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﻿การศึึกษาทางพยาธิิวิิทยา และอณููชีีววิิทยาของเชื้้�อ infectious spleen and kidney

necrosis virus ในปลากะพงขาวเลี้้�ยง (Lates calcarifer)

Pathological and molecular studies on infectious spleen and kidney necrosis 

virus in cultured barramundi (Lates calcarifer)
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ABSTRACT

	 Background: Infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) is one of viruses causing Red sea 

bream iridoviral disease (RSIVD), resulting in loss of barramundi farming due to mass mortalities of juvenile 

barramundi. In Thailand, the study of this disease is limited. The aim of the study is to describe  

pathological and molecular characteristics of this virus from naturally infected juvenile barramundi in 

farms in order to gain knowledge for fast and accurate diagnosis leading to disease control and protection. 

	 Methods: Thirty juvenile barramundi samples aged 1-2.5 months that showed typical lesion of 

RSIVD were collected from confirmed 2 RSIVD infected culture farms in Nakon Pathom during August 

2018-April 2019. The samples were subjected to pathological study, including gross pathological,  

histopathological and ultrastructural studies, and molecular study comprised virus detection by PCR, 

species confirmation by nucleotide sequencing and genetic relationship analysis by phylogenetic tree 

reconstruction.

	 Results: Gross pathology revealed hyperpigmentation, abdominal distention, exophthalmos, pale 

gills and pale liver with multifocal hemorrhage in all samples. Histopathological study found  

pathognomonic lesions in spleen and kidney. A large number of IBC were observed with necrosis and 

degeneration of tissues in the organs. Ultrastructural study found icosahedral virions, with a diameter of 

approximately 165-210 nm, were visualized inside the cytoplasm of IBC. Molecular study found that PCR 

product sizes of all samples were approximately 570 bp and nucleotide sequences of all samples were 

identical, which had a high percentage of nucleotide sequence identity of 99.81% to the virus strain 

ISKNV. Furthermore, the phylogenetic tree showed that ISKNV found in this study were classified into the 

group of ISKNV strain. 

	 Conclusions: The pathological study results revealed the pathognomonic lesion of cultured  

juvenile barramundi infected with ISKNV was IBCs that were found in hematopoietic tissue of spleen and 

kidney. The molecular study results confirmed the pathogen was the virus strain ISKNV which had a high 

percentage of nucleotide sequence identity to the ISKNV that was reported in outbreaks in Thailand.
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: Infectious spleen and 

kidney necrosis virus (ISKNV) เป็็นหนึ่่�งในสาเหตุุของ 

Red sea bream iridoviral disease (RSIVD) ทำให้้เกิิด

ความเสีียหายรุุนแรงในการเพาะเลี้้�ยงปลากะพงขาว 

จากการตายของลููกปลาเป็็นจำนวนมาก ในประเทศไทย 

ยัังไม่่มีีวิิธีีควบคุุมและป้้องกัันโรคที่่�ได้้ผล อีีกทั้้�งรายงาน

เกี่่�ยวกัับโรคนี้้�ยัังมีีจำกััด การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์ 

เพื่่�อศึึกษาทางพยาธิิวิิทยา และอณููชีีววิิทยาของไวรัสนี้้� 

ในลูกูปลากะพงขาวที่่�ติิดเชื้้�อในฟาร์ม์เพาะเลี้้�ยง สำหรับัเป็น็

องค์์ความรู้้�ในการวิินิิจฉััยโรคที่่�รวดเร็็วและแม่่นยำ อัันจะ

นำไปสู่่�การควบคุุม และป้้องกัันโรคต่่อไป

	วิ ธิีกีาร: รวบรวมตัวัอย่า่งลูกูปลากะพงขาวเลี้้�ยงอายุุ 

1-2.5 เดืือน จำนวน 30 ตััว ซึ่่�งแสดงรอยโรคของ RSIVD 

จากฟาร์์มเพาะเลี้้�ยง 2 แห่่งในจัังหวััดนครปฐม ที่่�ได้ร้ับัการ

ตรวจยืืนยัันการติิดเชื้้�อระหว่่างเดืือนสิิงหาคม 2561 ถึึง 

เมษายน 2562 มาศึึกษาทางพยาธิิวิิทยาประกอบด้้วย 

การศึึกษารอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา  

การตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์อิิเล็็กตรอนชนิิดส่่องผ่่าน 

และศึึกษาทางอณููชีีววิิทยาเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อไวรัสด้้วยวิธีี 

PCR จากนั้้�นนำมาหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ วิิเคราะห์์หา 

ความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรมด้้วยการสร้้างแผนภููมิิ  

phylogenetic tree

	 ผล: การศึึกษาทางมหพยาธิวิิทิยาพบลูกูปลาทุกุตัวั

มีลีำตัวัสีเีข้ม้ขึ้้�น ท้อ้งบวม ตาโปน เหงือืกซีดี และตับัซีดีร่ว่ม

กัับพบจุุดเลืือดออก การศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยาพบ 

รอยโรคจำเพาะคืือ inclusion body-bearing cell (IBC) 

ปริิมาณมากที่่�สุุดในม้้ามและไต โดยพบการตายและการ

เสื่่�อมของอวััยวะดัังกล่าวในทุุกตััวอย่่าง และการศึึกษา

ระดัับจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนพบว่่าโครงสร้้างภายใน IBC มีี

อนุุภาคของไวรััสที่่�มีีรููปร่่างแบบ icosahedral ขนาด

ประมาณ 165-210 nm ในบริิเวณไซโตพลาสซึึม สำหรัับ

การศึึกษาทางอณููชีีววิิทยาพบว่่า PCR product ของทุุก

ตัวัอย่า่งมีขีนาดประมาณ 570 bp โดยมีลีำดับันิวิคลีโีอไทด์์

เหมืือนกัันทั้้�งหมด และมีีเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนเมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ strain ISKNV 

สููงถึึง 99.81% นอกจากนี้้�แผนภููมิิ phylogenetic tree 

แสดงให้้เห็น็ว่า่ ISKNV ที่่�พบในการศึึกษานี้้�ถููกจัดอยู่่�ในกลุ่่�ม

ของเชื้้�อ strain ISKNV

	 สรุุป: ผลการศึึกษาทางพยาธิิวิิทยาในลููกปลา 

กะพงขาวเลี้้�ยงในครั้้�งนี้้�พบรอยโรคจำเพาะของการติิดเชื้้�อ 

strain ISKNV คือืการพบ IBC ที่่� hematopoietic tissues 

ในม้้ามและไต และผลการศึึกษาทางอณููชีีววิิทยายืืนยัันว่่า

เชื้้�อก่อ่โรคในครั้้�งนี้้�เป็น็ strain ISKNV ซึ่่�งมีเีปอร์เ์ซ็น็ต์ค์วาม

เหมือืนของลำดับันิวิคลีโีอไทด์ส์ูงูเมื่่�อเปรียีบเทียีบกับั strain 

ที่่�มีีรายงานการระบาดในประเทศไทย

คำสำคััญ: ISKNV ปลากะพงขาว Lates calcarifer 

พยาธิิวิิทยา อณููชีีววิิทยา

บทนำ

	 Infectious spleen and kidney necrosis virus 

(ISKNV) เป็็นเชื้้�อไวรัสชนิิด double-stranded DNA  

ซึ่่�งถููกจััดเป็็น strain หนึ่่�งใน species ISKNV สกุุล  

Megalocytivirus วงศ์์ Iridoviridae ตามรายงานครั้้�งที่่� 

10 ของ International Committee on Taxonomy of 

Viruses เมื่่�อปีี พ.ศ. 2560 ได้้จำแนกเชื้้�อในสกุุล  

Megalocytivirus ด้้วยการวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

และการศึึกษาทางซีีรััมวิิทยา พบว่่า species ISKNV 

ประกอบด้้วยหลาย strain เช่่น strain ISKNV และ red 

sea bream iridovirus (RSIV) เป็็นต้้น (Chinchar et al., 

2017) ISKNV และ RSIV เป็็นไวรััสที่่�ก่่อ red sea bream 

iridoviral disease (RSIVD) ซึ่่�งเป็็นสาเหตุุสำคััญที่่�ทำให้้

เกิิดการตายเป็็นจำนวนมากในฟาร์์มเพาะเลี้้�ยงปลาใน

หลายประเทศโดยเฉพาะในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออก และ

เอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ โดย ISKNV พบรายงานก่่อโรคทั้้�ง

