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 ไดทําการเก็บตัวอยางกุงจากบริเวณแหลงเลี้ยงกุงกุลาดาํในเขตน้าํเคม็ น้ํากรอย และน้ําจืด
จากจงัหวัดชลบุรี สมุทรปราการ และพระนครศรีอยุธยา นาํมาตรวจหาการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
(WSSV) โดยวิธี PCR และ immunohistochemistry เพื่อตรวจการตดิเชื้อตามธรรมชาติและชักนําให
ติดเชื้อโดยใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวตามธรรมชาติ และจากการชักนําใหติดเชื้อ
โดยใหกนิเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวหรือการฉีด haemolymph จากกุงกุลาดําทีติ่ดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาว ไมพบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวตามธรรมชาติและจากการชักนาํใหติดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธกีารกนิในกุงทัง้ 2 วงศ คือวงศ Palaemonidae และ Atyidae สําหรับการชัก
นําโดยการฉีดและตรวจสอบการติดเชื้อดวยวิธี PCR พบการติดเชื้อระดับตางๆ ในกุงวงศ  
Palaemonidae ทัง้ 3 ชนิดคือ กุงฝอยน้าํเค็ม Palaemon serrifer กุงฝอยน้ําจดื Macrobrachium 
lanchesteri และกุงกามกราม M. rosenbergii  การตรวจสอบดวยวธิี immunohistochemistry เพื่อ
ยืนยนัผล พบวากุงฝอยน้ําเค็ม (52/150) มีการติดเชื้อที่รุนแรงในปริมาณมาก ขณะที่กุงฝอยน้าํจดื 
(15/159) และกุงกามกราม (5/172) มีการติดเชื้อในปริมาณนอย ขณะที่กุงวงศ Atyidae คือ กุงกะป
Caridina sp. ไมสามารถทดลองการตดิเชื้อโดยวิธกีารฉีดไดเนื่องจากมีขนาดเลก็ ดังนั้นกุงในวงศ 
Palaemonidae โดยเฉพาะกุงฝอยน้ําเคม็นาจะมีศักยภาพในการเปนพาหะของไวรสัตัวแดงดวงขาวได 
สวนกุงฝอยน้าํจืดและกุงกามกรามสามารถติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว แตอาจมกีลไกในการกาํจัดเชื้อ
ไวรัสดังกลาวทําใหมีความสามารถในการตานทานตอไวรัสชนิดนี้ได 
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 Palaemonid shrimps including Palaemon serrifer, Macrobrachium lanchesteri, 
Macrobrachium rosenbergii and Atyidae shrimp Caridina sp. Were collected from 
freshwater and brackish water at Chonburi, Samutprakarn and Phranakornsriayuttaya 
provinces and detected for natural and experimental infection of WSSV using 
immunohistochemistry and PCR techniques. No WSSV immunoreactivity was observed in all 
species of naturally collected shrimps and experimentally infected shrimps fed with muscle 
of WSSV – infected Penaeus monodon. In case of shrimps, injected with WSSV-infected 
haemolymph of P. monodon, different levels of infection were found by PCR among 3 
species of Palaemonid shrimps. The results were confirmed by immunohistochemistry for 
WSSV infection. P. serrifer was heavily infected (52/150) whereas M. lanchesteri and M. 
rosenbergii demonstrated mild infection (15/159) and (5/172), respectively. The WSSV 
experimental infection by injection of WSSV-infected haemolymph of P. monodon could not 
be performed in Caridina sp. due to size limitation. The result of this experiment revealed 
that Palaemonid shrimps, P. serrifer, could be the potential carrier of WSSV. M. lanchesteri 
and M. rosenbergii can be infected by WSSV but the different levels of WSSV resistance 
were demonstrated. 
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ขอขอบคุณ คุณภิรมยศักดิ์ พัฒนไพจิตตกุล คุณเพียงจันทร โพธิ์ยอย คุณรัตนา จิตรขํา คุณ
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ขาพเจาขอนอมระลึกถงึพระคุณของบิดา มารดา และนองๆทุกคนที่ไดใหกําลงัใจชวยเหลือ 
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ทายที่สุดนี้ขาพเจาขอนอมนําประโยชนทัง้หลายอนัเกิดจากวทิยานิพนธฉบับนี้ทัง้หมดมอบ
เปนกุศลแกกุงทุกตัวที่ไดสละชีวิตเพื่อการทาํวิทยานิพนธของขาพเจา 
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บทที่1 
บทนํา 

 

ภูมิหลัง 
 ประเทศไทยเปนผูนําในการสงออกกุงกุลาดําเปนอันดับหนึ่งของโลกในชวงทศวรรษที่ผานมา 
โดยมีผลผลิตสงออกไดถึงปละ 250,000 ตัน มูลคาการสงออกลาสุดในป 2543 จํานวน 100,000 ลาน
บาท โดยปริมาณการสงออกคิดเปน 95% ของผลผลิตรวม สวนอีก 5% เปนการบริโภคภายในประเทศ 
(สิริ ทุกขวินาศ; และชุติมา ชมวิลัย.  2545: ออนไลน) กุงกุลาดําที่เลี้ยงเพื่อสงออกนั้นตองเปนไปตาม
มาตรฐานขอกําหนดของประเทศผูนําเขาใหเปนไปตามสากล สําหรับแนวทางผลิตกุงคุณภาพของไทย 
กรมประมงไดดําเนินการตั้งแตป 2541 โดยไดมีการจัดทํามาตรฐาน Code of Conduct (CoC) เร่ิมตน
จากผูประกอบการโรงเพาะพักกุง ฟารมเลี้ยง ผูผลิต ผูคา ปจจัยการผลิตอาหาร ยา และสารเคมีภัณฑ 
ผูจัดจําหนายกุงและผูแปรรูป ในสายการผลิตไดจัดทําฟารมนํารองสาธิตในภาคตะวันออกที่จังหวัด
ระยองและจันทบุรี และภาคใตที่จังหวัดสงขลา ขณะนี้ไดมีการขยายฟารม CoC ใน 22 จังหวัดชายฝง
ทะเล ในปจจุบันไดรับการติดตอจากตลาดใหญๆ ในตางประเทศ อาทิ จากประเทศฝรั่งเศส อังกฤษ
รวมถึงเครือภัตตาคารในสหภาพยุโรป และบริษัทผูจัดจําหนายรายใหญของสหภาพยุโรปจากประเทศ
อิตาลีและประเทศเยอรมัน นอกจากนี้กรมประมงยังมีการสนับสนุนสงเสริมการสงออกโดยจัดใหมีการ
แนะนําและขยายตลาดรวมถึงการประชาสัมพันธกุงคุณภาพของไทยไปยังตลาดโลกใหเปนที่
แพรหลายมากขึ้น 
 เกษตรกรผูเลี้ยงกุงสวนใหญในประเทศไทยนิยมใชเทคโนโลยีการเลี้ยงกุงระบบปด ซึ่งเปน
ระบบการจัดการเลี้ยงกุงที่เกษตรกรไมใชน้ําจากแหลงน้ําธรรมชาติในบอเลี้ยงกุงโดยตรง ภายหลังจาก
ที่ไดปลอยกุงลงบอแลวเกษตรกรอาจตองเติมน้ําลงไปในบอบางเล็กนอยเพื่อชดเชยการสูญเสียและ
รักษาระดับน้ําใหอยูในระดับเหมาะสมตอการจัดการ ในปจจุบันเทคโนโลยีการเลี้ยงกุงระบบชีวภาพได
เขามามีบทบาทมากขึ้นโดยเปนอีกทางเลือกหนึ่งสําหรับการจัดการเลี้ยงกุงของเกษตรกร นอกจากนี้
การนําเทคโนโลยีการตรวจโรค เชน Polymerase Chain Reaction (PCR) มาใชเพื่อปองกันและ
คัดเลือกพอแมพันธุกุงที่มีคุณภาพดีและปราศจากโรคมาใชในการขยายพันธุ เทคโนโลยีการตรวจโรค
สามารถนําไปใชกับลูกกุงไดเพื่อคัดเลือกลูกกุงที่ปลอดเช้ือกอนปลอยลงบอเลี้ยง ดังนั้นฟารมเลี้ยงกุง
ควรมีการดูแลสุขภาพของกุงสม่ําเสมอ เมื่อพบความผิดปกติควรนําตัวอยางกุงไปตรวจสอบเพื่อ
วินิจฉัยโรคและปองกันการแพรระบาดของโรคกุง ประเทศไทยประสบปญหาในอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงกุงทะเลมาโดยตลอดทั้งในดานการผลิตและการตลาด ดังนั้นเพื่อใหการสงออกกุงกุลาดํา
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ของไทยในตลาดโลกไดอยางมีมาตรฐาน กรมประมงไดทําการแกปญหาการเพาะเลี้ยงกุงทะเลอยาง
เรงดวน โดยการจัดทําระบบการจัดการสิ่งแวดลอมหรือ CoC สําหรับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุง
ทะเลขึ้น ดังนั้นมาตรฐาน CoC สําหรับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงเพื่อความยั่งยืนของไทยไดถูก
พัฒนาขึ้นโดยเปนการผสมผสานแนวมาตรฐานของกรมประมง ในสวนของการแปรรูปรวมถึงระบบการ
จับและขนสงที่มีอยูเดิมซึ่งสอดคลองกับมาตรฐานสากล เพื่อใหการผลิตและการสงออกกุงของไทยเปน
ที่ยอมรับมากขึ้นในสากล 
 ในปจจุบันไดมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับกุงในดานตางๆ เพื่อเปนขอมูลทางวิทยาศาสตรที่
สามารถนํามาใชประโยชนได เชน งานวิจัยทางดานอาหารสัตวน้ํา โดยเฉพาะอาหารสําเร็จรูปสําหรับ
ลูกกุง กุงที่เลี้ยง พอแมพันธุ ดานการเพาะเลี้ยงและคุณภาพน้ําเปนเรื่องที่เกี่ยวของโดยตรงกับปจจัยที่
มีผลตอการเพาะเลี้ยงกุงตามวิธีการเลี้ยงกุงระบบชีวภาพ งานวิจัยเกี่ยวกับสุขภาพและการเกิดโรคใน
กุงเปนงานวิจัยที่มีความสําคัญที่สุดในปจจุบัน เนื่องจากขอมูลที่ไดจะใชเปนแนวทางการวินิจฉัยและ
ปองกันการเกิดโรคกุงได ขอมูลข้ันตน เชน การสังเกตอาการภายนอกของกุง สีและเปลือกกุงสามารถ
ใชบงชี้สุขภาพและความผิดปกติของกุงได ทางดานอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงทะเลไดมีงานวิจัยที่
เกี่ยวของกับการศึกษาเกี่ยวกับโรคและปรสิตของกุงทะเลที่กอใหเกิดผลตอการเพาะเลี้ยงกุง เชน โรคที่
เกิดจากไวรัสตางๆ โรคติดเชื้อแบคทีเรีย โรคจากปรสิตชนิดตางๆ โดยเนนการศึกษาในแงการปองกัน
โรคและการตรวจสอบดวยวิธีการจําเพาะตอโรคแตละโรค (วารสารกรมประมง ปที่ 55 ฉบับที่ 3 พ.ค.- 
มิ.ย.45) 
 ปญหาการระบาดของโรคในกุงกุลาดําจัดเปนปญหาสําคัญที่สุด เนื่องจากธุรกิจการเลี้ยงกุง
กุลาดําเปนธุรกิจที่ทํารายไดสูงสุด ทั้งนี้สาเหตุการเกิดโรคในกุงกุลาดําสวนใหญมาจากโปรโตซัว 
แบคทีเรีย เชน โรคที่เกิดจากแบคทีเรียกลุม Vibrio sp. (Vibriosis) ซึ่งเปนสาเหตุของโรคเรืองแสง  และ
โรคที่เกิดจากไวรัส ซึ่งไดสรางความเสียหายอยางรุนแรงและระบาดอยางตอเนื่อง (Flegel; et al.  
1995:  65 - 79) ซึ่งโรคที่เกิดจากไวรัส ไดแก ไวรัสหัวเหลือง (Yellow head virus) ซึ่งระบาดตั้งแตชวง
ปลายป 2533 โดยมีการระบาดครั้งแรกในภาคกลาง (จิราพร เกษรจันทร; และสิทธิ บุณยรัตผลิน.  
2535) และระบาดไปสูภาคตะวันออกและภาคใตซึ่งสรางความเสียหายอยางรวดเร็วในระยะเวลาอัน
ส้ัน นอกเหนือไปจากไวรัสหัวเหลือง ไวรัสตัวแดงดวงขาว (White Spot Syndrome Virus: WSSV หรือ 
Systemic Ectodermal & Mesodermal Baculovirus: SEMBV) เปนโรคที่สรางความเสียหายตอการ
เพาะเลี้ยงกุงกุลาดําอยางหนักและกวางขวางทุกพื้นที่นับต้ังแตป 2537 เปนตนมา (ชลอ ลิ้มสุวรรณ.  
2543:  177) 
 ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนไวรัสที่กอโรคในกุงสกุล Panaeus ซึ่งเปนกุงที่มีความสําคัญใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงอยางมาก ไวรัสนี้สามารถทําใหกุงตายหมดบอภายในเวลา 3-10 วัน มี
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รายงานการพบโรคนี้คร้ังแรกที่ไตหวันในป 1992 (Chou; et al.  1995:  133 - 141) จากนั้นไดมี
รายงานการระบาดไปทั่วในกลุมประเทศที่มีอุตสาหกรรมเลี้ยงกุง สําหรับประเทศไทยพบการระบาด
ของไวรัสชนิดนี้คร้ังแรกในในฟารมกุงกุลาดําที่อําเภอระโนด และอําเภอจะนะ จังหวัดสงขลา รวมถึง
อําเภอปะเหลียน จังหวัดตรัง (Kasornchandra; & Boonyaratpalin.  1994:  9 - 11) นอกจากนี้ยัง
พบวามีการแพรระบาดของไวรัสตัวแดงดวงขาวในจังหวัดสตูล กระบี่ ปตตานี ภูเก็ต สุราษฎรธานี 
นครศรีธรรมราช จันทบุรี ระยอง และตราด เปนตน (Limsuwan.  1994:  12 - 14, Kasornchandra; & 
Boonyaratpalin.  1994:  9 - 11) ไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถติดตอในกุงที่สําคัญทางเศรษฐกิจเกือบ
ทุกชนิด (Lightner.  1996) ไมวาจะเปนกุงทะเลและยังตรวจพบในครัสเตเชียนหลายชนิดทั้ง crayfish 
และปู (Supamattaya; et al. 1998: 79 - 85) ซึ่งสัตวเหลานี้สามารถเปนพาหะนําโรคสูกุงได 
(Kanchanaphum; et al.  1998:  1 - 7) 
 เนื่องจากไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนโรคที่ยังไมมีวิธีการรักษา ดังนั้นนักวิชาการไดแนะนําวิธี
ปองกันอยางงายๆ หลายวิธีตอเกษตรกร ไดแก การเตรียมบอใหเหมาะสมและถูกสุขลักษณะ ปริมาณ
กุงที่เหมาะสมตอหนึ่งบอเลี้ยง การปองกันพาหะตามธรรมชาติของโรคตัวแดงดวงขาว เชน ปูและอาร
โทรพอด รวมทั้งการเลือกชนิดอาหารที่ใชในการเลี้ยงกุงโดยไดแนะนําใหหลีกเลี่ยงอาหารสด เชน ปูสด 
ปลาสด หรือหอยสดซึ่งอาจเปนสัตวพาหะ นอกจากนี้นักวิชาการเกษตรยังแนะนําใหเกษตรกรใชวิธีการ
เพาะเลี้ยงในระบบเปดและการทําการตรวจคุณภาพน้ําสม่ําเสมอ (Kasornchandra; & 
Boonyaratpalin.  1994:  9 - 11, Limsuwan.  1994:  12 - 14) อยางไรก็ตามกุงที่เกษตรกรนํามาเลีย้ง
อาจไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวจากพอพันธุและแมพันธุที่มีเชื้อนี้ ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยกุงกอนนํามา
เลี้ยงจึงเปนการปองกันการเสียหายที่ดีและมีความจําเปนอยางยิ่ง 
 จากเหตุผลดังกลาวจึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหไวรัสตัวแดงดวงขาวขึ้นหลายวิธี เชน 
วิธี Polymerase Chain Reactions (PCR) ซึ่งเปนวิธีที่ใชกันอยางกวางขวางในปจจุบัน (Chang; et al. 
1996:  131 - 139; Lightner; & Redmen.  1998:  201 - 220; Kasornchandra; et al.  2000:  32 -
41;Chen; et al.  2000:  157 - 161) วิธี PCR นี้เปนวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรม (Nucleic acid) ของ
ไวรัสโดยตรงจึงมีความไวสูงโดยสามารถตรวจพบการติดไวรัสต้ังแตในระยะแรกซึ่งมีจํานวนไวรัสนอย
มาก นอกจากนี้ PCR ใชเวลาในการตรวจสั้นเมื่อเปรียบเทียบกับการวินิจฉัยแบบอื่นๆ เชน การวินิจฉัย
จากอาการที่ปรากฏ (Symptomatic diagnosis) และการตรวจวินิจฉัยทางเนื้อเยื่อ (histological 
examination) (Wongteerasupaya; et al.  1995:  69 - 77; Lightner; & Redman.  1998:  201 -
220; Mohan; et al.  1998:  9 - 12; Park; et al.  1998:  71 - 75) ซึ่งวิธีการดังกลาวนอกจากตองใช
บุคลากรที่มีประสบการณแลวการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อในระยะแรกก็ทําไดยากเนื่องจากจํานวน
ไวรัสตํ่า นอกจากนี้อาการของโรคที่ปรากฏอาจมาจากสาเหตุอ่ืน เชน การติดเชื้อแบคทีเรียซึ่งอาจทํา
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ใหผลการวิเคราะหคลาดเคลื่อนได แมการวิเคราะหดวยวิธี PCR จะเปนวิธีที่มีความไวสูงในการตรวจ
วิเคราะห แตยังมีขอจํากัดในทางปฏิบัติ ทั้งนี้เนื่องจากตองใชอุปกรณพิเศษและบุคคลที่มีความชํานาญ 
คาใชจายในการตรวจวิเคราะหยังมีราคาสูง รวมทั้งไมสามารถรับรองความแมนยําและไมสามารถนํา
ผลมาเทียบเคียงระหวางหองปฏิบัติการได เนื่องจากวิธีการที่แตกตางกันอาจใหผลการทดลองที่
แตกตางกันไดซึ่งจะกอใหเกิดความสับสนในการแปลผล 
 กระบวนการทางภูมิคุมกันวิทยาเปนวิธีการที่มีความสะดวกและความแมนยําสูง ดังนั้น
วิธีการนี้จึงไดรับความสนใจจากนักวิจัยจํานวนมาก และไดเกิดความพยายามนํากระบวนการทาง
ภูมิคุมกันมาใชสําหรับตรวจการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
(Polyclonal antibody) ที่มีความจําเพาะตอไวรัสตัวแดงดวงขาว (Nadala; et al.  1997:  141 - 146 ;  
2000:  175 - 179) แตวิธีการทางภูมิคุมกันนี้มีขอจํากัด คือ ประสิทธิภาพการใชงานไมดี เนื่องจาก
แอนติบอดีที่ผลิตไดอาจทําปฏิกิริยาขามกับโปรตีนของกุงและความไวในการตรวจโรคคอนขางต่ํา ใน
ปจจุบันไดมีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody : MAb) โดยใชไวรัสตัว
แดงดวงขาวบริสุทธิ์เปนแอนติเจนซึ่งแอนติบอดีที่ผลิตไดนี้สามารถใชในการตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว
ดวยวิธี  dot  blot, western blot และตรวจการติดเชื้อในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry และ 
immunofluorescence ไดดีแตยังไมสามารถจําแนกความแตกตางของไวรัสสายพันธุตางๆ ได 
(Poulos; et al.  2001:  13 - 23; Anil; et al.  2002:  67 - 75) 
 จากความรูเกี่ยวกับจีโนมของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีการศึกษากันอยางกวางขวางทําให
ทราบขอมูลยีนตางๆ ของไวรัส (Van Hulten; et al.  2000a:  227 - 236) และสามารถจําแนกยีนที่
เกี่ยวของกับโปรตีนโครงสรางของไวรัส 5 ชนิดดวยกัน คือ VP28 VP26 VP24 VP19 และ VP15 โดย 
VP26 VP24 และ VP15 เปนองคประกอบของ nucleocapsid สวน VP28 และ VP19 เปน
สวนประกอบของโปรตีนเปลือกนอก (Enveloped protein) (Van Hulten; et al.  2000b:  100 - 110; 
Van Hulten; et al.  2002:  257 - 265) ขอมูลดังกลาวไดนํามาใชในการผลิต recombinant protein 
ขององคประกอบสวนเปลือกของไวรัส ไดแก VP28 เพื่อใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จําเพาะตอตําแหนง (Epitope) ที่ตางกันซึ่งสามารถใชเพื่อพัฒนาวิธีการ antigen-capture ELISA 
สําหรับตรวจไวรัสจากเลือด (Haemolymph) และสารสกัดจากเนื้อเยื่อที่มีความไวของการตรวจ
เทียบเคียงกับวิธี PCR (Liu; et al.  2002:  11 - 18) 
 กุงในวงศ Palaemonidae ไดแก กุงกามกราม Macrobrachium  rosenbergii เปนครัสตา
เซียนอีกชนิดหนึ่งที่มีรายงานการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว (Lo; et al.  1996:  131 - 140) อยางไรก็ตาม
การศึกษาการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกามกรามขั้นตนพบวา กุงกามกรามที่ติดไวรัสตัวแดงดวง
ขาวสามารถรอดชีวิตและคาดวาไวรัสตัวแดงดวงขาวนี้อาจหายไปภายหลังการรับเชื้อเขาไปเปน
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ระยะเวลาอยางนอย 30 วัน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายเพื่อศึกษาการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวของ
กุงกามกราม M.  rosenbergii เนื่องจากกุงชนิดนี้อาจมีความสามารถในการตานทานตอไวรัสตัวแดง
ดวงขาว ในงานวิจัยนี้ไดเลือกใชวิธี PCR เพื่อตรวจการติดเชื้อไวรัสเบื้องตนและยืนยันผลการทดลอง
ดวยวิธี immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสตัวแดงดวงขาว
เพื่อใหไดผลการทดลองที่ถูกตองและแมนยําขึ้น 
 อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไดมีการศึกษากุงในวงศ Palaemonidae ไดแก กุงฝอยน้ําเค็ม 
Palaemon serrifer กุงฝอยน้ําจืด M.  lanchesteri กุงกามกราม M.  rosenbergii และกุงในวงศ 
Atyidae ไดแก กุงกะป Caridina sp. ซึ่งกุงเหลานี้พบในแหลงเพาะเลี้ยงกุงทั้งในเขตน้ําจืดและน้ําเค็ม 

