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Detection of lumpy skin disease virus in formalin-fixed paraffin-embedded tissues 

using immunohistochemistry and indirect immunofluorescence assay
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Abstract

	 Background: Lumpy skin disease (LSD) is a disease caused by the Lumpy skin disease virus (LSDV). 

This virus causes fever and the formation of skin nodules, mucosal lesions, and internal organ damage, 

resulting in significant losses in livestock. The diagnosis of LSD can be performed using PCR, ELISA,  

and histopathology. However, in some cases, additional techniques such as IHC and IFAT are necessary 

due to limitations of samples preserved in formalin. Therefore, the objective of this study was to produce 

a specific primary antibody for LSDV by expressing recombinant protein and expanding the capabilities 

and options for disease diagnosis.

	 Method: The p32 gene was amplified by PCR to increase the genetic material and cloned into a 

cloning vector, followed by subcloning into an expression cloning vector. The molecular weight of the 

recombinant protein p32 was confirmed through SDS-PAGE and western blotting. The p32 gene was 

sequenced and aligned to test its identity. Then, the antiserum obtained from immunized mice was 

tested against positive and negative samples using IHC and IFAT techniques.

	 Result: The experiments showed that the genetic material of LSDV, particularly the p32 gene, 

could be amplified successfully. Moreover, the recombinant p32 protein could be expressed in E. coli 

and the antiserum could be used in IHC and IFAT techniques for 16 samples. Additionally, the nucleotide 

sequence of p32 was closely related to the nucleotide sequence of the virus found in China.

	 Conclusion: The use of IHC and IFAT techniques expands the options for LSD diagnosis, allowing 

for the examination of samples preserved in formalin. This enhances the capabilities and expands the 

options of laboratory services, reducing the limitations of shortages or the need to import antibodies 

from foreign countries.
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 การตรวจไวรััสลััมปีี สกิิน ในตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อที่่�ถููกตรึึงด้้วยฟอร์์มาลิินและฝัังในพาราฟิินด้้วยเทคนิิค 

immunohistochemistry และ indirect immunofluorescence assay 

วรา วรงค์์*  พีีรดา ศิิริิวััชราวงศ์์

บทคััดย่่อ

	 ที่่�มาของการศึึกษา: Lumpy skin disease (LSD) เป็็นโรคท่ี่�เกิิดจาก Lumpy skin disease virus (LSDV)  

ไวรััสชนิิดนี้้�ก่่อให้้เกิิด ไข้้ พบตุ่่�มที่่�ผิิวหนัง เยื่่�อเมืือก และอวััยวะภายใน สร้้างความสููญเสีียแก่่ปศุุสััตว์์ของประเทศ  

การตรวจวิินิิจฉััยโรค LSD สามารถทำได้้โดยวิธีี PCR, ELISA และ จุุลพยาธิิวิิทยา อย่่างไรก็็ตามพบว่่าหลาย ๆ กรณีีมีี 

ความจำเป็็นต้้องใช้้เทคนิคทาง IHC และ IFAT เน่ื่�องจากข้้อจำกััดของตััวอย่่างท่ี่�ถููกแช่่ในฟอร์์มาลีีน แต่่การชัันสููตรโรค 

ด้้วยเทคนิิค IHC และ IFAT มีีความจำเป็็นต้้องใช้้ primary antibody ดัังนั้้�น การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อผลิิต  

primary antibody ท่ี่�จำเพาะต่่อ LSDV โดยอาศััยการแสดงออกของ recombinant protein เพื่่�อเพิ่่�มศัักยภาพและ 

ทางเลืือกในการวิินิิจฉััยโรคให้้มีีประสิิทธิิภาพยิ่่�งขึ้้�น

	วิ ิธีีการ: เพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรมของ p32 โดย PCR เพ่ื่�อ clone เข้้าสู่่� cloning vector และ subclone  

เข้้าสู่่� expression cloning จากนั้้�นตรวจสอบ molecular weight ของ recombinant protein p32 ด้้วย SDS-PAGE 

และ western blot เพื่่�อยืืนยััน p32 gene ได้้ผ่่านการ sequencing และ alignment เพื่่�อทดสอบ identity จากนั้้�น  

นำ antiserum ที่่�ผ่่านการการฉีีดหนูู นำมาทดสอบกัับตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกและลบด้้วยวิิธีี IHC และ IFAT 

	 ผล: จากการทดลองพบว่่า สามารถเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรมของ LSDV ส่่วน p32 gene ได้้ นอกจากนี้้� 

ยัังสามารถแสดงออกของโปรตีีนลููกผสมของ p32 ใน E coli ได้้ ซึ่่�งสามารถนำ antiserum มาใช้้ในการตรวจด้้วยวิิธีี IHC 

และ IFAT จำนวนทั้้�งหมด 16 ตััวอย่่างได้้ นอกจากนี้้�ลำดัับนิิวคลิิโอไทด์์ของ p32 มีีความใกล้้เคีียงกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ

เชื้้�อไวรััสที่่�พบในประเทศจีีน

	 สรุุป: สามารถเพิ่่�มทางเลืือกการชัันสููตรของโรค LSD ได้้จากการใช้้เทคนิิค IHC และ IFAT ทำให้้สามารถตรวจ

ตััวอย่่างที่่�ถููกแช่่ในฟอร์์มาลีีนได้้ ซ่ึ่�งเป็็นการเพิ่่�มศัักยภาพและขยายความสามารถของห้้องปฏิิบััติิการเพื่่�อการให้้บริิการและ

ลดข้้อจำกััดของการขาดแคลนหรืือจำเป็็นต้้องสั่่�งซื้้�อแอนติิบอดีีจากต่่างประเทศได้้