ในปลาน้้ำจืืดและปลาทะเล ขณะที่่� RSIV พบรายงาน 

ส่่วนใหญ่่ในปลาทะเล (OIE, 2019) รอยโรคจำเพาะ 

(pathognomonic lesion) ของการติิดเชื้้�อไวรััสในสกุุลนี้้� 

คืือ inclusion body-bearing cell (IBC) ซึ่่�งเกิิดจาก 

เชื้้�อไวรัสกระตุ้้�นให้้เซลล์์ในเนื้้�อเยื่่�อที่่�ติดิเชื้้�อมีขีนาดใหญ่่ขึ้้�น 

(hypertrophy) และภายในไซโตพลาสซึึมมีี basophilic 

granular inclusions ขนาดใหญ่ท่ี่่�เบีียดนิวิเคลียีส สำหรับั

การศึึกษาด้้วยกล้องจุุลทรรศน์อิิเล็็กตรอน รููปร่่างของ 
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ISKNV เป็็นแบบ icosahedral ที่่�มีีเปลืือกหุ้้�ม และพบ 

อยู่่�ภายในไซโตพลาสซึึมของเซลล์์ (Chinchar et al., 

2017) 

	 RSIVD เป็น็โรคที่่�ก่อ่ให้เ้กิดิภาวะโลหิติจางรุนุแรงใน

ปลาหลายชนิิด จากการทำลายเนื้้�อเยื่่�อในระบบการสร้้าง

เม็็ดเลืือด (hematopoietic tissue) ของปลา ซึ่่�งพบ 

ส่่วนใหญ่่ในม้้ามและไต (Kawato et al., 2017) ปลา

เศรษฐกิิจหลายชนิิดทั่่�วโลกไวต่อการเกิิดโรค เช่่น กลุ่่�ม 

ปลากะพง และปลาเก๋๋า เป็็นต้้น โดยในลููกปลาระยะ  

juvenile จะมีีความไวต่่อการเกิิดโรคมากกว่่าปลาเต็็มวััย 

การติิดต่่อของโรคส่่วนใหญ่่เป็็นแบบ horizontal  

transmission ผ่่านทางน้้ำ (OIE, 2019) ขณะที่่�ความเสี่่�ยง

ในการติิดต่่อแบบ vertical transmission ผ่่านทางไข่ ่

หรืือสเปิิร์์มอยู่่�ในระดัับต่่ำ (Kawato et al., 2017)  

สำหรัับการวิินิิจฉััยโรค OIE (2019) มีีหลายวิธีี ได้้แก่่  

การวิินิิจฉััยจากอาการ การวิินิิจฉััยทางคลิินิิกด้วยวิธีีทาง

พยาธิิวิิทยา ได้้แก่่ มหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา และการ

ศึึกษาทางกล้องจุุลทรรศน์อิิเล็็กตรอน และการวิินิิจฉััยหา

เชื้้�อก่่อโรค เช่่น วิิธีี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ที่่�จำเพาะต่่อ ISKNV และ RSIV ซ่ึ่�งพััฒนาโดย Kurita  

et al. (1998) โดยสามารถนำ PCR product มาใช้้ในการ

จำแนกชนิิดเชื้้�อและศึึกษาความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม 

โดยการวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (Nucleotide  

sequencing) ได้้ (Mohr et al., 2015) 

	 ในประเทศไทย RSIVD เป็็นโรคระบาดในสััตว์์น้้ำ

ตามพระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 ที่่�ยัังไม่่มีี

วิธีิีการรักัษา และไม่ม่ีวีัคัซีนี ทำให้ก้ารควบคุมุโรคทำได้ย้าก 

มีรีายงานก่่อความเสีียหายในฟาร์์มเพาะเลี้้�ยงปลาเศรษฐกิิจ

หลายชนิิด เช่่น ปลานิิล (Suebsing et al., 2016) ปลา

สวยงาม (Baoprasertkul and Kaenchan, 2019)  

และปลากะพง โดยเฉพาะในปลากะพงขาว (Thanasaksiri 

et al., 2019; Kerddee et al., 2021) ซึ่่�งเป็็นปลา

เศรษฐกิิจสำคััญที่่�กรมประมงส่่งเสริิมให้้เกษตรกรเพาะเลี้้�ยง 

โดยใน พ.ศ. 2560 มีีเนื้้�อที่่�เพาะเลี้้�ยงมากกว่่า 12,800 ไร่่ 

และมีีมููลค่่าจากการเพาะเลี้้�ยงมากกว่่า 2,600 ล้้านบาท 

ต่่อปีี (นเรศ, 2562) แต่่การศึึกษาเกี่่�ยวกัับโรคนี้้�ใน 

ปลากะพงขาวยัังจำกััดโดยเฉพาะการศึึกษาเกี่่�ยวกัับการ 

ก่่อโรค และลัักษณะทางอณููชีีววิิทยา (Thanasaksiri  

et al., 2019; Kerddee et al., 2021) การศึึกษาครั้้�งนี้้�

จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษามหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา 

และการศึกึษาทางกล้อ้งจุลุทรรศน์อ์ิเิล็ก็ตรอน ทำให้ท้ราบ

ถึึงรอยโรคที่่�มองเห็็นด้้วยตาเปล่่า การเปลี่่�ยนแปลงระดัับ

เซลล์์ และการบ่่งชี้้�ลัักษณะของเชื้้�อไวรัสก่่อโรคในปลาที่่� 

ติดิเชื้้�อ นอกจากนี้้�ยังัมีกีารศึกึษาทางอณูชูีวีวิทิยาเพื่่�อยืนืยันั 

strain ของเชื้้�อจากการวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ 

สารพันัธุกุรรม สำหรับัเป็น็ข้อ้มูลูทางระบาดวิทิยาในระดับั

โมเลกุุลของประเทศไทย เพื่่�อเพิ่่�มองค์์ความรู้้�ทำให้้มีีการ

วินิิจิฉัยัโรคที่่�รวดเร็ว็และแม่น่ยำอันันำไปสู่่�การควบคุมุ และ

ป้้องกััน เพื่่�อลดความสููญเสีียทางเศรษฐกิิจต่่อไป

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	ลู ูกปลากะพงขาวอายุุ 1-2.5 เดืือน จำนวน 30 ตััว 

ที่่�แสดงรอยโรคของ RSIVD ระหว่่างเดืือนสิิงหาคม 2561 

ถึึง เมษายน 2562 จาก 4 บ่่อ ของฟาร์์มเพาะเลี้้�ยง 2 แห่่ง

ในจัังหวััดนครปฐมที่่�ได้้ผ่่านการตรวจหาเชื้้�อก่่อ RSIVD  

ด้้วยวิิธีี PCR (Kurita et al., 1998) จากห้้องปฏิิบััติิการ

ไวรัสวิทิยา สถาบันัสุขุภาพสัตว์แ์ห่ง่ชาติแิล้ว้ จากนั้้�นทำการ

กำหนดเลขที่่�ตััวอย่่างตามสถานที่่�เลี้้�ยง และช่่วงเวลาที่่� 

พบโรค เพื่่�อนำมาศึึกษาทางพยาธิิ-วิิทยา และทาง 

อณููชีีววิิทยา (ตารางที่่� 1)

การศึึกษาทางพยาธิิวิิทยา

	 การศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา 

		บั  นทึึกรอยโรคจากลัักษณะภายนอกที่่�พบของ

ลูกูปลากะพงขาวทั้้�ง 30 ตัวัก่อ่นการผ่า่ซาก บันัทึกึรอยโรค

ที่่�พบจากอวััยวะของทุุกตััวอย่่าง 

	 การศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยา 

		  ทำการผ่่าซาก เก็็บอวััยวะ ได้้แก่่ สมอง เหงืือก 

หััวใจ ม้้าม ไต ลำไส้้ ตัับและตัับอ่่อน (hepatopancreas) 

จากลูกูปลากะพงขาวที่่�ผ่า่ซากแล้ว้จำนวน 12 ตัวั มา fixed 

ด้้วย 10% buffered formalin ผ่่านขบวนการเตรีียม

เนื้้�อเยื่่�อและย้อ้มด้ว้ยสี ีhematoxylin-eosin โดยประยุกุต์์

จากวิธีีของ Luna (1968) จากนั้้�นตรวจรอยโรคทาง 
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จุลุพยาธิวิิทิยาด้ว้ยกล้องจุลุทรรศน์ชนิดิใช้้แสง และกำหนด