ความมุงหมายของการวิจัย 
 เพื่อสํารวจการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวตามธรรมชาติของกุงชนิดตางๆ จากแหลงเพาะเลีย้งกุง
กุลาดํา การติดไวรัสจากการทดลองดวยวิธีการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ
การติดเชื้อจากการทดลองโดยวิธีการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว  

ความสําคัญของการวิจัย 
1. เพื่อตรวจสอบการติดเชื้อของกุงในวงศ Palaemonidae และ Atyidae บางชนิดที่อาจ 

มีความสามารถในการตานทานตอไวรัสตัวแดงดวงขาวและอาจเปนพาหะนําไวรัสตัวแดงดวงขาว 
2. เพื่อใชเปนขอมูลในการจัดการวางแนวทางการปองกันการแพรระบาดของไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวตอไป  

ขอบเขตของการวิจัย 
 1. สํารวจการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวตามธรรมชาติของกุงชนิดตางๆ ในวงศ Palaemonidae 
และ Atyidae ในแหลงเพาะเลี้ยงกุง จังหวัดพระนครศรีอยุธยา จังหวัดสมุทรปราการ และจังหวัดชลบุรี 
จํานวนกุงในแตละชนิดประมาณ 10 - 15 ตัว 
 2. เหนี่ยวนําการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในกุงวงศ Palaemonidae และ Atyidae จํานวนกุงในแตละกลุมทดลองประมาณ 10 - 25 ตัว 
 3. เหนี่ยวนําการติดเชื้อโดยการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว ในกุงวงศ Palaemonidae จํานวนกุง
ในแตละกลุมทดลองประมาณ 10 ตัว 
4. ตรวจหาการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวตามธรรมชาติจากแหลงเพาะเลี้ยงและที่เหนี่ยวนําการติดไวรัส
ตัวแดงดวงขาวโดยการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวและการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว
โดยการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงวงศ Palaemonidae และ Atyidae โดยวิธี PCR 



 6

 5. ยืนยันผลการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงวงศ Palaemonidae และ Atyidae ตาม
ธรรมชาติจากแหลงเพาะเลี้ยงและที่เหนี่ยวนําการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่
ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวและโดยการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี indirect peroxidase 
immunohistochemistry  

นิยามศัพทเฉพาะ 
  1. ศัพทที่ 1 White Spot Syndrome Virus (WSSV) หมายถึง ไวรัสตัวแดงดวงขาวมี
ลักษณะรูปรางเปนแทง (Bacilliform morphology) ขนาด 275 x 120 นาโนเมตร อนุภาคไวรัส นิวคลี
โอแคปซิด (Nucleocapsid) รูปทอนอัดตัวแนนภายใตเยื่อหุม 3 ชั้น (Trilarminar envelope) นิวคลีโอ
แคปซิดที่ปราศจากเยื่อหุมมีขนาด 300 x 70 นาโนเมตร ภายในนิวคลีโอแคปซิด บรรจุดวย DNA เสนคู
เชื่อมตอกันเปนวง อนุภาคไวรัสประกอบดวยเปลือกหุมอนุภาคไวรัสประกอบดวยโปรตีนหลักๆ 2 ชนิด
คือ โปรตีนที่มีขนาด 28 และ 19 กิโลดาลตัล ในขณะที่นิวคลีโอแคปซิดประกอบดวยโปรตีนหลักๆ 3 
ชนิดที่มีขนาด 15 24 และ 26 กิโลดาลตัล 
  2. ศัพทที่ 2 Polymerase Chain Reaction (PCR) หมายถึง วิธีการสําหรับเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมที่สนใจในหองปฏิบัติการไดอยางรวดเร็วไมวาจะเปนไวรัส แบคทีเรีย หรือส่ิงมีชีวิตชั้นสูง 
โดยอาศัยหลักการ DNA Replication ใชไพรเมอรที่เปนโอลิโกนิวคลีโอไทด (Oligonucleotide primer) 
สายสั้นๆ ประมาณ 15 - 40 เบส ที่มีความสอดคลองกับ DNA ที่ตองการเพิ่มจํานวนในการเพิ่มปริมาณ 
DNA จะเติมเอนไซม DNA polymerase เพื่อชวยใหมีการสังเคราะห DNA เพิ่มข้ึนไดอยาง
เฉพาะเจาะจงโดยมีข้ันตอนการทํางานนอยและใชเวลานอย  
  3. ศัพทที่ 3 Indirect peroxidase immunohistochemistry  หมายถึง เทคนิคที่ใช
ตรวจหาแอนติเจน (Antigen) ในเนื้อเยื่อโดยอาศัยหลักการการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับ
แอนติบอดี (Antibody) ที่มีความจําเพาะตอกัน เทคนิคนี้จะใชแอนติบอดีติดฉลากดวยสารบางชนิด 
เชน เอนไซมซึ่งเอนไซมที่นิยมใชไดแก horseradish peroxidase นํามาติดกับแอนติบอดีตัวที่สอง 
จากนั้นตรวจสอบการมีปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี โดยตรวจดูการเปลี่ยนของซับสเตรต 
คือไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) และสารที่ทําใหเกิดสี (Chromogen) คือ 3,3’–diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (DAB) ปฏิกิริยาที่ไดเกิดขึ้นโดยไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกเรงปฏิกิริยาดวย
เอนไซม horseradish peroxidase กลายเปนผลิตผล (Product) ไดแก ออกซิเจนและน้ํา ออกซิเจนที่
เกิดขึ้นในสารละลายจะไปทําปฏิกิริยากับ DAB ทําใหสารละลายเปลี่ยนสภาพเปนตะกอนสีน้ําตาลอยู
บริเวณที่แอนติบอดีจับกับแอนติเจนซึ่งเปนตําแหนงเดียวกับตําแหนงที่มีแอนติเจนที่ตองการตรวจหา 
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สมมติฐานในการวิจัย 
 กุงในวงศ Palaemonidae และ Atyidae ที่อาศัยอยูในแหลงเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําหรือที่อาศัย
ในแหลงน้ําตามธรรมชาติอาจมีความสามารถในการตานทานการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว และมี
ศักยภาพในการเปนพาหะไวรัสตัวแดงดวงขาวได 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
ไวรัสดวงขาว หรือ ตัวแดงดวงขาว (White Spot Syndrome Virus = WSSV) 
 โรคตัวแดงดวงขาวเปนโรคที่เกิดจากไวรัสตัวแดงดวงขาว (White Spot Syndrome: WSSV) 
เมื่อกุงไดรับไวรัสนี้จะทําใหเกิดโรคตัวแดงดวงขาว โดยจะสงผลใหเกษตรกรที่เพาะเลี้ยงกุงไดรับความ
เสียหาย (Takahashi; et al.  1994:  121–125; Chou; et al.  1995:  133–141, Wongteerasupaya; 
et al.  1995:  69–7; Lightner.  1996;  Lo; et al.  1996a:  133–141,1996b:  215–225 & Flegel.  
1997:  285–296) ในป ค.ศ. 1993 ไดมีการตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา (Penaeus 
monodon) และ red–tail shrimp (P.  penicillatus) (Chou; et al.  1995:  133–141) พบวากุงจะมี
อาการตัวแดงและมีจุดขาวในเปลือกและผิวหนังของกุง การที่กุงปรากฏอาการดวงขาวนั้นไมไดเปน
อาการที่เกิดขึ้นในระยะสุดทายของการไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวเสมอไป ตัวอยางเชน กุงที่ไดรับไวรัส
ตัวแดงดวงขาวและมีอาการลําตัวเปนดวงขาวอาจจะมีชีวิตอยูรอดได ถาเพาะเลี้ยงในสภาวะที่ไม
กอใหเกิดอาการเครียดแกกุง อยางไรก็ตามถากุงไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวจะมีอาการอื่นรวมดวย เชน 
กุงมีอาการเฉื่อยชาไมกระปรี้กระเปรา เซื่องซึม ลําตัวมีสีชมพูถึงสีน้ําตาลแดง รวมทั้งลอยตัวอยูริมขอบ
บอ นอกจากนี้ในระหวางที่ไดรับไวรัสกุงจะกินอาหารไดนอยลง ตอมาก็จะมีอัตราการตายสูงซึ่ง
สังเกตเห็นไดภายใน 2–3 วัน หลังจากไดรับเชื้อและสามารถทําใหกุงตายไดทั้งหมด ซึ่งจะสงผลทําให
เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจอยางมากมายและจนกระทั่งบัดนี้ยังไมมีรายงานการตานทานตอไวรัส
ชนิดนี้ของกุงสปชีสตางๆ ทั้งในไตหวันหรือจากแหลงอื่นๆ (Lightner.  1998:  201-220) ไวรัสตัวแดง
ดวงขาวสามารถติดเชื้อในโฮสตไดหลายชนิดไมใชเฉพาะกุงเทานั้นแตยังรวมถึงปู และอารโทรพอดอืน่ๆ 
ดวย เชน copepods insects และ pest prawns (Lo; et al.  1996:  133–141;  Chen; et al.  2000:  
157–161) 

ไวรัสตัวแดงดวงขาว (White Spot Syndrome: WSSV) 

 ไวรัสตัวแดงดวงขาวจัดเปนไวรัสที่มีขนาดใหญมีสารพันธุกรรมเปน DNA สายคูเชื่อมตอกัน
เปนวง (dsDNA) พบการติดไวรัสในสัตวกลุมครัสตาเชียนหลายชนิดตั้งแตกุงและปูที่อาศัยในน้ําเค็ม
และน้ํากรอย รวมไปถึงกุง crayfish ที่อาศัยในน้ําจืด โฮสตที่ไดรับไวรัสชนิดนี้จะถูกโจมตีและตายลง
อยางรวดเร็ว (Chou; et al.  1995:  133–141; Chang; et al.  1996:  131–139) อวัยวะเปาหมายใน
การติดไวรัส คือ เนื้อเยื่อตางๆ ที่มีกําเนิดมาจากเนื้อเยื่อชนิด mesoderm และ ectoderm ไดแก เหงือก 
(Gill) เนื้อเยื่อน้ําเหลือง (Lymphoid organ) และเนื้อเยื่อใตเปลือก (Cuticular epithelium) โดยไวรัส
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จะเขาไปเพิ่มจํานวนและประกอบเปนอนุภาคไวรัสใหมภายในนิวเคลียสและถูกปลอยออกมาเมื่อเซลล
ที่ติดไวรัสนั้นแตกออก จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) โครงสรางและ
องคประกอบตางๆ ของจีโนม (Genomic structure and composition) และสายวิวัฒนาการ 
(Evolution) จําแนกไวรัสไดดังนี้ 
 
    Family  Nimaviridae 
    Genus  Whispovirus 
    Species White spot syndrome virus 
 
