8 U of Bst DNA polymerase 
2.5 U of AMV Reverse transcriptase 
Sterile water 

5 
1 
1 
1 
1 

1.4 
4 
3 

2.5 
1 
1 

3.1 
 ปริมาตรสุทธิ  25 
  
  เวลาและอุณหภูมขิอง RT- LAMP reaction เริม่จากการใชอุ้ณหภูม ิ95 °C เป็น
เวลา 5 นาท ีจากนัน้ใชอุ้ณหภมู ิ60°C หรอื 63°C หรอื 65°C เป็นเวลา 60 นาท ีและหยุดปฎกิริยิาที่
อุณหภูม ิ80°C เป็นเวลา 10 นาท ี น า RT-LAMP product มาวเิคราะห์ดว้ยวธิ ีagarose gel 
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electrophoresis โดยใช ้1.5% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต์ นาน 60 นาทแีลว้ส่องดู
ภายใตแ้สง UV  
 
   1.4 กำรเปรียบเทียบควำมไวในกำรตรวจสอบเช้ือ IMNV ระหว่ำงเทคนิค RT-
LAMP กบัเทคนิค RT-PCR  
  น า RNA ของไวรสัทีส่กดัไดจ้ากเนื้อเยื่อกุ้งทีต่ดิเชือ้ IMNV มาท า ten fold serial 
dilution ใหค้วามเขม้ขน้ลดลงครัง้ละ 10 เท่า (10-1 ถงึ 10-9) มาใชเ้ป็น template จากนัน้น ามาท า 
RT-LAMP (ตามวธิกีารขอ้ 1.3) และท า RT-PCR โดยใช ้F3 และ B3 primers (ตาราง 1) และใชชุ้ด 
kit SuperScript III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen) โดยมสี่วนผสมต่างๆ ของ RT-PCR reaction แสดงดงัตาราง 3 
 
ตาราง 3 ส่วนผสมของการท า RT- PCR – IMNV 
 
ส่วนผสมของ PCR reaction  ปริมำตร (ไมโครลิตร) 

RNA ของ IMNV (10-1 - 10-9) 
Forward primers (F3) (20 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Backward primers (B3) (20 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
2X Reaction Mix  
SuperScript III with Platinum® Taq DNA Polymerase  

          Sterile water 

5 
1 
1 
25 
1 
17 

 ปริมาตรสุทธิ  50 
 
เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชท้ า cDNA synthesis คอื  50 °C  เป็นเวลา 30 นาท ี
เวลาและอุณหภมูทิีใ่ชท้ า PCR amplification คอื 
ขัน้ตอนที ่1 initial denaturation อุณหภมู ิ95 °C เป็นเวลา 5 นาท ี
ขัน้ตอนที ่2 denaturation อุณหภมู ิ95 °C เป็นเวลา 30 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่3 annealing อุณหภมู ิ50 °C เป็นเวลา 30 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่4 extension อุณหภมู ิ72 °C เป็นเวลา 15 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(2)-(4) เป็นจ านวน 35 รอบ  
ขัน้ตอนที ่6 final extension อุณหภมู ิ72 °C เป็นเวลา 10 นาท ี
ขัน้ตอนที ่7 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด  
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 น า RT-LAMP product และ RT-PCR product ทีไ่ดม้าวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีagarose 
gel electrophoresis โดยใช ้1.5% agarose gels ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต์ นาน 60 นาท ีแลว้ส่อง
ดภูายใตแ้สง UV  

 
  1.5 กำรหำควำมจ ำเพำะในกำรตรวจสอบเช้ือ IMNV โดยใช้เทคนิค RT-LAMP 
      น า RNA หรอื DNA ของไวรสัชนิดอื่นๆ ทีส่กดัไดจ้ากเนื้อเยื่อกุ้งทีต่ดิเชือ้ไวรสัอื่น 
เช่น White spot syndrome virus (WSSV), Taura syndrome virus (TSV), monodon baculovirus 
(MBV), Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) และ  yellow head virus  (YHV) มาใชใ้น
การท า RT-LAMP reaction (ตามขอ้ 1.3)  
 
  1.6 กำรศึกษำควำมไวของเทคนิค RT-LAMP ในกำรตรวจสอบเช้ือ IMNV  
  ท าการสงัเคราะห ์RNA ในหลอดทดลอง (in vitro transcription) น าพลาสมดิ 
pGEX-IMNV-int ทีม่ ีcapsid protein gene ของ IMNV (อารรีตัน์ และคนอื่นๆ. 2552) มาตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ EcoRI  จากนัน้น า fragment ที่ไดม้าโคลนเขา้กบัพลาสมดิ 
pBluescript KS แลว้น าพลาสมดิลกูผสมเขา้สู่แบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์XL-1 Blue คดัเลอืกโคโลนี
สขีาวมาเลีย้งในอาหารเหลว Luria Bertani (LB broth) ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ทีเ่ตมิ amplicilin ความ
เขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั / มลิลลิติร โดยใชเ้ครื่องบ่มแบบเขย่า (shaker incubator) ความเรว็รอบ 
225 rpm ทีอุ่ณหภูม ิ 37 oC เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง จากนัน้สกดัพลาสมดิลูกผสมดว้ยชุดสกดั 
Nucleospin plasmid kit น าพลาสมดิที่สกดัได้มาตดัด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ HindIII เพื่อให้พ
ลาสมดิเป็นเสน้ตรง แลว้ clean up ดว้ยชุด MinElute Reaction cleanup kit จากนัน้ท าการ
สงัเคราะห ์ RNA ในหลอดทดลองดว้ยชุด T7 Trasncription kit (Fermentas) ค านวณหาความ
เขม้ขน้ของ RNA ดว้ยเครื่อง Fluorometer โดยใชชุ้ด Quant-iT™ RNA Assay Kits (Molecular 
Probes) ในการสรา้งกราฟ RNA มาตรฐาน ท า ten fold serial dilution ของ RNA ทีส่งัเคราะหไ์ด้
ใหม้คีวามเขม้ขน้ลดลงครัง้ละ 10 เท่า (10-1 ถงึ 10-9) น า RNA ในแต่ละ dilution มาท า RT-LAMP 
(ตามวธิกีารขอ้ 1.3) เพื่อวเิคราะหห์าจ านวน copy number ของ IMNV ทีน้่อยทีสุ่ดทีว่ธิ ีRT-LAMP 
สามารถตรวจสอบได ้
 
 2. กำรตรวจสอบเช้ือ V. alginolyticus 
 2.1 กำรเตรียมแบคทีเรีย 
  น าแบคทเีรยี V. alginolyticus และแบคทเีรยีสกุล Vibrio ชนิดอื่นๆ มาวเิคราะห์
ชนิดโดยการท าการยนืยนัสปีชสีด์ว้ยวธิกีารวเิคราะห์ยนี 16S rDNA (Weisberg; et al., 1991: 679-
703) ซึง่ตวัอย่างทีน่ ามาท าการทดสอบคอื V. alginolylticus Y16, Y17, S24, SWU2, SWU3, 
SWU4, SWU5, SWU6 
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 การศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี 16S rDNA มาใช้ในการจ าแนก
แบคทเีรยีไดถ้งึในระดบัสปีชสี์ มหีลกัการวเิคราะห์โดยท าการเพิม่ขยาย DNA บางส่วนของยนี 16S 
rDNA ดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร ์ 
fD1 primer 5’ CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ และ 
rP2 primer 5’ CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCCCTTGTTACGACTT 3’  
ส าหรบัปฏกิริยิา PCR amplification คอื 
ขัน้ตอนที ่1 initial denaturation อุณหภมู ิ95 °C เป็นเวลา 5 นาท ี
ขัน้ตอนที ่2 denaturation อุณหภมู ิ  95 °C เป็นเวลา 30 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่3 annealing อุณหภมู ิ43 °C เป็นเวลา 30 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่4 extension อุณหภมู ิ72 °C เป็นเวลา 1 นาท ี30 วนิาท ี 
ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(2) ถงึ (4) เป็นจ านวน 35 รอบ  
ขัน้ตอนที ่6 final extension อุณหภมู ิ72 °C เป็นเวลา 10 นาท ี
ขัน้ตอนที ่7 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด  

 
 น าผลผลติ PCR ทีไ่ด ้มาวเิคราะหข์นาดโดยใช ้1.5% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์

80 โวลต์ นาน 60 นาท ีแลว้ส่องดูผลภายใต้แสง UV  PCR product ทีไ่ดจ้ะมขีนาดประมาณ 1,500 
bp จากนัน้ตดัแถบดเีอ็นเอที่ต้องการและสกดัดเีอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ชุด MinElute gel 
extraction kit (QIAGEN) น าดเีอ็นเอที่ได้มาเชื่อมต่อกบัพลาสมดิ pGEM®-T Easy Vectors 
(Promega) แลว้น าพลาสมดิลูกผสม transform เขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์X1-blue  คดัเลอืกโคลนทีม่ ี
ชิน้ดเีอน็เอโดยน าโคโลนีทีม่สีขีาวมาเลีย้งใน LB broth โดยเลีย้งไวข้า้มคนืใน incubator shaker ที่
อุณหภูม ิ 37 °C  225 รอบต่อนาท ี จากนัน้น า culture ทีเ่ลีย้งไวม้าท าการสกดัพลาสมดิดว้ยชุด 