เกณฑ์์ระดัับความรุุนแรงของรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยา

จากค่่าเฉลี่่�ยของรอยโรคที่่�พบต่่อ 1 สไลด์์ ดัังนี้้� 1-25% = 

ระดัับ mild, มากกว่่า 25-50% = ระดัับ moderate และ

มากกว่่า 50-100% = ระดัับ severe 

	 การศึึกษาระดัับจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอน

		คั  ัดเลืือกตััวอย่่างอวััยวะใน 10% buffered  

formalin ที่่�มีีผลการตรวจทางจุุลพยาธิิวิิทยาพบรอยโรค

จำเพาะ คืือ IBC ปริิมาณมากจากทุุกบ่่อ บ่่อละ 1 ตััวอย่่าง 

รวม 4 ตััวอย่่าง โดยนำมาล้้างด้้วย phosphate buffer 

แล้้ว fixed ในน้้ำยา 1% osmium tetroxide ผ่่าน

กระบวนการเตรีียมเนื้้�อเยื่่�อ แล้้วตััด ultrathin-section  

ให้้หนาประมาณ 100 nm ย้้อมด้้วยสีี lead citrate และ 

uranyl acetate ซ่ึ่�งประยุุกต์จากวิธีีของเวคิิน (2524)  

จากนั้้�นตรวจด้ว้ยกล้อ้งจุลุทรรศน์อ์ิเิล็ก็ตรอนชนิดิส่อ่งผ่า่น 

(Transmission electron microscope; TEM) ยี่่�ห้้อ 

Hitachi รุ่่�น HT7700 (Hitachi High-Technologies 

Corporation, Japan)

การศึึกษาทางอณููชีีววิิทยา

	 การเตรีียมตััวอย่่าง

		  นำตััวอย่่างลููกปลากะพงขาว มาเก็็บตััวอย่่าง

อวััยวะ ได้้แก่่ เหงืือก หััวใจ ม้้าม ไต ลำไส้้ ตัับและตัับอ่่อน

โดยรวมอวััยวะจากลููกปลากะพงขาวบ่่อเดีียวกัันเป็็น 1 

ตัวัอย่่าง (ตารางที่่� 1) จนได้้ตัวัอย่่างอวััยวะทั้้�งหมด 4 ตัวัอย่่าง

	 การสกััดสารพัันธุุกรรม

		  นำอวัยัวะของลูกูปลากะพงขาวจำนวน 4 ตัวัอย่่าง

มาสกััดสารพัันธุุกรรมชนิิด DNA โดยการบดรวมอวััยวะ

จากนั้้�นนำมาสกััดด้้วยชุุดสกััด DNeasy Blood & Tissue 

kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธิีกีารของบริษิัทัผู้้�ผลิติ เก็บ็ 

DNA ที่่�สกััดได้้ไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ -20◦C จนกว่่าจะนำมาใช้้งาน

	 การตรวจหา DNA ของเชื้้�อก่่อ RSIVD ด้้วยวิธิี ีPCR

		  นำตััวอย่่าง DNA จำนวน 4 ตััวอย่่างที่่�สกััดได้้ 

มาตรวจหาเชื้้�อที่่�ทำให้เ้กิดิ RSIVD ด้ว้ยวิธิี ีPCR (OIE, 2019) 

โดยใช้้ไพรเมอร์์ (primer) ที่่�จำเพาะต่่อบริิเวณ 959-bp 

PstI restriction fragment ของเชื้้�อ คืือ forward  

primer 1-F (5′-CTCAAACACTCTGGCTCATC-3’) และ 

reverse primer 1-R (5’-GCACCAACACATCTCCTATC-3′) 

ซึ่่�งให้้ PCR product ขนาด 570 bp (Kurita et al., 1998) 

มีีขั้้�นตอน คืือ เตรีียมส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR ประกอบ

ด้้วย 2X GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) 

25 µl, forward และ reverse primers อย่่างละ 0.2 µM 

และเติิม Dnase/Rnase-free dist illed water  

(Invitrogen, USA) จนครบ 47 µl จากนั้้�นเติิม DNA 

template ที่่�สกััดได้้ 3 µl จากนั้้�นนำสารละลายผสมที่่�ได้้

ไปทำปฏิิกิิริิยา PCR ในเครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม

ยี่่�ห้้อ Applied Biosystems รุ่่�น VeritiTM 96-Well  

Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) โดยใช้้ 

PCR condition ดัังนี้้� initial denaturation ที่่� 94◦C  

นาน 5 นาทีี ตามด้้วย denaturation ที่่� 94◦C นาน 30 

วิินาทีี annealing ที่่� 58◦C นาน 1 นาทีี และ extension 

ที่่� 72◦C นาน 1 นาทีี จำนวน 35 รอบ ตามด้้วย final 

extension ที่่� 72◦C นาน 7 นาทีี นำ PCR product ที่่�ได้้

ไปแยกขนาดด้้วยวิธีี gel electrophoresis บน 1.5% 

agarose gel จากนั้้�นย้้อม gel ด้้วย ethidium bromide 

ความเข้ม้ข้น้ 0.5 µg/ml นาน 30 นาที ีเพื่่�อวิเิคราะห์ข์นาด

ของ PCR product ภายใต้้แสง UV ด้้วยเครื่่�อง UV  

ตารางที่่� 1 แสดงรายละเอีียดข้้อมููลของตััวอย่่างลููกปลากะพงขาวและวิิธีีที่่�ใช้้ในการศึึกษา

Sample 
no.

Farm Pond
Date of 

collection
Age

(month)

Number of fish samples

Pathological study Molecular 
studyGross Histopathology Ultrastructure

1 A 1 8/2561 1 9 4 1 4

2 B 1 8/2561 2 3 1 1 1

3 B 2 9/2561 2.5 10 4 1 5

4 B 3 4/2562 1.5 8 3 1 4
Total 30 12 4 14
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ตารางที่่� 2 ข้้อมููลของเชื้้�อไวรััสใน species ISKNV ที่่�ใช้้ในการศึึกษานี้้�  (สืืบค้้นเมื่่�อ 31 กรกฎาคม 2564)

Virus
strain

Host species
Geographic 

origin
Year

GenBank accession
no.

ISKNV Lates calcarifer Thailand (Samut Sakhon) 2018 MT128666-MT128667

ISKNV Xiphophorus maculatus Australia 2011 KP292943

ISKNV Xiphophorus maculatus Australia 2012 KP292944-KP292947 

ISKNV Trichogaster spp. Australia (Imported) 2014 KP292948-KP292949

ISKNV Pterophyllum scalare Australia (Imported) 2014 KP292950-KP292951

ISKNV Poecilia latipinna Australia (Imported) 2014 KP292952

ISKNV Xiphophorus helleri Australia (Imported) 2014 KP292953

ISKNV Colisa labiosus Australia (Imported) 2014 KP292954

ISKNV Pterophyllum scalare Australia (Imported) 2014 KP292955

ISKNV Siniperca chuatsi China 1998 AF371960

ISKNV Astronotus ocellatus India 2019 MT178414, MT224134

ISKNV Osphronemus goramy India 2019 MT178415, MT178417

ISKNV Astronotus ocellatus India 2020 MT178416

ISKNV Epinephelus spp. (hybrid) Indonesia 2016 MW464172, NW557381

ISKNV Pterophyllum scalare Singapore 2016 MK689685

ISKNV Pagrus major Taiwan 2007 KT781098

ISKNV Epalzeorhynchos frenatus USA 2018 MW273353

ISKNV Epalzeorhynchos frenatus USA 2019 MW273354

GSIV Lates calcarifer Taiwan 2007 KT804738

LYCIV Pseudosciaena crocea China 2001 AY779031

OSGIV Epinephelus coioides China 2002 AY894343

PIV Trachinotus carolinus Dominican Republic 2016 MK098187

RBIV Oplegnathus fasciatus South Korea 2000 AY532606

RSIV Pagrus major Japan 1995 AB104413

SFIV Starry flounder South Korea 2012 KF499525

TRBIV Scophthalmus maximus China 2006 GQ273492

ISKNV = Infectious spleen and kidney necrosis virus, GSIV = Giant seaperch iridovirus, LYCIV = Large yellow croaker iridovirus, OSGIV = Orange-spotted grouper iridovirus, 
PIV = Pompano iridovirus, RBIV = Rock bream iridovirus, RSIV = Red sea bream iridovirus, SFIV = Starry flounder iridovirus, TRBIV = Turbot reddish body iridovirus

transilluminator ยี่่�ห้้อ WEALTEC รุ่่�น Dolphin-DOC 

(WEALTEC, USA) โดยเปรียีบเทีียบขนาดกับั 100 bp DNA 

ladder (Invitrogen, USA) และใช้้ DNA ของ RSIV ซึ่่�ง

เก็็บรัักษาไว้้ที่่�สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ เป็็นตััว 