 ไวรัสตัวแดงดวงขาวจัดอยูใน Family Nimaviridae เนื่องจากอนุภาคไวรัสมีสวนที่ยื่นออกมา
คลายหาง (Nima เปนภาษาลาตินหมายถึงหาง) และเปน species เดียวของ family นี้ ชื่ออ่ืนๆ ที่มี
รายงานในการวิจัยตางๆ นอกจากไวรัสตัวแดงดวงขาว คือ HHNBV (Hypodermic and 
Hematopoietic Necrosis Baculovirus), RV–PJ (Rod Shaped Nuclear Virus of Penaeus 
japonicus), SEMBV (Systemic Ectodermal Mesodermal Baculovirus) และ WSBV (White Spot 
Baculovirus) (Chang; et al.  1996:  133-141;  Lo; et al.  1996b:  215-225; 1997:  53-72) 
 ไวรัสตัวแดงดวงขาวมีอนุภาคขนาดใหญ (Chou; et al.  1995:  133–141; Wang; et al.  
1995:  297–302 &  Lo; et al.  1996b:  133–141) มีขนาดประมาณ 120275× นาโนเมตร ที่ปลาย
ดานหนึ่งของอนุภาคไวรัสมีสวนของระยางคที่ยื่นออกมาลักษณะคลายหาง (Tail like) อนุภาคไวรัส
ประกอบดวยนิวคลีโอแคปซิด (Nucleocapsid) รูปทอนซึ่งอัดตัวแนน ภายใตเยื่อหุม 3 ชั้น 
(Trilarminar envelope) นิวคลีโอแคปซิดที่ปราศจากเยื่อหุมมีขนาด 70300×  นาโนเมตร 
องคประกอบของ capsid จะเกิดจาก capsomer ที่เรียงตัวแบบ parallel cross striations ดังนั้น 
capsid จึงดูคลายประกอบดวยวงแหวนของ subunits เรียงตัวตั้งฉากกับความยาวของแกนของ 
capsid ความหนาของวงแหวนประมาณ 20 นาโนเมตร (Wang; et al.  1995:  239–242) ภายใน       
นิวคลีโอแคปซิดบรรจุดวย DNA เสนคูที่เชื่อมตอกันเปนวง อนุภาคของไวรัสประกอบดวย polypeptide 
สําคัญๆ อยางนอย 5 ชนิด ที่มีขนาดตางๆ ระหวาง 15 – 28 กิโลดาลตัล โดยเปลือกหุมอนุภาคไวรัส
ประกอบดวยโปรตีนหลักๆ 2 ชนิด คือ โปรตีนที่มีขนาด 28 และ 19 กิโลดาลตัล ในขณะที่นิวคลีโอ    
แคปซิดประกอบดวยโปรตีนหลักๆ ชนิดที่มีขนาด 26 24 และ 15 กิโลดาลตัล โดยโปรตีนขนาด 28 กิโล
ดาลตัล (VP28) ที่อยูบนผิวของอนุภาคไวรัสมีความสําคัญเกี่ยวของกับการติดไวรัส (Van Hulten; et 
al.  2001b:  228–233) สําหรับโปรตีนขนาด 15 กิโลดาลตัล จะทําหนาที่เปน DNA–binding protein 
เนื่องจากเปนโปรตีนที่มีประจุบวกสูง (Highly basic protein) และไมมีสวนที่เปน hydrophobic 
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เชนเดียวกับโปรตีนที่เปน histone-like protein นอกจากนี้ยังมีโปรตีนอื่นๆ ของไวรัสที่ไดจัดจําแนกไว
แลวอีก 14 ชนิดรวมทั้ง collagen–like ORF ดวย (Van Hulten; et al.  2001a:  7–22 ; 2002:  1069-
1074) 
 ไวรัสตัวแดงดวงขาวจัดเปนไวรัสสัตวที่มีขนาดใหญที่สุด จากการศึกษาลําดับเบสในจีโนม 
(Genome) ที่มีรายงานไวแลวพบวาจีโนมของไวรัสมีขนาดประมาณ 300 กิโลเบส ประกอบดวยยีนที่
เปนรหัส (Open reading flame) อยู 184 ORFs โดย 94% ของ ORFs ทั้งหมดยังไมทราบหนาที่
เนื่องจากไมมีสวนคลายคลึงกัน (Homology) กับโปรตีนอื่นๆ ที่มีรายงานไวในฐานขอมูลตางๆ พบ
ลักษณะพิเศษของยีนในไวรัสตัวแดงดวงขาวคือมี ORF ขนาด 18,234 นิวคลีโอไทดที่ยังไมทราบหนาที่
ชัดเจน (เปน collagen–like ORF) และมีสวนที่ไมมีการถอดรหัส 9 ชิ้น กระจายอยูทั่วไปในจีโนม โดย
แตละชิ้นจะประกอบดวยนิวคลีโอไทดที่มีลําดับเบสซ้ําตอเนื่อง (Tandem repeats) ขนาด 250 bp 
(Van Hulten; et al.  2001b:  7-22) 

การศึกษาไวรัสตัวแดงดวงขาวและวิเคราะหการติดไวรัสโรคตัวแดงดวงขาว 
 ชู และคณะ (Chou; et al.  1995:  133–141) ไดทําการศึกษาพบวามีโรคแพรระบาดอยาง
รุนแรงในกุงเพาะเลี้ยงตระกูล Penaeid หลายชนิดในประเทศไตหวัน รวมทั้งกุงกุลาดํา (P. monodon) 
กุงคูรูมา (P.  japonicus) และกุงหางแดง (P.  penicillatus) กุงที่เปนโรคเหลานี้จะมีอาการปรากฏให
เห็นคือ เปนดวงขาวบนแผนแกมปดเหงือก (Carapace) บนรยางค(Appendages) และที่ผิวลําตัว 
ลักษณะอาการที่ปรากฏนี้เรียกวา White Spot Syndrome (WSS) กุงคูรูมา (P. japonicus) ปกติจะ
แสดงอาการดวงขาวเมื่อเพาะเลี้ยงในน้ํากรองไดจากการเพาะเลี้ยงกุงคูรูมา (P. japonicus) และกุง
กุลาดํา (P. monodon) ที่เปนโรค กุงที่เปนโรคนี้จะมีอัตราการตายสะสมเปน 100% ภายใน 5 – 7 วัน 
โดยเปนผลมาจากความเครียดจากการจับและอุณหภูมิที่ใชเพาะเลี้ยงรวมดวย จากการศึกษาดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวามีอนุภาคของไวรัสซึ่งมีรูปรางเปนทอน (Non–occluded rod–
shaped viral particle) อยูที่ผิวหนัง (Epidermis) ของกุงคูรูมาที่ไดรับเชื้อเองตามธรรมชาติและจาก
การไดรับเชื้อในหองทดลอง อนุภาคของไวรัสเหลานี้ถูกปกคลุมดวยเปลือกหุมอนุภาคมีความยาว 
330+20 นาโนเมตร และมีเสนผานศูนยกลาง 87+7 นาโนเมตร ลักษณะอาการที่ปรากฏภายนอกและ
สัณฐานวิทยาของไวรัสมีความคลายคลึงกันทั้งในกุงที่ไดรับเชื้อเองตามธรรมชาติและกุงที่ถูกทําให
ไดรับเชื้อในหองทดลอง ซึ่งขอมูลนี้บงชี้วาไวรัสรูปทอนชนิดนี้อาจจะเปนสาเหตุหลักของการที่กุงเปน
โรค White Spot Syndrome ในประเทศไตหวัน 
 วอง และคณะ (Wang; et al.  1995:  239–242) ไดเก็บรวบรวมกุงกุลาดํา (P. monodon) ที่
เปนโรคทางตอนใตของประเทศไตหวันแลวนํามาตรวจลักษณะทางกายวิภาคศาสตร ประกอบกับการ
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ใชกลองจุลทรรศนแบบใชแสงธรรมดาและกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวากุงกุลาดําที่เปนโรคมี
ลักษณะเปนดวงขาวบริเวณเปลือกกระพุงแกมที่ปดเหงือก ขณะที่ผลจากการศึกษาทางดาน histology 
พบวาผิวหนังของกุงที่ เปนโรคได รับไวรัสตัวแดงดวงขาวและเซลลของเนื้อเยื่อนี้จะสลายตัว 
(Degenerated cell) นิวเคลียสขยายใหญและเมื่อนําเยื่อบุผิวของกุงกุลาดําที่เปนโรคตัวแดงดวงขาว
ไปทํา ultrathin section แลวสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ปรากฏวาพบ non–occluded 
baculo–like viral particles จํานวนมากในบริเวณที่มีการตายของเนื้อเยื่อ (Necrotic areas) 
นิวเคลียสที่มีการขยายใหญจะเต็มไปดวยอนุภาคของไวรัส อนุภาคของไวรัสมีรูปรางเปน fusiform หรือ 
rod shaped บริเวณปลายของอนุภาคกลมมนคลายลูกปน เมื่อยอมสีแบบ negative strained พบวา
อนุภาคไวรัสมีความกวาง 70 – 150 นาโนเมตร มีความยาว 330 – 350 นาโนเมตร บางอนุภาคมี tail–
like projection ยื่นออกมาจากปลายดานหนึ่งของอนุภาค สวนที่เปนนิวคลีโอแคปซิดไมมีเปลือกหุม
อนุภาคไวรัสมีเสนผานศูนยกลาง 58 – 67 นาโนเมตร และมีความยาว 330 – 350 นาโนเมตร ขณะที่  
นิวคลีโอแคปซิดประกอบดวยวงแหวนของ subunits เรียงตอกันเปนอนุกรม ความหนาของวงแหวน
คอนขางคงที่คือ 20 นาโนเมตร สัณฐานวิทยาของไวรัสตัวแดงดวงขาวคลายกับ SEMBV (Systemic 
Ectodermal and Mesodermal Baculovirus) แตแตกตางจาก BMN (Baculoviral Midgut gland 
Necrosis virus) และ PmSNPV (P. monodon Single Nudleocapsid Nuclear Polyhedrosis Virus 
= MBV) 
 โล และคณะ (Lo; et al.  1996:  131–140) ไดตรวจพบไวรัสทําใหเกิดโรคตัวแดงดวงขาว 
(White Spot Syndrome Baculovirus : WSBV) ในกุงหลายชนิดในประเทศตางๆ ของทวีปเอเชียโดย
ใช 1-step PCR reaction นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังไดพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยไวรัสตัวแดงดวงขาวที่
มีความไวสูงคือการใช 2–step PCR amplification โดยใช nested primers ที่มีความไวสําหรับ
ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชเทคนิค PCR ความไวของการตรวจวินิจฉัยโดยใช 2–step PCR สูง
กวา 1–step PCR ประมาณ 43 1010 − เทา และจากการใช 2 เทคนิคนี้คือ 1 และ 2–step PCR ทําให
ประสบความสําเร็จในการตรวจหา DNA ของไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงที่เพาะเลี้ยง ไดแก กุงกุลาดํา 
(P. monodon) กุงคูรูมา (P. japonidus) กุงหางแดง (P. penicillatus) และกุงตะกาด (Metapenaeus 
ensis) พบวา กุงเหลานี้มีอาการตัวแดงดวงขาวซึ่งกุงเหลานี้เก็บรวบรวมไดจากฟารมกุงบริเวณตางๆ 
กัน จากการตรวจวิเคราะห DNA ที่สกัดไดจากกุงที่เก็บรวบรวมไดโดยใช 1-step PCR amplification 
พบวา ให PCR product ขนาด 1,477 bp นอกจากนี้ยังพบวามีบางตัวอยางที่ทําการตรวจวิเคราะหคือ 
ปูทะเล (Scylla serrata) ที่เพาะเลี้ยงไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวดวย เมื่อตรวจวิเคราะหโดยใช 1–step 
PCR  ขณะที่ตัวอยางอื่นๆ จะใหผลบวกเมื่อตรวจวิเคราะหโดยใช ใช 2–step PCR amplification ใน
การตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว specific DNA fragment ของกุงกามกราม (M.  rosenbergii) พบวา 
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กุงชนิดนี้ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวดวย นอกจากนี้ผลการทดลองที่ไดทําใหคณะผูวิจัยยนืยนัวา กุงทีจ่บั
ไดจากธรรมชาตินั้น ไดแก กุงกุลาดํา กุงคูรูมา กุง P. semisulcatus กุงหางแดง (P. penicillatus) ปู
กางเขน (Charybdis feriatus) ปูมา (Portunas pelagicus) และปูสามจุด (P.  sanguinolentus) ซึ่ง
รวบรวมไดจากชายฝงทางใตของประเทศไตหวันไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวดวย และจากการตรวจไวรัส
ตัวแดงดวงขาวในอารโทรพอดซึ่งรวบรวมไดจากฟารมกุงที่ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวปรากฎวาไรน้ํา 
(Helice tridens) small pest (Palaemonidae shrimp) และตัวออนของ แมลงจําพวก Ephydridae  
เปนแหลงสะสมไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยอาจถายทอดเชื้อสูฟารมกุงกุลาดําได 
 แชง และคณะ (Chang; et al.  1996:  131–139) ไดทําการตรวจหาอวัยวะเปาหมายของ 
ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยตัดเนื้อเยื่อของกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อเขาไปที่เวลา 0 16 22 52 และ 64 ชั่วโมง 
มาตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชเทคนิค in situ hybridization โดยทําการ hybridized เนื้อเยือ่กุง
กุลาดําที่ไดรับเชื้อซึ่งผานการเตรียมตัวอยางแลวดวย PMNOBlll (P. monodon non – occluded 
baculovirus III) DNA probe ที่ติดฉลากดวย digoxigenin พบเซลลที่เร่ิมใหผลบวกกับการตรวจหา 
ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชเทคนิคนี้ 16 ชั่วโมง หลังจากไดรับเชื้อคือ เซลลของกระเพาะอาหาร เหงือก 
cuticular epidermis และ ตับ–ตับออน ขณะที่เวลา 22 ชั่วโมงหลังจากไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวที่
อวัยวะน้ําเหลือง antennal gland เนื้อเยื่อกลามเนื้อ เนื้อเยื่อที่ทําหนาที่สรางเม็ดเลือด midgut และ 
hind gut สวนเนื้อเยื่อประสาทและตาประกอบ (Compound eyes) จะพบไวรัสตัวแดงดวงขาว
หลังจากไดรับเชื้อเขาไปแลว 40 ชั่วโมง เนื้อเยื่อตางๆ ที่พัฒนามาจาก mesodern และ ectoderm เชน 
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เนื้อเยื่อบุผิว เนื้อเยื่อประสาท และกลามเนื้อ สามารถถูก infected และที่เวลา 52 
และ 64 ชั่วโมงหลังจากการไดรับเชื้อ พบวา กระเพาะอาหาร เหงือก cuticular epidermis อวัยวะ
น้ําเหลือง เนื้อเยื่อที่ทําหนาที่สรางเม็ดเลือด และ antennal gland มีการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว
อยางรุนแรงจนกระทั่งเนื้อเยื่อเหลานี้กลายเปน necrotic สวนอาการตัวแดงดวงขาวจะสังเกตเห็นเมื่อ
ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวเขาไปแลว 40 ชั่วโมง และกุงจะเริ่มตายที่เวลา 64 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อ
ขณะที่ probe ไมใหผลบวกกับเนื้อเยื่อกุงปกติที่ไมไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 โล และคณะ (Lo; et al.  1997:  53–72) ไดทําการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวและชนิดของ
เนื้อเยื่อที่ติดเชื้อ (Tissue tropism) ของไวรัสชนิดนี้ในพอแมพันธุกุงกุลาดํา (P. monodon) โดยเก็บ
ตัวอยางกุงกุลาดํา พอแมพันธุจากชายฝงทางตอนใตของประเทศไตหวันระหวางเดือนกรกฎาคม 1995 
ถึงเดือนกุมภาพันธ 1996 นําเอา pleopods ออกมาแยกแลวสกัด DNA เพื่อใชเปน template ในการ
ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชเทคนิค PCR พบวา กุงกุลาดําเพศผู 40% ใหผลบวกกับข้ันตอน
แรกของการ amplified ทั้ง 2 ข้ันตอน นอกจากนี้ยังพบวาการแพรกระจายของไวรัสตัวแดงดวงขาวใน
แมพันธุกุงจะมีแพรกระจายมากในชวงฤดูรอนถึงฤดูใบไมรวง (กรกฎาคมถึงพฤศจิกายน) สวนฤดู



