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บทคัดย่อ

	 โรคเพบรินมีเชื้อสาเหตุคือ เชื้อโปรโตซัว Nosema bombycis N. จัดเป็นโรคที่ก่อให้เกิดความเสียหายแก่ไหม 

(Bombyx  mori L.) มากทีส่ดุ เนือ่งจากเปน็โรคทีส่ามารถถา่ยทอดผา่นทางไขไ่ปยงัรุน่ตอ่ๆไปไดอ้ยา่งตอ่เนือ่ง จากการสุม่

นำ�ไหมพนัธุไ์ทยพืน้เมอืง “แมห่ลงิ” มาศกึษาลกัษณะอาการโรคเพบรนิในสภาพหอ้งปฏบิตักิารในหนึง่ชัว่รุน่ ทีอ่ณุหภมู ิ

25 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิ  21.5 – 26 องศาเซลเซียส, ความชื้นสัมพัทธ์ 38 – 91 เปอร์เซ็นต์) ลักษณะอาการที่ตรวจพบ

สปอร์ของเชื้อในระยะหนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย มีจำ�นวน 15 ใน 20 อาการ ซึ่งเมื่อนำ�มาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

แบบ phase contrast พบจำ�นวนสปอรเ์ฉลีย่เชือ้อยูร่ะหวา่ง 1.77 x 106– > 2.42 x 108 สปอรต์อ่ตวั และมขีนาดเฉลีย่เทา่กบั 

2.10 – 2.50 x 4.13 – 4.57 ไมโครเมตร โดยลกัษณะอาการทีพ่บมากทีส่ดุ คอื หนอนทีม่อีาการคลา้ยปกต ิซึง่ตรวจพบมกีาร 

ติดเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์ เมื่อนำ�สารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อมาทำ�ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี sucrose density gradient  

centrifugation (SDGC) ปรากฎว่าสปอร์ของเชื้อส่วนใหญ่อยู่ที่ระดับความเข้มข้นของนํ้าตาล 40 – 50 เปอร์เซ็นต์  

(นํา้หนกัตอ่นํา้หนกั) สำ�หรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ที ่1 x 109 สปอรต์อ่มลิลลิติรนัน้เหมาะสมในการนำ�มาผลติโพลโีคลนอล

แอนตบิอด ีซึง่คา่ titer รว่มของแอนตเิจนที ่101 – 106 สปอรต์อ่มลิลลิติรมคีา่เทา่กบั 1:50 และทีค่วามเขม้ขน้ของแอนตเิจน 

106 สปอรต์อ่มลิลลิติรมคีา่ titer เทา่กบั 1:3,500  นอกจากนัน้แอนตซิรีัม่ทีผ่ลติไดน้ีม้คีวามจำ�เพาะเจาะจงสงูตอ่เชือ้โปรโตซวั 

N. bombycis ไอโซเลตแมห่ลงิ และไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้มกบัเชือ้สาเหตโุรคไหมชนดิอืน่ๆ ไดแ้ก ่เชือ้รา  Aspergillus flavus, 

A. tamarii  และ Metarhizium anisopliae เชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis, Serratia marcescens, Staphylococcus 

aureus และ S. sciuri และเชื้อไวรัส Nucleopolyhedrovirus (NPV) เมื่อนำ�แอนติซีรั่มที่ได้นี้มาทดสอบและพัฒนาเพื่อ
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ตรวจหาเชือ้ N. bombycis ดว้ยเทคนคิ indirect ELISA นัน้ โดยการพฒันาเปรยีบเทยีบกบัวธิทีีไ่ดพ้ฒันามากอ่นแลว้ (วธิี

เดิม: IP 1)  ทั้งนี้ได้พิจารณาขั้นตอนสำ�คัญของเทคนิค indirect ELISA อย่างเป็นลำ�ดับ และใช้ผลการทดลองที่ดีที่สุด

จากขั้นตอนแรกไปพัฒนาในขั้นตอนต่อๆไปอย่างต่อเนื่องเพื่อให้ได้ผลสุดท้ายที่ดีที่สุด โดยเริ่มต้นจากการศึกษาชนิด 

และความเข้มข้น รวมทั้งอุณหภูมิและเวลาในการบ่ม blocking solution แสดงให้เห็นว่า BSA (bovine serum albumin) 

1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพดีที่สุด

Abstract

	 Pebrine disease caused by Nosema bombycis N. is the most devastating disease of mulberry silkworm 

(Bombyx mori L.), which transmits continuously through eggs by generation to generation. The infected silkworm “Mae 

Ling” variety was randomly selected and studied on pebrine symptom development for one generation in laboratory  

at 25ºC (21.5 – 26ºC, R.H. 38 – 91%). Numbers of pebrine symptoms containing spores were 15 from total 20 symptoms.  

The infected samples were observed using phase contrast microscope and found the average spores of  1.77 x 106 – > 2.42 x 108 

spores/larva with the average spore size of  2.10 – 2.50 × 4.13 – 4.57 µm. The most appearance infected symptom was the  

resembled healthy larva; which had 10 percent of infection. The spore suspension of N. bombycis was purified using 

sucrose density gradient centrifugation (SDGC). Most spores located at sucrose level concentration of 40 – 50 % (w/w).  

Suitable concentration of antigen for polyclonal antibody production was evaluated and found that the spore concentration  

of 1 × 109 spores/ml was the most properly. The titer value of this antiserum at 101 – 106 spores/ml of antigen was 1:50 and at 

106 spores/ml of antigen the titer value was 1:3,500. In addition, the produced antiserum in this present study was highly 

specific to protozoa N. bombycis (Mae Ling isolate) but not cross reaction to other silkworm pathogens, fungi: Aspergillus 

flavus, A. tamarii, Metarhizium anisopliae, bacteria: Bacillus thuringiensis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, 

S. sciuri and virus: Nucleopolyhedrovirus (NPV). This antiserum was tested and developed for N. bombycis detection 

using indirect ELISA to compare with the previous method (IP 1). The developed detection technique was considered 

consequently based on the important steps in series. The best result obtained from the beginning steps was used to develop  

continuously in next steps in series, in order to derive the best final procedure. The result of type and concentration including  

temperature and time interval for incubation of blocking solution exhibited that the 1% BSA (bovine serum albumin) and 2 hr  

of blocking time at 37°C were the most effectiveness.

คำ�สำ�คัญ: 	 เชื้อโปรโตซัว ( Nosema bombycis), ไหมหม่อน, ELISA

Keywords:	 ELISA, mulberry silkworm, Nosema bombycis 
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บทนำ�

	 ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีการเลี้ยงไหม

มาอย่างยาวนานกว่า 3,000 ปี โดยเฉพาะไหมบ้าน  

(Bombyx mori L.) ในการเลี้ยงไหมนั้นมักจะพบปัญหา

โรคและแมลงศัตรู ซึ่งทำ�ให้ผลผลิตไหมลดลงอย่างมาก 

โดยเฉพาะโรคเพบรินจัดว่าเป็นโรคที่ก่อให้เกิดความ

เสียหายแก่ไหมมากที่สุด เนื่องจากเป็นโรคที่สามารถ

ถา่ยทอดผา่นทางไขไ่ปยงัรุน่ตอ่ไปไดอ้ยา่งตอ่เนือ่งหลาย

ชั่วรุ่น (generation) ซึ่งเชื้อสาเหตุคือ เชื้อโปรโตชัว 

Nosema bombycis N. โดยเมื่อมีการระบาดแล้วสามารถ

ทำ�ให้ผลผลิตรังไหมลดลงได้อย่างมากมาย (Tatsuke, 

1971) และสามารถแพร่ระบาดไปทั่วโลก ซึ่งเชื้อนี้

สามารถเข้าทำ�ลายหนอนได้ทุกระยะการเจริญเติบโต  

(ศวิลิยั, 2546; กรมสง่เสรมิการเกษตร, 2535) สำ�หรบัการ

ปอ้งกนักำ�จดัทีป่ฏบิตักินัมาในขัน้ตน้นัน้ นยิมตรวจสอบ

ดว้ยกลอ้งจลุทรรศนเ์พือ่ตรวจหาสปอรข์องเชือ้โดยตรง 

แตเ่นือ่งจากการขาดประสบการณห์รอืขาดความชำ�นาญ

ของผูต้รวจ จงึเปน็สาเหตหุนึง่ทีท่ำ�ใหพ้บการแพรร่ะบาด

ของเชื้อนี้เสมอมา เพราะหากเชื้อสาเหตุโรคนี้มีจริงแต่

ผลจากการตรวจไม่พบ ทั้งนี้เนื่องมาจากจุดอ่อนของวิธี

การหรือประสบการณ์ของผู้ตรวจ ก็จะกลายเป็นแหล่ง

แพร่ระบาดของโรคได้อย่างรุนแรง ในปัจจุบันทั้งใน

ประเทศและต่างประเทศได้มีการพัฒนาวิธีทางด้านชีว

โมเลกุล  เช่น เทคนิค PCR (Hatakeyama and Hayasaka, 

2003; Lawan et al., 2006) รวมทัง้วธิดีา้นเซรุม่วทิยา เชน่ 

Latex agglutination test (Baig et al., 1992; Shamim et 

al., 1997) ซึ่งในประเทศไทยนั้นการใช้เทคนิคทางเซรุ่ม

วิทยาเพื่อตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคนี้ ได้มีการศึกษาโดย

ทีมงานวิจัยมหาวิทยาลัยขอนแก่น ด้วยการเริ่มจากงาน

ของ Papirom  et al. (2005) ซึ่งเป็นการศึกษาวิจัยการใช้

เทคนิค ELISA test ในการตรวจหาเชื้อ N. bombycis ใน

เบื้องต้น จึงเป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งที่ต้องรีบดำ�เนินการ

ศึกษาค้นคว้าวิจัยต่อ เพื่อปรับปรุงและพัฒนาเทคนิคที่

เหมาะสมที่สุด ซึ่งจะสามารถนำ�ไปสู่การพัฒนาต่อไป

จนได้เป็นชุดตรวจสำ�เร็จรูปในอนาคต ที่สามารถนำ�ไป

ใชต้รวจในภาคสนามอยา่งไดผ้ล อนัจะเปน็การชว่ยสรา้ง 

องคค์วามรูแ้ละเทคนคิเพือ่การพึง่พาตนเอง อกีทัง้เพือ่สรา้ง 

กลไกการลดและควบคมุการแพรร่ะบาดของโรคเพบรนิ 

ของไหมในประเทศไทยได้อย่างดีอีกทางหนึ่งต่อไป

วิธีการวิจัย

	 1.	 การศึกษาลักษณะอาการของโรคเพบริน

ในไหมพันธุ์ไทยพื้นเมือง

		  โดยสุม่หนอนพนัธุไ์ทยพืน้เมอืง “แมห่ลงิ” 

ที่เป็นโรคเพบรินวัย 1 แรกฟักออกมาจากไข่  มาเพาะ

เลี้ยงในตะกร้า ขนาด 29 x 37 x 10 เซนติเมตร จำ�นวน

ตะกร้าละ 150 ตัว ด้วยใบหม่อนพันธุ์ บุรีรัมย์ 60 ให้

อาหาร 3 มื้อ คือ เช้า เที่ยง และเย็น ที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส (21.5 – 26 องศาเซลเซียส) ความชื้นสัมพัทธ์ 

38 – 91 เปอร์เซ็นต์ และศึกษาลักษณะอาการของโรคใน

ระยะต่างๆ ได้แก่ ระยะ หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย โดย

สุ่มเก็บตัวอย่างแยกตามอาการที่ปรากฏในทุกระยะการ

เจรญิเตบิโต ทัง้ทีม่ชีวีติหรอืไมม่ชีวีติ เกบ็ใสถ่งุพลาสตกิ 

บนัทกึขอ้มลูตา่งๆ คอื วนัเดอืนป ีชือ่พนัธุ ์ลกัษณะอาการ

ไหม ระยะการเจรญิเตบิโต จากนัน้นำ�ไปตรวจหาเชือ้โดย

ทันที หากยังไม่สามารถตรวจสอบได้ให้เก็บตัวอย่างไว้

ตรวจในระยะสั้นโดยเก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิประมาณ 4 

องศาเซลเซยีส หรอืที ่–20 องศาเซลเซยีส เมือ่จำ�เปน็ตอ้ง

เก็บไว้เป็นระยะเวลานาน เพื่อรอการตรวจต่อไป

	 2.	 การเพิ่มปริมาณและการทำ�สปอร์ของเชื้อ 

Nosema bombycis ให้บริสุทธิ์ 

		  โดยการเพาะเลี้ยงไหมพันธุ์ไทยพื้นเมือง 

“แม่หลิง” และเพิ่มปริมาณเชื้อด้วยการปลูกเชื้อให้กับ

หนอนไหมวัย 2 ด้วยความเข้มข้น 2 x 106 สปอร์ต่อมิล

ลิลิตร (ประยุกต์ตาม Kawarabata and Hayasaka, 1987) 

ในสภาพอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณของ

เชื้อในตัวหนอนไหม และเพาะเลี้ยงด้วยใบหม่อนพันธุ์

บุรีรัมย์ 60 ดัดแปลงตามวิธีการเลี้ยงของกรมส่งเสริม

การเกษตร (2538) นำ�มาตรวจหาสปอร์ของเชื้อด้วย

กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นเก็บรวบรวมและแยกเก็บตัว

ที่ติดเชื้อใส่ขวดปากกว้างปิดฝา เก็บรักษาไว้ในตู้เย็น 

(ประมาณ 4 องศาเซลเซียส) นำ�มาทำ�ให้บริสุทธิ์บาง
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ส่วน(crude purification) แล้วนำ�มาทำ�ให้บริสุทธิ์ด้วย

การทำ� sucrose density gradient centrifugation (SDGC) 

โดยใชน้ํา้ตาล sucrose ทีค่วามเขม้ขน้ 30 – 60 เปอรเ์ซน็ต ์

(นํ้าหนักต่อนํ้าหนัก) ตรวจนับจำ�นวนสปอร์ด้วยฮีมา

ไซโตมิเตอร์ (haemacytometer)  และเก็บสปอร์ของเชื้อ

โปรโตซัวที่ทำ�ให้บริสุทธิ์แล้วไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศา

เซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาทดลองและผลิตแอนติซี

รั่มต่อไป

	 3.	 การผลติแอนตซิรีัม่และการหาไตเตอรข์อง

แอนติซีรั่ม

		  แอนติเจน(สปอร์)ของเชื้อ N. bombycis 

ที่ผลิตได้นำ�มาผลิตแอนติซีรั่ม โดยฉีดให้กระต่ายด้วย

ความเข้มข้นของสปอร์เริ่มต้น 109 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

โดยฉีดเข้ากล้ามเนื้อทุก 7 วัน ติดต่อกัน 5 ครั้ง หลังจาก

ฉีดแอนติเจนครั้งสุดท้าย 7 วัน  จึงเก็บเลือดจากกระต่าย  

ทั้งนี้ให้เก็บเลือดที่ต้องการแอนติซีรั่มห่างกันครั้งละ 7 

วัน เลือดที่เก็บได้แต่ละครั้งนำ�มาตรวจหาปริมาณความ

เข้มข้นของแอนติบอดีในแอนติซีรั่ม (titer) ด้วยวิธี 

indirect ELISA (ประยุกต์ตามวิธีของสุกานดา, 2547) 