QIAprep
®
Spin Miniprep kit แลว้ตดัดว้ย EcoRI restriction enzyme เพื่อตรวจสอบขนาดของ

ชิน้ส่วนดเีอน็เอทีจ่ะแยกเฉพาะส่วนของยนีออกมา น าโคลนทีม่ขีนาดยนีสอดแทรกทีถู่กต้องไปหา
ล าดบันิวคลโีอไทด์ จากนัน้เปรยีบเทยีบว่ามคีวามเหมอืนหรอืคล้ายคลงึกบัดเีอ็นเอของแบคทเีรยี
ชนิดใดในฐานขอ้มลู โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN (Basic Local Alignment Search Tools) จาก
ฐานขอ้มลู GenBank จาก National Center for Biotechnology Information server (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 
 2.2 กำรสกดั DNA ของแบคทีเรีย 
     น าแบคทเีรยีสกุล Vibrio ทุกชนิด มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ thiosulfate citrate 
bile salts sucrose agar (TCBS agar, Difco) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 oC เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนัน้
สกดั DNA ของแบคทเีรยีดว้ยชุด QIAamp DNA mini kit (QIAGEN) เกบ็ DNA ทีส่กดัไดไ้วท้ี่ -20 o 
C จนกระทัง่น ามาใช ้
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  2.3 กำรวิเครำะห์เช้ือ V. alginolyticus ด้วยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) 
     น า DNA ที่สกัดได้จากแบคทีเรยีตัวอย่างมาใช้เป็น template ในการท าปฏิกิรยิา 
PCR เพื่อเพิม่ปรมิาณยนี rpoX  โดยใช้ไพรเมอร์ (ตาราง 4) และสภาวะในการท าปฏกิริยิาตาม
วธิกีารของ โชร ์และคนอื่นๆ (Zhao; et al. 2011: 137-141) และท าปฏกิริยิา PCR เพื่อเพิม่ปรมิาณ
ยนี gyrB  โดยใชไ้พรเมอร ์(ตาราง 4) และสภาวะในการท าปฏกิริยิาตามวธิกีารของซวัร ์และคนอื่นๆ 
(Zhou; et al. 2007: 1897-1906) จากนัน้น า PCR product ทีไ่ดม้าวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีagarose gel 
electrophoresis โดยใช ้1.5% agarose gels ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต์ นาน 60 นาท ี แลว้ส่องดู
ภายใตแ้สง UV  
 
ตาราง 4 แสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการท า PCR 
 
Target gene Sequence (5’-3’) Amplicon size (bp) 

rpoX 
 

gyrB 

rpoX-F (ACGCTGCTCAGGGGTGAAAGC) 
rpoX-R (CGGAGACGTTTCTGCACGCGT) 
gyrB-F (ATTGAGAACCCGACAGAAGCGAAG) 
gyrB-R  (CCTAATGCGGTGATCAGTGTTACT)  

354 
 

340 

 
 2.4 กำรออกแบบไพรเมอรส์ ำหรบักำรท ำ LAMP- LFD ของ V. alginolyticus 
  ท าการออกแบบไพรเมอรจ์ากบรเิวณล าดบันิวคลโีอไทอด์ของยนี  rpoX ของ V. 
alginolyticus (GenBank accession no.FJ358498.1) โดยใชโ้ปรแกรม Primer Explorer version 4 
(http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html) (ภาพประกอบ 19) (ตาราง 5)  ส าหรบัการ
วเิคราะห ์LAMP product ดว้ยเทคนิค lateral flow dipstick (LFD) จะต้องท าการตดิฉลาก Forward 
inner primer (FIP) ที่ปลาย 5’ ด้วย biotin และออกแบบ probe ที่ตดิฉลากดว้ย fluorescein 
isothiocyanate (FITC) เพื่อท าปฏกิริยิาในขัน้ตอนของ LFD  
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ภาพประกอบ 19 แสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoX ของ V. alginolyticus ทีใ่ชใ้นการออกแบบ    
       ไพรเมอร ์(GenBank accession no.FJ358498.1) 
 
 
ตาราง 5 แสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการท า LAMP-LFD 
 

Primer Gene position Sequence (5’-3’) 
F3 
B3 
Forward inner primer 
Backward inner primer 
FITC probe 

62-79 
255-275 
96-116/TTTT/137-160 
193-213/TTTT/230-253 
220-239 

GATGTATCGACCACTGCG 
CTATTTCCGACAAAGTTTTCAC 
CTGGTTTTCACAGTCTTGTTGTGGTTTTCATTTGTTCTTGAACTGTGTG 
AACCTTGCCAACTAAGTTGCATTTTTCTCTGGTCAAATAATCCGAATC 
CTTGATCCATCGATTCGGAT 

 
 2.5 กำรทดสอบหำอณุหภมิูท่ีเหมำะสมในกำรท ำ LAMP-V. alginolyticus  
      ท าการทดลองหาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมทีสุ่ดส าหรบัท าปฏกิริยิา LAMP ทีอุ่ณหภูม ิ60 
°C หรอื 63°C หรอื 65°C และใชเ้วลาทีต่่างๆกนั ไดแ้ก่ 30 หรอื 45 หรอื 60 นาท ีส าหรบัส่วนผสม
ต่างๆ ของ LAMP reaction แสดงดงัตารางที ่6 
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ตาราง 6 ส่วนผสมของการท า LAMP- V. alginolyticus 
 
ส่วนผสมของ LAMP reaction  ปริมำตร (ไมโครลิตร) 

DNA ของ V. alginolyticus 
Forward inner primers (FIP) (5 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Backward inner primers (BIP) (5 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Forward outer primers (F3) (40 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Backward outer primers (B3) (40 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
25 mM dNTPs 
5 M Betaine 
50 mM MgSO4 
10X Bst  buffer 
8 U of Bst DNA polymerase 
Sterile water 

5 
1 
1 
1 
1 

1.4 
4 
3 

2.5 
1 

4.1 

 ปริมาตรสุทธิ  25 
 
 เวลาและอุณหภูมขิอง LAMP reaction เริม่จากการใชอุ้ณหภูม ิ95 °C เป็นเวลา 5 
นาท ีจากนัน้ใชอุ้ณหภูม ิ60°C หรอื 63°C หรอื 65°C เป็นเวลา 30 หรอื 45 หรอื 60 นาท ีและหยุด
ปฎกิริยิาทีอุ่ณหภูม ิ80°C เป็นเวลา 10 นาท ีน า LAMP product มาวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีagarose gel 
electrophoresis ใช ้1.5% agarose gels ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต์ นาน 60 นาทแีลว้ส่องดูภายใต้
แสง UV  
 
 2.6 กำรทดสอบหำควำมเข้มข้นท่ีเหมำะสมของ probe ท่ีติดฉลำกด้วยสำร
เรืองแสง FITC ในกำรวิเครำะห ์LAMP product ด้วยวิธี Lateral flow dipstick 
  น า DNA probe ทีอ่อกแบบจากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoX โดย DNA probe 
นี้ตดิฉลากดว้ยสารเรอืงแสง FITC ที่ปลาย 5’ (ตาราง 5) ในการหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ 
probe จะมกีารทดลองโดยเลอืกจากความเขม้ขน้ของ DNA probe ทีแ่ตกต่างกนัคอื 200, 20 และ 2 
พโิคโมล  
  ท าปฏกิริยิา LAMP โดยใชส้่วนผสมต่างๆ และใชส้ภาวะอุณหภูมต่ิางๆ (ตามวธิกีารขอ้ 
2.5) แต่มกีารใช ้Forward inner primer (FIP) ทีม่กีารตดิฉลากดว้ย biotin ทีป่ลาย 5’ (ตาราง 5) มา
ใชแ้ทน FIP ทีไ่ม่มกีารตดิฉลากด้วย biotin จากนัน้น า LAMP product มา hybridize กบั probe 
โดยแบ่ง LAMP product มา 8 ไมโครลติร ใส่ในหลอดทดลอง 3 หลอด ทีม่คีวามเขม้ขน้ของ probe
ทีแ่ตกต่างกนัคอื 200, 20 และ 2 พโิคโมล บ่มทีอุ่ณหภูม ิ63 °C  เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้น า product 
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ในแต่ละหลอดมาหลอดละ 8 ไมโครลติร ใส่ลงในหลอดทดลองที่ม ี150 ไมโครลติร ของ assay 
buffer (Milenia® Genline HybriDtect) ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าแผ่น dipstick ลงไปจุ่มทิง้ไวป้ระมาณ   
5-10 นาท ีแลว้สงัเกตผล 
 