 13

หนาว (ธันวาคมถึงกุมภาพันธ) จะพบไวรัสตัวแดงดวงขาวไดนอย จากการศึกษาความชอบเนื้อเยื่อของ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําโดยใชเทคนิค PCR และตรวจดูเนื้อเยื่อโดยใชกลองจุลทรรศนแบบใช
แสงธรรมดาและกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานรวมกันเพื่อตรวจหาตําแหนงที่มีการเพิ่ม
จํานวนไวรัส พบวา pleopods เหงือก กระเพาะอาหาร กลามเนื้อทอง เลือด midgut หัวใจ periopods 
อวัยวะน้ําเหลือง เปลือกหุมลําตัว เนื้อเยื่อประสาท ตับและตับออน อัณฑะ รังไข spermatophore และ 
กานตาเปนแหลงที่ไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการเพิ่มจํานวนและจากการตรวจดวย in situ hybridization 
รวมกับการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน พบวา มีไวรัสตัวแดงดวงขาวอยูในอวัยวะ
สืบพันธุ (Reproductive organs) ของกุงกุลาดํา โดยในอัณฑะเซลลที่ตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวอยู
ที่บริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ลอมรอบหลอดสรางตัวอสุจิ (Seminiferous tubules) แตไมพบใน germ 
cells ในเนื้อเยื่อของ spermatophore เซลลกลามเนื้อและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเนื้อเยื่อ 
spermatophore เทานั้นที่พบไวรัสตัวแดงดวงขาว สวนในรังไขนั้นพบไวรัสตัวแดงดวงขาวในเซลลฟอล
ลิเคิล (Follicle cells) โอโอโกเนีย (Oogonia) และเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ซึ่งเซลลเหลานี้มีนิวเคลยีส
ที่ขยายใหญ มีเสนผานศูนยกลางใหญกวาเซลลปกติ 2 – 3 เทา และเปนที่นาสังเกตวาเซลลที่มีไวรัสตัว
แดงดวงขาวสวนใหญจะอยูที่ epidermis อยางไรก็ตามไมสามารถตรวจพบวามี mature eggs ถูก 
infected ดวยไวรัสตัวแดงดวงขาวอาจเปนไปไดวาเซลลไขที่ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวถูกฆาโดยไวรัส
กอนที่จะถึง maturation นอกจากนี้ยังตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวในปูสามจุด ที่ใชเปนอาหารของกุง
กุลาดํา โดยเทคนิค PCR เมื่อตรวจผลซ้ําดวยวิธีทาง histology เชน in situ hybridization และกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน พบวา มีอวัยวะ 3 ชนิดที่ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาว ไดแก หัวใจ 
กระเพาะอาหาร และ midgut ซึ่งภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานสามารถเห็นอนุภาค
ของไวรัสชนิดนี้ในเซลลทั่วไปและไมมีความแตกตางระหวางไวรัสตัวแดงดวงขาวที่พบครั้งนี้เทียบกับ
การศึกษาของคนอื่นๆ ที่เคยมีรายงานมากอน 
 ทาเปย และคณะ (Tapay; et al.  1997:  285 - 292) ไดทําการแยก Chinese Baculovirus-
like Virus (CBV) จาก cephalothorax ของกุงคูรูมา (P. japonicus) ที่เปนโรคซึ่งนํามาจากประเทศจีน
โดยบด cephalothorax ใน antibiotic incubation medium (AIM) ซึ่งประกอบดวยเพนิซลิิน เจนตามยั
ซิน สเตรปโตมัยซิน และแอมโฟเทอริซิน แลวนําไปปนหมุนเหวี่ยงรวบรวมสวนใสมากรองผานเมมเบรน
ที่มีรูขนาด 0.2 ไมครอน นําไวรัสที่เตรียมไดมาฉีดเขากลามเนื้อของกุง P. stylirostris blue shrimp 
และ P . vannamei white shrimp ที่มีน้ําหนักตัวประมาณ 4-20 กรัม ปริมาตร 0.1-.02 มิลลิลิตรตอตัว 
ขณะที่กุงกลุมควบคุมเปนกุงปกติที่ไมไดรับเชื้อมากอนโดยฉีดดวย TNE buffer (pH 7.4) ทําการเลี้ยง
สัตวทดลองที่อุณหภูมิหองและสังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นทุกวัน บันทึกจํานวนกุงที่ตาย สวนกุงที่
กําลังจะตายจะถูกแยกออกจากอางเพาะเลี้ยงและนํามาศึกษาทาง histopathology พบวากุงทั้ง 2   
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สปชีสที่ไดรับเชื้อ CBV จะเริ่มตายภายใน 2 วันและตายลงทั้งหมดภายในเวลา 4 วัน อัตราการตาย
สะสมของกุงทั้ง 2 สปชีส ที่เวลา 2 วันหลังจากไดรับเชื้อคือ 14% สําหรับ white shrimp และ 17% 
สําหรับ blue shrimp สวนอัตราการตายสะสมของกุงทั้ง 2 สปชีสที่เวลา 3 วันหลังจากไดรับเชื้อคือ 
57% สําหรับ white shrimp และ 73% สําหรับ blue shrimp และกุงทั้ง 2 สปชีสจะตายลงทั้งหมด 
(100%) หลังจากไดรับเชื้อ 4 วัน สวนกุงกลุมควบคุมไมพบการตายและจากการศึกษาทางดาน 
histopathology โดยนําเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ ของกุงที่ไดรับเชื้อและกุงกลุมควบคุม fixed ใน 
Davidson’s fixative และผานกระบวนการตางๆ แลวนําสองดูดวยกลองจุลทรรศนพบวา กุงทั้ง 2     
สปชีสแสดงอาการตายของเนื้อเยื่อคลายๆ กัน โดยพบใน loose connective tissue ทุกบริเวณ 
cuticular epidermis อวัยวะน้ําเหลือง และอวัยวะที่เกี่ยวของกับการสรางเม็ดเลือด antennal gland 
ของกุงที่ไดรับเชื้อ CBV จะมีนิวเคลียสขยายใหญ สวนการศึกษาวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน โดยนําชิ้นสวนของเหงือก ตับและตับออน ของกุงตัวอยางที่ไดรับเชื้อ CBV และกุงกลุม
ควบคุมมา fixed ดวย 3% glutaraldehyde ใน 0.5 M cacodylate buffer (pH 7.0) เปนเวลา 2 
ชั่วโมง แลวลางดวยบัฟเฟอร 3 คร้ัง นําตัวอยางไป fixed อีกครั้งใน 1.5% osmium tetroxide ตรวจดู
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวา CBV มีการขยายตัว อนุภาคของไวรัสมีเปลือกหุมหลายชั้น มี
ความยาวเฉลี่ย 20265 ± นาโนเมตร และเสนผาศูนยกลาง 10120 ± นาโนเมตร (จํานวนตัวอยาง 20 
ตัว) ความยาวของนิวคลีโอแคปซิด 12205 ± นาโนเมตร และเสนผาศูนยกลาง 578 ± นาโนเมตร 
ชองวางระหวางเปลือกหุมอนุภาคไวรัสและนิวคลีโอแคปซิด 212 ±  นาโนเมตร สวนตับและตับออน
ของกุงที่ไดรับเชื้อไมปรากฏอาการเชนที่พบในเนื้อเยื่อเหงือกเชนเดียวกับกุงกลุมควบคุม 
 กาญจนภูมิ และคณะ (Kanchanaphum; et al.  1998:  1-7) ทําการศึกษาถึงความสามารถ
ในการถายทอดไวรัสตัวแดงดวงขาวของปู 3 ชนิดที่คาดวาจะเปนพาหนะของไวรัสตัวแดงดวงขาวไดแก 
ปูแสม (Sesarma sp.) ปูทะเล (S. serrata) และปูกามดาบ (Uca pugilator) โดยการทดลองเหนี่ยวนํา
ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการฉีดใหแกปูทั้งหมด ผลที่ไดพบวาปูเหลานี้ก็ยังไมแสดงอาการออกมาใหเห็น
และไมมีการตายเกิดขึ้นตลอดชวง 45 วันของการทดลอง ซึ่งขั้นตอนนี้ตรวจสอบดวยผลของ histology, 
specific in situ DNA hybridization และ เทคนิคทาง PCR หลังจากนั้นนําเอาปูทั้งหมดที่มีเชือ้ไวรัสไป
เลี้ยงรวมกัน กับกุงกุลาดํา P. monodon ที่ปกติพบการถายทอดไวรัสไปสูกุงกุลาดําได  โดยผานทางน้าํ
ที่เลี้ยงอยูในบอเดียวกัน การถายทอดไวรัสไปสูกุงกุลาดําตรวจพบไดดวยวิธี in  situ hybridization 
และเทคนิค PCR หลังจากที่นําไปเลี้ยงรวมกันรวมทั้งหมด 12 ชั่วโมง สําหรับปูกามดาบ U. pugilator 
เกิดการถายทอดไวรัสตัวแดงดวงขาวไปสูกุงกุลาดําได ซึ่งตรวจพบโดยเทคนิค PCR หลังระยะเวลาที่
อยูรวมกัน 24 ชั่วโมง และวิธี in  situ hybridization ที่เวลา 60 ชั่วโมง ในปูทะเล S.  serrata ตรวจจาก
เทคนิค PCR พบที่เวลา 48 ชั่วโมง และวิธี in  situ hybridization ที่เวลา 60 ชั่วโมง และในปูแสม     
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(S. sp.) ตรวจจากเทคนิค PCR พบที่เวลา 48 ชั่วโมง และวิธี in situ hybridization ที่เวลา 72 ชั่วโมง 
จากผลการศึกษาเปนการจําลองสถานการณของการถายทอดไวรัสจากพาหะนําโรคไปสูกุงกุลาดําซึ่ง
อาจเกิดขึ้นไดในบอกุง อยางไรก็ตามการทดลองนี้มีปจจัยของจํานวนสัตวทดลองที่นอยกวาจริงและน้ํา
ทะเลที่ใชนั้นมีความสะอาดกวาบอเลี้ยงสภาพจริง ซึ่งปจจัยเหลานี้อาจมีผลทําใหอัตราการถายทอด
ไวรัสนั้นเปลี่ยนแปลงไป จึงจําเปนจะตองมีการศึกษากันตอไปถึงปจจัยของขนาดบอเพาะเลี้ยง 
คุณภาพน้ํา และพฤติกรรมการอยูรวมกันในบอที่เปนสถานที่จริง 
 ศุภมาศ และคณะ (Supamattaya; et al.  1998:  79 – 85) ไดศึกษาการถายทอดไวรัสตัว
แดงดวงขาวจากกุงกุลาดําที่เปนโรคตัวแดงดวงขาวไปยังสัตวครัสตาเซียน 3 ชนิดที่มักพบเปนประจํา
ในฟารมเลี้ยงกุงกุลาดํา ไดแก ปูมา (P. pelagicus) ปูทะเล (S. serrata) และกุงเคย (Acetes sp.) 
สําหรับการเตรียมสารสกัดจากเหงือก ทําโดยนําเนื้อเยื้อเหงือกของกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาว
มาบดใน lopster haemolymph medium (LHM), pH 7.4 อัตราสวนเนื้อเยื่อตอ LHM เทากับ 1 : 10 
ปนแยกตะกอนทิ้งที่ 3,000g เปนเวลา 10 นาที สารละลายสวนใสนํามากรองผานเมมเบรนปลอดเชื้อที่
มีเสนผานศูนยกลางขนาด 0.22 ไมโครเมตร ทําการตรวจเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยการยอมสีแบบ 
negative straining โดยใช phosphotungstic acid แลวสองดูดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด สาร
สกัดที่ไดจะนําไปฉีดและจุม (Immersion) สัตวทดลอง ทําการทดลองโดยใหกุงเคยไดรับไวรัสตัวแดง
ดวงขาว โดยการฉีด การจุม และการกินเนื้อเยื่อของกุงกุลาดําที่เปนโรคเขาไปในเวลาตางๆ กัน สวนปู
ทั้ง 2 ชนิดทําใหไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการฉีดและการกินเทานั้น จากนั้นนํามาตรวจการติด
ไวรัสตัวแดงดวงขาว ในเนื้อเยื่อตางๆ ของสัตวครัสตาเชียนทั้ง 3 ชนิด โดยวิธีการทาง histology กลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน และ in situ hybridization โดยใชเนื้อเยื่อกุงกุลาดําปกติที่ไมติดเชื้อและเนื้อเยื่อ
กุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาว เปน negative และ positive control ตามลําดับ พบวากุงเคยมี
ลําตัวสีแดงภายใน 24 – 48 ชั่วโมง หลังจากฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว และการใหไดรับไวรัสโดยการฉีด
จะใหผลดีที่สุดคืออัตราการตายเปน 100% ภายใน 3 วัน รองลงมาคือ การจุมกุงเคยในสารสกัดจาก
เนื้อเยื่อเหงือกของกุงกุลาดําที่เปนโรค ซึ่งจะมีการตายทั้งหมดภายในเวลา 5 วัน และการใหกินเนื้อเยื่อ
กุงกุลาดําที่เปนโรคจะทําใหกุงเคยตายลง 20% ภายในเวลา 9 วัน การใหปูทั้ง 2 ชนิดกินเนื้อเยื่อของกุง
กุลาดําที่เปนโรค ปูทั้ง 2 ชนิดยังสามารถดํารงชีวิตไดมากกวา 9 วัน จากผลการทดลองนี้ชี้ใหเห็นวา
สัตวทดลองที่ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวไมจําเปนที่สัตวทดลองนั้นจะตองตายลงทั้งหมด จึงเปนไปไดวา
กุงเคยและปูทั้ง 2 ชนิด เปนแหลงพาหะของไวรัส และนําไวรัสจากบอหนึ่งไปยังอีกบอหนึ่งได และ
สามารถดํารงชีวิตอยูในฟารมเลี้ยงกุงไดเปนเวลานาน นอกจากนี้ผลการศึกษาทาง histology ดวย
กลองจุลทรรศนแบบใชแสงยังพบวา เซลลเม็ดเลือด เซลลเหงือก และเซลลเยื่อบุผิวของกุงเคยที่ติด
ไวรัสตัวแดงดวงขาว จะมีนิวเคลียสขยายใหญ ลักษณะเชนนี้ก็พบในปูทั้ง 2 ชนิดที่ไดรับไวรัสดวย
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เชนกัน และเมื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาอนุภาคของไวรัสชนิดนี้มีรูปรางเปนทอน
เชนเดียวกับที่พบในกุงกุลาดําที่เปนโรคและมีขนาดใกลเคียงกัน สวนการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในเนื้อเยื่อโดยใช in situ hybridization ที่ใช probe ขนาด 4.2 กิโลเบส ที่ติดฉลากดวย digoxigenin 
ซึ่งมีความจําเพาะตอไวรัสตัวแดงดวงขาวพบวาเซลลของเนื้อเยื่อของสัตวทดลองทั้ง 3 ชนิดที่มี
นิวเคลียสขยายใหญใหผลบวกกับ in situ hybridization ในทางตรงกันขามเซลลของเนื้อเยื่อกุงและปู
ปกติไมใหผลบวกกับปฏิกิริยานี้ 
 นาดาลา และคณะ (Nadala; et al.  1998:  221–229) ไดทําการศึกษาเปรียบเทียบสัณฐาน
วิทยา (Morphology) คุณลักษณะทางชีวเคมีและจีโนมของไวรัสโรคตัวแดงดวงขาว 3 ไอโซเลต 
(Isolate) ซึ่งแยกไดจากกุงทะเลสกุล Penaeid 3 ชนิดที่รวบรวมไดจากแหลงตางๆ กัน โดยการตรวจดู
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน เมื่อยอมตัวอยางแบบ negative strain การวิเคราะหโปรตีนที่เปน
องคประกอบของอนุภาคไวรัสดวย sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS–PAGE) การวิเคราะหดวย Western blot และ Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP) จากการศึกษาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวา ไวรัสทั้ง 3 ไอโซเลต มีโครงสรางคลาย
กับ baculovirus ที่ทําใหเกิดโรคตัวแดงดวงขาว ความกวางยาวของนิวคลีโอโปรตีนเหมือนกันทั้ง 3 ไอ
โซเลต กลาวคือ มีความยาวประมาณ 316–350 นาโนเมตร และจากการศึกษาดวย SDS–PAGE 
พบวา ไวรัสทั้ง 3 ไอโซเลตมีแถบโปรตีนอยางนอย 3 แถบที่พบในทั้ง 3 ไอโซเลตมีตําแหนงตรงกันและ
จากการวิเคราะหจีโนมของไวรัสดวยเทคนิค RFLP โดยตัด DNA ของไวรัสดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI และ Hindlll ปรากฏวา ถึงแมวา 3 ไอโซเลตจะเหมือนกันเมื่อตัดดวย EcoRI แตไวรัสที่แยกได
จากกุงคูรูมา (P. japonicus) ซึ่งเก็บรวบรวมมาจากประเทศจีนจะมีจีโนมที่แตกตางจากไวรัสอีก 2 ไอ
โซเลตที่แยกไดจากกุงกุลาดํา (P. monodon) ซึ่งรวบรวมมาจากประเทศอินโดนีเซียและกุง P. 
sertiferus ซึ่งรวบรวมมาจากประเทศสหรัฐอเมริกาเมื่อตัดดวย Hindlll 
 แปง และคณะ (Peng; et al.  1998:  253-262) ไดศึกษาไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนตัวกลาง
สําคัญของโรคที่เกิดกับกุง Penaeid และสงผลกระทบใหกับธุรกิจการเลี้ยงกุงเปนอยางมากครั้งหนึ่ง
เคยเชื่อวาไวรัสตัวแดงดวงขาวไมติดในกุงชนิดนี้ แตในปจจุบันนี้ไดมีการตรวจพบอาการของโรคนี้ใน 
exoskeleton ของกุงในรายงานฉบับนี้ไดทําการพิสูจนวาไวรัสตัวแดงดวงขาวไดถูกตรวจพบใน กุง
กามกราม ในระยะ larvae, postlarvae , juveniles และ adults โดยได PCR product ที่ไดมาจาก 
DNA ของกุงกามกราม ที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวนอกจากนี้ผลการเปรียบเทียบการตัด PCR ทั้งสอง
โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) HaeIII , HpaII, RsaI และ SaullI ไมตางกันแสดงให
เห็นวาไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงกามกราม และกุงกุลาดํามีความสัมพันธอยางใกลชิดหรืออาจจะเปน
ชนิดเดียวกันไดมีการทดลองนําเนื้อกุงกุลาดํา แชแข็งที่ไดตรวจสอบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธี 
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one step PCR มาบดและทําใหเจือจางจากนั้นไดเติมเนื้อกุงนี้ลงไปในบอกุง M. rosenbergii ระยะ 
larvae, postlarvae ที่ปกติเพื่อทําใหกุง กามกรามติดเชื้อ หลังจากนั้นอีก 2 วัน จึงนํากุงกามกรามที่
ตายแลวมาตรวจสอบปรากฎวาใหผลบวกโดยการวิเคราะหทาง PCR  
 เกษรจันทร และคณะ (Kasornchandra; et al.  2000:  32–41) ไดศึกษาความเปนไปไดของ
การถายทอดไวรัสตัวแดงดวงขาวจากพอแมกุงกุลาดําโดยตรวจสอบไวรัสจากตัวอยางพอแมกุงและลูก
กุงระยะตางๆ ที่ไดจากการเพาะฟกดวยวิธี PCR และ in situ hybridization และกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน โดยแบงพอแมกุงที่ผานการตรวจไวรัส SEMBV ออกเปน 5 กลุม โดยใหกุงทดลองแตละ
กลุมกินเนื้อปูติดเชื้อไวรัสวันละ 1 มื้อ ติดตอกันเปนเวลา 2 3 4 และ 5 วันตามลําดับ สวนกุงกลุม
ควบคุมใหกินเนื้อปูปกติที่ไมไดติดเชื้อไวรัส เมื่อตรวจสอบการติดไวรัส SEMBV ในแมกุงกอนวางไข 1 
วันดวย one และ two–step PCR ปรากฏวาแมกุงที่กินเนื้อปู 2 วันใหผลบวกเมื่อตรวจดวยวิธี two–
step PCR และจากการตรวจยืนยันผลการติดไวรัส SEMBV ในแมกุงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