ตรวจผลความเข้มของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดยนำ�

ไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง ELISA reader ที่

ความยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร โดยใช ้coating buffer และ

นอร์มอลซีรั่มเป็น negative control

	 4.	 การทดสอบความจำ�เพาะเจาะจงของวธิกีาร

		  นำ�เชื้อ N. bombycis และเชื้อสาเหตุชนิด

ต่างๆ ที่ก่อให้เกิดโรคกับไหมป่าและโดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ไหมบ้าน ได้แก่ เชื้อไวรัส (NPV, nucleopolyhedrovirus) 

ความเข้มข้น 101, 103 และ 106 ผลึกโปรตีน (PIB) ต่อ

มิลลิลิตร เชื้อแบคทีเรียจำ�นวน 4 ชนิด (Bacillus

thuringiensis (Bt), Serratia marcescens (ทำ�ให้เกิดโรค

กับไหมทาซาร์), Staphylococcus  aureus,  S. sciuri) ที่

ความเขม้ขน้ 10, 103 และ 106 เซลลต์อ่มลิลลิติร และเชือ้รา

จำ�นวน 3 ชนดิ (Aspergillus flavus, A. tamarii, Metarhizium  

anisopliae) ที่ความเข้มข้น 101, 103 และ 106 สปอร์ต่อ

มิลลิลิตร นำ�มาตรวจสอบด้วยเทคนิค indirect ELISA 

ใช้แอนติซีรั่มที่เจือจางใน conjugate buffer อัตรา 1:50 

	 5.	 การพัฒนาการตรวจหาเชื้อ Nosema 

bombycis โดยอาศัยเทคนิค ELISA 

	 	 5.1	 การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของ 

blocking solution 

	        	 นำ�เชื้อ N. bombycis มาปรับให้ได้

ความเข้มข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตรโดยเจือจางด้วย 

coating buffer ตรวจสอบปฏิกิริยาด้วยเทคนิค indirect 

ELISA ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ใช้แอนติซีรั่ม

ที่เจือจางใน conjugate buffer อัตรา 1:200 และเปรียบ

เทียบ blocking solution ระหว่าง BSA (albumin from 

bovine serum, lyophilized; Fluka) ที่ความเข้มข้น 1, 2 

และ 3 เปอร์เซ็นต์ กับ skim milk (DifcoTM) ที่ความเข้ม

ข้น 1, 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อ

หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง (ประยุกต์

ตามสุกานดา, 2547  และ  Shamim, 1997) โดยวางแผน

การทดลองแบบ completely randomized design (CRD) 

วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ และค่า F-test เปรียบ

เทียบค่าเฉลี่ยด้วย Duncan’s multiple rang test (DMRT) 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  ซึ่งประกอบด้วย 6 กรรมวิธี 

แต่ละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า ดังนี้ 

		  กรรมวิธีที่  1 BSA 1 เปอร์เซ็นต์	

		  กรรมวิธีที่  2 BSA 2 เปอร์เซ็นต์	

		  กรรมวิธีที่  3 BSA  3 เปอร์เซ็นต์

		  กรรมวิธีที่  4 skim milk 1  เปอร์เซ็นต์

		  กรรมวิธีที่  5 skim milk 3  เปอร์เซ็นต์

		  กรรมวิธีที่  6 skim milk 5  เปอร์เซ็นต์

	 	 5.2	 การศกึษาอณุหภมูแิละเวลาในการบม่ 

blocking solution  

		   	 ปรับสปอร์ของเชื้อ N. bombycis ให้

ได้ความเข้มข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ด้วยการเจือจาง

โดยใช้ coating buffer  ตรวจสอบปฏิกิริยาด้วยเทคนิค 

indirect ELISA  ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร โดยใช้

แอนติซีรั่มที่เจือจางใน conjugate buffer อัตรา 1:200 ใช้ 

blocking solution ที่ได้จากข้อ 5.1 (BSA 1 เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม เปรียบเทียบการบ่มที่

อุณหภูมิต่างๆ คือ 37  องศาเซลเซียส  เวลา 1, 2, 3 และ 4 

ชั่วโมง และที่ 4  องศาเซลเซียส เวลา 12  ชั่วโมง วางแผน
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วารสารวิจัย มข. 15 (7) : กรกฎาคม 2553

การทดลองและวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติเช่น 

เดียวกับข้อ 5.1 โดยแบ่งเป็น 5 กรรมวิธี แต่ละกรรมวิธี

มี 3 ซํ้า คือ  

	 กรรมวธิทีี ่1 37  องศาเซลเซยีส เวลา  1  ชัว่โมง, 

	 กรรมวธิทีี ่2 37  องศาเซลเซยีส เวลา  2  ชัว่โมง, 

	 กรรมวธิทีี ่3 37  องศาเซลเซยีส เวลา  3  ชัว่โมง, 

	 กรรมวธิทีี ่4 37  องศาเซลเซยีส เวลา  4  ชัว่โมง,

	 กรรมวิธีที่ 5 4 องศาเซลเซียส เวลา  12 ชั่วโมง

ผลการวิจัย 

	 1.	 ลกัษณะอาการของโรคเพบรนิในไหมพนัธุ์

ไทยพื้นเมือง

		  จากการสุ่มใช้ไหมพันธุ์ไทยพื้นเมืองพันธุ์ 

“แม่หลิง” เป็นตัวแทนในการศึกษาลักษณะอาการของ

โรคเพบรินที่เลี้ยงในสภาพอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

(อุณหภูมิ 21.5 – 26 องศาเซลเซียส) ความชื้นสัมพัทธ์ 

38 – 91 เปอร์เซ็นต์  พบลักษณะอาการผิดปกติของไหม

ในระยะหนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัยทั้งหมด 20 อาการ 

แยกเป็นลักษณะอาการที่พบในระยะหนอนจำ�นวน 15 

อาการ ซึง่พบสปอรข์องเชือ้จำ�นวน 12 อาการ โดยอาการ

ทีพ่บมากทีส่ดุ คอือาการคลา้ยปกตใินหนอนวยั 5 โดยพบ

การตดิเชือ้ 10 เปอรเ์ซน็ต ์รองลงมาคอื หนอนวยั 5 ทีย่งัมี

ชวีติ ลอกคราบไมส่มบรูณ ์มกีารตดิเชือ้ 71.43 เปอรเ์ซน็ต ์ 

ซึ่งในระยะหนอนนี้พบสปอร์ของเชื้ออยู่ระหว่าง 1.27 

x 107– >2.42 x 108 สปอร์ต่อตัว ขนาดสปอร์เฉลี่ยอยู่

ระหว่าง 2.10 – 2.50 x 4.13 – 4.57 ไมโครเมตร ส่วนใน

ระยะดักแด้พบ 3 อาการ ตรวจพบสปอร์ของเชื้อเพียง

อาการเดยีว คอื ไมส่รา้งรงั ลำ�ตวับดิเบีย้วไมส่มบรูณ ์โดย

มีการติดเชื้อ 100 เปอร์เซ็นต์ มีสปอร์ของเชื้อมากกว่า 

2.42 x 108 สปอร์ต่อตัว ขนาดสปอร์เฉลี่ย 2.23 x 4.39 

ไมโครเมตร และในระยะตัวเต็มวัย พบสปอร์ของเชื้อ

ในเพศเมีย (1.18 x 107 สปอร์ต่อตัว) มากกว่าในเพศผู้ 

(1.77 x 106 สปอร์ต่อตัว) รวมทั้งเปอร์เซ็นต์การติด

เชื้อเพศเมีย (30 เปอร์เซ็นต์) ก็ยังคงมากกว่าในเพศผู้  

(10 เปอรเ์ซน็ต)์ ซึง่มขีนาดสปอรเ์ฉลีย่อยูร่ะหวา่ง 2.11 – 

2.31 x 4.27 – 4.31 ไมโครเมตร โดยจากลักษณะผิดปกติ

ของไหม(ระยะหนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย)ทั้งหมด 20 

อาการ แต่ตรวจพบสปอร์ของเชื้อจำ�นวน 15 อาการ โดย

มจีำ�นวนสปอรเ์ฉลีย่อยูร่ะหวา่ง 1.77 x 106 – > 2.42 x 108 

สปอร์ต่อตัว ขนาดสปอร์เฉลี่ย 2.10 – 2.50 x 4.13 – 4.57 

ไมโครเมตร (ตารางที่ 1) 
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ของไหมหม่อน (Bombyx mori L.)
วารสารวิจัย มข. 15 (7) : กรกฎาคม 2553