คำสำคััญ: ไวรััสลััมปีี สกิิน, immunohistochemistry และ indirect immunofluorescence assay
สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ เขตจตุุจัักร กรุุงเทพมหานคร 10900
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บทนำ

	 Lumpy skin disease (LSD) เป็็นโรคที่่�เกิิดจาก 

Lumpy skin disease virus (LSDV) ซ่ึ่�งจััดอยู่่�ในวงศ์์ 

Poxviridae สกุุล Capripoxvirus ไวรััสชนิิดนี้้�ก่่อโรคในโค 

กระบืือ แพะ และแกะ โดยสัตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อจะมีีไข้้ ซููบผอม  

น้้ำหนัักลด แท้้ง ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายขนาด ปริิมาณน้้ำนม

ลดลง บวมน้้ำที่่�ผิิวหนััง พบตุ่่�มที่่�ผิิวหนััง เยื่่�อเมืือก และ

อวัยัวะภายใน และบางครั้้�งทำให้ส้ัตัว์ต์ายได้ ้ในพ่อ่แม่พ่ันัธุ์์� 

พบภาวะเป็็นหมัันแบบชั่่�วคราวหรืือถาวร ทำให้้ต้้องเสีีย 

ค่่าใช้้จ่่ายในการรัักษาและการทำวััคซีนเพ่ื่�อป้้องกัันโรค  

จึึงสร้้างความเสีียหายแก่่ปศุุสััตว์์ของประเทศ (Namazi 

and Tafti, 2021) โรคนี้้�มีีรายงานการระบาดอย่่างรุุนแรง

ในหลายประเทศ รวมทั้้�งประเทศไทยที่่�เริ่่�มพบการระบาด

ครั้้�งใหญ่ใ่น ปีพี.ศ. 2564–2565 ส่ง่ผลกระทบต่อ่เกษตรกร

จำนวนมาก จึึงต้้องมีีวิิธีีการวิินิิจฉััยที่่�รวดเร็็วและแม่่นยำ 

(Seerintra et al., 2022)

	ก ารตรวจวิินิิจฉััยโรค LSD ด้้วยวิธีีจุุลพยาธิิวิิทยา

มัักพบการเพิ่่�มจำนวนของเซลล์์ผิิวหนัังชั้้�น epidermis 

ร่่วมกัับ rete ridge formation และการเส่ื่�อมแบบมีี 

ช่่องว่่างของเซลล์์ผิิวหนังชั้้�น epidermis, acanthosis, 

การเสื่่�อมแบบ ballooning degeneration ของ  

keratinocytes, intracytoplasmic intracellular  

inclusion bodies, histiocytic inflammation ของ

ผิิวหนังชั้้�น dermis และ fibrinonecrotic vasculitis 

(Gupta et al., 2020) ซ่ึ่�งมีีความคล้ายคลึงกัับลัักษณะ 

ทางจุุลพยาธิิวิิทยาของโรคอื่�น ๆ เช่่น pseudo-lumpy 

skin disease, besnoitiosis, demodicosis, bovine 

papular stomatitis, dermatophilosis, vesicular 

stomatitis, cutaneous tuberculosis และ ringworm 

อาจทำให้้ไม่่สามารถระบุุสาเหตุุของการเกิิดโรคได้้อย่่าง

ชััดเจน อีีกทั้้�งตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อส่่งตรวจเพ่ื่�อหาสาเหตุุ 

ของโรคเหล่่านี้้� มัักถููกแช่่ในฟอร์์มาลีีนซึ่่�งไม่่เหมาะสม

สำหรัับการตรวจหาสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีีทางชีีวโมเลกุุล 

คืือ polymerase chain reaction (PCR) 

	 เทคนิิค immunohistochemistry (IHC) เป็็นวิิธีีที่่�

สามารถระบุุเชื้้�อในเนื้้�อเยื่่�อที่่�แช่่ฟอร์์มาลีีนได้้ โดยใช้้

แอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อ LSDV (primary antibody) 

จัับกัับเชื้้�อที่่�อยู่่�ภายในเซลล์์ของตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อส่่งตรวจ 

แล้้วอาศััยหลักการตกตะกอนของสีี substrate ท่ี่�ติิดกัับ 

secondary antibody ทำให้้สามารถตรวจพบเชื้้�อ 

ภายในเซลล์์ได้้ ซึ่่�งเป็็นหลัักการเดีียวกัับเทคนิิค indirect  

immunofluorescence assay (IFA) โดยแอนติิบอดีีที่่�

จำเพาะต่่อเชื้้�อจำเป็็นต้้องมีีการตอบสนองของแอนติิบอดีี

ต่่อแอนติิเจน (antigenicity) สููง ซึ่่�งสามารถเตรีียมได้้จาก

เชื้้�อไวรััสท่ี่� ได้้จากการเพาะแยกเชื้้�อ อย่่างไรก็็ตาม

แอนติิบอดีีท่ี่�ได้้มัักพบปััญหาการเกิิด nonspecific  

reaction จึึงต้้องทำเชื้้�อไวรััสที่่�แยกได้้ให้้บริิสุุทธิ์์�ก่่อน  

แล้้วจึึงนำมาใช้้ในการผลิิตแอนติิบอดีี และมีีความเสี่่�ยง

ด้้านความปลอดภััยทางชีีวภาพ ดัังนั้้�นการใช้้โปรตีีน

ลููกผสม (recombinant protein) จึึงเป็็นทางเลืือกในการ

ลดปััญหาดัังกล่าว โดยมีการศึึกษาพบว่่าโปรตีีนลููกผสม 

p32 (recombinant p32 protein) ซ่ึ่�งผลิตจากโปรตีีน

โครงสร้้างส่่วนเปลืือกหุ้้�ม (envelope protein) ของเชื้้�อ

ไวรััส goatpox สามารถนำมาใช้้เป็็นแอนติิเจนในการ

ตรวจหาการตอบสนองต่่อภููมิิคุ้้�มกัันของเชื้้�อ LSDV 

 ด้้วยวิิธีี ELISA ได้้ (Ebrahimi-Jam et al., 2021) 