และวิธี in situ hybridization พบไวรัส SEMBV ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) follicle 
cells และเซลลไขออน (Perinucleolus oocyte) และไขที่กําลังพัฒนา (Yolk oocyte) จากนั้นนําไขกุงที่
รวบรวมไดไปผานการฆาเชื้อดวยคลอรีนประมาณ 3 – 4 คร้ัง แลวจึงยายไปลงถังเพาะฟกเพื่อใหเกิด
การฟกตัวตอไป ทําการอนุบาลลูกกุงตอไปจนกระทั่งไดลูกกุงระยะโพสตลาวา ในระหวางการอนุบาล
ลูกกุงทําการเก็บตัวอยางลูกกุงระยะตางๆ คือ นอเพลียส ซูเอีย ไมซิส และโพสตลาวา เพื่อตรวจหา
ไวรัส SEMBV ดวยวิธี PCR และ in sutu hybridization ปรากฏวาลูกกุงระยะนอเพลียสและซูเอียที่ได
จากแมกุงที่ติดไวรัส SEMBV มีเพียงเล็กนอยใหผลเปนบวกกับวิธี two – step PCR สําหรับลูกกุงกลุม
ที่เหลือทั้งหมดใหผลบวกกับวิธี one – step PCR สวนแมกุงที่กินเนื้อปูติดตอกันเปนเวลา 4 วัน ไขกุง
จะไมฟกเปนนอเพลียส ขณะที่แมกุงที่กินเนื้อปูติดตอกันเปนเวลา 5 วัน ไขกุงจะฝอเนื่องจากไขกุง
ดังกลาวไมสามารถพัฒนาเปนไขที่สมบูรณได สําหรับการตรวจดวยวิธี in situ hybridization พบไวรัส 
SEMBV ในลูกกุงระยะไมซิสและโพสตลาวา จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา มีความเปนไปไดทีไ่วรัส 
SEMBV สามารถถายทอดจากพอแมสูลูกกุงกุลาดํา (Vertical transmission) โดยไวรัสจะเกาะติดที่ผิว
ไข สําหรับไขออน และไขที่กําลังพัฒนาเชื้อไวรัสจะเขาสูนิวเคลียสและเพิ่มจํานวนอนุภาคทําใหไขของ
กุงไมสามารถพัฒนาตอไปไดมีเพียงเฉพาะไขที่พัฒนาเปนไขแกแลวและมีเชื้อไวรัสเกาะอยูที่ผิวไข
เทานั้นที่ฟกเปนนอเพลียสที่ติดไวรัส SEMBV 
 เซ็น และคณะ (Chen; et al.  2000:  157–161) ไดทําการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวใน 
benthic larvae ของปูทะเล (S. serrata) ซึ่งจับไดจากบริเวณชายฝงทางตอนใตของประเทศไตหวัน
โดยใชเทคนิค PCR และ in situ hybridization พบวา ตัวออนของปูทะเลประมาณ 60 เปอรเซ็นต มี
ไวรัสตัวแดงดวงขาวแฝงอยู ถึงแมวาจะยายตัวออนเหลานี้ไมเลี้ยงในบอพักเลี้ยงที่มีการใหอากาศรวม
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ดวยในหองปฏิบัติการก็ยังตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวอีกเชนเดิม จากการทดลองนําตัวออนของปู
ทะเลจํานวน 180 ตัว ซึ่งฟกออกจากไขที่ปราศจากไวรัสตัวแดงดวงขาวไปแชน้ําที่มีไวรัสตัวแดงดวงขาว
เจือจาง 1 : 50 ปนอยูซึ่งน้ําที่มีไวรัสตัวแดงดวงขาวเจือปนอยูเตรียมไดจากแผนแกมปดเหงือกและ
เปลือกหุมลําตัว (Integument) น้ําหนักประมาณ 5 กรัม ของกุงกุลาดําที่ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาว
อยางรุนแรง (ใหผลบวกกับ One–step PCR) นํามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลวบดใหเปนเนื้อเดียวกันในน้ํา
ทะเลปลอดเชื้อปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปปนหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,000g และอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียว เปนเวลา 10 นาที กรองสวนใสผานกระดาษกรองที่มีเสนผานศูนยกลาง 0.45 ไมครอน 
สวนตัวออนของปูทะเลกลุมควบคุมจํานวน 260 ตัว ปฏิบัติเหมือนกัน แตแชน้ําทะเลปลอดเชื้อแทน 
(Blank inoculation) หลังจากนําสัตวทดลองแชในน้ําตัวอยางที่เตรียมไวเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวนํามา
ลางดวยน้ําทะเลปลอดเชื้ออีก 2 คร้ัง จากนั้นแบงสัตวทดลองแตละชุดออกเปน 3 กลุมยอย แตละกลุม
พักเลี้ยงในอางพลาสติกที่มีการใหอากาศอุณหภูมิ 227±  องศาเซลเซียส ใหอาหารสําเร็จรูปวันละ 1 
คร้ัง เปนเวลา 15 วัน บันทึกจํานวนสัตวทดลองที่ตายลงในแตละกลุมและเก็บออกจากอางเพาะเลี้ยง
สัตวทดลองที่ตายทั้งหมดจะถูกนํามาตรวจวินิจฉัยวาไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวหรือไม โดยสกัด DNA 
จากเนื้อเยื่อตางๆ ของสัตวทดลองและตรวจวิเคราะหโดยใช two-step PCR และ in situ 
hybridization รวมทั้ง H&E straining รวมกัน ผลจากการทดลองพบวาตัวออนของปูทะเลที่แชในน้ําที่
มีไวรัสตัวแดงดวงขาวเจือปนอยูจะมีอัตราการตายสะสมสูงถึง 43% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
ซึ่งมีอัตราการตายสะสมเพียง 20% เทานั้น จากการตรวจวินิจฉัยไวรัสตัวแดงดวงขาว ดวยเทคนิค 
PCR ทั้งในปูที่ใกลจะตายและปูที่ยังมีชีวิตอยู บงชี้วา ไวรัสชนิดนี้เปนสาเหตุของการตายของตัวออน
ของปูทะเลมากที่สุด และจากการคัดเลือกตัวอยางปูที่แชในน้ําที่มีไวรัสตัวแดงดวงขาวปนอยูเปนเวลา 
2 ชั่วโมงมาเลี้ยงในภาวะปกติในเวลา 6 12 และ 24 ชั่วโมง และที่ 2 4 6 8 10 และ 12 วัน ซึ่งใกลจะ
ตายแบบสุมจากตัวอยางปูแตละกลุม นํามา fixed ใน Davidson’s fixative เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลว
ทําการตัดเนื้อเยื่อและผานกระบวนการตางๆ สําหรับการศึกษาทาง histology และยอมดวย H&E 
นอกจากนี้ยังนําเนื้อเยื่อที่เตรียมไดมา hybridization โดย DNA probe ที่ใชนี้เตรียมจาก 146 bp PCR 
product ตามวิธีของ Lo; et al.  (1996b:  215-225) ซึ่ง probe นี้ติดฉลากดวย digoxigenin-dNTP 
(Boehringer mannheim Biochemical) โดยวิธี random priming method พบวาไวรัสตัวแดงดวงขาว
ที่พบในตัวออนของปูทะเล (S. serrata) มีความชอบเนื้อเยื่อเหมือนกับที่พบในกุงทั่วๆ ไป คืออวัยวะ
ภายนอก (External organs) เชน เหงือก เปลือกหุมลําตัว และเซลลที่ติดเชื้อจะสลายตัว นอกจากนี้ยัง
ตรวจพบไวรัสตัวแดงดวงขาวในอวัยวะอื่นๆ อีก ไดแก กระเพาะอาหาร ตับและตับออน หัวใจ และ
เนื้อเยื่อประสาท โดยเฉพาะเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและเนื้อเยื่อบุผิวของอวัยวะเหลานั้น 
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 นาดาลา และคณะ (Nadala; & Lo, et al.  2000:  175 - 179) ไดพัฒนาวิธีการตรวจหากุงที่
ไดรับไวรัสตัวแดงดวงขาวและไวรัสหัวเหลือง โดยวิธี dot-blot nitrocellulose enzyme 
immunoassays (DB-NC-EIA) โดยนําเนื้อเยื่อเหงือกของกุงขาวซึ่งมีน้ําหนักตัวประมาณ 40 - 60 กรัม 
มาบดใน phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) จากนั้นนําเนื้อเยื่อเหงือกที่บดเปนเนื้อเดียวกัน
แลวไปตรวจหาไวรัสโดยใชเทคนิค DB-NC-EIA นอกจากนั้นยังนําไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่แยกไดจากกุง
ชนิดตางๆ มาตรวจวิเคราะหโดยใชเทคนิคนี้ดวย ไดแกไวรัสตัวแดงดวงขาวที่แยกไดจากกุงขาวใน
ประเทศจีน อินโดนีเชีย สหรัฐอเมริกา และกุงคูรูมา (P. japonicus) จากประเทศญี่ปุน สําหรับการ
ตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวและไวรัสโรคหัวเหลือง กระทําดังนี้นําตัวอยางที่บดเปนเนื้อเดียวกันแลว
มาหยดลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนปริมาตร 2 ไมโครลิตรตอหยด จากนั้นนําไปบมใน blocking 
solution (5% nonfat dry milk/PBS) เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง แลวยายเมมเบรนไปบมใน 
rabbit anti – WSSV lg – HRP (1 : 250 ใน 1% nonfat dry milk/PBS) สวนเมมเบรนอีกแผนหนึ่งยาย
ไปบมใน rabbit anti – YHV lg – HRP (1 : 500 ใน 1% nonfat dry milk/PBS) เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิหอง เมื่อครบเวลาแลวลางเมมเบรน 3 คร้ังๆ ละ 50 นาที ดวย PBS – T (0.05% Tween – 
20/PBS) จากนั้นเติม substrate เปนเวลา 3 นาที หยุดปฏิกิริยาแลวลางดวยน้ํากลั่น ทําใหแหงตรวจดู
ผลที่เกิดขึ้น พบวา อัตราการเจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาว 
โดยใช anti – WSSV lgG-HRP คือ 1 : 250 ขณะที่อัตราการเจือจางที่เหมาะสมของแอนติบอดีในการ
ตรวจหาไวรัสโรคหัวเหลือง โดยใช anti – YHV lgG-HRP คือ 1 : 500 และการใชเทคนิค DB–NC–EIA 
สามารถตรวจหาไวรัสตัวแดงดวงขาวและไวรัสโรคหัวเหลืองในสารสกัดหยาบของตัวอยางกุงชนิดตางๆ 
ที่ไดรับไวรัสไดเปนอยางดีแมวาจะมีอัตราการเจือจางเปน 1 : 10 ก็ตาม ในทางตรงกันขามไมพบไวรัส
ตัวแดงดวงขาว และไวรัสโรคหัวเหลืองในตัวอยางสารสกัดหยาบของกุงปกติที่ไมไดรับเชื้อ เมื่อตรวจหา
ดวยวิธีการเดียวกัน จากผลการทดลองที่ไดนี้สอดคลองกับการศึกษาครั้งกอนๆ ซึ่งตรวจวินิจฉัยโดยใช
เทคนิค PCR และ Western blot ผลจากการทดลองที่ไดในครั้งนี้ บงชี้วา เทคนิค DB–NC–EIA เปน
เทคนิคที่ไมตองการตัวอยางที่มีความบริสุทธิ์ สูงก็สามารถตรวจพบไดเปนเทคนิคที่ใหผลเร็ว
ประหยัดเวลา งาย และราคาถูก แตความไวในการตรวจหาไวรัสยังต่ํา และพบปฏิกิริยาขามกับเนื้อเยื่อ
ปกติ การใชกระบวนการทางภูมิคุมกันโดยผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีซึ่งใชไวรัสเปนแอนติเจนนั้นมี
ประสิทธิภาพการใชงานยังไมดีนัก เนื่องจากแอนติบอดียังคงแสดง non specific background 
คอนขางสูงและมีความไวในการตรวจคอนขางต่ํา (Nadala;  et al. 1997:  27 – 34, 2000: 175 – 179) 
 ซาฮู ฮาหมีด และคณะ (Hameed; et al.  2000:  207 - 213) ไดศึกษาถึงความทนของกุง
กามกราม (M. rosenbergii) ตอไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชวิธี immersion challlenge การกินและการ
ฉีดเขากลามเนื้อเพื่อตรวจสอบความไวของ M. .idella , M. lamerrae และกุงกามกราม ในการติดเชื้อ
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ไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยเปรียบเทียบการติดเชื้อนี้กับกุง P. indicus และ P. monodon เมื่อใชวิธี 
immersion challenge พบวาไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนสาเหตุการตายของ  M. lamerrae และ M. 
idella 43.3% และ 53.3% ตามลําดับ เมื่อใชวิธีกินทําใหเกิดการตายคิดเปน 66.7% ใน M. lamerrae 
และ M. idella ไวรัสชนิดนี้กอใหเกิดการตาย 100% ในกุง M. idella , M. lamerrae และ P. indicus 
และ P. monodon เมื่อฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวเขาสูกลามเนื้อของสัตว ผลการทดลองแสดงความไวตอ
การติดเชื้อของกุงทะเลและน้ําจืดตอไวรัสชนิดนี้ยกเวน M. rosenbergii ไวรัสชนิดนี้ไมสามารถ
กอใหเกิดการตายโดยการชักนําการติดเชื้อโดยวิธีดังกลาวในกุงกามกราม กลไกที่แนนอนของความทน
ตอไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงกามกราม ยังไมเปนที่แนชัดในขณะนี้ 
 พูลอส และคณะ (Poulos;  et al.  2001) ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชไวรัส
ตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์เปนแอนติเจนสามารถผลิตแอนติบอดีตอโปรตีน VP 28 จํานวน 4 โคลน ซึ่ง
แอนติบอดีเหลานี้สามารถใชตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยวิธี dot blot , Western blot และตรวจการ
ติดเชื้อในเนื้อเยื่อโดยวิธี immunohistochemistry และ immunofluorescence ไดดี แตแอนติบอดี
เหลานี้ไมสามารถแยกความแตกตางของไวรัสตัวแดงดวงขาวสายพันธตางๆ ที่ไดจาก จีน ไทย อินเดีย 
และปานามา 
 ตอมาเอนิล และคณะ (Anil; et al.  2002:  67 – 75) ก็ทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ไดโดยใชไวรัสตัวแดงดวงขาวบริสุทธิ์เชนกัน โดยผลิตโมโนโคลนอลแอนติบดีโคลนได 4 โคลน มีโคลน 
ที่จําเพาะตอ VP 28 และอีก 3 โคลน จับกับ VP28 และ VP18 (VP19 ในปจจุบัน) แอนติบอดีทั้ง 4 
สามารถใชตรวจสอบไวรัสตัวแดงดวงขาว ปริมาณ 500 พิโคกรัม โดยวิธี dot ELISA และสามารถใช
ตรวจไวรัสในกุงที่ยังไมแสดงลักษณะจุดขาวไดดวย 
 สําหรับการศึกษากันอยางกวางขวางถึงจีโนมของไวรัสตัวแดงดวงขาวนั้น แวน ฮูเท็น และ
คณะ (Van Hulten; et al.  2001a:  7 - 22) ไดทําการศึกษาพบวาจีโนมของไวรัสตัวแดงดวงขาว 
ประกอบดวย 184 open reading frame และสามารถ identify ยีนที่เกี่ยวกับโปรตีนโครงสรางของ
ไวรัส 5 ชนิดดวยกัน คือ VP28 VP26 VP24 VP19 และ VP15 โดย VP26 VP24 และ VP15 เปน
องคประกอบของนิวคลีโอแคปซิด สวน VP28 และ VP19 เปนสวนประกอบของเปลือกหุมอนุภาคไวรัส 
(Van Hulten;  et al.  2000b:  227 - 236 ,  2000:  257 - 265 , Liu;  et al.  2002:  11 - 18) และได
ตรวจสอบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอโปรตีน
สวนเปลือกขนาด 28 kDa โดยทําการเพิ่มจํานวนยีน VP28 ซึ่งถอดรหัสเปน โปรตีนสวนเปลือกขนาด 
28 kDa ของไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงกุลาดําที่ติดเชื้อ ซึ่งมีแหลงกําเนิดมาจากประเทศมาเลเชีย 
โปรตีนลูกผสม VP28 (r-28) ไดถูกสรางขึ้นโดย E. coli และนําไปใชเปนแอนติเจนสําหรับการผลิตโมโน 
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โคลนอลแอนติบอดี โดยไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามชนิดที่ผลิตจากหนู (6F6, 6H และ 9C10) เมื่อ
ตรวจสอบโดยวิธี Western blot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดสามารถใชจับกับ โปรตีน VP28 ได 
3 ตําแหนง ซึ่งไมทับตําแหนงกันใน competitive ELISA ได ดังนั้นจึงไดพัฒนา antigen-capture 
ELISA (Ac-ELISA) สําหรับใชตรวจไวรัสนี้โดย Ac-ELISA สามารถแยกความแตกตางของกุงที่ติดไวรัส
ตัวแดงดวงขาวจากกุงที่ไมติดเชื้อและไดนําไปยืนยันผลโดยวิธี PCR และ Western blot วิธี Ac-ELISA 
นี้สามารถตรวจสอบตัวอยางไวรัสตัวแดงดวงขาวความเขมขนโดยประมาณ 400 พิโคกรัม และ r-28 
ความเขมขนประมาณ 20 พิโคกรัม ไดซึ่งความไวในการตรวจสอบการติดเชื้อนี้เทาเทียมกับ PCR แตไว
กวาวิธี Western blot ในการตรวจสอบไวรัสบริสุทธิ์ ตัวอยาง haemolymph และเนื้อเยื่อที่ผานการบด
ที่เก็บจากแหลงเพาะเลี้ยงกุงในมาเลเชียในระหวางเดือนธันวาคม 2000 และกรกฎาคม 2001 ไดถูก
นํามาตรวจสอบดวยวิธี Ac-ELISA และ PCR โดยไดผลที่สอดคลองกัน 
 ชัยวิสุทธางกูร และคณะ (Chaivisuthangkura;  et al  2004) ไดทําการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี เพื่อใชในการวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการนํายีนของโปรตีน VP28 
(VP28F118 – โปรตีน VP28 ที่ปราศจากสวน transmembrane ) ซึ่งเปนสวนประกอบของโปรตีนสวน
เปลือก (Envelope protein) ของไวรัสตัวแดงดวงขาวมาโคลนเขาสู expression vector และนําเขาสู 
E. coli สามารถสรางโปรตีนลูกผสม (rVP28F118) และนํามาทําใหบริสุทธิ์โดย SDS-PAGE สามารถ
ผลิตโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูงซึ่งนําไปฉีดใหหนูขาวสําหรับนําไปสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 
VP28 พบวาสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได 7 โคลน โมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้สามารถจับ
กับโปรตีนสวนเปลือกของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีการติดเชื้อโดยวิธี immunohistochemistry และ 
haemolymph โดยวิธี dot blot ทั้งสองวิธีนี้สามารถตรวจพิสูจนไวรัสตัวแดงดวงขาวในการทดลองการ
ติดเชื้อโดยกุงกุลาดําไดภายใน 12 ชั่วโมง โมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้ที่ไดพัฒนาขึ้นมีความสะดวก
รวดเร็ว เปนชุดตรวจไวรัสที่ใชงาย มีความจําเพาะและความไวสูงในราคาที่ไมแพง 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
สัตวทดลอง 
 สัตวทดลองที่ใชเปนกุงในวงศ Palaemonidae ไดแก กุงฝอยน้ําเค็ม P. serrifer กุงฝอยน้ําจืด 
M. lanchesteri กุงกามกราม M. rosenbergii และกุงในวงศ Atyidae ไดแก กุงกะป Caridina sp. 
 