	 2.	 การเพิ่มปริมาณและการทำ�สปอร์ของเชื้อ 

Nosema bombycis ให้บริสุทธิ์ 

              		  หนอนไหมพนัธุไ์ทยพืน้เมอืง “แมห่ลงิ” ที่

นำ�มาเพาะเลีย้งเพือ่เพิม่ปรมิาณเชือ้ N. bombycis นัน้พบ

วา่เชือ้ดงักลา่วสามารถเพิม่ปรมิาณไดด้ ีและเมือ่รวบรวม

หนอนที่ตรวจพบเชื้อมาทำ�ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี sucrose 

density gradient centrifugation (SDGC) โดยใช้นํ้าตาล 

sucrose ที่ความเข้มข้น 30 – 60 เปอร์เซ็นต์  พบชั้นต่างๆ 

5 ชั้น ที่ระดับนํ้าตาล sucrose แตกต่างกัน และพบสปอร์ 

ของเชื้ออยู่ในช่วงความเข้มข้นของนํ้าตาล sucrose ที่ 

40 – 50 เปอร์เซ็นต์ และมีสปอร์ของเชื้อ โปรโตซัวที่

คอ่นขา้งบรสิทุธิจ์ำ�นวนมาก ซึง่ประกอบไปดว้ยสปอรท์ี่

แก่ (mature spore) แลsะสปอร์ที่ยังไม่เจริญเติบโตเต็มที่ 

(immature spore) (รูปที่ 1) นำ�ชั้นที่พบสปอร์ไปขจัดนํ้า

ตาล sucrose ที่ติดค้างอยู่ออกโดยการ dialysis  จากนั้น

นำ�ไปนบัจำ�นวนสปอร ์และเกบ็สปอรข์องเชือ้โปรโตซวั

ที่ทำ�ให้บริสุทธิ์แล้วที่อุณหภูมิ  –20  องศาเซลเซียส เพื่อ

ใช้ในการศึกษาและการผลิตแอนติซีรั่มต่อไป

รูปที่  1.	 สปอร์ของเชื้อโปรโตซัว  Nosema  bombycis  ที่ได้จากการทำ�ให้บริสุทธิ์ ด้วยวิธี sucrose  density gradient 

	 centrifugation เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด phase contrast  เลนส์วัตถุกำ�ลังขยาย 40 เท่า

	 3.	 ไตเตอร์ของแอนติซีรั่มที่ผลิตจากเชื้อ 

Nosema bombycis  

		  เมือ่นำ�แอนตซิรีัม่ทีผ่ลติจากสปอรข์องเชือ้ 

N. bombycis มาทดสอบหาความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม 

โดยทดสอบกับเชื้อที่ความเข้มข้น 101, 102, 103, 104, 105 

และ 106 สปอรต์อ่มลิลลิติร ดว้ยเทคนคิ  indirect  ELISA 

พบว่าเชื้อทุกความเข้มข้นทำ�ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวกกับ

แอนติซีรั่มเจือจางที่ 1:50 ในขณะที่แอนติซีรั่มเจือจาง  

1:100, 1:250, 1:500 และ 1:1,000 สามารถเกิดปฏิกิริยา

ให้ผลเป็นบวกเฉพาะกับเชื้อที่ความเข้มข้น 102– 106 

สปอร์ต่อมิลลิลิตร ส่วนแอนติซีรั่มที่ระดับการเจือจาง 

1:1,500, 1:2,000 และ 1:2,500 นัน้ใหป้ฏกิริยิาทีเ่ปน็บวก

เฉพาะเชื้อที่ความเข้มข้น 103– 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

สำ�หรบัแอนตซิรีัม่ระดบัการเจอืจาง 1:3,000 และ 1:3,500 

นั้นเชื้อที่ความเข้มข้น 105 – 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

เท่านั้นที่ให้ผลเป็นบวก (ตารางที่ 2)  
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ตารางที่ 2.	 ไตเตอร์ของแอนติซีรั่มที่ผลิตจากเชื้อ Nosema bombycis  ตรวจสอบด้วยวิธี indirect ELISA โดยใช้  

secondary antibody เจือจาง 1:20,000 

	 4.  	ความจำ�เพาะเจาะจงของวิธีการ

		  เมื่อนำ�เชื้อต่างๆ ที่ทำ�ให้เกิดโรคของไหม

ปา่และไหมบา้นทีต่รวจพบในประเทศไทยไดแ้ก ่เชือ้โปร

โตซวั  N. bombycis, เชือ้รา Aspergillus  flavus, A. tamarii, 

Metarhizium anisopliae ความเข้มข้น 101, 103 และ 106 

สปอร์ต่อมิลลิลิตร  เชื้อไวรัส Nucleopolyhedrovirus 

(NPV) ความเข้มข้น 101, 103 และ 106 ผลึกโปรตีน(PIB)

ต่อมิลลิลิตร และเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis 

(Bt), Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, 

S. sciuri ที่ความเข้มข้น 101, 103 และ 106 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร มาทดสอบกับ แอนติซีรั่มเจือจาง 1:50  

และใช้  secondaryantibody ที่ เจือจาง 1:20,000  

ผลปรากฏว่าแอนติซีรั่มดังกล่าว สามารถทำ�ปฏิกิริยา

อย่างชัดเจนกับเชื้อ N. bombycis  ที่ ได้จากไหม

พันธุ์ไทยพื้นเมือง “แม่หลิง” โดยให้ค่าการดูดกลืนแสง 

ที่ 405 นาโนเมตร ที่ความเข้มข้นของเชื้อ 101, 103 

และ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 0.462, 0.602 

และ 0.955  แต่ไม่เกิดปฏิกิริยากับเชื้อสาเหตุโรคไหม 

ชนิดอื่นๆ ที่นำ�มาทดสอบในครั้งนี้ (ตารางที่ 3)

9 
 

ใหผลเปนบวกเฉพาะกับเชื้อที่ความเขมขน 102– 106 สปอรตอมิลลิลิตร สวนแอนติซีรั่มที่ระดับการ1 

เจือจาง 1:1,500, 1:2,000 และ 1:2,500 น้ันใหปฏิกิริยาท่ีเปนบวกเฉพาะเชื้อท่ีความเขมขน 103– 106  
2 

สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับแอนติซีรั่มระดับการเจือจาง 1:3,000 และ 1:3,500 น้ันเชื้อท่ีความเขมขน 3 

105 – 106 สปอรตอมิลลิลิตร เทาน้ันท่ีใหผลเปนบวก (ตารางที่ 2)   4 
 5 

ตารางที่ 2  ไตเตอรของแอนติซีรัม่ที่ผลิตจากเชื้อ Nosema bombycis  ตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA โดยใช  6 

    secondary antibody เจือจาง 1:20,000  7 
 8 

แอนติเจน 
(สปอร/มล.) 