เนื่่�องจากโปรตีีนลููกผสม p32 มีีความเป็็น antigenicity 

สููง จึึงสามารถใช้้สำหรัับกระตุ้้�นให้้เกิิดการผลิิตแอนติิบอดีี

ที่่�จำเพาะ แม้้ว่่าการชัันสููตรโรค LSD ในตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อ 

ที่่�แช่่ในฟอร์์มาลีีนด้้วยเทคนิิค IHC และ IFA โดยใช้้

แอนติิบอดีีที่่�ผลิิตโดยโปรตีีนลููกผสม p32 ยัังไม่่แพร่่หลาย 

(Lubinga et al. , 2014) และยัังไม่่มีีรายงานใน

ประเทศไทย ดัังนั้้�นจุุดประสงค์์ของการศึึกษาครั้้�งนี้้�คืือการ

ประยุุกต์์ใช้้เทคนิิค IHC และ IFA สำหรัับการชัันสููตรโรค 

LSD ในตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อท่ี่�ถููกตรึึงด้้วยฟอร์์มาลิินและฝัังใน

พาราฟิิน ด้้วยแอนติิบอดีีท่ี่�ผลิิตจากโปรตีีนลููกผสม p32 

เพื่่�อระบุุการติิดเชื้้�อ LSDV จากรอยโรคท่ี่�พบในตััวอย่่าง 

ชิ้้�นเนื้้�อ และยังัเป็น็การเพิ่่�มศักัยภาพห้อ้งปฏิิบัตัิกิารในการ

ตรวจวิินิิจฉััยโรคดัังกล่่าว
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อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

จริิยธรรมการทดลอง

	สั ัตว์์ที่่�ใช้้ในการทดลองครั้้�งนี้้�ได้้รัับการดำเนิินการ

ตามหลักการดููแลและใช้้สััตว์์วิิจััย โดยได้้รัับการอนุุมัติิ

โครงการจากคณะกรรมการกำกัับดููแลการดำเนิินการ 

ต่่อสััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบัันสุุขภาพสััตว์ ์

แห่่งชาติิ อนุุญาตหมายเลข EA-006/66(R) ครอบคลุุม 

การใช้้หนููเป็็นสััตว์์ทดลอง

ตััวอย่่างควบคุุมบวกและลบ

	 ใช้้ตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อจากผิิวหนัังโคท่ี่�ถููกตรึึงด้้วย

ฟอร์ม์าลินิและฝังัในพาราฟินิ จำนวน 16 ตัวัอย่า่ง จากเขต

ภาคกลางของประเทศ ประกอบด้้วย ตััวอย่่างที่่�ให้้ 

ผลบวกต่่อ LSDV ด้้วยวิธีี PCR จำนวน 10 ตััวอย่่าง 

ตััวอย่่างท่ี่�พบลัักษณะ ballooning degeneration  

แต่่ไม่่พบ inclusion body จากการตรวจทางจุุลพยาธิิ

วิิทยาและให้้ผลลบต่่อ LSDV ด้้วยวิธีี PCR จำนวน 3 

ตััวอย่่าง และตััวอย่่างท่ี่�มีีลัักษณะปกติและให้้ผลลบ 

ต่่อ LSDV ด้้วยวิธีี PCR จำนวน 3 ตััวอย่่าง จากนั้้�น 

เปรียบเทีียบความสอดคล้องของผลการทดสอบด้้วยวิธีี 

IHC และ IFA

การเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอ p32 ด้้วยวิิธีี PCR 

	 สกััด DNA จาก LSDV โดยใช้้ชุุด QIAamp DNA 

Kit (QIAGEN, Germany) ตามคำแนะนำของผู้้�ผลิต 

สำหรัับการเพิ่่�มปริิมาณยีน p32 (M1-I322aa) โดยการ

ออกแบบ primers จากข้้อมููลลํําดัับสารพัันธุุกรรมของ 

LSDV ในฐานข้้อมููล GenBank (accession no. 

ON152411) ที่่�จำเพาะต่่อสารพัันธุุกรรมของยีีน p32  

และแสดงออกใน prokaryotic system โดยการทำ PCR 

(T100 thermal cycler, Bio-Rad, USA) ในปริมาตร

ทั้้�งหมด 25 µL ซึ่่�งประกอบด้้วย 1X PCR buffer ที่่�ไม่่มีี 

Mg2+ 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl
2
, 0.2 µM ของ 

primers (ตารางท่ี่� 1), 5 µL ของ template DNA, 1 ยูนูิติ

ของ Platinum™ Tag DNA polymerase (Invitrogen, 

USA) ซ่ึ่�งมีีสภาวะการทดสอบ ดัังนี้้� denaturation ท่ี่�  

94 ºC เป็็นเวลา 2 นาทีี ตามด้้วย 35 รอบของ 94 ºC  

primer Sequence ขนาด

forward ataGGATCCATGGCAGATATTCCATTATATGTTATAC-
CAATCGTT (BamHI) 

969 bp

reverse attAAGCTTAATTATATACGTAAATAACATACCTGCTA-
AAAACCATAGTAATTTAGA (HindIII) 

เป็็นเวลา 30 วิินาทีี ตามด้้วย 56 ºC เป็็นเวลา 30 วิินาทีี

และ 72 ºC เป็็นเวลา 1.5 นาทีีและ extension ที่่� 72 ºC 

เป็็นเวลา 7 นาทีี นำ PCR products ไปวิิเคราะห์์ที่่� 1% 

agarose และอ่า่นภายใต้ ้UV (Gel DocTM XR, Bio-Rad, 

USA)