อุปกรณและสารเคมี 

อุปกรณสําหรับ immunohistochemistry 
  1. กระบอกฉีดยา (Syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมเข็มฉีดยา 
  2. อางเลี้ยงปูพรอมอุปกรณการเลี้ยง 
  3. เครื่องมือผาตัด 
  4. ถุงมือยาง  
  5. ตะเกียงแอลกอฮอล 
  6. ขวดแกวปากตรง (Vial) 
  7. จานเพาะเชื้อ (Petridish) 
  8. ขวดรูปกรวยมีแขน (Suction flask) 
  9. โถแกวสําหรับยอมสไลด (Coplin jar) 
10. ตะกราสําหรับยอมสไลด (Slide basket) 
11. สไลด (Slide) พรอมกระจกปดสไลด (Cover slide) 
12. เครื่องปมดูดอากาศ (Suction pump) พรอมอุปกรณ 
13. ไมโครปเปตพรอมทิป (Micropipette and tip) 
14. ตูเย็น ตูแชแข็ง (Freezer) 
15. ตูดูดควัน (Chemical fume hood ) 
16. ตูอบ (Hot air oven) 
17. แทนอุนสไลด (Slide warmer) 
18. เครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบใชมือหมุน (Rotary microtome) 
19. กลองจุลทรรศนชนิดใชแสง (Light microscope) 
20. กลองและอุปกรณในการถายภาพ 
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อุปกรณสําหรับ PCR 
  1. โกรงเคลือบสําหรับบดเนื้อเยื่อผานการฆาเชื้อ   
  2. หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
  3. หลอด Thin wall สําหรับ PCR  
  4. เครื่อง Elctrophoresis apparatus และ อุปกรณ  
  5. เครื่อง Ultraviolet transillumitor (Spectroline) 
  6. เครื่อง Microwave oven (Turbora) 
  7. เครื่องเขยาผสมสาร (Shaker)  
  8. เครื่อง Thermal cycler (Eppendorf) 
  9. กลอง Polaroid (Gelcam) พรอมฟลม 
10. เครื่องชั่งสาร 
11. เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) 
12. Collecting tube 

 
สารเคมีสําหรับ immunohistochemistry 

  1. เอทานอล (Ethanol) 70%, 80%, 90% และ 95%   
  2. บิวทานอล (Butanol)  
  3. ไซลีน (Xylene)  
  4. Phosphate buffer saline (PBS) 0.1 M  pH 7. 2 (วิธีการเตรียมดูภาคผนวก ก) 
  5. สารละลาย P1

+ (10%Calf bovine serum):PBS (1:1) (วิธีการเตรียมดู 
      ภาคผนวก ข) 
  6. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด (Diaminobenzidine 

tetrahydrochloride ,DAB)  
  7. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogenperoxide, H2O2) 30%  
  8. สีอิโอซิน (Eosin) 0.02% ในเอทิลเอทานอล 95%  
  9. สีฮีมาทอกไซลีน (Hematoxylin)  
10. พาราพลาสต (Paraplast  plus paraffin) 
11. สารละลายเคลือบสไลด  (Gelatin coat slide solution) 
12. น้ํายาคงสภาพ (Davidson‘s fixative)   
13. โซเดียมไฮดรอกไซด  (Sodium hydroxide, NaOH)         
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14. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
                        15. ตัวกลางผนึก (Permount) 

16. น้ํากลั่น 
17. แอนติบอดีสําหรับตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาว 

แอนติบอดีตัวแรก (First antibody) ไดแก 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี W10 ซึ่งจําเพาะตอ enveloped protein VP19 ของไวรัสตัวแดงดวง

ขาว  
โมโนโคลนอลแอนติบอดี W17 ซึ่งจําเพาะตอ nucleocapsid  VP26 ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี W29 ซึ่งจําเพาะตอ enveloped protein VP28 ของไวรัสตัวแดงดวง

ขาว (Chaivisuthangura et al.,  2004) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ซึ่งจําเพาะตอ capsid protein p20 ของไวรัสหัวเหลือง 

(Sithigorngul et al.,  2002) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี V3-2B ซึ่งจําเพาะตอ enveloped protein gp116 ของไวรัสหัว

เหลือง (Sithigorngul et al.,  2000) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี TSV-3 ซึ่งจําเพาะตอ capsid protein VP3 ของไวรัสทอรา 

(Longyant et al.,  submitted) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี HPV16-9C ซึ่งจําเพาะตอไวรัสเอชพีวี (Rukpratanporn et al.,  

2005) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี MBV 5-3 H ซึ่งจําเพาะตอไวรัสเอ็มบีวี (Boonsanongchoking et 

al., 2006) 
แอนติบอดีตัวที่สอง (Second antibody) ไดแก 

            Goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAM-
HRP) Bio-Rad 
                         18. เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
                         19. อาหารเม็ดเลี้ยงกุง 
 
 สารเคมีสําหรับวิธี PCR 
  รายการที่ 1 – 5 นํามาจากชุดทดลอง high pure viral nucleic acid kit Cat 
no.1858874 ของบริษัท  Roche Molecular Biochemicals 

1. Working solution  
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2. Proteinase K  
3. Inhibitor removal buffer  
4. Washing buffer 
5. Elution buffer   
6. 10 x PCR buffer (Promega) 
7. DNA polymerase (Taq DNA polymerase: Promega) 
8. Primer 28F และ primer 28R จาก BSU 
9. Lysis buffer  

                       10. 1X TBE buffer 
                       11. เจล Agarose (Promega)  
                       12. Blue/Orange 6x Loading dye (Promega) 
                       13. 1 kb plus DNA marker (Bio-Rad) 
                       14. Ethidium bromide (Bio–Rad) 
                       15. Isopropanol (Merck) 
                       16. 25 mM MgCl2 (Promega) 
                       17. dNTP (Promega) 
 
วิธีดําเนินการทดลอง 

การทดลองประกอบดวยขั้นตอนตางๆ ดังนี้  
1. การเก็บตัวอยางและการเลี้ยงกุง 
2. การจําแนกชนิดของกุง 
3. การเตรียมเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
4. การวางแผนการทดลอง  
5. การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ 
 

1. การเก็บตัวอยางและการเลี้ยงกุง 
  นําตัวอยางกุงกามกราม M. rosenbergii จากอําเภอพระนครศรีอยุธยา   จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา กุงฝอยน้ําเค็ม P. serrifer  จากอําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี กุงฝอยน้ําจืด M. 
lanchesteri และกุงกะป Caridina sp.จากอําเภอพระสมุทรเจดีย จังหวัดสมุทรปราการ อยางละ
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ประมาณ 100 ตัว นํามาเลี้ยงไวในบอซีเมนตที่อุณหภูมิหองและแสงธรรมชาติ โดยเลี้ยงในน้ําที่มีความ
เค็มเทากับแหลงที่นํามาจากธรรมชาติ  
 
 2. การจําแนกชนิดของกุง 
  บันทึกภาพกุงที่นํามาเลี้ยงเพื่อเก็บเปนขอมูลเกี่ยวกับสีและรูปรางตามธรรมชาติของกุง  
บันทึกรายละเอียดสถานที่และวันที่เก็บ จากนั้นเปรียบเทียบลักษณะตามอนุกรมวิธาน โดยอางอิงจาก
วิทยานิพนธเร่ืองอนุกรมวิธานของกุงพาลิโมนิกในประเทศไทยของ พิมลพรรณ ลีละวัฒนากูล (2532)  
 
 3. การเตรียมไวรัสตัวแดงดวงขาว 
  เก็บฮีโมลิมพ (Haemolymph) จากกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวอยางรุนแรงนํามา
ปนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยกสวนของเม็ดเลือด (Haemocyte) ออกไป
กรองฮีโมลิมพดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส กอนใช
ใหนําไปเจือจางดวยสารละลาย 2X PBS ในอัตราสวน 1 : 500 

 
 4. การวางแผนการทดลอง 
  แบงการทดลองออกเปน 3 การทดลอง คือ  
   4.1 การตรวจการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงที่ติดเชื้อในธรรมชาติโดยสุมตัวอยาง
กุงในวงศ Palaemonidae ไดแก กุงฝอยน้ําเค็ม P. serrifer  กุงฝอยน้ําจืด M. lanchesteri กุง
กามกราม M. rosenbergii และกุงในวงศ Atyidae ไดแก กุงกะป Caridina sp. จากแหลงเพาะเลี้ยงใน
วันเดียวกับที่นําตัวอยางมา เพื่อตรวจการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ติดมาตามธรรมชาติ 
   4.2 การทดลองการติดเชื้อโดยการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวเขาสูกุงโดยฉีดไวรัสตัวแดง
ดวงขาวที่เจือจางในสารละลาย 2XPBS 1 : 500 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร เขาสูกุงกามกรามจํานวน 100 
ตัว จากนั้นทําการเลี้ยงโดยใหอาหารเม็ดสําเร็จรูปวันละ 2 คร้ัง เชา-เย็น เก็บตัวอยางกุงในวันที่ 1, 3, 
10 และ 30  อยางนอยครั้งละ 15 ตัว รวมทั้งตัวอยางกุงที่แสดงอาการปวยอยางรุนแรงและใกลตายใน
ระหวางการทดลอง เพื่อตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
   4.3  การทดลองการติดเชื้อโดยการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่มีไวรัสตัวแดงดวงขาว โดย
นําตัวอยางกุงชนิดละประมาณ 100 ตัว มาเลี้ยงไวในบอซีเมนตเปนเวลา 1 เดือน และใหเนื้อกุงกุลาดํา
ที่ติดเชื้อเปนอาหารตลอดชวงเวลาของการทดลอง จากนั้นทําการตรวจสอบการติดเชื้อโดยการเก็บ
ตัวอยาง ในวันที่ 1 3 10 และ 30 อยางนอยครั้งละ 15 ตัว รวมทั้งตัวอยางกุงที่แสดงอาการปวยอยาง
รุนแรงและใกลตายในระหวางการทดลอง เพื่อตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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            กุง 
 

 
      การติดเชือ้ติด                                           การชกันาํการติด                                การชักนําการ      
      ตามธรรมชาติ                                              โดยการฉีด                                     ติดโดยการกนิ                           
- M. rosenbergii         - M. rosenbergii         -M. rosenbergii 
- M. lanchesteri                    - M. lanchesteri          - M. lanchesteri                               
- P. serrifer                                 - P. serrifer                      - P. serrifer                                   
- Caridina sp.                                                                                         - Caridina sp. 
 

ภาพประกอบ 1 แสดงการทดลองการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงชนิดตางๆ 
 

 5. การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ 
  สลบกุงในน้ําเย็นจัดตัดสวนของขาและเปลือกหุมออก ตัดแบงสวนเนื้อและสวนที่มี
อวัยวะออกเปนสองสวนเทาๆ กันตามความยาวของลําตัว สวนหนึ่งเก็บในหลอดที่มี lysis buffer ที่     
-20 องศาเซลเซียส แลวทําการทดลองตามขอ 5.1 อีกสวนหนึ่งแชในหลอดที่มี Davidson’s fixative 
อยางนอย 24 ชั่วโมง แลวทําการทดลองตามขอ 5.2 
  5.1 การตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธี PCR  
   ข้ันตอนการทํา PCR เร่ิมจากการสกัด DNA จากตัวอยาง โดยใชวิธีการตามที่ระบุไว
ในชุดสกัด DNA ของไวรัส high pure viral kit Cat no. 1858874 ของบริษัท Roche Molecular 
Biochemicals 
   5.1.1 ข้ันตอนการสกัด DNA จากกุงตัวอยาง 
   (1) นําเนื้อเยื่อกุงมาบดใน lysis buffer (50mM Tris-HCl pH 9.0, 100 mM 
EDTA, 50 mM NaCl, 2% SDS) ประมาณ 40 มิลลิลิตร ดวยโกรงเคลือบ  เนื้อเยื่อที่บดละเอียดแลวเท
ใสในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปปนที่ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวแบง 
supernatant ใสหลอด microcentrifuge หลอดละ 200 ไมโครลิตร แลวผสมกับ working solution 
[2.5 มิลลิลิตร binding buffer, 50 ไมโครลิตร poly(A)] ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และเติม proteinase 
K ปริมาณ 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
   (2) เติม isopropanol ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
   (3) ประกอบหลอด high pure spin filter กับ high pure collection เขาดวยกัน 
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จากนั้นเติมตัวอยางลงในหลอดดานบน นําไปปนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลว
ทิ้งหลอด high pure collection รวมทั้งสวนใส 
   (4) ประกอบหลอด high pure collection ชิ้นใหมกับ high pure spin filter เขา
ดวยกัน จากนั้นเติม inhibitor removal buffer ปริมาณ 500 ไมโครลิตรลงในสวนผสม นําไปปนที่
ความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเปลี่ยนหลอด high pure collection เปนหลอดใหม 
   (5) ลางสวนผสมในหลอด high pure spin filter โดยเติม washing buffer ปริมาณ 
450 ไมโครลิตร  นําไปปนที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เปลี่ยนหลอด high pure 
collection จากนั้นทําซ้ําขั้นตอนนี้อีกครั้งหนึ่ง โดยนําไปปนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที 
   (6) นําหลอด high pure spin filter ที่ไดจากการลาง 2 ครั้งดวยสารละลาย washing 
buffer นําไปปนที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เปลี่ยนหลอด high pure collection  
   (7) ประกอบหลอด high pure spin filter กับหลอด microcentrifuge เขาดวยกัน 
จากนั้นเติม elution buffer ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บม 2 นาทีที่อุณหภูมิหอง นําไปปนที่ความเร็ว 
8000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
   (8) เก็บ DNA ที่สกัดไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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Shrimp organ 
       Grind with lysis buffer 

                                                     Centrifuge at 3,000 x rpm , 10 mins 
       Keep only suspension 

                                        Take 200 µl of suspension  
Add with 200 µl  working solution and 50 µl  protinase K  

                      10 mins at 72 °c 
Add  100   µl  isopropanol , mix 

                        transfer to high pure spin filter 
Centrifuge at 8,000 x rpm , 1 min  

           discard the eluent in high pure collection 
Add 500 µl  inhibitor removal buffer  
Centrifuge at 8,000 x rpm , 1 min  

         discard the eluent in high pure collection 
Add 450 µl washing buffer  

Centrifuge at 8,000 x rpm , 1 min 
                                 discard the eluent in high pure collection 

Add 500 µl washing buffer  
Centrifuge at 8,000 x rpm , 1 min 

                                discard the eluent in high pure collection 
Centrifuge at 13,000 x rpm , 10 sec 

                                  discard the eluent in high pure collection 
Add 50 µl elution buffer  

 
                                                      Incubate 2 min 
 

 centrifuge at 8,000 x rpm , 1 min 
 
                                                       Keep   at – 20 °c 

(high pure viral nucleic acid kit, 2001) 
          
  ภาพประกอบ 2 ข้ันตอนการสกัด DNA 
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  5.1.2 ข้ันตอนการทํา PCR   
   หลักการของ PCR ใชหลักพื้นฐานในการสังเคราะหดีเอ็นเอภายใตสภาวะและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนยีนหรือชิ้นสวนของ DNA ใดๆ โดยมีข้ันตอนหลักดังนี้ 
    (1) ผสมสารเคมีที่ใชในการทําปฏิกิริยา PCR แลวแบงใสในหลอด thin wall 
ขนาดปริมาตร 200 ไมโครลิตร ดังนี้  
 DNA ของไวรัสที่สกัดไดจาก 5.1.1  2.5  ไมโครลิตร 
 10 x PCR buffer    2.5  ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2     2  ไมโครลิตร 
 2.5 mM dNTP     2  ไมโครลิตร 
 Primer VP 28F    1  ไมโครลิตร 
 Primer VP28R     1  ไมโครลิตร 
 DNA polymerase (Promega)  0.25  ไมโครลิตร 
 น้ํากลัน่       13.75  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม     25  ไมโครลิตร 
    (2) นําเขาเครื่อง thermal cycle (Eppendorf) ที่ปรับอุณหภูมิและเวลาให
เหมาะสมสําหรับการเพิ่มจํานวนยีนที่ตองการดังแสดงในตารางที่ 1 

 
ตาราง 1 แสดงอุณหภูมิ ระยะเวลา และจํานวนรอบ ในแตละขั้นตอนการทํางานของปฏิกิริยา PCR 
 
ข้ันตอน
ที ่

อุณหภูมิ 
(°c) 

เวลา 
(นาที : 
วินาท)ี 

อุณหภูมิ 
(°c) 

เวลา 
(นาที : 
วินาท)ี 

อุณหภูมิ 
(°c) 