ควบคุุมบวก และใช้้ Dnase/Rnase-free distilled water  

(Invitrogen, USA) เป็็นตััวควบคุุมลบ

	 การตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

		  ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ PCR product 

จำนวน 4 ตััวอย่่าง โดยตััด agarose gel บริิเวณที่่�มีีแถบ 

PCR product ขนาด 570 bp มาทำให้้ PCR product 

บริิสุุทธิ์์�โดยใช้้ชุุดน้้ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) ตามวิิธีีการของบริิษััท

ผู้้�ผลิิต แล้้วนำมาเตรีียมตััวอย่่างสำหรัับตรวจหาลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ทั้้�งสาย forward และ reverse โดยใช้้ 

ไพรเมอร์์ 1-F และ 1-R ตามลำดัับร่่วมกัับชุุดน้้ำยา  

BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit 

(Applied Biosystems, USA) จากนั้้�นทำให้้ DNA  

sequencing product บริิสุุทธิ์์� โดยใช้้ชุุดน้้ำยา ZR DNA 

Sequencing Clean-up KitTM (Zymo Research, USA) 

แล้้วนำไปตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์

หาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ ยี่่�ห้้อ Applied Biosystems  
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รุ่่�น 3130 (Applied Biosystems, USA) ตามวิิธีีการของ

บริิษััทผู้้�ผลิต จากนั้้�นนำข้้อมููลผลการตรวจหาลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ทั้้�งสาย forward และ reverse ที่่�ได้้จาก 

เครื่่�องวิิเคราะห์์มารวมเข้้าด้้วยกัันโดยไม่่รวมลำดัับ 

นิวิคลีโีอไทด์์ของไพรเมอร์์ด้ว้ยโปรแกรม BioEdit version 

7.2.5 (Hall, 1999)

การตรวจยืืนยัันชนิิดของเชื้้�อด้้วยการวิิเคราะห์์ลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์

	วิ ิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ขนาด 530 bp ของ

ตััวอย่่างที่่�ศึึกษาเพี่่�อยืืนยัันชนิิดเชื้้�อ โดยเปรีียบเทีียบกัับ 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููล GenBank (NCBI, 2021) 

ด้้วยโปรแกรม BLASTn จากนั้้�นดาวน์์โหลดลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อไวรัสใน species ISKNV จากฐาน

ข้้อมููลของ GenBank (ตารางที่่� 2) เพื่่�อนำมาวิิเคราะห์์

หาความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรมกัับเชื้้�อที่่�ศึึกษาด้้วยการหา

เปอร์์ เ ซ็็ นต์์ ความ เห มืือนของลำ ดัับนิิ วคลีี โอ ไทด์์  

(percentage of nucleotide sequence identity) โดย

ใช้โ้ปรแกรม Geneious version 9.1.8 (Biomatters Ltd., 

New Zealand) และสร้้างแผนภููมิิ phylogenetic tree 

ด้้วยวิิธีี maximum likelihood ร่่วมกัับโมเดล general 

time reversible และทดสอบความเชื่่�อมั่่�นด้้วยวิธีี  

bootstrap จำนวน 1,000 ครั้้�ง โดยใช้้โปรแกรม MEGA X 

version 10.2.5 (Kumar et al., 2018)

 

ผลและวิิจารณ์์

การศึึกษาทางพยาธิิวิิทยา

	 การศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา

		ลู  กูปลากะพงขาว 30 ตัวัจากฟาร์ม์เพาะเลี้้�ยงใน

จัังหวััดนครปฐม แสดงรอยโรคที่่�สัังเกตได้้จากภายนอก 

ไ ด้้ แ ก่่  บ ริิ เ ว ณหลัั ง ต ลอดล ำ ตัั ว ปล ามีี สีี เ ข้้ ม ขึ้้� น  

(hyperpigmentation) ท้้องบวม (abdominal  

distension) ตาโปน (exophthalmos) (รููป 1A และ 1B) 

และเหงืือกซีีด (รููป 1C) ซึ่่�งเป็็นรอยโรคหลัักที่่�พบเมื่่�อเกิิด

ภาวะโลหิิตจาง (Roberts, 2012) และรอยโรคที่่�พบ 

เหล่่านี้้�สอดคล้้องกัับการศึึกษาในลููกปลากะพงขาวที่่�ติิด 

ISKNV จากธรรมชาติิในฟาร์์มเพาะเลี้้�ยงในประเทศไทย 

(Kerddee et al., 2021) และเวีียดนาม (Dong et al., 

2017) นอกจากนี้้�ยัังพบ 80% (24/30) ของลููกปลากะพง

ขาวมีหย่่อมสีีน้้ำตาลอ่่อนถึึงเทาบริิเวณซี่่�เหงืือก (รููป 1C) 

และ 26.67% (8/30) มีีจุุดเลืือดออก (petechial hem-

orrhage) ในลููกตา (รููป 1D) 

		จ  ากการผ่่าซากลููกปลากะพงขาวทุกตััวพบการ

เปลี่่�ยนแปลงของอวััยวะภายในช่่องท้้อง ได้้แก่่ ตัับซีีดถึึงมีี

สีีเหลืือง (pale to yellowish) ร่่วมกัับมีีจุุดเลืือดออก  

(รููป 1E) บริิเวณช่่องท้้องที่่�ขยายขนาดพบมีีของเหลวสีีใส

อยู่่�ภายใน (รููป 1F) ซ่ึ่�งรอยโรคข้้างต้้นนี้้�สอดคล้้องกัับ

รายงานรอยโรคในลููกปลากะพงขาวที่่�ติิด ISKNV ตาม

ธรรมชาติิ (Zhu et al., 2020; Kerddee et al., 2021) 

แต่่สิ่่�งที่่�พบต่่างจากการศึึกษาทั้้�ง 2 นี้้� คืือ พบม้้ามมีี 

ขนาดเล็็ก (รููป 1F) นอกจากนี้้�พบว่่าในทางเดิินอาหาร

ลููกปลาทุุกตััวไม่่พบอาหาร (รููป 1F) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการ

รายงานพฤติิกรรมกิินอาหารลดลงถึึงไม่่กิินอาหารในปลา 

ที่่�ติิด ISKNV หลายชนิิด ได้้แก่่ ปลากะพงขาว (Dong  

et al., 2017) ปลาสอด และปลาเทวดา (Jung-schroers 

et al., 2016; Baoprasertkul and Kaenchan, 2019) 

และยัังพบ 80% (24/30) ของลููกปลากะพงขาวมีีเลืือดคั่่�ง

ที่่� pericardial cavity ของหััวใจซ่ึ่�งพบได้้เมื่่�อเกิิดภาวะ

หััวใจล้้มเหลว (Roberts, 2012)

	 การศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยา

		พ  บการเปลี่่�ยนแปลงสำคััญที่่� ม้้าม ไต เหงืือก 

หััวใจ ตัับ และตัับอ่่อน (ตารางที่่� 3) โดยรอยโรคจำเพาะที่่�

พบ คืือ IBC ซึ่่�งมีีขนาดประมาณ 5-10 µm รููปร่่างกลม  

ติิดสีี basophilic บางเซลล์์พบติิดสีี basophilic ทั้้�งเซลล์์ 

และบางเซลล์์มีีสิ่่�งที่่�คล้้ายนิิวเคลีียสขนาดใหญ่่ใกล้้บริิเวณ

กลางเซลล์์ ภายในมีีโครงสร้้างคล้้ายนิิวคลีีโอลััส (รููป 2A) 

ซึ่่�งลัักษณะ IBC ที่่�พบนี้้�มีีรููปร่่างและขนาดสอดคล้้องกัับ

รายงานในลููกปลากะพงขาวที่่�ติิด ISKNV ในประเทศจีน 

(Zhu et al., 2020) และรายงานในปลาสวยงามที่่�ติิด 

ISKNV ซึ่่�งนำเข้้าจากประเทศโคลััมเบีียมาที่่�ประเทศ

เยอรมััน (Jung-schroers et al., 2016) สำหรัับตำแหน่่ง

การพบ IBC ในทุุกตััวอย่่างของการศึึกษานี้้�พบมากที่่�สุุดใน

ม้้าม ลำดัับถััดมาเป็็นไต ส่่วนตัับ หััวใจ และเหงืือกพบน้้อย 

และพบในลููกปลาบางตััวเท่่านั้้�น ขณะที่่�ตัับอ่่อนไม่่พบ IBC 
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ซึ่่�งปริิมาณการพบ IBC ในอวััยวะเหล่่านี้้�สอดคล้้องกัับ