 2.7 กำรตรวจสอบควำมไวของกำรวิเครำะห์เช้ือ V. alginolyticus ในสภำพ
เช้ือบริสทุธ์ิโดยใช้เทคนิค LAMP-LFD และเทคนิค PCR 
   ในการทดลองนี้ท าตามวธิกีารของยามาซาก ิและคนอื่นๆ (Yamazaki; et al. 2008: 
163) โดยน าตวัอย่างของ V. alginolyticus S24 มาใชใ้นการตรวจสอบความไวของ LAMP reaction 
โดยทดสอบกบัเชือ้ทีเ่ลีย้งแบบบรสิุทธิ ์(pure culture) และเชือ้ที่เตมิในตวัอย่างกุ้ง (spiking) น าเชือ้ 
V. alginolyticus S24 มาแยกเชื้อเพื่อให้ได้เชือ้ทีบ่รสิุทธิ ์โดยน ามาขดีลาก (streak plate) ลงบน
อาหารแขง็ TSA ทีเ่ตมิ 2% NaCl เลอืกโคโลนีเดีย่วมาเพาะเลีย้งใน TSB ทีม่ปีรมิาตร 4 มลิลลิติร 
บ่มเชือ้แบบเขย่า (shaker incubator) ที ่37 oC เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนัน้น าเชื้อมา 40 
ไมโครลติร ใส่ในหลอดทดลองหลอดใหม่ทีม่ ี TSB อยู่ 4 มลิลลิติร น าไปบ่มเชือ้แบบเขย่าที ่37 oC 
ประมาณ 1-2 ชัว่โมง แลว้น ามาวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหค้่าการ
ดูดกลนืแสงอยู่ในช่วง 0.4-0.5 จากนัน้น าเชือ้มาท า ten fold serial dilution ใน phosphate buffer 
saline (PBS) ใหม้คีวามเจอืจางตัง้แต่ 10-1 ถงึ 10-9 จากนัน้น า 100 ไมโครลติร ของแต่ละความเจอื
จางมาท า plate count และอกี 100 ไมโครลติร มาสกดั DNA โดยมวีธิกีารคอื น าไปป ัน่เหวีย่งที ่
20000 × g เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้เทส่วนบน (supernatant) ทิง้ไป เตมิ 25 mM NaOH ลงไป 50 
ไมโครลติร เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้น าไป heat ทีอุ่ณหภมู ิ95°C เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้เตมิ 1M Tris - 
HCl buffer (pH7.5) ลงไป 4 ไมโครลติร แลว้น าไปป ัน่เหวีย่งที ่20000 × g ที ่4 °C เป็นเวลา 5 นาท ี
จากนัน้เกบ็ส่วนบนไว ้ แลว้น า DNA ทีส่กดัไดม้าท า PCR และ LAMP-LFD ตามวธิกีารในขอ้ 2.3 
และ 2.5 ตามล าดบั โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเชือ้เริม่ต้นที่ 1.8 × 108 CFU ml-1 มาเป็น DNA 
template  
 
 2.8 กำรตรวจสอบหำควำมไวในกำรวิเครำะห์เช้ือ V. alginolyticus ใน
ตวัอย่ำงของกุ้งท่ีเติมเช้ือ (spiking) โดยใช้ LAMP-LFD และเทคนิค PCR 
 ในการทดลองนี้ท าตามวธิกีารของยามาซาก ิและคนอื่นๆ (Yamazaki; et al. 2008: 
163) เตรยีมเชือ้ V. alginolyticus S24 ใหไ้ดเ้ชือ้ทีบ่รสิุทธิต์ามวธิกีารในขอ้ 2.7 แลว้น ามาท า ten 
fold serial dilution ใน phosphate buffer saline (PBS) ซึง่มคีวามเจอืจางตัง้แต่ 10-1 ถงึ 10-9 น า 
100 ไมโครลติร ในแต่ละความเจอืจางมาท า plate count 
     เตรยีมเนื้อเยื่อกุ้งทีต่รวจสอบโดยวธิ ีPCR แลว้พบว่าปลอดเชือ้ V. alginolyticus โดย
น าเนื้อเยื่อมา 1 กรมั ไปบด แลว้บ่มรวมกบั 9 มลิลลิติร ของ alkaline peptone water (APW) ผสม
ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนัน าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 oC เป็นเวลา 18-24  ชัว่โมง จากนัน้น ามาแบ่งใส่หลอด
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ทดลอง หลอดละ 900 ไมโครลติร จ านวน 9 หลอด เพื่อน าไปผสมกบัแบคทเีรยีบรสิุทธิซ์ึง่มคีวาม
เจอืจางตัง้แต่ 10-1 ถงึ 10-9 ทีเ่ตรยีมไวข้า้งต้น น าแต่ละความเจอืจางมา 100 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้
กนั (แบคทเีรยีบรสิุทธิ ์ : เนื้อเยื่อกุ้งทีบ่่มใน APW คอื 1:10) จากนัน้น าส่วนผสมมาสกดั DNA แลว้
น ามาท า PCR และ LAMP ท าตามวธิกีารในขอ้ 2.3 และ 2.5 ตามล าดบั โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเชือ้
เริม่ตน้ที ่2 × 108 CFU g-1 มาเป็น DNA template 
 



 

บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 1. การตรวจสอบเช้ือ infectious myonecrosis virus (IMNV) 
1.1 หาอณุหภมิูท่ีเหมาะสมส าหรบัการท า RT-LAMP-IMNV 

              จากผลการทดลองท า RT-LAMP โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อ capsid protein 

gene ของ IMNV (ตาราง 1) โดยใชอุ้ณหภมูต่ิางๆ กนั ไดแ้ก่ 60°C หรอื 63°C หรอื 65°C เป็นเวลา 

60 นาท ี พบว่า อุณหภูมแิละเวลาทีเ่หมาะสมส าหรบั RT-LAMP reaction คอื 65°C เป็นเวลา 60 

นาท ีเนื่องจากให้ผลการเกดิ ladder pattern ชดัเจนทีสุ่ด (ภาพประกอบ 20) เมื่อน า RT-LAMP 

product มาวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีagarose gel electrophoresis  

 

 

 
 

 

ภาพประกอบ 20 แสดงผลการท า RT-LAMP reaction ทีอุ่ณหภมูต่ิางๆ Lane M: Molecular    

      marker; Lane 1: 60°C; lane 2: 63°C; lane 3: 65°C; lane N: no template (negative   

      control) 

3000 

1000 

500 

               1                   2                3          
 M                                                                   N   
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             1.2 การศึกษาเปรียบเทียบความไวในการตรวจสอบเช้ือ IMNV ระหว่าง
เทคนิค RT-LAMP กบัเทคนิค RT-PCR  
              จากการท า RT-LAMP และ RT-PCR โดยใช ้RNA ของไวรสัทีส่กดัไดจ้ากเนื้อเยื่อ
กุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV เป็น template พบว่าเทคนิค RT-LAMP สามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV ได้
ที ่10-5 (ภาพประกอบ 21 ก) ในขณะทีเ่ทคนิค RT-PCR สามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV ไดท้ี ่
10-3 (ภาพประกอบ 21 ข) เมื่อน า RT-LAMP product มาวเิคราะห์ด้วยวธิ ีagarose gel 
electrophoresis 
 
 ก 

 
 
 ข 

 

 
 

ภาพประกอบ 21 แสดงการเปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ IMNV ระหว่างเทคนิค RT-  

      LAMP (ก) กบัเทคนิค RT-PCR (ข); Lane M: molecular marker; lanes 1-6: RNA ของไวรสั

 ทีส่กดัจากเนื้อเยือ่กุง้ตดิเชือ้ IMNV มาท า ten fold serial dilution ใหม้คีวามเขม้ขน้ตัง้แต่ 10-1  

       ถงึ 10-6 ตามล าดบั; lane N: no template (negative control) 
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 1.3 การหาความจ าเพาะในการตรวจสอบเช้ือ IMNV โดยใช้เทคนิค RT-LAMP 

              เมื่อน ากรดนิวคลอีกิที่สกดัได้จากกุ้งที่ติดเชื้อไวรสัชนิดอื่นๆ เช่น White spot 

syndrome virus (WSSV), Taura syndrome virus (TSV), monodon baculovirus (MBV), 

Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) และ yellow head virus (YHV) ทีส่กดัไดจ้าก

เนื้อเยื่อกุ้งทีต่ดิเชือ้ไวรสัมาใช้เป็น template ในการท า RT-LAMP พบว่าไม่เกดิ LAMP product 

(ภาพประกอบ 22) แสดงว่าเทคนิค RT-LAMP ทีใ่ชใ้นตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV มคีวามจ าเพาะ 

เนื่องจากไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้มกบัไวรสัชนิดอื่นๆ ทีก่่อใหเ้กดิการตดิเชือ้ในกุง้ 

 

 
 

 

ภาพประกอบ 22 แสดงการท า RT-LAMP โดยใชก้รดนิวคลอีกิทีส่กดัไดจ้ากกุง้ทีต่ดิเชือ้ไวรสั 