เวลา 
(นาที : 
วินาท)ี 

จํานวน
รอบ 

 
1 94 4:00     1 
2 94 00:15 55 00:30 72 00:45 35 
3 72 10:00     1 
4 4 -     1 

  
 กอนขั้นตอนการทํา PCR ควรทําการแยกสาย DNA เปนสองสายโดยการใหความรอนที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 นาที เพื่อใหสาย DNA ที่มีความยาวมากแยกออกจากกันอยาง
สมบูรณ ข้ันตอน PCR เร่ิมจากการแยกสาย DNA ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส (Denaturation step) 
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สาย DNA จะแยกออกจากกันเปน 2 สาย ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่ primer จะเขา
ไปจับที่ตําแหนงเฉพาะบนสาย DNA (Annealing step) และที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
(Elongation step) เอนไซม DNA polymerase ทํางานไดดีโดยจะเรงปฏิกิริยาการเติมนิวคลีโอไทดเขา
ที่ปลาย 3’ ของ primer ทําใหเกิดการจําลองสาย DNA เสนสั้นๆ (PCR product) ที่สมบูรณ เมื่อทํา
ปฎิกิริยา 35 รอบจะได PCR product ปริมาณมาก หลังจากนั้นบม PCR product ที่ไดที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียล เปนเวลา 10 นาที (Final extension) เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณกอนการเก็บ 
PCR product ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ ในการทดลองแตละครั้งจะตองมีตัวควบคุม เพื่อตรวจสอบการปนเปอนในระหวางขั้นตอน
การปฏิบัติและตรวจสอบความสามารถในการทําปฏิกิริยาของสารเคมีที่ใช ตัวควบคุมมี 2 แบบ คือ ตัว
ควบคุมผลบวก (Positive control) ซึ่งในการทดลองนี้ใชฮีโมลิมพ (Haemolymph) ของกุงกุลาดําที่ติด
เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ใชเพื่อตรวจสอบสารเคมีและปฏิกิริยา และตัวควบคุมผลลบ (Negative 
control) ใชน้ํากลั่นหรือ DNA จากกุงที่ไมติดเชื้อไวรัสเพื่อตรวจสอบการปนเปอน 
  5.1.3. การตรวจผลโดยวิธี Agarose-gel electrophoresis 
     (1) เตรียมเจล agarose โดยชั่งผงเจลปริมาณ 0.6 กรัม ละลายใน 1X TBE buffer 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ละลายใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใชความรอน จากนั้นรอใหเย็นลง เติมเอทิเดียม
โบรไมด 2.5 ไมโครลิตร เทลงไปในถาดเตรียมเจลพรอมเสียบแผนหวีพลาสติก (Comb) ใหเกิดเปนรอง
สําหรับใสตัวอยาง ทิ้งไวใหแข็งตัวที่อุณหภูมิหอง  
   (2) ผสมตัวอยางที่ไดจากการทํา PCR (PCR product) กับสี Blue/Orange (6x 
Loading dye) ในอัตราสวน 1 : 6 
   (3) นําเจลที่แข็งตัวแลวจัดลงไปในเครื่อง electrophoresis จากนั้นเติมสารละลาย 
1X TBE buffer จนทวมเจล แลวหยอด PCR product ที่ไดจากกุง ตัวควบคุมที่ใหผลบวก และตัว
ควบคุมผลลบ ลงในไปรองเจล รวมทั้งหยอด DNA marker เพื่อใชในการบอกขนาดของชิ้น PCR 
product ดังภาพประกอบที่ 3  
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ภาพประกอบ 3  แสดงตัวอยางผลของ agarose gel electrophoresis 
 

  (5) เมื่อหยอดตัวอยางครบแลว ผานกระแสไฟฟาที่ 110 โวลต เวลาประมาณ 1 ชั่วโมง
คร่ึง หลังจากนั้นนําเจลไปวางบนเครื่อง ultraviolet transillumitor เพื่อดูผลที่ไดผานแสง
อัลตราไวโอเลตและถายภาพบันทึกผล 
 5.2 การตรวจไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธี immunohistochemistry 
  5.2.1 การเตรียมเนื้อเยื่อทางมิญชวิทยา 
   (1) นําตัวอยางกุงที่ทดลองที่เก็บจากบอมาลางใหสะอาด สลบในน้ําเย็นจัดตัดสวน
หัวและผากึ่งกลาง แกะเปลือกออก ตัดระยางคสวนขาเดินออก 
   (2) นําเอาสวนหัวที่ผาไปทําใหคงรูป (Fix) ในสารละลาย Davidson’s fixative เปน
เวลา 24 ชั่วโมง  
   (3) นําเนื้อเยื่อมาลางโดยใหน้ําประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชั่วโมง เพื่อใหน้ํายาคงรูป
ออก 
   (4) ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (Dehydrate) ดวยเอทานอลเปอรเซ็นตตางๆกัน และนอร
มัลบิวทิลทานอลตามลําดับ จากนั้นอินฟลเตรท (Infiltrate) ดวยพาราพลาสต ดังนี้ 
    - แชในเอทานอล 70% 90% คร้ังละ 3 ชั่วโมง 
    - แชในเอทานอล 95% 2 คร้ัง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
    - แชในนอรมัลบิวทานอลเปนเวลา 1 ชั่วโมง 
    - แชในนอรมัลบิวทานอลที่ผสมกับไซลีน ในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
    - แชในไซลีน 1 ชั่วโมง 

 1        2         3       4        5
   

1 = DNA marker 
2 = ผลผลิตของ PCR จากตัวอยาง      
      กุงจากธรรมชาติ 
3 = ผลผลิตของ PCR จากตัวอยาง 
      กุง 
4 = ตัวอยางควบคุมผลลบ 
5 = ตัวอยางควบคุมผลบวก 
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    -แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บในตูอบ
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
    -แชในพาราพลาสตหลอมเหลว จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 30 นาที  
   (5) นําเนื้อเยื่อที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (Embed) ในพาราพลาสตที่
อยูในบล็อกสี่เหลี่ยม 
   (6) ตัดเนื้อเยื่อที่ฝงอยูในบล็อกดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบใชมือหมุน (Rotary 
microtome) ใหแตละชิ้นมีความหนา 8 ไมครอน เรียงตอกัน (Serial section) เปนริบบิน (Ribbon)  
   (7) นําเซคชัน (Section) มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจ
ลาติน โดยหยดน้ํากลั่นลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถว ตามแนวนอนของสไลด จากนั้นนําแถวของ
เซคชั่นไปวางบนหยดน้ํา 1 แถว มี 3 เซคชัน ทํา 1 แถวตอ 1 สไลด แลวนําไปวางบนแทนอุนสไลดที่ต้ัง
อุณหภูมิไว 50 องศาเซลเซียส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดไมมีการซอนทับกันของเนื้อเยื่อแลว ดูดน้ําออกซับให
แหง จะไดเนื้อเยื่อที่ติดตรึงบนสไลด แลวนําไปอบในตูอบ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง   
  5.2.2 กระบวนการยอมโดยวิธีอินไดเรคอิมมูโนเปอรออกซิเดส (Indirect peroxidase 
immunohistochemistry) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสตัวแดงดวงขาวคือ W10 W17 
W29 และโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดอื่นๆ ไดแก MBV5-3H V3-2B Y19 TSV3 และ HPV16-9C เพื่อ
ตรวจการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นดวย 
   (1) นําสไลดที่มีเซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ(Deparaffination) 
โดยวางสไลดลงในตะกรา (Slide basket) แลวจุมลงในโถแกวยอมสไลดโดยแชใน 
   - ไซลีนที่ 1 เปนเวลา 10 นาที  
   - ไซลีนที่ 2 และ 3 เปนเวลา 5 นาที 
   (2) เติมน้ํา (Hydration) เขาสูเนื้อเยื่อดวยเอทานอลเปอรเซ็นตตางๆ กันโดยแชใน 
    นอรมัลบิวทานอลเปนเวลา 5 นาที 
    แชในเอทานอล 95% 90% 80% และ 70 % คร้ังละ 5 นาที 
   (3) ลางเซคชันดวยน้ํากลั่นตามดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โดย 
    ลางดวยน้ํากลั่น เปนเวลา 5 นาที 
    แชในสารละสายฟอรมาลิน ความเขมขน 10% เปนเวลา 10 นาที 
    ลางดวยน้ํากลั่น 5 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
    ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 15 นาที 
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   (4) การใสแอนติบอดีตัวที่หนึ่ง 
    นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดยใชปม
สูญญากาศ (Vacuum pump) แลวหยดสารละลาย P1

+ คลุมแตละเซคชันดวยไมโครปเปต  นําไปเก็บ
ไวในที่ชื้น บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที ดูดสารละลาย P1

+ ในแตเซคชันละออก ยกเวนเซค
ชันที่ 2  
    หยดแอนติบอดีตัวที่หนึ่ง ใหคลุมเซคชันที่ 1 และ 3 โดยแอนติบอดีที่ใช คือ ที่เซค
ชันที่ 1 ใชโมโนโคลนอลแอนติบอตี W10 หรือ W17 หรือ W29 หรือ TSV-3 ที่เซคชันที่ 3 ใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีหรือ MBV5-3H หรือ V3-2B หรือ HPV16-9C หรือ Y19 โดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้งหมดเจือจางดวยสารละลาย P1

+ปริมาณ 1 : 5  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 4) 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 4  แสดงการหยดแอนติบอดีตัวทีห่นึง่ 
  
   (5) การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
    ลางแอนติบอดีตัวที่หนึ่ง ออกจากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลว 

    W29 16-9C   P1
+ 

 W17 V3-2B  P1
+ 

 Y19     TSV-3  P1
+ 

                              
                                                                   W10 P1

+ MBV5-3H 
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แชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 15 นาที จากนั้นนําสไลดแตละแผนมาดูด
ของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดยใชปมสุญญากาศ 
    หยดแอนติบอดีที่สอง ไดแก Goat anti mouse IgG heavy and light chain 
horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) ที่เจือจางในสารละลาย P1

+ อัตรา 1 : 1000 ในทุก
เซคชัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นลางแอนติบอดีตัวที่สอง ออก
จากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 15 
นาที 
   (6) นําเซคชันมาทําปฏิกริยากับสารละลายสับสเตรทที่ประกอบดวย 3,3’ ไดอะมิโน
เบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด (DAB) 0.03% และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.006% ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร เปนเวลา 5 นาที ลางเซคชันดวยน้ํา 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
   (7) ยอมดวยสีฮีมาทอกไซลีน 
   (8) ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทานอล 70% 80% 90% และ95% คร้ังละ 5 นาที 
   (9) ยอมทับดวยสีอีโอซิน 0.02% ในเอทานอล 95% ลางสีสวนเกินออกดวยเอทานอล 
95% 
   (10) นําเซคชันมาดึงน้ําออกโดยผาน 
    นอรมัลบิวทานอลเปนเวลา 5 นาที 
    นอรมัลบิวทานอลที่ผสมกับไซลีน ในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาที 
    ไซลีน จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที 
   (11) ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (Mount) ดวยตัวกลางผนึก (Permount) 
จากนั้นจึงนําสไลดที่ไดมาตรวจหาตําแหนงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยกลองจุลทรรศนทําโดย
การผนึกสไลด (Mount) โดยหยดเปอรเมาท (Permount) ประมาณ 3 หยด บนสไลด นํากระจกสไลด
มาปดโดยแตะขอบดานหนึ่งเอียงทํามุม 45 องศา แลวคอยๆวางลง โดยไมใหมีฟองอากาศเกิดขึ้น 
จากนั้นจึงนําสไลดเนื้อเยื่อที่ไดมาตรวจหาตําแหนงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยกลองจุลทรรศน 
สังเกตจากการติดสีน้ําตาลจากปฎิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดส ในบริเวณตางๆของเนื้อเยื่อกุง 
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Shrimps 
 
                                                                       Heads 
 
                                                     Davidson’s fixative solution 
 
                                                                  Dehydration 
                                                                                       70 - 95% Ethanol 
                                                                      Clearing 
                                                                                       Xylene 
                                                                  Impregnation 
 
                                                             Embedding (paraffin) 
 
                                                             Serial section (10 µm) 
 
                                                   Indirect immunoperoxidase method 
 

ภาพประกอบ 5 ข้ันตอนการเตรียมเนื้อเยื่อทาง histology 
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Sectioning slide 
 

Xylene 
                10 mins and x 2, 5 mins 

n – Butanol  : Xylene (1 : 1) 
 5 mins  

 n – Butanol 
   5 mins 

95% Ethanol 
    5 mins 

90% Ethanol 
   5 mins 

80% Ethanol 
   5 mins 

70% Ethanol 
   5 mins  

Wash with distrilled water 
   5 mins 

10% Formalin 
   10 mins  

Wash with PBS 
       X 3, 15 mins 

Block with p1
+ 

       30 mins 
First antibody  

                            24 hours at 5 °C 
Wash first antibody with PBS 

       X 3, 15 mins 
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Second antibody 
        24 hours at  4 °C 

Wash second antibody with PBS 
       X 3, 15mins  

 Develop with 0.03% DAB, 0.006% H2O2 
                             5 mins 

Hematoxylin staining 
            10 mins, 0.05% HCl, 1% NaOH 

70% Ethanol 
                             5 mins 

80% Ethanol 
                             5 mins 

90% Ethanol 
                             5 mins 

95% Ethanol 
               5 mins 

Eosin Counterstrain 
               1 mins, 95% Ethanol 

 n – Butanol 
                              5 mins 

n – Butanol : Xylene (1 : 1) 
                                     5 mins 

Xylene 
         X 3, 10 mins 

Mount with permount  
ภาพประกอบ 6 ข้ันตอนการตรวจหาเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเนื้อเยื่อกุงโดยวิธีอินไดเรคอิมมูโนเปอร 
        ออกซิเดส  
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                                                                    Shrimps             
 
 
               Natural   infection                                                    WSSV feeding, WSSV injection 
                       (0 day)                                                                       (3, 10 and 30 days) 
                                          
                                                                Tissues    
 
                 PCR                   Immunohistochemistry                                        
 
             Lysis buffer                                                                     Davidson’s   fixative                                         
 
           DNA extraction        Paraffin sectioning                                          
 
      DNA                                                   Anti viral MAbs                                             
 
                   PCR                                                    GAM-HRP                                                
                          Primer WSSV 28F, 
                                      WSSV 28R                                                                                            
      PCR product 600 bp                                                                    DAB + H2O2                                                                               

 
                                                                         H&E straining 
 
                                                                       Permanent slide 
                                  
                                         ภาพประกอบ 7 สรุปแนววธิทีดลอง 
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การเก็บรวบรวมขอมูลและการวิเคราะหขอมูล 
1. จําแนกชนิดตัวอยางกุงที่ใชในการทดลอง 
2. ตรวจหาการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวตามธรรมชาติ และจากการทดลองการทําใหติด

เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงดวยวิธี PCR  
3. ตรวจดูการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวของอวัยวะตางๆ ภายในเซลลของเนื้อเยื่อในสัตวชนิด

ตางๆ ในแตละวงศ 
4. ตรวจหาและเปรียบเทียบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวภายในเนื้อเยื่อ จากการใชโมโน

โคลนอลแอนติบอดี W10 W17 และ W29 และ โมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอไวรัสชนิดอื่น เชน 
Y19 V32B TSV-3 HPV16-9C และ MBV5-3H  

5. ถายภาพแสดงตําแหนงที่พบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว 
6. นําเสนอขอมูลดวยภาพและตาราง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
1. การพิสูจนทราบชนิดของกุง 
  

 จากการเก็บรวบรวมกุงในวงศตางๆ จากแหลงเลี้ยงกุงกุลาดํา แหลงน้ําตามธรรมชาติและ
ชายฝงทะเลปาชายเลนในอําเภอพระสมุทรเจดีย จังหวัดสมุทรปราการ และอําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี 
และอําเภอพระนครศรีอยุธยา จังหวัดพระนครศรีอยุธยา นําตรวจดูลักษณะตางๆ เชน กรี carapace 
แผนกําบังหนวด ขาเดิน หาง แพนหาง และสีลําตัว เปนตน โดยเทียบกับหนังสือ FAO species 
Catalogue Vol. 1 Shrimps and Prawns of the World ของ Holthuis (1980)  วิทยานิพนธเร่ือง การ
กระจายทางภูมิศาสตรของกุงและปูน้ําจืดในจังหวัดภูเก็ตและจังหวัดพังงา ของกัลยาณี ยงจินดารัตน
(2531) วิทยานิพนธเร่ือง อนุกรมวิธานของกุงพีนีออยในประเทศไทย ของนงนุช ลีลาปยะนาถ(2532) 
วิทยานิพนธเร่ือง อนุกรมวิธานของกุงพาลีโมนิคในประเทศไทย ของพิมลวรรณ ลีละยวัฒนากูล (2518) 
และวิทยานิพนธ เร่ือง การตรวจหาเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุงวงศ Palaemonidae Penaeidae และ 
Atyidae โดยวิธีอิมมูโนไซโตเคมี ของยัยนับ แวและ (2545) สามารถพิสูจนทราบชนิดตางๆของกุงได
ดังนี้ 