รายงานของ Zhu et al . (2020) ที่่�พบสััญญาณ  

fluorescence ของ ISKNV ด้้วยวิิธีี Immunofluores-

cence assay มากที่่�สุดุในม้้าม ลำดัับถััดมาเป็็นไต และตัับ 

ส่่วนเหงืือกพบน้้อยที่่�สุุด 

		  ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� hematopoietic tissue ซ่ึ่�ง

เป็็นเนื้้�อเยื่่�อสำคัญัในกระบวนการสร้า้งเม็ด็เลือืดของปลาที่่�

อยู่่�บริิเวณ stroma ของม้้าม และ interstitium ของไต  

(Roberts, 2012) เป็็นเนื้้�อเยื่่�อที่่�พบความเสีียหายรุุนแรง

ที่่�สุุด โดยรอยโรคสำคััญที่่�พบคืือการตายแบบ cytolytic 

necrosis ของ hematopoietic cell (รููป 2B) และม้้าม

เป็็นอวััยวะที่่�พบรอยโรคนี้้�รุุนแรงที่่�สุุดโดยพบการตายของ

เซลล์์เป็็นบริิเวณกว้้าง ด้้วยรอยโรคที่่�พบนี้้�อาจเป็็นปััจจััย

สำคััญที่่�ทำให้้การศึึกษานี้้�ไม่่พบการขยายขนาดของม้้าม  

ยิ่่�งไปกว่านั้้�นในบริิเวณเนื้้�อเยื่่�อนี้้� ยัังพบการลดลงของ  

melanomacrophage centers (รููป 2C) ซึ่่�งเป็็นบริิเวณ

ที่่�มีีการรวมกลุ่่�มของเซลล์์ phagocyte ที่่�ทำหน้้าที่่�สำคััญ

ในระบบภููมิิคุ้้�มกัันของปลา (Roberts, 2012) โดยลููกปลา

อายุุ 2.5 เดืือนพบรอยโรครุุนแรงที่่�สุุด จากรอยโรคที่่�พบ

ข้้างต้้นนี้้�บ่่งชี้้�ว่่าการติิด ISKNV สามารถนำไปสู่่�ภาวะ 

โลหิิตจางแบบ hypoplastic anemia และภาวะกด

ภููมิิคุ้้�มกัันได้้

		  นอกจากนี้้�ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�ยัังพบรอยโรคที่่�

อวััยวะในระบบอื่่�น ๆ ได้้แก่่ ไตส่่วนท้้าย (รููป 2D) ซึ่่�งเป็็น

อวััยวะหลัักของระบบขัับถ่่าย พบการเสื่่�อมของไต โดย

เฉพาะบริิเวณเซลล์์บุุท่่อไต (renal tubular epithelial 

cell) มีีลัักษณะเป็็นปื้้�นติิดสีี eosinophilic ที่่�เรีียกว่่า  

hyaline degeneration ซ่ึ่�งบ่่งถึึงการล้้มเหลวในการ

ทำงานของโซเดีียมปั๊๊�มเป็็นเวลานาน (Roberts, 2012) และ

พบ amorphous casts ในท่่อไตร่่วมกัับพบเลืือดออก

ภายใน interstitium ของไต ซ่ึ่�งรอยโรคทั้้�งสองนี้้�เกิิด

สััมพัันธ์์กััน ส่่วนหััวใจพบการเสื่่�อมของกล้้ามเนื้้�อหััวใจใน

ทุุกตััวอย่่าง ในตัับและตัับอ่่อน (รููป 2E) พบไขมัันพอกตัับ 

(hepatic steatosis) ทุุกตััวอย่่างส่่งผลให้้ตัับทำหน้้าที่่�

ลดลง นำไปสู่่�การบวมน้้ำได้ ้(Roberts, 2012) และบริเิวณ

ตัับอ่่อนพบการตายของ acinar cell (รููป 2E) ซึ่่�งเป็็นรอย

โรคที่่�พบได้ก้รณีมีีกีารติดิเชื้้�อไวรัสั (Roberts and Rodger, 

2001) และเหงืือกที่่�เป็็นอวััยวะหลัักของระบบทางเดิิน

หายใจ รอยโรคที่่�พบส่่วนใหญ่่อยู่่�ที่่�ซี่่�เหงืือก (primary gill 

lamella) และกิ่่�งเหงืือก (secondary gill lamella) เช่่น 

การแทรกเข้า้มาของเซลล์อ์ักัเสบ การเพิ่่�มจำนวนของเซลล์์

เยื่่�อบุกุิ่่�งเหงือืก (lamellar hyperplasia) และการตายของ

เนื้้�อเยื่่�อบริิเวณซี่่�เหงืือก (รููป 2F) เป็็นต้้น โดยรอยโรคเหล่่า

นี้้�ทำให้้การแลกเปลี่่�ยนก๊๊าซของลููกปลาลดลง นำไปสู่่�การ

ล้ม้เหลวของระบบทางเดินิหายใจได้ ้อย่่างไรก็ต็ามรอยโรค

ที่่�เหงือืกเหล่า่นี้้�ไม่ใ่ช่ร่อยโรคหลักัของการติดิ ISKNV อีกีทั้้�ง

เกิดิได้้จากหลายสาเหตุุ เช่่น ไวรัส แบคทีีเรีีย โปรโตซััว และ 

สารพิิษ (Roberts, 2012) ซ่ึ่�งในการศึึกษานี้้�ที่่�นอกจากการ

พบ IBC ที่่�เป็็นรอยโรคหลััก บริิเวณนี้้�ยัังพบเชื้้�อชนิิดอื่่�นๆ 

ด้้วย ได้้แก่่ เชื้้�อแบคทีีเรีียรููปแท่่ง ซึ่่�งอาจเป็็นชนิิดที่่�ก่่อให้้

เกิิดโรค bacterial gill disease ที่่�พบได้้ทั่่�วไปบริิเวณกิ่่�ง

เหงืือกในการเลี้้�ยงลููกปลาแบบหนาแน่่น (intensive) 

(Roberts and Rodger, 2001) และพบเชื้้�อโปรโตซัวั ได้แ้ก่่ 

เห็บ็ระฆังั (Trichodina spp.) ซึ่่�งสอดคล้อ้งกับัรายงานของ 

Yemmen et al. (2011) ที่่�ว่่าเห็็บระฆัังทำให้้เกิิดการ 

เพิ่่�มจำนวน และการตายของเซลล์์เยื่่�อบุุกิ่่�งเหงืือกได้้

	 การศึึกษาระดัับจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอน

		ผ  ลการศึึกษาด้้วย TEM พบ inclusion bodies  

ที่่�มี ีvirus assembly site (VAS) ใน hematopoietic cell 

ของม้า้มและไต โดยพบลัักษณะเป็็น dark matrix และพบ

อนุภุาคของไวรัสที่่�ไม่ส่มบูรูณ์ ์มีลีักัษณะใกล้เคียีงกับัรูปูร่า่ง

แบบ icosahedral (รููป 3A และ 3D) รวมถึึงพบลัักษณะ

คล้า้ยนิวิเคลีียสที่่�ภายในมีนีิวิคลีโีอลัสัแต่ไ่ม่ม่ีเียื่่�อหุ้้�ม อยู่่�ใน

ไซโตพลาสซึึม ซึ่่�งเป็็นลัักษณะเดีียวกัับที่่�พบในการศึึกษา

ทางจุุลพยาธิวิิิทยาในครั้้�งนี้้� โดยสิ่่�งที่่�คล้้ายนิวคลีีโอลััสนี้้� คือื 

rough granule ซึ่่�งบรรจุุสารพัันธุุกรรมของไวรััสปนกัับ 

granule ของนิวิเคลียีส (Mahardika, 2009) ส่ว่นนิวิเคลียีส

ของ host cell นั้้�นถููกเบีียดไปอยู่่�บริิเวณขอบเซลล์์  

(รูปู 3A) โดยลักษณะ IBC ที่่�พบดังักล่า่วนี้้�สอดคล้้องกับัการ

พบ IBC ระยะ early stage ในการศึึกษาปลากะพงแดง 

ที่่�ติิด RSIV ในประเทศญี่่�ปุ่่�นของ Mahardika (2009) และ

ยัังตรวจพบอนุุภาคไวรััสที่่�มีีลัักษณะสมบููรณ์์เป็็นรููป  

icosahedral ขนาดประมาณ 165-210 nm ที่่� มีี  

electron-dense core อยู่่�ภายใน capsid และล้้อมรอบ

ด้้วย envelope กระจายอยู่่�ใน cytoplasm (รููป 3B) ซึ่่�ง
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มีีรููปร่่างและขนาดสอดคล้้องกัับไวรัส ISKNV (Chinchar 

et al., 2017) นอกจากนี้้�พบเซลล์์จากตััวอย่่างม้้ามและไต

มีีการเปลี่่�ยนแปลงรููปร่่างของนิิวเคลีียส เช่่น nuclear 

collapse และ nuclear invagination (รููป 3C) เป็็นต้้น 

ซึ่่�งบ่่งถึงึการเสื่่�อมของเซลล์์ (Cheville and Lehmkuhl, 2009) 