      Lane M: molecular marker; lane 1: White spot syndrome virus (WSSV); lane 2:   

      Monodon baculovirus (MBV); lane 3: Yellow head virus (YHV); lane 4: Taura 

 syndrome virus (TSV); lane 5: Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV); lane 6: 

 Infectious myonecrosis virus (IMNV) (positive control); lane 7: no template (negative 

 control) 

3000 

500 

1000 



47 

 

 

 1.4 การหาความไวของเทคนิค RT-LAMP ในการตรวจสอบเช้ือ IMNV 

               เมือ่น า RNA ทีส่งัเคราะหไ์ดใ้นหลอดทดลอง (in vitro transcription) มาท า ten fold 

serial dilution (เริม่จาก 3.8 ×107 ถงึ 3.8 ×102 copies) และใชอุ้ณหภูมแิละเวลาส าหรบั RT-LAMP 

reaction ที ่65°C เป็นเวลา 60 นาท ีพบว่าเทคนิค RT-LAMP สามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV 

ไดท้ี ่ 3.8 ×103 copies (ภาพประกอบ 23 lane 5) เมื่อน า RT-LAMP product มาวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี

agarose gel electrophoresis  

 

 
 

ภาพประกอบ 23 แสดงการท า RT-LAMP โดยใช ้RNA ทีส่งัเคราะหไ์ดใ้นหลอดทดลอง (in vitro    

     transcription) Lane M: molecular marker; lanes 1-6: ความเขม้ขน้ของ RNA ตัง้แต่ 3.8 

 ×107 ถงึ 3.8 ×102 copies ตามล าดบั; lane N: no template (negative control) 

 

 

 

            M       1       2        3       4        5        6       7 
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 2. การตรวจสอบเช้ือ V. alginolyticus 
 2.1 การวิเคราะหแ์บคทีเรีย V. alginolyticus ด้วยการวิเคราะห ์16S rDNA 
     จากการน าแบคทเีรยีตวัอย่างคอื V. alginolylticus Y16, Y17, S24, SWU2, SWU3, 
SWU4, SWU5, SWU6 มาวเิคราะห์ดว้ยวธิ ี16S rDNA ตามวธิกีารของ Weisberg; et al., 1991 
พบว่าแบคทเีรยีตวัอยา่งดงักล่าวทีน่ ามาทดสอบเป็นแบคทเีรยี V. alginolylticus  
 

2.2 การวิเคราะหเ์ช้ือ V. alginolyticus ด้วยวิธี PCR 
  จากการน า DNA ของแบคทเีรยีทีส่กดัไดจ้ากตวัอย่าง (ตาราง 4) มาท าปฏกิริยิา PCR 
โดยใช้ยนี rpoX และยนี gyrB เป็นยนีเป้าหมายพบว่าแบคทเีรยี V. alginolylticus ในทุกตวัอย่าง
ใหผ้ลเป็นบวก คอืม ีPCR product ซึง่มขีนาด 354 bp (ภาพประกอบ 24; แสดงผลเป็นตวัอย่าง
เพยีง 5 isolate) และ 340 bp (ภาพประกอบ 25; แสดงผลเป็นตวัอย่างเพยีง 5 isolate) เกดิขึน้ และ
แบคทเีรยีชนิดอื่นๆ ที่ไม่ใช่แบคทเีรยี V. alginolylticus ให้ผลเป็นลบ โดยไม่ม ีPCR product 
เกดิขึน้ 

 

 
 
ภาพประกอบ 24 แสดงการท าปฏกิริยิา PCR โดยใชย้นี rpoX เป็นยนีเป้าหมาย; Lane M:     
      molecular marker; lanes 1-5: V. alginolylticus 22082, V. alginolylticus 22083, 
       V. alginolylticus 22084, V. alginolylticus 24045, V. alginolylticus 24047 ตามล าดบั 

 

354 bp 

bp 

400 bp 

300 bp 

        M        1         2         3         4        5   
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ภาพประกอบ 25 แสดงการท าปฏกิริยิา PCR โดยใชย้นี gyrB เป็นยนีเป้าหมาย; Lane M:    
      molecular marker; lanes 1-5: V. alginolylticus 22082, V. alginolylticus 22083,  
      V. alginolylticus 22084, V. alginolylticus 24045, V. alginolylticus 24047 ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M          1          2          3         4          5       

400 bp 

300 bp 
340 bp 
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2.3 การทดสอบหาอณุหภมิูท่ีเหมาะสมส าหรบัการท า LAMP-V. alginolyticus 
  จากการทดลองท า LAMP โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยนี rpoX ของ V. 
alginolylticus โดยใช้อุณหภูมแิละเวลาที่ต่างๆ กันพบว่า อุณหภูมทิี่เหมาะสมส าหรบั LAMP 
reaction คอื 60°C เมือ่ทดลองใชเ้วลา 60 นาท ี(ภาพประกอบ 26) เนื่องจากใหผ้ลชดัเจนทีสุ่ด ส่วน
การศกึษาเวลาทีเ่หมาะสมในการท า LAMP reaction พบว่าเวลาที่เหมาะสมคอื 60 นาท ีเมื่อใช้
อุณหภมู ิ60°C ในการท าปฎกิริยิาดงัแสดงในภาพประกอบ 27 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 26 แสดงการท า LAMP ทีอุ่ณหภมูต่ิางๆ เมือ่ทดลองใชเ้วลา 60 นาท;ี Lane 1: 60°C;    
      lane 2: 63°C; lane 3: 65°C; lane N: no template (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 

     M          1          2           3          N 

500  

1000  

3000  
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ภาพประกอบ 27 แสดงการท า LAMP ทีเ่วลาต่างๆ เมือ่ใชอุ้ณหภมู ิ60°C; Lane M: molecular  
     marker; lane 1: 30 นาท;ี lane 2: 45 นาท;ี lane 3: 60 นาท;ี lane N: no template 
 (negative control) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M         1          2           3           N 

3000  

1000  

500  
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  2.4 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ probe ท่ีติดฉลากด้วย FITC ในการ
วิเคราะห ์LAMP product ด้วยวิธี Lateral flow dipstick 

 ในการหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ probe จะเลอืกจากปรมิาณของ DNA probe 
ทีแ่ตกต่างกนัคอื 200, 20 และ 2 พโิคโมล จากการทดลองหลงัจากน า LAMP product ไปบ่มกบั 
DNA probe ทีอุ่ณหภูม ิ63 °C  เป็นเวลา 5 นาท ีพบว่าปรมิาณของ DNA probe ทีแ่สดงปฎกิริยิา
บนแผ่น LFD ทีเ่หน็แถบของ test line ทีเ่ขม้และชดัเจนทีสุ่ดคอื 20 พโิคโมล (ภาพประกอบ 28)  

 
 

 
 

 
 
ภาพประกอบ 28 แสดงการท า LAMP-LFD โดยใช ้DNA probe ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ คอื 2, 20 และ     
     200 พโิคโมล; Lane 1: ใชป้รมิาณของ DNA probe 2 พโิคโมล; Lane 2: ใชป้รมิาณของ DNA  
     probe 20 พโิคโมล; Lane 3: ใชป้รมิาณของ DNA probe 200 พโิคโมล 
 
 
 

                1                  2                    3 

Control line 

Test line 
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 2.5 ความจ าเพาะในการตรวจเช้ือ V. alginolyticus ด้วยเทคนิค LAMP และ 
PCR 
  จากการตรวจความจ าเพาะในตรวจ V. alginolyticus ดว้ย LAMP และ PCR พบว่า
สามารถตรวจ V. alginolyticus ไดทุ้ก isolates ทีท่ดสอบโดยไม่เกดิปฏกิริยิาขา้มกบัแบคทเีรยีชนิด
อื่นๆ (ตาราง 7) 
ตาราง 7 แสดงแบคทเีรยี isolates ต่างๆ ทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

Bacterial isolates Origin DNA amplification Source 

  rpoX  

  LAMP PCR  

Vibrio  alginolyticus (n=21)     
V. alginolylticus 22082 
V. alginolylticus 22083 
V. alginolylticus 22084 
V. alginolylticus 24045 
V. alginolylticus 24047 
V. alginolylticus 24048 
V. alginolylticus 14800 
V. alginolylticus Y4 
V. alginolylticus Y16 
V. alginolylticus Y17 
V. alginolylticus Y18 
V. alginolylticus S24 
V. alginolylticus SWU1 
V. alginolylticus SWU2 
V. alginolylticus SWU3 
V. alginolylticus SWU4 
V. alginolylticus SWU5 
V. alginolylticus SWU6 
V. alginolylticus SWU7 
V. alginolylticus SWU8 
V. alginolylticus SWU9 
 