คาการดูดกลืนแสง (λ 405 nm)1/ 

ความเขมขนของแอนติซีรั่ม (แอนติซีรั่ม : conjugate buffer)2/ 
1:50 1:100 1:250 1:500 1:1,000 1:1,500 1:2,000 1:2,500 1:3,000 1:3,500 

101 0.335 0.319 0.305 0.290 0.272 0.261 0.244 0.206 0.184 0.168 
102 0.390 0.378 0.378 0.363 0.346 0.326 0.305 0.288 0.240 0.215 
103 0.466 0.440 0.441 0.417 0.408 0.394 0.374 0.365 0.332 0.294 
104 0.581 0.551 0.535 0.499 0.468 0.441 0.411 0.350 0.327 0.283 
105 0.827 0.760 0.686 0.626 0.591 0.523 0.481 0.426 0.387 0.358 
106 1.045 0.957 0.888 0.825 0.731 0.642 0.607 0.540 0.489 0.395 

นอรมอลซีรั่ม3/ 0.170 0.163 0.162 0.159 0.152 0.166 0.157 0.159 0.163 0.151 
Coating buffer 0.180 0.169 0.175 0.173 0.173 0.183 0.164 0.177 0.182 0.166 

1/ คาการดูดกลืนแสง (λ 405 nm) เฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา ตัวเลขมีคาสูงกวา 0.334 ขึ้นไปมีคาเปนบวก 9 
2/ แอนติซีร่ัม : เจือจางดวย conjugate buffer   10 
3/ นอรมอลซีร่ัม : เจือจางดวย conjugate buffer  อัตรา 1:200 11 

 12 

4.  ความจําเพาะเจาะจงของวิธีการ 13 

 เมื่อนําเชื้อตางๆ ที่ทําใหเกิดโรคของไหมปาและไหมบานที่ตรวจพบในประเทศไทยไดแก 14 

เชื้อโปรโตซัว  N. bombycis, เชื้อรา Aspergillus  flavus, A. tamarii, Metarhizium anisopliae ความ15 

เขมขน 101, 103 และ 106 สปอรตอมิลลิลิตร  เชื้อไวรัส Nucleopolyhedrovirus (NPV) ความเขมขน 16 

101, 103 และ 106 ผลึกโปรตีน(PIB)ตอมิลลิลิตร และเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis (Bt), 17 

Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, S. sciuri ท่ีความเขมขน 101, 103 และ 106 เซลลตอ18 

มิลลิลิตร มาทดสอบกับ    แอนติซีรั่มเจือจาง 1:50 และใช secondary antibody ที่เจือจาง 1:20,000  19 

ผลปรากฏวาแอนติซีรั่มดังกลาว สามารถทําปฏิกิริยาอยางชัดเจนกับเชื้อ N. bombycis ท่ีไดจากไหม20 
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	 5.	 การพัฒนาการตรวจหาเชื้อ  Nosema 

bombycis โดยอาศัยเทคนิค ELISA 

	 	 5.1	ชนิดและความเข้มข้นของ  blocking 

solution 

	   		  เมื่อนำ�เชื้อ  N. bombycis ที่ความเข้ม

ข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร มาทดสอบกับ blocking 

solution คือ BSA (ความเข้มข้น 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต์)  

และ skim milk (ความเขม้ขน้ 1, 3 และ 5 เปอรเ์ซน็ต)์ เพือ่ลด  

background ของนอรม์อลซรีัม่และ coating buffer  พบวา่ 

ทุกความเข้มข้นของ BSA ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 

นาโนเมตรสงูกวา่การใช ้skim milk ในทกุๆ ความเขม้ขน้  

โดย BSA ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าที่สูงที่สุด 

(0.624) รองลงมาคือ BSA 3 เปอร์เซ็นต์ (0.540) และ 

ตารางที่ 3.	 ความจำ�เพาะเจาะจงของแอนติซีรั่มของเชื้อ Nosema  bombycis กับเชื้อสาเหตุโรคไหมชนิดต่างๆ ด้วยวิธี 

indirect ELISA โดยใช้แอนติซีรั่มเจือจาง 1:50 และ secondary antibody เจือจาง 1:20,000

2  เปอร์เซ็นต์ (0.272) ตามลำ�ดับ และค่าปฏิกิริยาของ

แอนติเจนกับนอร์มอลซีรั่มนั้น พบว่าการใช้ skim milk 

ใหค้า่ตํา่กวา่การใช ้BSA ทกุความเขม้ขน้ โดย skim milk 

5 เปอรเ์ซน็ตใ์หค้า่ตํา่ทีส่ดุ (0.079) ซึง่ไมแ่ตกตา่งกนัทาง

สถิติ (P>0.05) กับ 1 และ 3 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งให้ค่าเท่ากับ 

0.086 และ 0.084 ตามลำ�ดับ อย่างไรก็ตามการใช้ skim 

milk ทุกความเข้มข้นให้ค่าที่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติกับการใช้ BSA ทุกความเข้มข้น นอกจากนั้น

การทำ�ปฏิกิริยาระหว่าง coating buffer กับแอนติซีรั่ม 

พบว่าการใช้ skim milk 5 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าเฉลี่ยตํ่าที่สุด 

(0.070) และการใช้ BSA 1 เปอร์เซ็นต์ยังคงให้ค่าเฉลี่ย

สูงที่สุด (0.121) ในด้านค่า binding ratio (อัตราส่วน

ระหว่างค่าดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจน

10 
 

พันธุไทยพื้นเมือง    “แมหลิง” โดยใหคาการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ที่ความเขมขนของเชื้อ 1 

101, 103 และ 106 สปอรตอมิลลิลิตร มีคาเทากับ 0.462, 0.602 และ 0.955  แตไมเกิดปฏิกิริยากับเชื้อ2 

สาเหตุโรคไหมชนิดอื่นๆที่นํามาทดสอบในครั้งนี้ (ตารางที ่3) 3 

 4 

ตารางที่ 3   ความจําเพาะเจาะจงของแอนติซีรั่มของเชื้อ Nosema  bombycis กับเชือ้สาเหตุโรคไหมชนิดตางๆ 5 

     ดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติซีรั่มเจือจาง 1:50 และ secondary antibody เจือจาง 1:20,000 6 
 7 

เชื้อสาเหตุโรคไหม2/ 
คาการดูดกลืนแสง (λ 405 nm)1/ 

ความเขมขนของแอนติเจน3/  

101 103 106 

Aspergillus  flavus  0.243 0.247 0.382 
Aspergillus  tamarii  0.241 0.243 0.379 
Metarhizium  anisopliae 0.234 0.239 0.254 
Nosema  bombycis 4/ 0.462 0.602 0.955 
Nucleopolyhedrovirus  0.273 0.288 0.343 
Bacillus  thuringiensis 0.237 0.242 0.274 
Serratia  marcescens 0.234 0.245 0.309 
Staphylococcus  aureus 0.227 0.230 0.349 
Staphylococcus  sciuri 0.243 0.229 0.364 
Coating buffer 0.202 0.203 0.209 
1/   คาการดูดกลืนแสง (λ 405 nm) เฉลี่ยจาก 3 ซ้ํา ตัวเลขที่มีคาตั้งแต 0.409 ขึ้นไป มีคาเปนบวก    8 
2/    เชื้อสาเหตุโรคของไหมที่ตรวจพบในประเทศไทย 9 
3/   เชื้อโปรโตซัว Nosema  bombycis = สปอร/มล., เชื้อรา Aspergillus flavus, A. tamarii , Metarhizium anisopliae   10 

= สปอร/มล., เชื้อไวรัส Nucleopolyhedrovirus = ผลึกโปรตีน (PIB)/มล., เชื้อแบคทีเรีย Bacillus 11 

thuringiensis, Serratia  marcescens, Staphylococcus  aureus,  S.  sciuri = เซลล/มล. 12 
4/   เชื้อ N. bombycis  ไอโซเลตจากไหมพันธุไทยพื้นเมือง “แมหลิง”  13 