	 การศึึกษาทางอณููชีีววิิทยา

		ผ  ลการตรวจตััวอย่่าง DNA ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ด้้วย

วิิธีี PCR พบให้้ผลบวกต่่อไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อก่่อ 

RSIVD โดย PCR product มีีขนาดประมาณ 570 bp เช่่น

เดีียวกัับการศึึกษาของ Kurita et al. (1998)  เมื่่�อนำ PCR 

product มาตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ พบว่่า PCR  

product ขนาด 570 bp จากตัวอย่า่ง DNA ทั้้�ง 4 ตัวัอย่า่ง

มีีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์เหมืือนกััน 

		ผ  ลการเปรีียบเทีียบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ

ตััวอย่่างขนาด 530 bp (ไม่่รวมไพรเมอร์์) กัับลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููลของ GenBank เพื่่�อยืืนยััน 

ชนิิดเชื้้�อ พบว่่าลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของตััวอย่่างที่่�ศึึกษามีี

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ 

strain ISKNV มากที่่�สุุด โดยมีีค่่าสููงถึึง 99.81% เมื่่�อ

ดาวน์์โหลดลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ strain ISKNV และ

เชื้้�อ strain อื่่�นๆ ใน species ISKNV จากฐานข้้อมููลของ 

GenBank มาวิิเคราะห์์หาเปอร์์เซ็น็ต์ค์วามเหมืือนกับัลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ strain ISKNV ที่่�พบในการศึึกษานี้้� 

(ตารางที่่� 4) พบว่่าโดยรวมเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนระหว่่าง

เชื้้�อภายใน strain ISKNV อยู่่�ในช่่วง 99.62-100.00% ส่ว่น

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนระหว่่างเชื้้�อ strain ISKNV กัับเชื้้�อ 

strain อื่่�น ๆ อยู่่�ในช่่วง 92.45-93.58% 

	 สำหรัับเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนระหว่่างลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ strain ISKNV ที่่�พบในการศึึกษานี้้� 

กัับเชื้้�อ strain ISKNV ที่่�มีีรายงานพบในประเทศต่่าง ๆ  

พบว่่ามีีค่่าสููง โดยอยู่่� ในช่่วง 99.62-99.81% เมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับเชื้้�อที่่�พบในประเทศไทย (MT128666-

MT128667) จีีน (AF371960) ไต้้หวััน (KT718098) 

สิิงคโปร์์ (MK689685) สหรััฐอเมริิกา (MW273353-

MW273354) อิินเดีีย (MT178414-MT178417, 

MT224134) อินิโดนีเีซียี (MW464172-MW557381) และ

ออสเตรเลีีย (KP292943-KP292947) รวมถึึงเชื้้�อที่่�พบใน

ปลาที่่�นำเข้้าประเทศออสเตรเลีีย (KP292948-KP292955) 

และมีีเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนระหว่่างลำดัับ นิิวคลีีโอไทด์์

อยู่่�ในช่่วง 92.45-93.40% เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับเชื้้�อ strain 

อื่่�น ๆ ได้้แก่่ SFIV และ TRBIV (92.45%), GSIV, OSGIV 

และ RBIV (93.02%) และ LYCIV, PIV และ RSIV (93.40%) 

	ผ ลการวิเิคราะห์ล์ำดับันิวิคลีโีอไทด์ย์ืนืยันัว่า่ ISKNV 

ที่่�พบในจัังหวััดนครปฐม จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้�  มีี

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนสููงถึึง 99.81% (ตารางที่่� 4) เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ ISKNV ที่่�

รายงานพบในจัังหวััดสมุุทรสาครโดย Kerddee et al. 

(2021) ซึ่่�งทำการศึึกษาเชื้้�อ strain ISKNV ที่่�ระบาดใน 

ปลากะพงขาวเลี้้�ยงในฟาร์์มเพาะเลี้้�ยงหลายแห่่งในพื้้�นที่่�

ภาคกลางและภาคตะวัันออกของประเทศไทย ได้้แก่่ 

จัังหวััดสมุุทรสาคร สมุุทรปราการ และฉะเชิิงเทรา ซึ่่�งเกิิด

การระบาดในช่่วงเวลาที่่�ใกล้เคียีงกับัการศึึกษานี้้� อีกีทั้้�งเป็็น

จังัหวัดัที่่�มีพีื้้�นที่่�ใกล้ก้ันั จึงึมีโีอกาสที่่�การพบเชื้้�อจากทั้้�งสอง

การศึึกษานี้้�เป็็นการระบาดของเชื้้�อ strain เดีียวกััน ทั้้�งนี้้�

ข้อ้มูลูลำดับันิวิคลีโีอไทด์ข์องเชื้้�อ strain ISKNV จากจังัหวัดั

นครปฐมดัังกล่่าว ได้้นำไปรายงานลงในฐานข้้อมููลของ 

GenBank และได้้รัับ accession number LC644726-

LC644729 สำหรัับตััวอย่่างจากฟาร์์ม A และฟาร์์ม B  

(บ่่อ 1-3) ตามลำดัับ1
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รููปที่่� 1 แสดงรอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาที่่�พบในลููกปลากะพงขาว
	 (A) แสดงลำตััวลููกปลาด้้านบนที่่�มีีสีีเข้้ม ท้้องบวม และตาโปน 
	 (B) แสดงลำตััวลููกปลาด้้านข้้างที่่�มีีลัักษณะท้้องบวม  
	 (C) แสดงเหงืือกของลููกปลาที่่�มีีลัักษณะซีีดร่่วมกัับพบหย่่อมเนื้้�อตาย (<-) 
	 (D) แสดงตาของลููกปลาที่่�โปน และมีีเลืือดออกในลููกตา  (<-) 
	 (E) แสดงตัับของลููกปลาที่่�ซีีดร่่วมกัับพบจุุดเลืือดออก (<-)
	 (F) แสดงในช่่องท้้องของลููกปลาที่่�มีีของเหลวภายใน ม้้ามที่่�มีีขนาดเล็็ก (<-) และไม่่มีีอาหารในทางเดิินอาหาร (<)

9 
 

 
 

2017) นอกจากนี้ยังพบ 80% (24/30) ของลูกปลากะพงขาวมีหย่อมสีน้ าตาลอ่อนถึงเทาบริเวณซี่เหงือก 
(รูป 1C) และ 26.67% (8/30) มีจุดเลือดออก (petechial hemorrhage) ในลูกตา (รูป 1D)  

จากการผ่าซากลูกปลากะพงขาวทุกตัวพบการเปลี่ยนแปลงของอวัยวะภายในช่องท้อง ได้แก่ ตับซีดถึง
มีสีเหลือง (pale to yellowish) ร่วมกับมีจุดเลือดออก (รูป 1E) บริเวณช่องท้องที่ขยายขนาดพบมีของเหลวสี
ใสอยู่ภายใน (รูป 1F) ซึ่งรอยโรคข้างต้นนี้สอดคล้องกับรายงานรอยโรคในลูกปลากะพงขาวที่ติดเชื้อ ISKNV 
ตามธรรมชาติ (Zhu et al., 2020; Kerddee et al., 2021) แตส่ิ่งที่พบต่างจากการศึกษาทั้ง 2 นี้ คือ พบม้าม
มีขนาดเล็ก (รูป 1F) นอกจากน้ีพบว่าในทางเดินอาหารลูกปลาทุกตัวไม่พบอาหาร (รูป 1F) ซึ่งสอดคล้องกับ
การรายงานพฤติกรรมกินอาหารลดลงถึงไม่กินอาหารในปลาที่ติดเชื้อ ISKNV หลายชนิด ได้แก่ ปลากะพงขาว 
(Dong et al., 2017) ปลาสอด และปลาเทวดา ( Jung-schroers et al., 2016 ; Baoprasertkul and 
Kaenchan, 2019) และยังพบ 80% (24/30) ของลูกปลากะพงขาวมีเลือดคั่งที่ pericardial cavity ของหัวใจ
ซ่ึงพบได้เม่ือเกิดภาวะหัวใจล้มเหลว (Roberts, 2012) 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 แสดงรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบในลูกปลากะพงขาว 

 (A) แสดงล าตัวลูกปลาด้านบนที่มีสีเข้ม ท้องบวม และตาโปน  
 (B) แสดงล าตัวลูกปลาด้านข้างที่มีลักษณะท้องบวม   
 (C) แสดงเหงือกของลูกปลาทีม่ีลักษณะซีดร่วมกับพบหย่อมเนื้อตาย (<-)  
 (D) แสดงตาของลูกปลาที่โปน และมีเลือดออกในลูกตา  (<-)  
 (E) แสดงตับของลูกปลาที่ซีดร่วมกับพบจุดเลือดออก (<-) 
 (F) แสดงในช่องท้องของลูกปลาที่มีของเหลวภายใน ม้ามที่มีขนาดเล็ก (<-) และไม่มีอาหารในทางเดิน   
     อาหาร (<) 

 
 
 

รููปที่่� 2 แสดงรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาในเนื้้�อเยื่่�อของลููกปลากะพงขาว
	 (A)	แสดง IBC ที่่�ติิดสีี basophilic ทั้้�งเซลล์์ (>) และที่่�มีีโครงสร้้างคล้้ายนิิวเคลีียสอยู่่�ภายในเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อ (->) ในเนื้้�อเยื่่�อม้้าม โดยได้้ขยายภาพส่่วน
ของนิิวเคลีียสที่่�ถููกเบีียดที่่�มุุมบนขวาของรููป 
      	 (B) 	แสดงการตายแบบ cytolytic necrosis ของ hematopoietic cell ใน interstitium ของไต 
      	 (C)	แสดงบริิเวณที่่�เกิิดเนื้้�อตาย และการลดลงของ melanomacrophage centers (->) ในม้้าม
      	 (D) แสดง hyaline degeneration (->) และ amorphous casts (>) ที่่�พบบริิเวณท่่อไต
      	 (E) แสดงรอยโรคไขมัันพอกตัับ (->) ในตัับ และการตายของ acinar cell ในตัับอ่่อน (>)
      	 (F) แสดงภาพซี่่�เหงืือกที่่�มีีการแทรกของเซลล์์อัักเสบ การเพิ่่�มจำนวนของเซลล์์เยื่่�อบุุกิ่่�งเหงืือก และการตายของเนื้้�อเยื่่�อ (->) 

A

A

B

B

C

C

D

D

E

E

F

F
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ตารางที่่� 3 ระดัับความรุุนแรงของรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาในอวััยวะของลููกปลากะพงขาวที่่�ติิดเชื้้�อ ISKNV

* - = no lesion; + = mild lesion; ++ = moderate lesion; +++ = severe lesion

Tissues Histopathological lesions 
Severity score of each sample no.

1 2 3 4

Spleen

- IBC
- Hematopoietic tissue necrosis
- Decrease of melanomacrophage centers

+
++
++

++
+++
++

+++
+++
+++

++
+++
++

Kidney

- IBC
- Hematopoietic tissue necrosis  
- Renal tubular epithelial cell degeneration
- Decrease of melanomacrophage centers
- Renal interstitial haemorrhage

+
+
+
+
++

++
++
+++
++
++

++
+++
++
+++
+

++
++
++
++
++

Gill 

-	 IBC
-	Lamellar epithelial cell hyperplasia
-	Lamellar epithelial cell necrosis
-	 Inflammatory cell infiltration
-	Secondary infection 

-	Rod shaped bacteria
-	Trichodina spp.

-
+++
+
+

-
-

+
+++
++
++

+
+

+
+++
+++
++

+
+++

-
+++
++
+

-
-

Heart
-	 IBC
-	Myocardial degeneration

-
++

-
++

+
++

-
+

Liver 

-	 IBC
-	Hepatic steatosis
-	Hepatocellular necrosis

-
+++
++

+
+++
+

-
+++
+

-
+++
++

Pancreas - Pancreatic acinar cell necrosis +++ ++ ++ ++

รููปที่่� 3 แสดงโครงสร้้างระดัับจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนของ hematopoietic cell ในไตและม้้ามของลููกปลากะพงขาว
	 (A) แสดง IBC ที่่�พบจากเนื้้�อเยื่่�อไต ซึ่่�งภายในพบ intracytoplasmic inclusion bodies ที่่�มีีการพััฒนา virus assembly site เป็็นลัักษณะ dark  
	       matrix ที่่�มีีอนุุภาคของไวรััสที่่�ไม่่สมบููรณ์์อยู่่�ภายใน (<-)  และ rough granule ที่่�มีีลัักษณะคล้้ายนิิวคลีีโอลััสแต่่ไม่่พบเยื่่�อหุ้้�ม (R) ส่่วนนิิวเคลีียส 
	      ของ host cell พบถููกเบีียดอยู่่�บริิเวณขอบเซลล์์ (N)
    	 (B) แสดงอนุุภาคของไวรััสที่่�สมบููรณ์์ (complete virion) กระจายอยู่่� ใน cytoplasm ของเซลล์์จาก เนื้้�อเยื่่�อไต (<-)
    	 (C) แสดง nuclear invagination ของเซลล์์ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามที่่�มีีการเสื่่�อม (<-)
	 (D) แสดงอนุุภาคของไวรััสที่่�ไม่่สมบููรณ์์ (incomplete virion) ใน virus assembly site ของเซลล์์จากเนื้้�อเยื่่�อม้้าม (<-)

13 
 

 
 

การศึกษาระดับจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
ผลการศึกษาด้วย TEM พบ inclusion bodies ที่ม ีvirus assembly site (VAS) ใน hematopoietic 

cell ของ ม้ามและไต โดยพบลักษณะเป็น dark matrix และพบอนุภาคของไวรัสที่ไม่สมบูรณ์ มีลักษณะ
ใกล้เคียงกับรูปร่างแบบ icosahedral (รูป 3A และ 3D) รวมถึงพบลักษณะคล้ายนิวเคลียสที่ภายในมี 
นิวคลีโอลัสแต่ไม่มีเยื่อหุ้ม อยู่ในไซโตพลาสซึม ซึ่งเป็นลักษณะเดียวกับที่พบในการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาใน
ครั้งนี้ โดยสิ่งที่คล้ายนิวคลีโอลัสนี้ คือ rough granule ซึ่งบรรจุสารพันธุกรรมของไวรัสปนกับ granule ของ
นิวเคลียส (Mahardika, 2009) ส่วนนิวเคลียสของ host cell นั้นถูกเบียดไปอยู่บริเวณขอบเซลล์ (รูป 3A) โดย
ลักษณะ IBC ที่พบดังกล่าวนี้สอดคล้องกับการพบ IBC ระยะ early stage ในการศึกษาปลากะพงแดงที่ติดเชื้อ 
RSIV ในประเทศญี่ปุ่นของ Mahardika (2009) และยังตรวจพบอนุภาคไวรัสที่มีลักษณะสมบูรณ์เป็นรูป 
icosahedral ขนาดประมาณ 165-210 nm ที่มี electron-dense core อยู่ภายใน capsid และล้อมรอบด้วย 
envelope กระจายอยู่ใน cytoplasm (รูป 3B) ซึ่งมีรูปร่างและขนาดสอดคล้องกับไวรัส ISKNV (Chinchar et 
al., 2020) นอกจากนี้พบเซลล์จากตัวอย่างม้ามและไตมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของนิวเคลียส เช่น nuclear 
collapse และ nuclear invagination (รูป  3C) เป็นต้น ซึ่ งบ่ งถึ งการเสื่ อมของเซลล์  (Cheville and 
Lehmkuhl, 2009)  

 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3 แสดงโครงสร้างระดับจุลทรรศน์อิเล็กตรอนของ hematopoietic cell ในม้ามและไตของลูกปลา