V. harveyi (n=3) 
V. harveyi 22888 
V. harveyi 639 
V. harveyi 1526 
 
V. cholera (n=4) 
V. cholera 22117 
V. cholera 22141 
V. cholera 22125 
V. cholera 4907013 
 
V. parahaemolyticus (n=4) 
V. parahaemolyticus 20245 

Stool 
Stool 
Stool 
Food 
Stool 
Water 
Seafood 
Seawater 
Shrimp pond 
Shrimp pond 
Shrimp pond 
Shrimp 
Crab 
Crab 
Crab 
Cockle 
Cockle 
Mussel 
Mussel 
Mussel 
Oyster 
 
 
Unknow 
P. monodon 
P. monodon 
 
 
Stool 
Food 
Rectal swab 
P. vannamei 
 
 
Unknow 

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

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

DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMST 
DMSC 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
SWU 
 
 
GB 
CENTEX 
CENTEX 
 
 
DMST 
DMST 
DMST 
SWU 
 
 
DMST 
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V. parahaemolyticus 21243 
V. parahaemolyticus 21330 
V. parahaemolyticus 23796 
 
V. vulnificus (n=3) 
V. vulnificus 22441 
V. vulnificus 27426 
V. vulnificus 27427 
 
V. mimicus (n=3) 
V. mimicus 22090 
V. mimicus 24053 
V. mimicus 24054 
 
V. campbellii (n=2) 
V. campbellii 21361 
V. campbellii 21363 
 
V. anguillarum AVL01 (n=1) 
 
V. ordalii VIB02 (n=1) 
 
V. shilonii 4907012 (n=1)  
 
Other non-Vibrio 
bacteria (n = 15) 
 

 
 
 
 
 
 
Unknow 
Stool 
Stool 
 
 
Hemoculture 
Blood 
Unknow 
 
 
Food 
Food 
Water 
 
 
Unknow 
Unknow 
 
Unknow 
 
Unknow 
 
P. vannamei 

 
 
 
 
 
 
- 
- 
- 
 
 
- 
- 
- 
 
 
- 
- 
- 
 
 
- 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
 
- 

 
 
 
 
 
 
- 
- 
- 
 
 
- 
- 
- 
 
 
- 
- 
- 
 
 
- 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
 
- 

 
 
 
 
 
 
DMST 
DMST 
DMST 
 
 
DMST 
DMST 
DMST 
 
 
DMST 
DMST 
DMST 
 
 
GB 
GB 
 
DABU 
 
DABU 
 
SWU 

 
 
CENTEX   =  Centex Shrimp, Faculty of Science, Mahidol University,Thailand. 
CPF  = Charoen Pokphand Foods Public Co. Ltd., Thailand 
DABU    =   Department of Aquatic Science, Burapa University, Thailand. 
DMSM  = Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol University,Thailand. 
DMST   =   Department of Medical Science, Ministry of Public Health Thailand. 
GB  =   Ghent University, Belgium 
SWU  =   Department of Biology, Srinakharinwirot University, Thailand 
 
 

ตารางที ่7 (ต่อ) 
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 2.6 การศึกษาความไวในการตรวจสอบเช้ือ V. alginolyticus ในสภาพเช้ือ
บริสทุธ์ิด้วยเทคนิค LAMP-LFD และ PCR 
  ท าการทดสอบแบคทเีรยีตวัอย่าง V. alginolyticus S24 กบัเชือ้ทีเ่ลีย้งแบบบรสิุทธิ ์
(pure culture) แลว้มาสกดั DNA โดยดดัแปลงจากวธิกีารของ Yamazaki; et al. (2008) จากนัน้
น ามาท าปฎกิริยิา LAMP และ PCR พบว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่1.8 × 
102 CFU ml-1 หรอื 0.6 CFU reaction-1 ดงัแสดงในภาพประกอบ 29 ก ซึง่ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
ผลที่ได้จากการท า LAMP-LFD ดงัแสดงในภาพประกอบ 30 ส่วนเทคนิค PCR มคีวามไวในการ
ตรวจสอบเชือ้ที ่1.8 × 103 CFU ml-1 หรอื 6 CFU reaction-1 ดงัแสดงในภาพประกอบ 29 ข  
 
 ก 

 
 ข 

 
 
ภาพประกอบ 29 แสดงการเปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ในสภาพเชือ้    
     ทีเ่ลี้ยงแบบบรสิุทธิ ์(pure culture) ด้วยเทคนิค LAMP (ก) และ PCR (ข); Lane M: 
 molecular marker; lane 1-6: ความเขม้ขน้ของเชือ้จาก 1.8 × 106 CFU ml-1 ถงึ 1.8 × 10 
 CFU ml-1 ตามล าดบั; lane N: no template (negative control) 

 
 

354 bp 

bp 
300 bp  

400 bp  

   M        1        2         3         4        5         6        N 

3000 

1000 

500 
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ภาพประกอบ 30 แสดงความไวในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ในสภาพ pure culture ดว้ย  
     เทคนิค LAMP-LFD; Lane 1-6: ความเขม้ขน้ของเชือ้จาก 1.8 × 106 CFU ml-1 ถงึ 1.8 × 10   
     CFU ml-1 ตามล าดบั; lane N: no template (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1                  2                  3                  4                  5                  6                N 

Control  line 

Test  line 
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 2.7 การศึกษาความไวในการตรวจสอบเช้ือ V. alginolyticus ในตวัอย่างของ
กุ้งท่ีเติมเช้ือ (spiking) ด้วยเทคนิค LAMP-LFD และ PCR 
  เมื่อน าแบคทเีรยีตวัอย่าง V. alginolyticus S24 ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ เตมิลงใน
ตวัอย่างกุ้ง (spiking) แลว้มาสกดั DNA โดยดดัแปลงจากวธิกีารของ Yamazaki; et al. (2008) 
จากนัน้น าไปท าปฎกิริยิาLAMP และ PCR พบว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่  
2 × 103 CFU g-1 หรอื 4 CFU reaction-1 ดงัแสดงในภาพประกอบ 31 ก ซึง่ผลดงักล่าวสอดคลอ้ง
กบัผลทีไ่ดจ้ากการท า LAMP-LFD ดงัแสดงในภาพประกอบ 32 ส่วนเทคนิค PCR มคีวามไวในการ
ตรวจสอบเชือ้ที ่2 × 104 CFU ml-1 หรอื 40 CFU reaction-1 ดงัแสดงในภาพประกอบ 31 ข  
 
 ก 

 
 

   ข 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 31 แสดงการเปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ในตวัอยา่ง  
     ของกุ้งทีเ่ตมิเชื้อ (spiking) ดว้ยเทคนิค LAMP (ก) และ PCR (ข); Lane M: molecular 
 marker; lane 1-5: ความเขม้ขน้ของเชือ้จาก 2 × 106 CFU g-1 ถงึ 2 × 102 CFU g-1 

 ตามล าดบั; lane N: no template (negative control) 
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ภาพประกอบ 32 แสดงการเปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ในตวัอยา่ง 
     ของกุง้ทีเ่ตมิเชือ้ (spiking) ดว้ยเทคนิค LAMP-LFD; Lane 1-5: ความเขม้ขน้ของเชือ้จาก 2 ×  
     106 CFU g-1 ถงึ 2 × 102 CFU g-1 ตามล าดบั; lane N: no template (negative control) 
 
 

1                    2                   3                   4                    5                  N 
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บทท่ี 5 

สรปุผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 การตรวจการตดิเชือ้ IMNV ในกุง้ขาว ส าหรบังานวจิยัครัง้นี้ไดท้ าการสกดั RNA ของไวรสั
ในเนื้อเยื่อกุ้งดว้ยชุดสกดั High pure viral nucleic acid kit ซึง่วธินีี้สามารถสกดั RNA ของไวรสัได้
อย่างรวดเรว็และมขีัน้ตอนการท าทีง่่าย การออกแบบ primer ทีใ่ช้ในปฏกิริยิา RT-LAMP ท าการ
ออกแบบจากบรเิวณยนีทีถ่อดรหสัเป็น capsid protein (GenBank accession no. AY570982)    
ได ้primer 4 เสน้ คอื F3 primer (5’-TGTTATTGAGTACTCTATTTCC-3’) B3 primer (5’-TTTA 
ATACGTACCGATTGTGG-3’) FIP primer (5’GTATGCTCCAGCTGTTCCTGGT TTTCACTAA 
TTCAGAGCAATGTGG-3’) และ BIP primer (5’-CCTGAAACACTAACAGTTAACTGGGTTTT 
GATGTCCGTTTCAAGTAGC-3’) 
 การหาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการท าปฏกิิรยิา RT-LAMP มกีารทดลองที่อุณหภูมต่ิางๆ 
กนัไดแ้ก่ 60°C 63°Cและ 65 °C เป็นเวลา 60 นาท ีพบว่าอุณหภูมทิีเ่หมาะสมทีสุ่ดคอื 65 °C
เนื่องจากแถบ DNA ของ RT-LAMP product ทีเ่กดิขึน้มคีวามเขม้และคมชดัมากทีสุ่ด ส่วนงานวจิยั
ของพุทธวบิูลย ์และคนอื่นๆ (Puthawibol; et al. 2009: 27-31)ท าการศกึษาการตรวจการตดิเชือ้ 
IMNV ในกุ้งขาว ดว้ยเทคนิค RT-LAMP โดยใชย้นี RNA dependent RNA polymerase (RdRp) 
เป็นยนีเป้าหมายกไ็ด้ท าการทดลองทีอุ่ณหภูม ิ60°C 63°C และ 65 °C เช่นกนั พบว่าอุณหภูมทิี่
เหมาะสมที่สุดคอื 63 °Cเป็นเวลา 60 นาท ีเช่นเดยีวกบังานวจิยัของ นิมติรภคั และคนอื่นๆ 
(Nimitphak; et al. 2008: 56-60) พบว่าอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิา LAMP คอื 63 °C
เป็นเวลา 60 นาท ี
 ในการเปรยีบเทยีบความไวในการตรวจสอบเชื้อIMNV ระหว่างเทคนิค RT-LAMP กบั
เทคนิค RT-PCR  ซึง่การท า RT-PCR ใช ้F3 และ B3 primers โดยใช ้RNA ของไวรสัทีส่กดัจาก
เนื้อเยื่อกุ้งทีต่ดิเชือ้ IMNV เป็น template พบว่าเทคนิค RT-LAMP มคีวามไวในการตรวจการตดิ
เชือ้ IMNV มากกว่า RT-PCR ถงึ 100เท่าซึง่ผลทีไ่ดม้คีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยัของโคโน และคน
อื่นๆ (Kono; et al. 2004: 59-65)ซึง่น าเทคนิค RT-LAMP มาใชใ้นการตรวจสอบการตดิเชือ้White 
spot syndrome virus (WSSV) พบว่ามคีวามไวในการตรวจสอบมากกว่าเทคนิค PCR อยู่ 10 เท่า
และมคีวามไวเทยีบเท่ากับเทคนิค nested RT-PCRและงานวจิยัของพุทธวบิูลย์ และคนอื่นๆ 
(Puthawibol; et al. 2009: 27-31) พบว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวเทยีบเท่ากบัเทคนิค nested RT-
PCR 
 ส่วนการหาปรมิาณของ RNA ทีน้่อยทีสุ่ดที่เทคนิค RT-LAMP สามารถตรวจสอบการตดิ
เชือ้ IMNV ไดโ้ดยใช ้RNA ทีส่งัเคราะหไ์ดใ้นหลอดทดลอง (in vitro transcription) มาเป็น template 
พบว่าสามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV ไดเ้มื่อมปีรมิาณ 3800 copies ซึง่มคีวามไวในการ
ตรวจสอบต ่ากว่างานวจิยัของแอนเดรล และคนอื่นๆ (Andrade; et al. 2007: 9-15)ทีก่ล่าวว่าเทคนิค 
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real-time RT-PCR สามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV ไดเ้มื่อมปีรมิาณ 1500 copies และเทคนิค 
nested RT-PCR สามารถตรวจการตดิเชือ้ IMNV ไดเ้มื่อมปีรมิาณเพยีง 10 copies ส่วนงานวจิยั
ของพุทธวบิูลย ์และคนอื่นๆ (Puthawibol; et al. 2009: 27-31) สามารถตรวจการตดิเชือ้ IMNV   
ไดเ้มื่อมกีารตดิเชือ้เพยีง 2 copies จากงานวจิยัการท า RT-LAMP ครัง้นี้ พบว่ามคีวามไวในการ
ตรวจสอบการตดิเชือ้น้อย กล่าวคอืกุง้ตอ้งมปีรมิาณของเชือ้ IMNV มากถงึ 3800 copies จงึสามารถ
ตรวจสอบได้ ซึง่อาจท าให้เกดิจากในการท าปฏกิริยิา LAMP ไม่ได้มกีารออกแบบ loop primer     
ในการท าปฏกิริยิาท าใหม้คีวามไวในการตรวจสอบต ่า ไดม้รีายงานว่าการใช ้loop primer  สามารถ
ช่วยเพิม่การเกดิปฏกิริยิาใหร้วดเรว็ยิง่ขึน้ ดงังานวจิยัของพุทธวบิูลย ์และคนอื่นๆ (Puthawibol; et 
al. 2009: 27-31) พบว่าถ้าใช้ loop primer จะท าใหเ้กดิปฏกิริยิาเรว็ขึน้คอื ใชเ้วลาเพยีง 30 นาท ี
สามารถเกิด LAMP product ขึน้ได้ แต่สาเหตุที่ในงานวจิยัครัง้นี้ไม่ได้น า loop primer มาใช ้
เนื่องจากเมื่อทดลองท าปฏกิริยิา RT-LAMP โดยไม่ใส่ RNA template ของ IMNV (negative 
control)พบว่าเกดิผลบวกปลอมขึน้ในหลอดทดลอง ดงัทีเ่คยมรีายงานในการตรวจการตดิเชือ้ extra 
small virus (XSV) ในกุง้ (Pillai; et al. 2006: 275-283)  
 การหาความจ าเพาะในตรวจสอบการติดเชื้อ IMNV ด้วยเทคนิค RT-LAMP ในงานวจิยั
ครัง้นี้ พบว่ามคีวามจ าเพาะสงู เนื่องจากไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้ม (cross reaction) กบัไวรสั ชนิดอื่นๆ ที่
พบไดบ้่อยในกุ้ง เช่น White spot syndrome virus (WSSV), Taura syndrome virus (TSV), 
monodonbaculovirus (MBV), Macrobrachiumrosenbergiinodavirus (MrNV) และ yellow head 
virus (YHV) เช่นเดยีวกบังานวจิยัของพุทธวบิูลย ์และคนอื่นๆ (Puthawibol; et al. 2009: 27-31) 
ในการตรวจการติดเชื้อ IMNV ในกุ้งขาว และงานวิจัยของเกียรติปฐมชัย และคนอื่นๆ 
(Kiatpathomchai; et al. 2008: 214-217)ในการตรวจการตดิเชือ้ TSV ในกุง้ 
 การตรวจการตดิเชือ้ IMNV ในกุ้งขาว P. vannamei มผีูพ้ฒันาเทคนิคต่างๆ เช่น เทคนิค
in situ hybridization (ISH) (Tang; et al. 2005: 261–265), RT-PCR, nested RT-PCR (Poulos; 
et al. 2006: 69-72), real-time RT-PCR (Andrade; et al. 2007: 9-15) แต่เทคนิคเหล่านี้ต้องใช้
เวลาในการตรวจสอบนาน และต้องใช้เครื่องมอืราคาแพงดงันัน้ในงานวิจยันี้ได้น าเทคนิค loop 
mediated isothermal amplification (LAMP) มาใช้ตรวจสอบเชื้อ IMNVซึ่งประสบผลส าเรจ็ 
เนื่องจากเทคนิค RT-LAMP ท าได้ง่าย ใชเ้วลาไม่นานในการตรวจสอบ และไม่ต้องใชเ้ครื่องมอืที่มี
ราคาแพง ดงัเช่นเทคนิคทีก่ล่าวมาขา้งต้น อกีทัง้สามารถใช้ RNA เป็น template ในปฏกิริยิาการ
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม โดยการเกิดปฏิกิริยาจะอาศัยการท างานของเอนไซม์ reverse 
transcriptase และ Bst DNA polymerase ได้ในหลอดเดยีวกนัภายใต้อุณหภูมเิดยีวซึ่งคงที ่
(Notomi; et al. 2000: 63)  
 งานวจิยันี้ไดต้รวจสอบเชือ้ V. alginolyticus ดว้ยเทคนิค LAMPโดยไดอ้อกแบบไพรเมอร์
ใหม้คีวามจ าเพาะต่อยนี rpoX ซึง่เป็นยนีทีถ่อดรหสัได ้rpoS-like sigma factor (RpoX) จดัอยู่ใน
กลุ่มของ alternative sigma factor ที่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการตอบสนองต่อความเครยีด และ
เกี่ยวขอ้งกบัการสรา้ง biofilm ของแบคทเีรยี (Zhao; et al. 2009: 1-9) ในการตรวจการตดิเชือ้      
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V. alginolylticus ในกุ้งขาว มกีารน า DNA ของแบคทเีรยีisolate ต่างๆ มาท าปฏกิริยิา PCR โดย  
ใชย้นี rpoX เป็นยนีเป้าหมาย ท าปฏกิริยิาตามวธิกีารของ โชรแ์ละคนอื่นๆ (Zhao; et al. 2011: 
137-141) ซึง่มขีนาด PCR product คอื 354 bp และท าปฏกิริยิา PCR โดยใชย้นี gyrB เป็นยนี
เป้าหมายท าปฏกิริยิาตามวธิกีารของซวัร ์และคนอื่นๆ (Zhou; et al. 2007: 1897-1906) ซึง่มขีนาด 
PCR product คอื 340 bp พบว่าใหผ้ลบวกในทุก isolate ของ แบคทเีรยีV. alginolylticus และให ้
ผลลบในแบคทเีรยีชนิดอื่นๆทีไ่มใ่ช่แบคทเีรยี V. alginolylticus 
 การตรวจสอบเชือ้ V. alginolylticus ด้วยเทคนิค LAMP มกีารออกแบบ primers จาก
บรเิวณล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoX (GenBank accession no.FJ358498.1) ได ้primers 4 เสน้