 14 

5.  การพฒันาการตรวจหาเชื้อ Nosema bombycis โดยอาศัยเทคนิค ELISA  15 

 5.1   ชนิดและความเขมขนของ  blocking solution  16 

   เมื่อนําเชื้อ  N. bombycis ที่ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร มาทดสอบกับ 17 

blocking solution คือ BSA (ความเขมขน 1, 2 และ 3 เปอรเซ็นต) และ skim milk (ความเขมขน 1, 3 18 
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เมตร แสดงให้เห็นว่าการ block ที่ 37 องศาเซลเซียส 2 

ชั่วโมงให้ค่าสูงที่สุด (0.828) ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ 

(P>0.05) กับ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั่วโมง (0.794) แต่

มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P<0.05) กับอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง,  37 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง 

และ 4 องศาเซลเซียส 12 ชั่วโมง ซึ่งที่ 37 องศาเซลเซียส  

เวลา 1 ชัว่โมงใหค้า่ตํา่ทีส่ดุ (0.519) สว่นการทำ�ปฏกิริยิา

ระหว่างแอนติเจนกับนอร์มอลซีรัมนั้นที่ 37 องศา

เซลเซียส1 ชั่วโมงให้ค่าตํ่าที่สุด (0.122) และที่ 37 องศา

เซลเซียส 3 ชั่วโมงให้ค่าสูงที่สุด (0.140) ซึ่งไม่แตกต่าง

กนัทางสถติ ิ(P>0.05) กบัการ block ที ่37 องศาเซลเซยีส 

2 และ 4 ชัว่โมง ซึง่ใหค้า่ 0.138 และ 0.139 ตามลำ�ดบั และ

การทำ�ปฏิกิริยาระหว่าง coating buffer กับแอนติซีรั่ม ที่ 

37 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมงยงัคงใหค้า่ตํา่ทีส่ดุ (0.138) แต่

ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) กับการ block  

กับแอนติซีรั่มต่อค่าดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนกับนอร์มอลซีรั่ม) พบว่า BSA 1 เปอร์เซ็นต์ 

และ 3 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าสูงสุดเท่ากันคือ 3.63 โดยไม่มี

ความแตกตา่งกนัทางสถติ ิ(P>0.05) กบัการใช ้skim milk 

5 เปอร์เซ็นต์ (3.24)  ขณะที่ skim milk 1 เปอร์เซ็นต์ ให้

ค่าตํ่าที่สุด (1.53) (ตารางที่ 4) ดังนั้น BSA 1 เปอร์เซ็นต์

จึงมีความเหมาะสมในการนำ�ไปใช้เป็น blocking  

solution ต่อไป

		  5.2	อุณหภูมิและเวลาในการบ่ม blocking 

solution 

	   	  	 เมื่อนำ� BSA 1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็น 

blocking solution ที่เหมาะสมมาศึกษาเปรียบเทียบหา

อุณหภูมิและเวลาในการ block ที่ดีและเหมาะสมที่สุด 

โดยเปรียบเทียบการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เวลา 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง  และ 4 องศาเซลเซียส เวลา 

12 ชัว่โมง พบวา่เมือ่พจิารณาคา่ดดูกลนืแสงที ่405 นาโน

ตารางที่ 4. 	ชนิดและความเข้มข้นของ blocking solution ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อ Nosema bombycis 

กับแอนติซีรั่ม ตรวจสอบด้วยวิธี indirect ELISA โดยใช้แอนติซีรั่มเจือจาง 1:200 

12 
 

ตารางที่  4 ชนิดและความเขมขนของ blocking solution ที่เหมาะสมตอการเกดิปฏิกิริยาของเชื้อ Nosema    1 

                  bombycis กับแอนตซิีรั่ม ตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติซีร่ัมเจือจาง 1:200  2 

    และ secondary antibody เจือจาง 1:20,000  3 
 4 

Blocking 
solution 

คาการดูดกลืนแสง (λ 405 nm) 1/ 
แอนติเจน2/: แอนตซิีรั่ม3/ แอนติเจน2/ : นอรมอลซีรั่ม4/ Coating buffer : แอนตซิีรั่ม3/ Binding ratio 

BSA5/ 1 % 0.624a 0.172a 0.121a 3.63a 
BSA5/ 2 % 0.272c 0.152a 0.117a 1.79cd 
BSA5/ 3 % 0.540b 0.149a 0.115ab 3.63a 

Skim milk 1 % 0.132d 0.086b 0.109ab 1.53d 
Skim milk 3 % 0.208cd 0.084b 0.092bc 2.48bc 
Skim milk 5 % 0.256cd 0.079b 0.070c 3.24ab 

F-test ** ** ** ** 
CV. (%) 22.35 13.89 13.69 18.04 

คาเฉลี่ยในคอลมันเดียวกันที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (DMRT) 5 
1/  คาการดดูกลนืแสง (λ 405 nm) เฉลี่ยจาก 3 ซ้าํ 6 
2/  แอนติเจน  : เชื้อ Nosema bombycis  ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลลิติร 7 
3/  แอนติซีรั่ม : เจือจางดวย conjugate buffer  อัตรา 1:200 8 
4/   นอรมอลซรีั่ม : เจือจางดวย conjugate buffer  อัตรา 1:200 9 
5/   BSA : albumin from bovine serum 10 

 11 

ท่ี 37 องศาเซลเซียส 2 และ 4  ช่ัวโมง ซ่ึงการ block ที่ 4 องศาเซลเซียส 12  ช่ัวโมงใหคาสูงท่ีสุด 12 

(0.212) เม่ือพิจารณาจากคา binding ratio พบวาท่ี 37 องศาเซลเซียส  2  ช่ัวโมงใหคาสูงท่ีสุด (6.00) 13 

โดยไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) กับการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 4 ช่ัวโมง 14 

(5.70) แตมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับการบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 

12 ช่ัวโมง (5.38)  37 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง (5.43) และที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ซ่ึงใหคาต่ํา16 

ท่ีสุด (4.27) (ตารางที่ 5) จากขอมูลดังกลาวโดยเฉพาะจากคา binding ratio จะเห็นวาการ block ที่ 17 

37 องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง มีคาสูงสุดจึงเหมาะสมท่ีจะนํามาใชในการทดสอบตอไป 18 

 19 

 20 

 21 
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ประสิทธิภาพของเทคนิค ELISA ในการตรวจเชื้อ Nosema bombycis N. 

ของไหมหม่อน (Bombyx mori L.)
วารสารวิจัย มข. 15 (7) : กรกฎาคม 2553

	 ที่ 37 องศาเซลเซียส 2 และ 4  ชั่วโมง ซึ่งการ 

block ที ่4 องศาเซลเซยีส 12  ชัว่โมงใหค้า่สงูทีส่ดุ (0.212) 

เมื่อพิจารณาจากค่า binding ratio พบว่าที่ 37 องศา

เซลเซยีส  2  ชัว่โมงใหค้า่สงูทีส่ดุ (6.00) โดยไมม่คีวามแตก

ต่างกันทางสถิติ (P>0.05) กับการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซยีส เวลา 4 ชัว่โมง (5.70) แตม่คีวามแตกตา่งกนัอยา่ง

มนียัสำ�คญัทางสถติกิบัการบม่ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 

เวลา 12 ชั่วโมง (5.38)  37 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง (5.43) 

และที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ซึ่งให้ค่าตํ่าที่สุด (4.27) 

(ตารางที่ 5) จากข้อมูลดังกล่าวโดยเฉพาะจากค่า binding 

ratio จะเห็นว่าการ block ที่ 37 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง 

มีค่าสูงสุดจึงเหมาะสมที่จะนำ�มาใช้ในการทดสอบต่อไป

ตารางที่ 5.	 อุณหภูมิและเวลาในการ block ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อ Nosema bombycis กับ แอนติซีรั่ม 