การผลิิต recombinant p32 protein

	 นำ PCR product ที่่�เพิ่่�มจำนวนแล้้วนำมา ligate 

กัับ vector pGEM-TEasy จากกนั้้�นหา positive clone 

ด้้วย blue-white colonies และการย่่อยด้้วยเอนไซม์์ 

BamHI และ HindII I (Takara, Japan) และทำ  

sequencing จากเชื้้�อเอสเชอริิเชีีย โคไล (Escherichia 

coli) positive clones ที่่�มีี pGEM-Teasy_p32 และ  

นำมา เลี้้� ย ง  5  mL และสกััดพลาสมิิด เวก เตอร์์  

(Promeca®, USA) เพื่่�อส่่งบริิษััทธ์์สำหรัับหาลำดัับ

พัันธุุกรรม s จากนั้้�นนำมา subclone เข้้ากัับเวกเตอร์์ 

pET24a+ โดยใช้้ T4 DNA ligase (Takara, Japan)  

และคััดเลืือกโดยเพาะเชื้้�อใน LB medium ท่ี่�มีีการใส่่  

kanamycin ที่่�ความเข้้มข้้น 100 µg/mL และหา  

positive clone โดย colony PCR ต่่อมาพลาสมิิด 

ที่่�ได้้จะถููกสกััดด้้วยชุุด Miniprep plasmid isolation 

kit (Roche, Germany) พลาสมิิดถููก transformed  

เข้้าสู่่� E. coli BL21DE3 และเพาะเชื้้�อบนแผ่่นเชื้้�อ LB  

ที่่�มีีการใส่่ kanamycin (100 µg/mL) ที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C 

เป็็นเวลาหนึ่่�งคืืน จากนั้้�นเชื้้�อจะถููกเพิ่่�มลงในเครื่�องเขย่าท่ี่�

อุุณหภููมิิ 37 °C โดยเริ่่�มต้้นด้้วยการเขย่่าที่่�ความเร็็ว 200 

rpm จนกว่า่จะเข้า้สู่่�ช่ว่งการเจริญิเติบิโตของการเพาะเชื้้�อ 

(OD600 = 0.6-0.9) และเติิม Isopropyl β-d-1-thioga-

lactopyranoside (IPTG) ที่่�ความเข้้มข้้น 1 mM  

ลงไป และเขย่่าที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C ที่่�ความเร็็ว 200 rpm 

นานข้้ามคืืน จากนั้้�นทำการเก็็บเซลล์์ E. coli โดยการ 

ปั่่�นเหวี่่�ยงท่ี่�ความเร็ว็ 3,000 rpm อุุณหภูมูิ ิ25 °C เป็็นเวลา 

ตารางที่่� 1. ไพรเมอร์์สำหรัับเพิ่่�มจำนวนสารพััธุุกรรม (5’ to 3’) 
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15 นาทีี ทำให้้เซลล์์แตกโดยใช้้เครื่่�อง sonicator จากนั้้�น

นำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็วรอบ 10,000 rpm เป็็นเวลา 30 

นาทีี ทำโปรตีีนลููกผสมที่่�ได้้ ให้้บริิสุุทธิ์์�โดยการใช้้ Ni-NTA 

agarose (Qiagen, Germany) เพื่่�อเก็็บโปรตีีนซึ่่�งจะเป็็น

ส่่วนใส และนำไปวิเิคราะห์์บนเจล SDS-PAGE ขนาด 10% 

SDS PAGE และ Western blot 

	ท ำการการวิเิคราะห์ ์purified recombinant p32 

เพ่ื่�อตรวจสอบการแสดงออกในเจล SDS-PAGE ขนาด 

10% เมื่่�อแยก recombinant protein ใน SDS PAGE แล้้ว 

จากนั้้�นส่่งถ่่าย recombinant p32 ท่ี่�ได้้ไปยัังเมมเบรน  

nitrocellulose และตรวจหาโปรตีีนโดยใช้้ซีีรััมโคท่ี่� 

ติิดเชื้้�อ 1:250 และ Goat anti-Bovine IgG (H+L), HRP 

(Thermoscientific, USA) 1:6000 เมื่่�อตรวจพบแล้้ว  

ก็็จะนำบล็็อตไปทำให้้เกิิดสีีโดยใช้้ substrate ของ 3, 3′ 

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

การผลิติ mouse anti recombinant p32 antibody

	 ใช้้หนููทดลองสายพัันธุ์์� BALC/c เพศผู้้� จากศููนย์์

สััตว์ทดลองแห่่งชาติิ มหาวิิทยาลััยมหิิดล จำนวน 5 ตััว  

ในการฉีีดทางช่่องท้้อง โดยฉีดตััวละ 25 ไมโครกรัมต่่อตัวัหนูู 

โดยฉีีดทั้้�งหมด 4 ครั้้�ง โดยมีีช่่วงห่่างของการฉีีดวััคซีีนเป็็น 

10 วััน ทำการเก็็บเลืือดจากหางเพื่่�อเก็็บเซรั่่�ม โดยใน 

วัันแรกที่่�ฉีีดใช้้ Freund’s complete adjuvant ผสมกัับ 

rP32 ที่่�ผลิติได้ ้ครั้้�งที่่�สองจึงึฉีดีด้้วย Freuds incomplete 

adjuvant ผสมกัับ rP32 ที่่�ผลิิตได้้ ทำการเก็็บเลืือดหลััง

จากฉีีดครั้้�งสุุดท้้าย 

การตรวจตััวอย่่างทางจุุลพยาธิิวิิทยา immunohisto-

chemistry และ indirect immunofluorescence assay

	ตั ัวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อที่่�ถููกฝัังในพาราฟิิน ตััดขนาด 3-5 