คอื F3 primer (5’-GATGTATCGACCACTGCG-3’) B3 primer (5’-CTATTTCCGACAAAGTTTT 
CAC-3’)   FIP primer (5’-CTGGTTTTCACAGTCTTGTTGTGGTTTTCATTTGTTCTTGAACT 
GTGTG-3’) และ BIP primer (5’-AACCTTGCCAACTAAGTTGCATTTTTCTCTGGTCAAAT 
AATCC GAATC-3’)   
 ส าหรบัอุณหภูมแิละเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการท าปฏกิริยิา LAMP คอื 60°C เป็นเวลา   
60 นาท ีเพราะแถบของ DNA มคีวามเขม้และชดัเจนทีสุ่ด เนื่องจากงานวจิยันี้มกีารวเิคราะห ์LAMP 
product ด้วยเทคนิค LFD จงึท าการตดิฉลาก FIP primer ด้วยbiotin และออกแบบ probe ที่ตดิ
ฉลากดว้ย FITC ในการเกดิปฏกิริยิา LFD ต้องท าการเลอืกปรมิาณของ DNA probe ทีเ่หมาะสม
โดยเลอืกจากปรมิาณของ DNA probe ทีแ่ตกต่างกนัคอื 200, 20 และ 2 พโิคโมล พบว่ าปริม าณ
ของ DNA probe ทีเ่หมาะสมคอื 20 พโิคโมล เพราะแสดงปฎกิริยิาบนแผ่น LFD ทีเ่หน็แถบของ 
test line เขม้และชดัเจนทีสุ่ดซึง่ DNA probe ทีม่ปีรมิาณน้อย เกดิการจบักบั LAMP product ได้
น้อย ท าใหก้ารจบักนัของ anti-FITC ทีต่ดิดว้ย colloidal gold กบั DNA probe ทีต่ดิดว้ย FITC 
เกดิขึน้น้อยจงึเหน็สทีี ่test line จาง  ส่วน DNA probe ทีม่ากเกนิพอ เป็นการสิน้เปลอืง เพราะ 
ไม่ไดเ้ป็นการช่วยเพิม่ความเขม้ของแถบ test line แต่จะไปมผีลต่อแถบของ control line ให้เหน็ 
แถบสเีขม้ขึน้แทน เนื่องจาก FITC probe ทีม่ากเกนิพอเคลื่อนที่ไปสู่ control line เพื่อไปจบักบั 
2°antibody ทีจ่ าเพาะต่อ anti-FITC antibody (Kiatpathomchai; et al. 2008: 214-217) ซึง่ผลที ่ 
ไดส้อดคลอ้งกบังานวจิยัของพรมภมร และคนอื่นๆ (Prompamorn; et al. 2011: 344-351) ทีท่ าการ
ตรวจการตดิเชื้อ V. parahaemolyticus ในกุ้ง พบว่า DNA probe ทีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิา 
LFD คอื 20 พโิคโมล 
 ในการทดสอบหาความไวในการตรวจสอบแบคทเีรยีตวัอย่าง V. alginolyticus ที่เลี้ยง 
แบบบรสิุทธิ ์(pure culture) และแบคทเีรยี V. alginolyticus ทีเ่ตมิในตวัอย่างกุ้ง (spiking) จากการ
ทดลองพบว่าใน pure culture เทคนิค LAMP มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่1.8 × 102 CFU ml-1 
หรอื 0.6 CFU reaction-1 ส่วนเทคนิค PCR มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่1.8 × 103 CFU ml-1 
หรอื6 CFU reaction-1 แสดงว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวมากกว่า PCR10 เท่า และการทดลอง 
spiking พบว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่2 × 103 CFU g-1หรอื 4 CFU 
reaction-1  ส่วนเทคนิค PCR มคีวามไวในการตรวจสอบเชือ้ที ่2 × 104 CFU g-1หรอื 40 CFU 
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reaction-1 แสดงว่าเทคนิค LAMP มคีวามไวมากกว่า PCR 10 เท่า เช่นกนั แต่ความไวในการ  
ตรวจการตดิเชื้อใน pure culture จะมคีวามไวมากกว่าใน spiking เนื่องจากในตวัอย่างกุ้งที่มกีาร
เตมิเชือ้อาจม ีinhibitor ต่างๆ ที่พบได้ในตวัอย่างอาหาร ซึ่งผลที่ไดม้คีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยั 
ของสุรศลิป์ และคนอื่นๆ (Surasilp; et al. 2011: 158-163) และพรมภมร และคนอื่นๆ
(Prompamorn; et al. 2011: 344-351) คอื ใน pure culture จะมคีวามไวในการตรวจสอบมาก   
กว่าใน spiking และเทคนิค LAMP มคีวามไวในการตรวจสอบเชื้อมากกว่าเทคนิค PCR จากผล 
การตรวจสอบทัง้เชื้อทีเ่ลีย้งแบบpure culture และแบบspikingเมื่อน า LAMP product ที่ได้มา
วเิคราะหผ์ลดว้ยวธิ ีLFD พบว่าให้ผลเหมอืนกบัการวเิคราะหด์้วยวธิ ีgel electrophoresis และผล
จากงานวจิยันี้มคีวามไวในการตรวจเชื้อ V. alginolyticus มากกว่างานวจิยัของไคน์ และคนอื่นๆ
(Cai; et al. 2010: 67-74) ทีท่ าการตรวจเชือ้ V. alginolyticus ในปลาทะเลทีเ่ป็นโรค vibriosis โดย
ใชย้นี gyrB  เป็น ยนีเป้าหมาย พบว่าสามารถตรวจการตดิเชือ้ไดท้ี ่3.7 × 102 CFU g-1 หรอื 3.7 
CFU reaction-1  และงานวจิยัของ ศรสีุข และคนอื่นๆ (Srisuk; et al. 2010: 36-42) ท าการตรวจ
การตดิเชือ้ V. cholera ในตวัอยา่งกุ้งทีท่ าการ spiking พบว่าสามารถตรวจการตดิเชือ้ไดท้ี่ 20 CFU 
reaction-1เทคนิค LAMP-LFD ในงานวจิยันี้สามารถตรวจสอบเชื้อ V. alginolyticus ได้ทัง้ 21 
isolates และ  ไม่เกดิปฎกิริยิาขา้มกบัเชือ้วบิรโิอและแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ ดงันัน้เทคนิคนี้จงึมคีวาม
เหมาะสมใน  การน ามาตรวจเชือ้ V. alginolylticus 
 งานวจิยัน้ีไดม้กีารน าเทคนิค LFD มาใชร้ว่มกบัเทคนิค LAMP เพื่อท าการวเิคราะห์ผลของ 
LAMP product ซึง่สามารถท าไดอ้ย่างรวดเรว็ ภายในระยะเวลาเพยีง 5 นาท ีสามารถตรวจสอบ
ผลได้ด้วยตาเปล่า ไม่ต้องดูผลภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลต  รวมถึงไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือ      
ราคาแพง เช่น เครื่อง gel electrophoresis เครื่องถ่ายรปู gel และเครื่องก าเนิดแสงอุลตรา้ไวโอเลต 
(UV transilluminator) เป็นการช่วยประหยัดเวลา และง่ายในการตรวจสอบ อีกทัง้เป็น              
การหลกีเลีย่งสารทีก่่อมะเรง็อยา่ง ethidium bromide จากการ run gel electrophoresis  
 มงีานวิจยัหลายรายงานที่ได้น าเทคนิค LFD มาประยุกต์ใช้ร่วมกับ LAMP เช่น          
การตรวจสอบเชือ้ไวรสั Taura syndrome virus (TSV) ในกุ้ง  (Kiatpathomchai; et al. 2007: 214-
217), การตรวจสอบเชือ้ Infectious myonecrosis virus (IMNV) ในกุ้งขาว (Puthawibool; et al. 
2009: 27-31)  การตรวจหาการตดิเชือ้ V. parahaemolyticus ในกุ้งขาว (Prompamorn; et al. 
2011: 344-351) และ การตรวจหาการตดิเชือ้ V. vulnificus ในหอยนางรม (Surasilp; et al. 2011: 
158-163) เป็นตน้ 
 การวเิคราะห ์LAMP productนอกจากวธิ ีgel electrophoresis และวธิLีFD แลว้กย็งัมอีกี
หลายวิธี เช่น การดูความขุ่นโดยดูผลของปฏิกิริยาจากตะกอนสีขาวของ magnesium 
pyrophosphate (Mori; et al. 2001: 150-154) การดูสขีองสารเรอืงแสงโดยใช้สารเรอืงแสง         
เช่น SYBR Green I ดงังานวจิยัก่อนหน้านี้ไดท้ าการตรวจการตดิเชือ้ V. alginolylticus ในปลาทะเล
ดว้ยเทคนิค LAMP และมกีารน าวธิ ีSYBR Green I มาใชว้เิคราะห ์LAMP product ปรากฏว่าถ้าม ี
LAMP product เกดิขึน้ในหลอดทดลองหลงัจากเตมิ SYBR Green I ลงไปจะเปลีย่นเป็นสเีขยีว แต่
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วธินีี้มคีวามจ าเพาะน้อยกว่าเมื่อเทยีบกบั LFD เพราะ SYBR Green I จะเขา้ไปแทรกอยู่ระหว่าง 
double strand DNA ดงันัน้แมว้่าจะม ีproduct ทีเ่ป็น non-specific เกดิขึน้ SYBR Green I กจ็ะไป
จบัได้เช่นกัน ก่อให้เกิดผลบวกปลอม ท าให้งานวิจยันี้เลือกใช้วิธี LFD เนื่องจากเป็นวิธีที่มี
ความจ าเพาะสูง เนื่องจากมกีารออกแบบ DNA probe ซึง่ออกแบบจากล าดบันิวคลไีทดข์องยนี
เป้าหมายในการท าปฏกิริยิา LAMP ซึง่มคีวามจ าเพาะกว่าวธิอีื่นๆ  
 เทคนิค LAMP ที่ใช้ตรวจการติดเชื้อทัง้ IMNV และ V. alginolylticus ในงานวจิยันี้ 
สามารถตรวจการตดิเชื้อในกุ้งขาวไดส้ าเรจ็ โดยเทคนิค LAMP ที่ใช้นี้มคีวามไวในการตรวจสอบ
มากกว่าเทคนิค PCR ประมาณ 10 -100 เท่า เทคนิค LAMP ทีพ่ฒัาขึน้นี้ไม่เกดิปฎกิริยิาขา้มกบั
ไวรสัหรอืแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ สามารถท าปฏกิริยิาไดเ้พยีงขัน้ตอนเดยีว (one step) โดยใชอุ้ณหภูมิ
เดยีวคงที ่และไมจ่ าเป็นตอ้งใชเ้ครือ่งมอืราคาแพง เช่น เครือ่ง thermal cycler 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเช้ือ  
1. Luria Bertani broth 