ตรวจสอบดว้ยวธิ ีindirect ELISA โดยใชแ้อนตซิรีัม่เจอืจาง 1:200 และ secondary  antibody เจอืจาง 1:20,000 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย

	 จากการศกึษาลกัษณะอาการของโรคเพบรนิที่

เกดิจากเชือ้ N. bombycis ในหนอนไหมพนัธุไ์ทยพืน้เมอืง 

“แม่หลิง” ที่นำ�มาเป็นตัวแทนในการศึกษาครั้งนี้  แสดง

ใหเ้หน็วา่ทีอ่ณุหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส ความชืน้สมัพทัธ ์

38 – 91 เปอร์เซ็นต์ ไหม (หนอน ดักแด้ และตัวเต็มวัย)  

มีลักษณะอาการผิดปกติถึง 20 อาการ แต่ที่ตรวจพบ 

สปอร์ของเชื้อนั้นจำ�นวน 15 อาการ ซึ่งมีจำ�นวนสปอร์

เฉลี่ยอยู่ระหว่าง 1.77 x 106– > 2.42 x 108 สปอร์ต่อ

ตัว ขนาดสปอร์เฉลี่ยเท่ากับ 2.10 – 2.50 x 4.13 – 4.57 

ไมโครเมตร โดยลักษณะที่พบมากที่สุดคือ หนอนที่มี

ลกัษณะคลา้ยปกต ิแตก่ลบัพบมกีารตดิเชือ้ 10 เปอรเ์ซน็ต ์ 

รองลงมาคือหนอนที่มีลักษณะลำ�ตัวอ่อนปวกเปียก 

เคลื่อนที่ช้า ไม่กินอาหาร ซึ่งลักษณะนี้มีการติดเชื้อ 

100 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับสมศรี และคณะ(2534) ที่

รายงานวา่เชือ้สาเหตโุรคเพบรนิไมส่ามารถทำ�ใหห้นอน

ตายได ้100 เปอรเ์ซน็ต ์ ซึง่ลกัษณะอาการของไหมทีต่รวจ

พบสปอร์ของเชื้อจะแตกต่างกันไป เช่น AICAF (1995) 

ได้รายงานถึงอาการของหนอนว่ามีผนังลำ�ตัวเหนียว  

ย่อยสลายช้า นอกจากนั้นยังมีรายงานว่าไหมพันธุ์ไทย 

พื้นเมือง “หน้าด่าง” มีอาการเฉพาะของโรค (typical  

13 
 

ตารางที่ 5  อุณหภูมิและเวลาในการ  block  ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อ Nosema   bombycis กับ 1 

                  แอนติซีรั่ม ตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติซีรั่มเจือจาง 1:200 และ secondary       2 

                  antibody เจือจาง 1:20,000  3 
        4 

อุณหภูมิและเวลา
ในการ block 

คาการดูดกลืนแสง (λ 405 nm) 1/ 
แอนติเจน2/: แอนตซิีรั่ม3 แอนติเจน 2/: นอรมอลซีรั่ม4/ Coating buffer : แอนตซิีรั่ม3/ Binding ratio 

37ซ  1 ชม. 0.519d 0.122c 0.138c 4.27c 
37ซ  2 ชม. 0.828a  0.138ab 0.140c 6.00a 
37ซ  3 ชม. 0.762b 0.140a 0.149b 5.43b 
37ซ  4 ชม.    0.794ab 0.139a 0.146bc  5.70ab 
4ซ  12 ชม. 0.711c 0.132b 0.212a 5.38b 

F-test ** ** ** ** 
CV. (%) 3.12 2.96 2.86 5.37 

คาเฉลี่ยในคอลมันเดียวกันที่กํากับดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (DMRT) 5 
1/  คาการดดูกลนืแสง (λ 405 nm) เฉลี่ยจาก 3 ซ้าํ 6 
2/  แอนติเจน : เชื้อ Nosema bombycis  ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลลิิตร 7 
3/  แอนติซีรั่ม : เจือจางดวย conjugate buffer อัตรา 1:200 8 
4/   นอรมอลซีรั่ม : เจือจางดวย conjugate buffer อัตรา 1:200 9 

 10 

สรุปและวจิารณผลการวิจยั 11 

จากการศึกษาลักษณะอาการของโรคเพบรินท่ีเกิดจากเชื้อ N. bombycis ในหนอนไหมพันธุ12 

ไทยพื้นเมือง “แมหลิง” ท่ีนํามาเปนตัวแทนในการศึกษาครั้งนี้  แสดงใหเห็นวาที่อุณหภูมิ 25 องศา13 

เซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 38 – 91 เปอรเซ็นต ไหม(หนอน ดักแด และตัวเต็มวัย)มีลักษณะอาการ14 

ผิดปกติถึง 20 อาการ แตท่ีตรวจพบสปอรของเชื้อนั้นจํานวน 15 อาการ ซ่ึงมีจํานวนสปอรเฉลี่ยอยู15 

ระหวาง 1.77 x 106– > 2.42 x 108 สปอรตอตัว ขนาดสปอรเฉลี่ยเทากับ 2.10 – 2.50 x 4.13 – 4.57 16 

ไมโครเมตร โดยลักษณะที่พบมากที่สุดคือ หนอนที่มีลักษณะคลายปกติ  แตกลับพบมีการติดเชื้อ 17 

10 เปอรเซ็นต รองลงมาคือหนอนท่ีมีลักษณะลําตัวออนปวกเปยก เคลื่อนที่ชา ไมกินอาหาร ซ่ึง18 

ลักษณะนี้มีการติดเชื้อ 100 เปอรเซ็นต  สอดคลองกับสมศรี และคณะ(2534) ที่รายงานวาเชื้อสาเหตุ19 

โรคเพบรินไมสามารถทําใหหนอนตายได 100 เปอรเซ็นต  ซ่ึงลักษณะอาการของไหมที่ตรวจพบ20 

สปอรของเชื้อจะแตกตางกันไป เชน AICAF (1995) ไดรายงานถึงอาการของหนอนวามีผนังลําตัว21 

เหนียว ยอยสลายชา นอกจากนั้นยังมีรายงานวาไหมพันธุไทยพื้นเมือง “หนาดาง” มีอาการเฉพาะ22 
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ของไหมหม่อน (Bombyx mori L.)

KKU Res J 15 (7) : July 2010

symptom) คือ มีส่วนท้ายของลำ�ตัวสีเหลืองมากกว่า

บริเวณอื่นของลำ�ตัว ผนังลำ�ตัวค่อนข้างมัน มองเห็น 

เส้นเลือดด้านหลังได้ชัดเจน (Sirimungkararat et al.,  

2002; สกุานดา, 2547) แตจ่ากการศกึษาวจิยัครัง้นีไ้มพ่บ 

อาการก้นเหลือง อาจจะเป็นไปได้ว่าไหมที่นำ�มาทดลอง 

เป็นไหมต่างสายพันธุ์กัน และสภาพแวดล้อมที่ทำ� 

การทดลองก็มีความแตกต่างกันด้วย ลักษณะอาการที่ 

ปรากฏจึงแตกต่างกัน  เมื่อนำ�เชื้อ N. bombycis มาเพิ่ม

ปริมาณพบว่า สามารถเพิ่มปริมาณได้ดี และการทำ�ให้

บริสุทธิ์ด้วยวิธี  SDGC นั้น สปอร์ของเชื้อที่ค่อนข้าง

บริสุทธิ์พบอยู่ที่ชั้นของสารละลายนํ้าตาล sucrose ที่

ระดับความเข้มข้น 40 – 50 เปอร์เซ็นต์ (นํ้าหนักต่อ 

นํ้าหนัก) โดยมีทั้งสปอร์ที่แก่และสปอร์ที่ยังไม่เจริญ

เต็มที่ ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างระหว่างสปอร์ที่แก่ 