ไมครอน จากนั้้�นนำตัวัอย่่างมาย้้อมสีด้ี้วยสาร hematoxylin 

และ eosin นอกจากนี้้�การย้้อมด้้วยเทคนิคอิมมููโนฮิิสโต 

เคมิสตรี เมื่่�อผ่่านกระบวนการตััดแล้้ว ตััวอย่่างจะถููก  

dewaxed ใน xylene, และ rehydrated ล้้างด้้วยสาร

ล้้าง Tris buffer solution และกำจััด H
2
O

2 
ใน cells ด้้วย 

3% H
2
O

2
 ใน methanol จากนั้้�นตััวอย่่างจะถููกนำไป 

block ด้้วยซีีรััมแพะเพื่่�อป้้องกััน nonspecific binding 

จากนั้้�น incubate ด้้วย mouse anti-LSDV p32  

antibodies ท่ี่�มีอีัตัราส่่วนการเจืือจาง 1:100 จากตัวอย่่าง

จะถููกล้้าง 3 ครั้้�ง ด้้วย washing buffer (0.05% PBST) 

ครั้้�งจากนั้้�นเติิม Envision anti-mouse HRP (Dako, 

USA) 1: 5,000 แล้้ว incubate ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 1 ชั่่�วโมง 

หลัังจากล้้าง  3 ครั้้�ง เติิม DAB substrate เพื่่�อให้้เกิิดสีี  

ในขณะท่ี่� IFAT ใช้้ secondary antibody ชนิิด goat 

anti-mouse Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen™, USA) 

อ่า่นและวิเิคราะห์ผ์ลการทดสอบด้ว้ยเทคนิคิ IHC จากการ

ติิดสีี  DAB และเทคนิิค IFAT จากการเรืืองแสง  

Fluorescent เพื่่�อหาความจำเพาะของ primary  

antibody ตััวอย่่าง positive control คืือตััวอย่่างสััตว์์ที่่�

ให้้ผลบวกต่่อ LSDV ด้้วยวิิธีี PCR ส่่วนตััวอย่่าง Negative 

control คืือตัวัอย่า่งสัตัว์ท์ี่่�ให้ผ้ลลบต่อ่ LSDV ด้ว้ยวิธีิี PCR 

ดัังหััวข้้อตััวอย่่างควบคุุมบวกและลบ

ผลและวิิจารณ์์

การเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอ p32 ด้้วยวิิธีี PCR 

	 PCR product ที่่�เพิ่่�มจำนวนขึ้้�นด้้วย primers  

ถููกนำมาวิิเคราะห์์ด้้วย 1% agarose gel (รููปท่ี่� 1)  

ได้้ขนาดประมาณ 969 bp ซ่ึ่�งสอดคล้องกัับรายงานของ 

Ebrahimi-Jam et al. (2021) ท่ี่�ใช้้ยีีน p32 ในการ 

ผลิิตโปรตีีนลููกผสมเพื่่�อใช้้เป็็นแอนติิเจนใน ELISA แสดง

ให้้เห็็นว่่าการออกแบบไพรเมอร์์และสภาวะ PCR มีีความ

เหมาะสมเพียีงพอสำหรับัการขยายยีนีนี้้�ในตัวัอย่า่งที่่�ใช้ใ้น

ประเทศไทย

รููปที่่� 1 amplified PCR product ของ p32 หมายเหตุุ M คืือ 1Kb DNA 
ladder Lane 1 คืือ amplified PCR product ของ p32  
มีีขนาด 969 bp Lane 2 คืือ negative control

M

6kb-

3kb-

1kb-

1 2
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รููปที่่� 2 ผลการทำ gel electrophoresis โดยใช้้ 1Kb DNA ladder marker เพื่่�อตรวจสอบ p32 พบแถบ positive gene ขนาดประมาณ 1,000 bp จาก 

13 โคโลนีี ซึ่่�งแถบขนาด 3,000 bp คืือ pGEM T-easy vector (A) ผลการทำ gel electrophoresis โดยใช้้ 1 kb DNA ladder marker พบแถบ  

positive gene จำนวน 1 แถบ ขนาดประมาณ 1,000 bp ซึ่่�งแถบขนาด 5,900 bp คืือ pET-24a vector (B)