  Tryptone                       5.0   กรมั 
  Yeast Extract                 2.5   กรมั 
  NaCl                            5.0   กรมั 

 เตมิน ้ำกลัน่  500.0  มลิลลิติร  
 แลว้น ำไปฆำ่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งควำมดนัไอ (Autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C เป็นเวลำนำน 20 นำท ี  
 
 2.  Tryptic soy broth  
 Tryptone 5.0  กรมั  
  Yeast extract  2.5  กรมั 
  NaCl 5.0  กรมั 
  เตมิน ้ำกลัน่  500.0  มลิลลิติร  
แลว้น ำไปฆ่ำเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งควำมดนัไอ (Autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C เป็นเวลำ 20 นำท ี 
   

3. Tryptic soy agar  
 Tryptone 5.0  กรมั  
 Yeast extract  2.5  กรมั 
 NaCl 5.0  กรมั 
 Agar  7.5  กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่  500.0  มลิลลิติร  
แลว้น ำไปฆ่ำเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งควำมดนัไอ (Autoclave) ทีอุ่ณหภมู ิ121°C เป็นเวลำ 20 นำท ี 
 

4. อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ TCBS (Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar)  
 ชัง่ TCBS 89.0 กรมั ในน ้ำกลัน่ 1000.0 มลิลลิติร ตม้ใหเ้ดอืด 
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ภาคผนวก ข 
 

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

 NaCl  8.0  กรมั  
 KCl  0.2  กรมั  
 KH

2
PO

4
  0.2  กรมั  

 Na
2
HPO

4
  1.15  กรมั  

 เตมิน ้ำกลัน่  1000.0  มลิลลิติร 
 

2. 10x TBE (Tris-Borate-EDTA) 
 Tris base  54.0  กรมั 
 Boric acid  27.5  กรมั 
 EDTA (pH 8.0)  20.0  กรมั 
 เตมิน ้ำกลัน่  500.0  มลิลลิติร 
 ปรบั pH เป็น 8.0 ดว้ย 4M HCl 
 

3. 1.5 % Agarose Gel 
 ชัง่ agarose ใส่ในบฟัเฟอร ์ TBE (1X) ใหม้คีวำมเขม้ขน้ 1.5% ต้มจน agarose   
ละลำยในบฟัเฟอรเ์ป็นเนื้อเดยีวกนั ทิง้ไวใ้หเ้ยน็ลง น ำไปเทลง gel chamber ทีม่ ี comb ตัง้อยู่
เรยีบรอ้ยแลว้ ทิง้ไวจ้น agarose แขง็ตวัจงึดงึ come ออกและเท TBE  (1X) จนท่วม gel เลก็น้อย 
  
           

4. 2 log DNA ladder ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
  2 log DNA Ladder  10  ไมโครลติร 
  6x Loading dye  10  ไมโครลติร 
  เตมิน ้ำกลัน่  40  ไมโครลติร 
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ภาคผนวก ค 
 

 1. การสกดัดีเอน็เอออกจากเจลโดยใช้ชุด MinElute gel extraction kit (QIAGEN) 
ซึง่มขี ัน้ตอนดงันี้ 
 ตดัเจลรอบๆ แถบ DNA ทีต่้องกำรภำยใต้แสง UV ชัง่น ้ำหนักเจลทีไ่ด้ เตมิบฟัเฟอร ์QG 
300 ไมโครลติร ต่อ 100 มลิลกิรมั ของน ้ำหนักเจล (3 เท่ำของน ้ำหนักเจล) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ 50°C 
นำน 10 นำท ี สขีองสำรละลำยจะเหมอืนกบัสขีองบฟัเฟอร์ QG (หำกเปลีย่นสเีตมิ 3M sodium 
acetate 10 ไมโครลติร) จำกนัน้เตมิ isopropanol 500 ไมโครลติร แล้วดูดสำรละลำยใส่ใน

MinElute
TM 

Spin column น ำไปป ัน่ที ่16,000 x g นำน 1 นำท ีทิง้สำรละลำยทีผ่่ำนออกมำ และเตมิ
บฟัเฟอร ์QG 500 ไมโครลติร แลว้น ำไปป ัน่ที ่ 16,000 x g นำน 1 นำททีิง้สำรละลำย ลำ้งสำรที่
ปนเป้ือนทิง้โดยเตมิบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลติร จำกนัน้ป ัน่แยกสำรละลำยทิง้ที ่16,000 x g นำน 
1 นำท ีป ัน่แยกบฟัเฟอร ์PE ทีต่กคำ้งอยู่ทิง้ที่ 16,000 x g นำน 1 นำท ีแลว้เตมิ บฟัเฟอร ์EB 12 
ไมโครลติร เพื่อชะเอำดเีอน็เอทีต่้องกำรออกจำก column โดยน ำไปป ัน่อกีครัง้ที ่16,000 x g นำน 1 
นำท ีแลว้เกบ็สำรละลำยใสทีไ่ดท้ี ่-20 °C 
 
 

 2. การสกดัพลาสมิดโดยใช้ชุด QIAprep
®
Spin Miniprep kit ตามคู่มือของ QIAprep 

Miniprep Handbook มขี ัน้ตอนดงันี้  
 น ำเชือ้ทีเ่ตรยีมไวม้ำป ัน่ใน microcentrifuge tube ที ่16,000 x g นำน 2 นำท ีเกบ็ตะกอน
เชือ้มำ resuspend ในบฟัเฟอร ์P1 250 ไมโครลติร จำกนัน้เตมิบฟัเฟอร์ P2 250 ไมโครลติร และ
บฟัเฟอร ์N3 350 ไมโครลติร ผสมเบำๆ น ำไปป ัน่ที ่16,000 x g นำน 10 นำท ีดูด supernatant ใส่

ใน QIAprep
®
Spin column น ำไปป ัน่ที ่16,000 x g นำน 1 นำท ีทิง้สำรละลำยทีผ่่ำนออกมำและเตมิ

บฟัเฟอร ์ PB 500 ไมโครลติร แลว้น ำไปป ัน่ที ่ 16,000 x g นำน 1 นำททีิง้สำรละลำย ลำ้งสำรที่
ปนเป้ือนทิง้โดยเตมิบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลติร จำกนัน้ป ัน่แยกสำรละลำยทิง้ที ่16,000 x g นำน 
1 นำท ีป ัน่แยกบฟัเฟอร ์PE ทีต่กคำ้งอยู่ทิ้งที ่16,000 x g นำน 1 นำท ีแลว้เตมิบฟัเฟอร ์EB 50 
ไมโครลติร เพื่อชะเอำพลำสมดิทีต่้องกำรออกจำก column โดยน ำไปป ัน่อกีครัง้ที ่16,000 x g นำน 
1 นำท ีเกบ็สำรละลำยทีไ่ดท้ี ่-20 °C 
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