และสปอร์ที่ไม่เจริญเต็มที่ได้ โดยการตรวจดูด้วยกล้อง 

จลุทรรศนแ์บบ phase contrast โดยสปอรท์ีแ่กม่ลีกัษณะ

สะท้องแสงเห็นได้ชัดเจน ในขณะที่สปอร์ที่ไม่เจริญ

เต็มที่จะมองเห็นเป็นสีดำ�ทึบแสง (Undeen and Solter, 

1996; Maddox et al., 2000) เมื่อนำ�เชื้อเชื้อ N. bombycis 

บรสิทุธิส์าเหตโุรคเพบรนิของไหมทีไ่ดน้ำ�มาฉดีกระตุน้

ภูมิค้มกันให้กระต่าย พบว่ามีคุณสมบัติที่ดีและสามารถ

ใชผ้ลติแอนตซิรีัม่ของเชือ้ชนดินีไ้ด ้โดยในการผลติแอน

ตซิรีัม่นีไ้ดใ้ชว้ธิกีารฉดีเชือ้เขา้กลา้มเนือ้ของกระตา่ยเปน็

ช่วง ๆ  อย่างต่อเนื่อง เพื่อเป็นการกระตุ้นให้สัตว์ทดลอง

เกดิการสรา้งภมูคิุม้กนัขึน้อยา่งชา้ๆ และไมเ่กดิการชอ็ค 

ซึ่ง Ball และคณะ (1990, อ้างถึงโดยปัทมวรรณ, 2546) 

รายงานว่าวิธีการเตรียมแอนติเจนมีผลต่อคุณภาพของ

แอนติซีรั่ม โดยแอนติซีรั่มที่ได้จากการกระตุ้นระบบ

ภูมิคุ้มกันของสัตว์ทดลองเป็นเวลานานและสมํ่าเสมอ 

จะมีค่า titer สูงกว่าแอนติซีรั่มที่ได้จากการกระตุ้นในระ

ยะสัน้ๆ และยงัสามารถลดการเกดิปฏกิริยิาขา้มระหวา่ง

สายพนัธุเ์มือ่เปรยีบเทยีบกบัการกระตุน้ในระยะสัน้  ซึง่

แอนตซิรีัม่ทีไ่ดน้ีไ้ดน้ำ�มาทดสอบหาคา่ความเขม้ขน้ของ

แอนติซีรั่มที่เหมาะสม (titer) โดยการทดสอบกับเชื้อ  

N. bombycis ทีค่วามเขม้ขน้ 101-106 สปอรต์อ่มลิลลิติร จะ

เหน็วา่ทีค่วามเขม้ขน้ของเชือ้ 105-106 สปอรต์อ่มลิลลิติร 

ให้ค่าเป็นบวกในทุกระดับการเจือจางของแอนติซีรั่ม 

นอกจากนั้นแอนติซีรั่มที่ผลิตได้จากเชื้อ N. bombycis 

มีความเฉพาะเจาะจงสูงต่อเชื้อ N. bombycis ไอโซเลต

เดยีวกนั (แมห่ลงิ) คอื สามารถทำ�ปฏกิริยิาใหผ้ลเปน็บวก 

กบัเชือ้ N. bombycis เทา่นัน้  และทีท่กุระดบัความเขม้ขน้ 

ในขณะเดียวกันก็ไม่เกิดปฏิกิริยากับเชื้อสาเหตุโรคไหม

ชนดิอืน่อยา่งชดัเจน  เมือ่นำ�แอนตซิรีัม่ทีไ่ดม้าทดสอบหา  

blocking solution ที่เหมาะสม พบว่า ในการทำ�ปฏิกิริยา

ของแอนตเิจนกบัแอนตซิรีัม่นัน้  การใช ้BSA 1 เปอรเ์ซน็ต ์

เป็น blocking solution ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 405 นาโนเมตรสงูทีส่ดุ (0.624) สว่นการทำ�

ปฏกิริยิาของแอนตเิจนกบันอรม์อลซรีัม่นัน้เมือ่พจิารณา

จากค่าตํ่าที่สุด พบว่าการใช้ skim milk 5 เปอร์เซ็นต์ 

ให้ค่าตํ่าที่สุด (0.079) เช่นเดียวกับการทำ�ปฏิกิริยาของ  

coating buffer กับแอนติซีรั่ม การ block ด้วย skim milk 

5 เปอร์เซ็นต์ (0.070) ก็ยังคงให้ค่าตํ่าที่สุด อย่างไรก็ตาม

เมื่อพิจาณาจากค่า binding ratio ซึ่งค่านี้จะสามารถบอก

ความแตกตา่งระหวา่งการทำ�ปฏกิริยิาของแอนตเิจนกบั 

แอนติซีรั่ม (positive control) ต่อการทำ�ปฏิกิริยาของ

แอนติเจนกับนอร์มอลซีรั่ม (negative control) โดยที่ค่า  

binding ratio นี้หากมีค่าสูงจะยิ่งดี เนื่องจากจะสามารถ

บง่บอกความแตกตา่งของ positive  control กบั negative  

controlได้ดี ทั้งนี้พบว่าการ block ด้วย BSA 1 และ 3 

เปอร์เซ็นต์ สามารถบอกความแตกต่างได้มากที่สุด  

ซึง่เหมาะสมมากทีส่ดุทีจ่ะนำ�มาใชใ้นการ block โดยทีค่า่  

binding ratio ที่ได้จาก BSA ทั้งสองความเข้มข้นนี้ 

มคีา่เทา่กนัคอื 3.63 แตเ่พือ่การลดตน้ทนุในการทดสอบ 

จึงเลือกใช้ BSA 1 เปอร์เซ็นต์ หลังจากนั้นการศึกษา 

อุณหภูมิและเวลาในการบ่ม blocking solution พบว่า 

การ block ด้วย BSA 1 เปอร์เซ็นต์ ที่ 37 องศาเซลเซียส  

2 ชัว่โมง ใหค้า่ปฏกิริยิาระหวา่งแอนตเิจนกบัแอนตซิรีัม่ 

สูงที่สุด (0.828) ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

(P>0.05) กับการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เวลา 4 ชั่วโมง 

(0.794)  สำ�หรับการทำ�ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกับ

นอร์มอลซีรั่ม และปฏิกิริยาระหว่าง coating buffer กับ

แอนติซีรั่ม ที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ยังคงให้ค่าตํ่า 

ที่สุดเท่ากับ 0.138 ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

กับการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง (0.140) เมื่อ
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พจิารณาจากคา่ binding ratio ที ่37 องศาเซลเซยีส 2 ชัว่โมง 

ให้ค่าที่สูงที่สุดคือ 6.00 รองลงมาคือ การ block ที่ 37  

องศาเซลเซียส 4 ชั่วโมง (5.70) โดยที่ 2 และ 4 ชั่วโมง  

ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ดังนั้นจึงเลือก  

block ที ่37 องศาเซลเซยีส 2 ชัว่โมง เพือ่ใชใ้นการทดสอบ 

ครั้งต่อๆ ไป ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Shamim 

et al. (1997) ที่ใช้ BSA 1 เปอร์เซ็นต์ เป็น blocking  

solution และใช้เวลาในการ block 2 ชั่วโมง ที่ 37 องศา

เซลเซียส ในการทดสอบ ELISA ของเชื้อ N. bombycis  

นอกจากนี้ Kawarabata และ Hayasaka (1987) ได้ใช้ 

BSA 1 เปอร์เซ็นต์ 30 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส ในการ 

block เพือ่ใชใ้นการทำ�ปฏกิริยิาระหวา่งเชือ้ N. bombycis 

กับแอนติซีรั่มของเชื้อนี้ อย่างไรก็ตาม สุกานดา (2547) 

กลับรายงานว่าการใช้  BSA 3 เปอร์เซ็นต์  block ที่ 37 

องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง ให้ผลที่ดีที่สุด
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