ผลการโคลนยีีนเข้้าสู่่� pGEM T-easy vector และ  

ผลการ subclone เข้้า pET-24a vector 

	ผ ลจากการเช่ื่�อมต่่อดีีเอ็็นเอ p32 เข้้ากัับ pGEM 

T-easy vector พบว่่า ดีีเอ็็นเอของ p32 ถููกเชื่่�อมต่่อกัับ 

pGEM T-easy vector (A) และสามารถ transformation 

เข้้าสู่่� competent E. coli cells ได้้ และสามารถ  

subclone เข้้าสู่่� pet 24 a ได้้ (B) แสดงว่่ากระบวนการ

โคลนยีีนและการย้้ายยีีนเข้้าสู่่�เวกเตอร์์แสดงออกประสบ

ความสำเร็็จ

SDS PAGE และ Western blot 

	ก ารแสดงออกของ rP32 พบว่่ามีีแถบโปรตีีน 

มีีขนาดโมเลกุุลประมาณ 28 kDa ด้้วย SDS-PAGE  

เมื่่�อตรวจสอบ ด้้วย western blot ผลชี้้�ให้้เห็็นว่่า 

พบสีีน้้ำตาลเข้้มที่่�มีีขนาดประมาณ 28 kDa ในขณะที่่� 

การทดลองของ Tursunov et al., 2022 ได้้ recombinant 

p32 มีี molecular weight ประมาณ 30 kDa ซึ่่�งการที่่�

โปรตีีนที่่�ผลิิตได้้มีีขนาดเล็็กกว่่าที่่�รายงานน้้ำหนัักโมเลกุุล

ของ rP32 ประมาณ 30 kDa เล็็กน้้อย ความแตกต่่างของ

ขนาดโปรตีีนนี้้�อาจเกิิดจากหลายปัจจััย เช่่น ระบบการ

แสดงออกของโปรตีีนที่่�แตกต่างกััน ซ่ึ่�งส่่งผลต่่อรููปแบบ

การพัับตััว (protein folding), ความเสถีียรของโปรตีีน 

และความยาวของผลิิตภััณฑ์์การแปลรหััส เนื่่�องจาก 

สายพัันธุ์์� E. coli แต่่ละชนิิดอาจมีีประสิิทธิิภาพในการ

แสดงออกและพัับโปรตีีนแตกต่่างกััน (Rosano and  

Ceccarelli, 2014).

A B

รููปที่่� 3 การทำ SDS-PAGE(A) และ western blot (B) โดยมีีเลน M  

เป็็นตััวอ้้างอิิงขนาดโปรตีีน (Bio-Helix, Taiwan) และเลน 1เป็็น rP32 

ตามลำดัับ

M M1 1

A B

	 นอกจากนี้้� ความแตกต่่างของ tag sequence  

ที่่�ใช้้ในเวกเตอร์์ เช่่น His-tag ของ pET24a ซึ่่�งมีีความยาว

หรืือโครงสร้้างไม่่เท่่ากัับระบบของ Tursunov อาจทำให้้ 

น้้ำหนัักโมเลกุุลของโปรตีีนต่่างกัันได้้ (Terpe, 2003).

	อี ีกประเด็็นคืือ ความเป็็นไปได้้ของ post-transla-

tional modification (PTM) หรืือการคงอยู่่�ของ signal 

peptide, leader peptide หรืือ peptide fragment 

เล็็ก ๆ แม้้ E. coli โดยทั่่�วไปจะไม่่มีี PTM แบบยููคาริิโอต 

แต่่การเกิิด proteolytic cleavage หรืือการไม่่ถููกตััด 

signal peptide อาจทำให้้โปรตีีนมีีขนาดต่่างออกไป 

เล็็กน้้อยได้้ (Walsh, 2010).                                                                                               
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ------ATGGCCAGATAT--TTCCCATTATATGTTATACCAATCGTTGGTCGCGAAATTTCAGATGTAGTT-CCAGAATTAA-AAAGTGATAATGATATA
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ------ATGGC-AGATAT--T--CCATTATATGTTATACCAATCGTTGGTCGCGAAATTTCAGATGTAGTT-CCAGAATTAA-AAAGTGATAATGATATA
KX764644 Neethling-Herbivac va AATTATATACGTAAATAACATACCTGCTAAAAACCATAGTAATT-TAGAATTCAAGTCAAAAATTATCATTATTATAATAAATAAAATAATAAGTGCTCC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TTTTATAAAAAAGTCGA-CACAGTAAAAGATTTTAAAAATTCAGATGTAAATTTTTTTTTTAAAGAT-AAAAAAGATATTAGTTTATCATATAAGTTCCT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TTTTATAAAAAAGTCGA-CACAGTAAAAGATTTTAAAAATTCAGATGTAAATTTTTTTTTTAAAGAT-AAAAAAGATATTAGTTTATCATATAAGTTCCT
KX764644 Neethling-Herbivac va TATTATACTAATATCAAATATACCAAAAAATGAAACCAAT--GGATGGGATATATAGTAAGAAAAATCAGGAAATCTATGAGCCATCCATTTTCCAACTC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TATATGGGAAAAGGTAGAAAAATCAGGAGGTGTTGAAAATTTTACAGAATATTTTTCTGGATTATGTAATGC-TCTTTGTACAAAAGAGGCAAAAAGT-T
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TATATGGGAAAAGGTAGAAAAATCAGGAGGTGTTGAAAATTTTACAGAATATTTTTCTGGATTATGTAATGC-TCTTTGTACAAAAGAGGCAAAAAGT-T
KX764644 Neethling-Herbivac va TATTCCATATACCGTTTTTCATTTCGTTAGCTCT-----TTTTTTTGACAAATACTTAGTATTGTGAAGTATATACTTAGATGAGTCATTTAAAACTTGT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di CTATTG---TTAAACACTTT----AGTTTATGGA-----AATCGTATGCCGATGCGGATATAAAAAATTCTGAGAATAA-GTTTATTGTTGTTATAGAAG
MN598005 Xinjiang/2019 envelop CTATTG---TTAAACACTTT----AGTTTATGGA-----AATCGTATGCCGATGCGGATATAAAAAATTCTGAGAATAA-GTTTATTGTTGTTATAGAAG
KX764644 Neethling-Herbivac va CTATTGAGTTTTAATTCTTTTTCCAACTTATACATTTCAAAACTTAAACTGGTAGAAATACCTTTATTTTTTATAATTTCGTTTATTATTTTTATGGCAG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ATGATAACACGTTAAAAGATTTAATAACAATACATAACATTATAATTGAAATGCAAGAAAAAAATATAGACATTTTCCAATTACGTGAAACTTTTCATAA
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ATGATAACACGTTAAAAGATTTAATAACAATACATAACATTATAATTGAAATGCAAGAAAAAAATATAGACATTTTCCAATTACGTGAAACTTTTCATAA
KX764644 Neethling-Herbivac va ACGATAATCTAATTACATATGCGGATAAGGTA-AAATCATATCCCCCTGTGTACGAATACATAAAATTATTATTTTCTTGAT-TGAACAATATTCTAGAA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TAGTAATTCTAGAATATTGTTCA-ATCAAGAAAATAATAATTTTATGTATTCGTACACAGGGGGATATGATTT-TACCTTATCCGCATATGTAATTAGAT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TAGTAATTCTAGAATATTGTTCA-ATCAAGAAAATAATAATTTTATGTATTCGTACACAGGGGGATATGATTT-TACCTTATCCGCATATGTAATTAGAT
KX764644 Neethling-Herbivac va TTACTATTATGAAAAGTTTCACGTAATTGGAAAATGTCTATATTTTTTTCTTGCATTTCAATTATAATGTTATGTATTGTTATTAAATCTTTTAACGTGT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TATCGTCTGCCATAAAAATAATAAACGAAATTATAAAAAATAAAGGTATTTCTACCAGTTTAAGTTTTGAAATGTATAAGTTGGAAAAAGAATTAAAACT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TATCGTCTGCCATAAAAATAATAAACGAAATTATAAAAAATAAAGGTATTTCTACCAGTTTAAGTTTTGAAATGTATAAGTTGGAAAAAGAATTAAAACT
KX764644 Neethling-Herbivac va TATCATCTTCTATAACAACAATAAACTTA-TTCTCAGAATTTTTTATATCCGCATCGGCATACGATTTC-----CATAAACT----AAAGTGTTTAA---