กะพงขาว 

2 µm 400 nm 

1 µm 400 nm 

A B

C D
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ผลการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยการสร้างแผนภูมิ phylogenetic tree จากข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 530 bp (รูปที่ 4) เหมือนกันทั้งๆทีม่าจากปลาต่างชนิดและสถานที่ก็ตาม โดยสามารถ
จัดแบ่งกลุ่มของเชื้อไวรัสใน species ISKNV ได้เป็น 3 กลุ่ม สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Mohr et al. 
(2015) โดยเชื้อ strain ISKNV ที่พบในลูกปลากะพงขาวจากจังหวัดนครปฐมในการศึกษานี้ตรงกับกลุ่มที่ 1 
(ISKNV) ซ่ึงประกอบด้วยเชื้อ strain ISKNV ทุกตัวอย่าง ส าหรับกลุม่ที่ 2 (RSIV) ประกอบด้วยเชื้อ strain GSIV, 
LYCIV, OSGIV, PIV, RBIV และ RSIV และกลุ่มที่ 3 (TRBIV) ประกอบด้วยเชื้อ strain SFIV และ TRBIV 

 

     
รูปที่ 4 แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 530 bp ของเชื้อ strain ISKNV 

ที่พบในการศึกษานี้ (แสดงด้วยตัวอักษรหนาสีแดง) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ strain ISKNV 
และเชื้อ strain อ่ืนๆ ใน species ISKNV จากฐานขัอมูลของ GenBank ในการสร้างแผนภูมิ 
phylogenetic tree  

สรุปและข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาทางพยาธิวิทยาในครั้งนี้พบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาในลูกปลากะพงขาวเลี้ยงที่ติด
เชื้อ strain ISKNV ได้แก่ ท้องบวม ตาโปน ล าตัวมีสีเข้มขึ้น เหงือกซีด และตับซีดร่วมกับพบจุดเลือดออก  พบ 
IBC ที่เป็นรอยโรคจ าเพาะด้วยวิธีทางจุลพยาธิวิทยา และการศึกษาด้วย TEM รวมถึงพบอนุภาคไวรัสที่ก่อโรค
ผ่าน TEM เช่นกัน ส าหรับผลการศึกษาทางอณูชีววิทยายืนยันว่าเชื้อก่อโรคในครั้งนี้เป็น strain ISKNV ซึ่งมี
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์สูงถึง 99.81% เมื่อเปรียบเทียบกับ strain ที่มีรายงานการ

 ISKNV/Lates calcarifer/Thailand/Nakhon Pathom/2018 (LC644726 - LC644728) 
 ISKNV/Lates calcarifer/Thailand/Nakhon Pathom/2019 (LC644729) 

 ISKNV/Lates calcarifer/Thailand/Samut Sakhon/2018 (MT128666 - MT128667) 
 ISKNV/Xiphophorus maculatus/Australia/2011 (KP292943) 
 ISKNV/Xiphophorus maculatus/Australia/2012 (KP292944 - KP292947) 
 ISKNV/Trichogaster spp./Australia (Imported)/2014 (KP292949) 
 ISKNV/Pterophyllum scalare/Australia (Imported)/2014 (KP292950 - KP292951) 
 ISKNV/Poecilia latipinna/Australia (Imported)/2014 (KP292952) 
 ISKNV/Siniperca chuatsi/China/1998 (AF371960) 
 ISKNV/Astronotus ocellatus/India/2019 (MT178414, MT224134) 
 ISKNV/Osphronemus goramy/India/2019 (MT178415, MT178417) 
 ISKNV/Astronotus ocellatus/India/2020 (MT178416) 
 ISKNV/Epinephelus spp.(hybrid)/Indonesia/2016 (MW464172, MW557381) 
 ISKNV/Pterophyllum scalare/Singapore/2016 (MK689685) 
 ISKNV/Pagrus major/Taiwan/2007 (KT781098) 
 ISKNV/Epalzeorhynchos frenatus/USA/2018 (MW273353) 
 ISKNV/Epalzeorhynchos frenatus/USA/2019 (MW273354) 
 ISKNV/Trichogaster spp./Australia (Imported)/2014 (KP292948) 
 ISKNV/Colisa labiosus/Australia (Imported)/2014 (KP292954) 
 ISKNV/Pterophyllum scalare/Australia (Imported)/2014 (KP292955) 
 ISKNV/Xiphophorus helleri/Australia (Imported)/2014 (KP292953) 

 LYCIV/Pseudosciaena crocea/China/2001 (AY779031) 
 PIV/Trachinotus carolinus/Dominican Republic/2016 (MK098187) 
 RSIV/Pagrus major/Japan/1995 (AB104413) 

 GSIV/Lates calcarifer/Taiwan/2007 (KT804738) 
 OSGIV/Epinephelus coioides/China/2002 (AY894343) 
 RBIV/Oplegnathus fasciatus/South Korea/2000 (AY532606) 

 SFIV/Starry flounder/South Korea/2012 (KF499525) 
 TRBIV/Scophthalmus maximus/China/2006 (GQ273492) 99 

99 

99 
99 

65 

65 

99 

0.010 

รููปที่่� 4 แสดงความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรมโดยใช้้ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ขนาด 530 bp ของเชื้้�อ strain ISKNV ที่่�พบในการศึึกษานี้้� (แสดงด้้วยตััวอัักษร 
       หนาสีีแดง) กัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ strain ISKNV และเชื้้�อ strain อื่่�น ๆ ใน species ISKNV จากฐานขััอมููลของ GenBank ในการ 
           สร้้างแผนภููมิิ phylogenetic tree 

		ผ  ลการวิิเคราะห์์หาความสััมพันัธ์์ทางพันัธุุกรรม

โดยการสร้้างแผนภููมิ ิphylogenetic tree จากข้อมูลูลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ขนาด 530 bp ในการศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่า

ถึงึแม้เ้ชื้้�อไวรัสัที่่�นำมาวิเิคราะห์จ์ะมาจากปลาต่า่งชนิดิและ

สถานที่่�กััน แต่่สามารถจััดแบ่่งกลุ่่�มเชื้้�อไวรััสใน species 

ISKNV ได้้เป็็น 3 กลุ่่�ม สอดคล้้องกับัผลการศึึกษาของ Mohr 

et al. (2015) โดยทั้้�ง 3 กลุ่่�ม ประกอบด้้วยกลุ่่�ม ISKNV, 

RSIV และ TRBIV ซึ่่�งกลุ่่�ม ISKNV ประกอบด้้วยเชื้้�อ strain 

ISKNV ทุุกตััวอย่่าง กลุ่่�ม RSIV ประกอบด้้วยเชื้้�อ strain 

LYCIV, PIV, RSIV, GSIV, OSGIV และ RBIV และกลุ่่�ม 

TRBIV ประกอบด้้วยเชื้้�อ strain SFIV และ TRBIV สำหรัับ

เชื้้�อ strain ISKNV ที่่�พบในลููกปลากะพงขาวจากจัังหวััด

นครปฐมในการศึึกษานี้้�อยู่่�ในกลุ่่�ม ISKNV (รููปที่่� 4)

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	จ ากการศึึกษาทางพยาธิิวิิทยาในครั้้�งนี้้�พบรอยโรค

ทางมหพยาธิวิิทิยาในลูกูปลากะพงขาวเลี้้�ยงที่่�ติดิเชื้้�อ strain 

ISKNV ได้้แก่่ ท้้องบวม ตาโปน ลำตััวมีีสีีเข้้มขึ้้�น เหงืือกซีีด 

และตับัซีีดร่่วมกับัพบจุดุเลือืดออก  พบ IBC ที่่�เป็็นรอยโรค

จำเพาะด้้วยวิธีทีางจุลุพยาธิวิิทิยา และการศึึกษาด้ว้ย TEM 

รวมถึึงพบอนุุภาคไวรััสที่่�ก่่อโรคผ่่าน TEM เช่่นกััน สำหรัับ

ผลการศึึกษาทางอณููชีีววิิทยายืืนยัันว่่าเชื้้�อก่่อโรคในครั้้�งนี้้�

เป็็น strain ISKNV ซึ่่�งมีีเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์สููงถึึง 99.81% เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ strain ที่่�

มีีรายงานการระบาดในประเทศไทย จึึงควรจะมีีการนำ

ข้้อมููลเหล่่านี้้�ไปใช้้ศึึกษาทางระบาดวิิทยาในระดัับโมเลกุุล
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