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di CAATAGACAAGTTTTAAATGACTCATCTAAGTATATACTTCACAATACTAAGTATTTGTCAAAAAAA-----AGAGCTAACGAAATGAAAAACGGTATAT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop CAATAGACAAGTTTTAAATGACTCATCTAAGTATATACTTCACAATACTAAGTATTTGTCAAAAAAA-----AGAGCTAACGAAATGAAAAACGGTATAT
KX764644 Neethling-Herbivac va CAATAGA-ACTTTTTGCCTCTTTTGTACAAAGA-GCATTACATAATCCAGAAAAATATTCTGTAAAATTTTCAACACCTCCTGATTTTTCTACCTTTTCC

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di GGAATAGAGTTGGAAAATGGATGGCTCATAGATTTCCTGATTTTTCTTACTATGTATCCCATCC--ATTGGTTTCATTTTTTGGTATATTTGATATTAGT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop GGAATAGAGTTGGAAAATGGATGGCTCATAGATTTCCTGATTTTTCTTACTATGTATCCCATCC--ATTGGTTTCATTTTTTGGTATATTTGATATTAGT
KX764644 Neethling-Herbivac va CATATAAGGAACTTATATGATAAACTAATATCTTTTTT-ATCTTTAAAAAAAAAATTTACATCTGAATTTTTAAAATCTTTTACTGTGTC-GACTTTTTT

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ATAATAGGAGCACTTATTATTTTATTTATTATAATAATGATAATTTTTGATTTGAATTCTA-AATTACTATGGTTTTTAGCAGGTATGTTATTTACGTAT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ATAATAGGAGCACTTATTATTTTATTTATTATAATAATGATAATTTTTGATTTGAATTCTA-AATTACTATGGTTTTTAGCAGGTATGTTATTTACGTAT
KX764644 Neethling-Herbivac va ATAAAATATATCATTATCACTTT-TTAATTCTGG-AACTACATCTGAAATTTCGCGACCAACGATTGGTATAACATATAAT-GGAATATCTGCCAT----

....|.
ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ATAATT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ATAATT
KX764644 Neethling-Herbivac va ------

	ผ ลจากการทำ sequence alignment พบว่า่ p32 

gene ที่่�ได้้มีีความเหมืือนกัับ Lumpy skin disease virus  

isolate LSDV/Xinjiang/2019 envelope protein 

(p32) gene, complete cds ที่่� 96.69% identity  

และเหมืือนกัับ Lumpy skin disease virus strain 

Neethling-Herbivac vaccine ท่ี่� 99.46% ซ่ึ่�งผลท่ี่�ได้้

เหมืือนกัันกัับการทดลองที่่�พบโดย Seerintra et al., 

2022 ซึ่่�ง p32 gene เหมืือนกัันกัับ p32 ของ LSDV  

ที่่�มีีระบาดในประเทศจีีน ชี้้�ให้้เห็็นว่่าการเลืือกใช้้ยีีน p32 

ในการผลิตโปรตีีนลููกผสมนั้้�นเหมาะสมต่่อการตรวจ

วิินิิจฉััยสายพัันธุ์์�ที่่�พบในประเทศไทย

จุุลพยาธิิวิิทยา immunohistochemistry และ  

indirect immunofluorescence assay

	 จากผลทางจุุลพยาธิิวิิทยาท่ี่�พบโดยงานวิิจััยนี้้�  

มีีลัักษณะรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาที่่�คล้้ายกัับรอยโรค

ทางจุุลพยาธิิวิิทยาท่ี่�พบโดย (Gharban et al., 2019)  

การจััดเรีียงลำดัับ (Sequence Alignment) ของ p32

เช่่น Inflammatory cell infiltration in dermis, 

intracytoplasmic inclusion bodies with Vacuolation 

of granulocytes and Hyperkeratosis โดยจำนวน  

16 ตััวอย่่างทั้้�งหมดประกอบด้้วยตัวอย่่างท่ี่�ให้้ผลบวกต่อ 

LSDV ด้้วยวิิธีี PCR จำนวน 10 ตััวอย่่างให้้ผลบวกด้้วย 

IHC และ IFAT ทั้้�งหมด และตััวอย่่างที่่�ให้้ผลลบต่่อ LSDV 

ด้้วยวิิธีี PCR จำนวน 6 ตััวอย่่างพบว่่าให้้ผลลบต่่อ  

IHC และ IFAT ทั้้�ง 6 ตััวอย่่าง แสดงถึึงความจำเพาะ 

(specificity) และความไว (sensitivity) ของแอนติิบอดีีที่่�

ผลิิตจากหนูทดลองอยู่่�ในระดัับท่ี่�น่่าพอใจ แม้้ว่่าในงานนี้้�

จะยัังไม่่ได้้ประเมิิน sensitivity และ specificity ในเชิิง

สถิิติิ แต่่ความสอดคล้้องของผล 100% ทั้้�ง 16 ตััวอย่่าง 

ถืือเป็็นจุุดเด่่นของการศึึกษานี้้� อย่่างไรก็็ตามควรพิิจารณา

ว่่าเป็็นขนาดตััวอย่่างท่ี่�ยัังค่่อนข้้างจำกััด และงานนี้้�ยัังไม่่

ประเมิินการ cross-reactivity ของแอนติิบอดีีกัับเชื้้�อ 

Capripoxvirus อื่่�น เช่่น goatpox หรืือ sheeppox  

ซึ่่�งมีีโครงสร้้างโปรตีีน p32 ใกล้้เคีียงกััน 
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สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 จากผลการศึึกษาครั้้�งนี้้� พบว่่าสามารถเพิ่่�มจำนวน

สารพัันธุุกรรมของยีีน p32 ได้้สำเร็็จและผลิิตโปรตีีน

ลููกผสมในระบบโปรคาริิโอตได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ  

อีีกทั้้�งโปรตีีนดัังกล่่าวสามารถกระตุ้้�นหนููทดลองให้้สร้้าง 

antiserum ท่ี่�นำไปใช้้ในการตรวจวิินิจิฉัยัด้วยเทคนิค IHC 

และ IFAT ได้้อย่่างเหมาะสม นอกจากนี้้�ลำดัับพัันธุุกรรม

ของ p32 ที่่�ได้้ยัังมีีความคล้้ายคลึึงกัับสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อที่่�มีี

การระบาดในประเทศจีนี ซ่ึ่�งสนับัสนุุนความเหมาะสมของ

ตำแหน่่งยีีนที่่�เลืือกในการใช้้เป็็นแอนติิเจน การนำยีีนที่่�มีี

คุุณสมบััติิด้้าน antigenicity สููงมาแสดงออกในระบบ 

โปรคาริิโอตจึึงเป็็นแนวทางที่่�มีีศัักยภาพในการผลิิต  

immunogen สำหรัับสร้้างแอนติิบอดีีจำเพาะต่่อ 

การตรวจโรค LSD ซ่ึ่�งจะช่่วยลดการพึ่่�งพาการนำเข้้า

แอนติิบอดีีจากต่างประเทศ และเพิ่่�มความหลากหลาย

ของวิิธีีการตรวจวิินิิจฉััยที่่�ห้้องปฏิิบััติิการสามารถให้้

บริิการได้้

รููปที่่� 4 ก้้อนผิิวหนัังในโคที่่�เป็็นโรค (1) การตััดชิ้้�นเนื้้�อก้้อนผิิวหนัังเส้้นผ่่าศููนย์์กลาง 2 ซม. พบ hemorrhagic subcutis (วงกลม) จุุลพยาธิิวิิทยาผิิวหนััง (2) 
พบ intracytoplasmic inclusion body ที่่� cells ในชั้้�น dermis  IHC ด้้านในเนื้้�อเยื่่�อชั้้�น dermis (3) พบ swelling และ vacuolation โดยที่่�  
reaction ของ substrate AEC พบใน cytoplasm และ counterstained ด้้วย hematoxylin immunofluorescent (4) แสดงผลการเรืืองแสง green 
fluorescent ของ cell ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส

1 2

3 4

	 อย่่างไรก็็ตาม งานวิิจััยนี้้�ยัังมีีข้้อจำกััดบางประการ 

ได้้แก่่ ขนาดตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการประเมิินประสิิทธิิภาพของ

แอนติิบอดีีค่่อนข้้างน้้อย ทำให้้ไม่่สามารถสรุุปผลในระดัับ

ที่่�ครอบคลุุมได้้ทั้้�งหมด อีีกทั้้�งแอนติิบอดีีที่่�ผลิิตเป็็นชนิิด 

polyclonal ซ่ึ่�งอาจมีีความแปรผัันระหว่างชุุดการผลิต 

และยัังไม่่มีีการประเมิินการเกิิดปฏิิกิิริิยาข้้าม (cross-re-

activity) กัับไวรััสในสกุุล Capripoxvirus อื่่�น เช่่น  

goatpox และ sheeppox จึึงควรมีีการศึึกษาต่่อยอด 

เพื่่�อตรวจสอบความจำเพาะและความไวในระดัับเชิิง

ปริิมาณ รวมถึึงการประเมิิน cross-reactivity อย่่างเป็็น

ระบบ

	 ในอนาคต แอนติิบอดีีที่่�ผลิิตได้้อาจถููกพััฒนา 

ต่่อยอดเป็็นชุุดตรวจวิินิิจฉััยในรููปแบบอื่่�น เช่่น ELISA  

เพื่่�อใช้้เป็็นเครื่่�องมืือคััดกรองโรคในกลุ่่�มตััวอย่่างที่่� 

หลากหลายมากขึ้้�น พร้้อมทั้้� งควรมีีการทดสอบใน

ประชากรตััวอย่่างขนาดใหญ่เพื่่�อยืืนยัันความแม่่นยำ 

ก่่อนนำไปใช้้ในงานวิินิิจฉััยเชิิง routine ต่่อไป
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