1.1  วงศ Palaemonidae สามารถจําแนกกุงที่รวบรวมไดออกเปน 2 สกุล (Genus) 3 ชนิด 
(Species) คือ 
  กุงฝอยน้ําเค็ม P. serrifer พบมากในปาชายเลน อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี ลักษณะของ
กุงฝอยน้ําเค็ม กรีมีลักษณะตรงตอนปลายงอนขึ้นเล็กนอย ลําตัวใสไมมีขาเดินคูที่ 2 ยาวเทากัน ผิว
โดยรอบมีลายประสีน้ําตาล (ภาพประกอบ 8) 
  กุงฝอยน้ําจืด M. lanchesteri  พบมากในบอกุงกุงกุลาดํา อําเภอพระสมุทรเจดีย และใน
บอน้ําจืด อําเภอบางบอ จังหวัดสมุทรปราการ ลักษณะของกุงฝอยน้ําจืด กรีมีลักษณะตรงและยาว
พอดีกับปลายของแผนกําบังหนวดคูที่ 2 ขาเดินคูที่ 2 เปนรูปทรงกระบอกยาวเรียวและมีสวนของกาม
หนีบยาวเลยปลายของกรีลําตัวใสไมมีสี (ภาพประกอบ 9) 
  กุงกามกราม M. rosenbergii พบมากในบอเลี้ยงกุงกุลาดํา อําเภอพระสมุทรเจดีย 
จังหวัดสมุทรปราการ  และบางสวนซื้อจากตลาดกลาง  อําเภอพระนครศรีอยุธยา  จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา ลักษณะของกุงกามกราม กรีสวนโคนที่อยูเหนือตาโคงนูนขึ้นและสวนปลายเรียว
งอนขึ้น ขาเดินคูที่ 2 มีขนาดใหญและยาวไมเทากัน ผิวดานนอกของขาเดินมีหนามแหลมเรียงอยู
กระจัดกระจาย นิ้วของกามหนีบเคลื่อนไหวได มีขนปุกปุยคลุมอยางหนาแนน (ภาพประกอบ 10) 
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1.2 วงศ Atyidae สามารถรวบรวมได 1 สกุลคือ 
กุงกะป Caridina sp. พบมากในบอเลีย้งกุงกุลาดํา อําเภอพระสมุทรเจดีย จังหวัดสมุทร- 

ปราการ ลักษณะของกุงกะป กรีเรียบหรือมีฟน ไมมหีนามเหนือเบาตา มหีนามดานขางของ carapace 
ขาเดินคูที ่1 และคูที่ 2 มีลักษณะเปนกามหนีบ บริเวณสวนปลายของนิ้วทั้งสองมีขนเปนพู (ภาพ 
ประกอบ 11) 
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ภาพประกอบ 8 ลักษณะของกุงฝอยน้าํเคม็ (Palaemon serrifer) 
 

 
 
 

ภาพประกอบ 9 ลักษณะของกุงฝอยน้าํจืด (Macrobrachium lanchesteri) 
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ภาพประกอบ 10 ลักษณะของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) 

 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 11 ลักษณะของกุงกะป (Caridina sp.) 
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2. การตรวจการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี PCR 
 จากการตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงในวงศ Palaemonidae และวงศ 
Atyidae ที่รวบรวมไดตามธรรมชาติและจากการทดลองใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาวดวยวิธี PCR ไมพบการติดเชื้อในกุงทั้ง 2 วงศ (ตาราง 2 และภาพประกอบ 12 16  19 และ 22) 
สําหรับการตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงในวงศ Palaemonidae 3 ชนิดที่ฉีดดวย 
haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 10 15 และ 30 วัน พบวา กุงฝอย
น้ําเค็ม (P. serrifer) มีการติดเชื้อต้ังแตในวันที่ 3 จนถึงวันที่ 15 หลังจากการฉีดเชื้อ (ภาพประกอบ 12) 
สวนในกุงฝอยน้ําจืด (M. lanchesteri) และกุงกามกราม (M. rosenbergii) พบการติดเชื้อไวรัสตัวแดง
ดวงขาวในวันที่ 3 และ 10 แตในวันที่ 15 และ 30 ไมพบการติดเชื้อ (ภาพประกอบ 16 และ 19) (ตาราง 
3) 
 
3. การตรวจการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี immunohistochemistry 

 จากการตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธ ี immunohistochemistry โดยใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 26 และ 28 kDa ของไวรัสตัวแดงดวงขาว ในกุงวงศ 
Palaemonidae ไดแก กุงฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) กุงฝอยน้ําจืด (M. lanchesteri) กุงกามกราม (M. 
rosenbergii) ที่รวบรวมไดตามธรรมชาติและจากการทดลองใหกินเนื้อกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดง
ดวงขาว ไมพบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงทัง้ 3 ชนิด  ทั้งทีร่วบรวมไดตามธรรมชาติและจาก
การทดลองใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว  สวนกุงในวงศ Atyidae ไดแก กุงกะป 
(Caridina sp.)  นั้นไมพบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเชนเดียวกัน (ภาพประกอบ 23) (ตาราง 2) 

 การตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงทีท่ดลองดวยการฉีด haemolymph ของกุง
กุลาดําที่ติดเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวใหกับกุงวงศ Paemonidae เปนเวลา 3 10 15 และ 30 วัน พบวามี
การติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวกุงในวงศ Paemonidae ทั้ง 3 ชนิด (ตาราง 3) โดยพบการติดเชื้อใน
เนื้อเยื่อบริเวณตางๆ เชน เหงือก เนื้อเยื่อบุผิวใตเปลือก อวัยวะน้าํเหลือง ตับ เนื้อเยื่อเกี่ยวพนั ระยางค 
ขาวายน้าํ และกลามเนื้อ  โดยในกุงฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) พบวามีการติดเชื้อจาํนวนมากในอวัยวะ
ตางๆ ในวนัที ่3 หลงัจากการฉีดเชื้อ แตในวันที่ 10 และ 15 จํานวนกุงที่มีการติดเชื้อจะลดลงและมีการ
ติดเชื้อนอยลดดวย (ภาพประกอบ 13  14 และ 15)  สําหรับในกุงฝอยน้ําจืด (M. lanchesteri) และกุง
กามกราม (M. rosenbergii) พบวามจีํานวนกุงทัง้ 2 ชนิดที่มีการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวนอยตัง้แต
ในวนัที ่ 3 หลงัจากการฉีดเชื้อ และลดลงจนไมสามารถตรวจพบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในวนัที ่
10 15 และ 30 วันตามลําดบั (ภาพประกอบ 17 18 20 และ 21) (ตาราง 3) 
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 สําหรับการตรวจการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ เชน ไวรัสหัวเหลือง ไวรัสทอรา ไวรัสเอชพีวี และ
ไวรัสเอ็มบีวี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสเหลานี้ในกุงที่เก็บรวบรวมจากธรรมชาติ
และกุงที่ทดลอง ไมพบการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆในตัวอยางที่ใชทดลอง 
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ตาราง 2 แสดงชนิดของกุงที่เก็บจากแหลงตางๆ และนาํมาชกันาํใหกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดย
การ กินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวแลวเกบ็ตัวอยางมาตรวจสอบที่ระยะเวลาตางๆ 
 

การตรวจเชื้อหลังไดรับ 
WSSV (วัน) 

วงศและ 
species 

แหลงที่เก็บ
ความเค็มน้ํา
ทะเล (ppt) 

วิธีการ
ตรวจ
WSSV 

Natural 
infection  

0 วัน 3 10 15 30 

หมาย
เหตุ 

 
PCR 

 
-(15) 

 
-(15) 

 
-(15) 

 
-(15) 

 
ND 

Palaemonidae 
1.กุงฝอยน้ําเค็ม 
(Palaemon 
serrifer) 

 
ต.อางศิลา 
จ.ชลบุรี 
25 ppt 

IHC -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(15/15) ND 

 

PCR -(15) -(15) -(15) -(15) -(12) 2.กุงฝอยน้ําจืด 
(Macrobrachium 
lanchesteri) 

อ.พระสมุทร
เจดีย 

จ.สมุทรปราการ 
10 ppt 

IHC 1 -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(12/12) 
 

PCR -(15) -(15) -(15) -(15) -(7) 
IHC 1 -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(7/7) 

3.กุงกามกราม 
(Macrobrachium 
rosenbergii) 

อ.พระนครศรี 
อยุธยา 

จ.พระนครศรี 
อยุธยา 
5 ppt 

IHC 2 -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(15/15) -(8/8) 

 

PCR -(30) -(30) -(30) -(20) -(10) Atyidae 
กุงกะป 
Caridina sp. 

ต.บางปลากด 
อ.พระสมุทร

เจดีย 
จ.สมุทรปราการ 

5 ppt 

IHC 1 -(30/30) 
 

-(30/30) 
 

-(30/30 
 

-(20/20) 
 

-(10/10) 
 

 

 
 IHC  = Immnohistochemistry การตรวจเนื้อเยื่อตางๆ จากตัวอยางกุงทกุตัว 
 PCR = Polymerase Chain Reaction ทําการตรวจตวัอยางกุงในแตละกลุมรวมกนั 
 ND  = Not determinded 
    -   = ไมติดเชื้อ 
   +  = ติดเชื้อนอยมาก 
   +  = ติดเชื้อชัดเจนปริมาณตางๆ 
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ตาราง 3 แสดงชนิดของกุงที่เก็บจากแหลงตางๆ และนาํมาชกันาํใหกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดย
การฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวแลวเก็บตัวอยางมาตรวจที่ระยะ 
เวลาตาง ๆ 

 
การตรวจเชื้อหลังไดรับ 

WSSV (วัน) 
วงศและ 
species 

แหลงที่เก็บ
ความเค็ม
น้ําทะเล 

(ppt) 

วิธีการ
ตรวจ
WSSV 

Natural 
infection  

0 วัน 3 10 15 30 

หมาย
เหตุ 

 
PCR 

 
-(15) 

 
++(15) 

 
+(15) 

 
+(15) 

 
ND 

IHC 1 -(15/15) ++(8/15) +(8/15) +(5/15) ND 

Palaemonidae 
1.กุงฝอยน้ําเค็ม 
(Palaemon 
serrifer) 

 
ต.อางศิลา 
จ.ชลบุรี 
25 ppt IHC 2 -(15/15) ++(13/15) +(10/15) +(8/15) ND 

 

PCR -(15) +(15) +(15) -(15) -(12) 
IHC 1 -(15/15) +(7/15) +(1/15) ND ND 

2.กุงฝอยน้ําจืด 
(Macrobrachium 
lanchesteri) 

อ.พระ
สมุทรเจดีย 
จ.สมุทร 
ปราการ 
10 ppt 

IHC 2 
 

-(15/15) 
 

+(8/15) 
 

+(3/15) 
 

-(15/15) 
 

-(12/12) 
 

 

PCR -(15) +(15) +(15) -(15) -(7) 

IHC 1 -(15/15) +(2/15) +(2/15) -(15/15) -(7/7) 

3.กุงกามกราม 
(Macrobrachium 
rosenbergii) 

อ.พระนคร 
ศรีอยุธยา 
จ.พระนคร 
ศรีอยุธยา 

5 ppt 

IHC 2 
 

-(15/15) 
 

+(3/15) 
 
 

+(2/15) 
 

-(15/15) 
 

-(8/8) 
 

 

 
 IHC  = Immnohistochemistry การตรวจเนื้อเยื่อตางๆ จากตัวอยางกุงทกุตัว 
 PCR = Polymerase Chain Reaction ทําการตรวจตวัอยางกุงในแตละกลุมรวมกนั 
 ND  = Not determinded 
      -   = ไมติดเชื้อ 
   +  = ติดเชื้อนอยมาก 
   +  = ติดเชื้อชัดเจนปริมาณตางๆ 



     49

 
 
ภาพประกอบ 12 แสดงผลการทํา PCR ของกุงฝอยน้าํเค็ม (P. serrifer) (1) การตรวจจากการทดลอง 

   การใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และ (2) การตรวจจากการทดลองโดยการ   
ฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 M = DNA marker 
 + = positive control 
 - = negative control 

0 = เนื้อเยื่อตางๆ จากกุงที่รวบรวมไดตามธรรมชาติ 
3 10 15 และ 30 = ระยะเวลาตางๆจากการชักนําใหติดเชื้อโดยการกนิและฉีดดวย 
haemolymph ของกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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ภาพประกอบ 13 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณเหงือกของกุงฝอยน้ําเค็ม  

(P. serrifer) ที่ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 วัน และตรวจสอบดวยวิธี immunohisto-
chemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 26 และ 28 kDa ของ
ไวรัสตัวแดงดวงขาว 
  1 = ตัวอยางทีไ่มไดใสโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 kDa (W10) 
  3 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 26 kDa (W17)  
  4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W29)  
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ภาพประกอบ 14 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณเยื่อบุผิวใตเปลือกของกุง 

ฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) ที่ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 10 วัน และตรวจสอบดวยวิธี 
immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 26 และ 28 
kDa ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

   1 = ตัวอยางทีไ่มไดใสโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
   2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 kDa (W 10) 
  3 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 26 kDa (W 17)  
  4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W 29)  
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ภาพประกอบ 15 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณตางๆ (ลูกศร) ของกุงฝอย

น้ําเค็ม (P. serrifer) ที่ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 วัน และตรวจสอบดวยวิธี immuno-
histochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W 29) ของ
ไวรัสตัวแดงดวงขาว (1 = เหงือก 2 = เนื้อเยื่อบุผิวใตเปลือก 3 = ระยางคขา 4 = กลามเนื้อ) 
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ภาพประกอบ 16 แสดงผลการทํา PCR ของกุงฝอยน้ําจืด (M. lanchesteri) (1) การตรวจจากการ

ทดลองการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ (2) การตรวจจากการทดลองโดย
การฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 

M = DNA marker 
+ = positive control 
- = negative control 
0 = เนื้อเยื่อตางๆ จากกุงที่รวบรวมไดตามธรรมชาติ 
3 10 15 และ 30 = ระยะเวลาตางๆจากการชักนาํใหติดเชื้อโดยการกนิและฉีดดวย 
haemolymph ของกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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ภาพประกอบ 17 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณเหงือกของกุงฝอยน้ําจืด (M. 

lanchesteri) ที่ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 วัน และตรวจสอบดวยวิธี immuno-
histochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 26 และ 28 kDa 
ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 
  1 = ตัวอยางทีไ่มไดใสโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 kDa (W10) 

  3 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 26 kDa (W17)  
  4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W29)  
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ภาพประกอบ 18 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณตางๆ (ลูกศร) ของกุงฝอยน้ํา

จืด (M. lanchesteri) ที่ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 วัน และตรวจสอบดวยวิธี 
immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W29) 
ของไวรัสตัวแดงดวงขาว  (1 = เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  2 = เนื้อเยื่อบุผิวใตเปลือก  3 = กลามเนื้อ  4 = 
เสนประสาท  5 = กานตา และ  6 = เหงือก) 
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ภาพประกอบ 19 แสดงผลการทํา PCR ของกุงกามกราม (M. rosenbergii) (1) การตรวจจากการ

ทดลองการใหกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ (2) การตรวจจากการทดลองโดย
การฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 

M = DNA marker 
+ = positive control 
- = negative control 
0 = เนื้อเยื่อตางๆ จากกุงที่รวบรวมไดตามธรรมชาติ 
3 10 15 และ 30 = ระยะเวลาตางๆจากการชักนาํใหติดเชื้อโดยการกนิและฉีดดวย 
haemolymph ของกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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ภาพประกอบ 20 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณเหงือกของกุงกามกราม (M. 

rosenbergii) ที่ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 วนั และตรวจสอบดวยวธิี immuno 
histochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตนีขนาด 19 26 และ 28 kDa 
ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

   1 = ตัวอยางทีไ่มไดใสโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 kDa (W10) 
  3 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 26 kDa (W17)  
  4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W29)  
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ภาพประกอบ 21 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวบริเวณตับและตับออนของกุงกามกราม (M. 

rosenbergii) ที่ ฉี ด เ ชื้ อ ไ ว รั ส ตั ว แดงดว งขาว เป น เ วลา  3 วั น  และตรวจสอบด ว ยวิ ธี 
immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 26 และ 28 
kDa ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 
   1 = ตัวอยางทีไ่มไดใสโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  2 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 19 kDa (W10) 
  3 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 26 kDa (W17)  
  4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa (W29)  
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ภาพประกอบ 22 แสดงผลการทํา PCR ของกุงกะป (Caridina sp.) ที่ไดจากการใหกนิเนื้อกุงกุลาดําที่

ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 M = DNA marker 
 + = positive control 
 - = negative control 

0 = เนื้อเยื่อตางๆ จากกุงที่รวบรวมไดตามธรรมชาติ 
3 10 15 และ 30 = ระยะเวลาตางๆจากการชักนําใหติดเชื้อโดยการกนิและฉีดดวย 
haemolymph ของกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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ภาพประกอบ 23 แสดงการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของเนื้อเยื่อบริเวณตางๆ (ลูกศร) ของกุงกะป 

(Caridina sp.) ที่กินกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 3 วัน และตรวจสอบดวยวิธี    
immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 28 kDa   
(W29) ของไวรัสตัวแดงดวงขาว (1 = เหงือก 2 = กลามเนื้อ 3 = ตับ และ 4 = เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน) 

 
 

 



บทที่ 5 
สรุปผล อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
 สามารถรวบรวมกุงในวงศ Palaemonidae 3 ชนิด คือ กุงฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) กุงฝอยน้ํา
จืด (M. lanchesteri) กุงกามกราม (M. rosenbergii) และวงศ Atyidae ไดแก กุงกะป (Caridina sp.) 
จากแหลงเลี้ยงกุงกุลาดําแหลงน้ําธรรมชาติและชายฝงทะเล ปาชายเลนในอําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี 
อําเภอพระสมุทรเจดีย จังหวัดสมุทรปราการ และอําเภอพระนครศรีอยุธยา จังหวัดพระนครศรีอยุธยา  

จากการตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงทั้ง 2 วงศ ที่รวบรวมไดจากธรรมชาติ จาก
การทดลองชักนําใหติดไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการกินเนื้อกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวและการ
ฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวเขาสูกุงทดลองโดยตรง และนําไปเลี้ยงโดย
จะทําการสุมเก็บตัวอยางกุงทดลองในวันที่ 3 10 15 และ 30 ตามลําดับ นําไปตรวจสอบการติดเชื้อ
ดวยวิธี PCR และ immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนขนาด 
19 26 และ 28 kDa ของไวรัสตัวแดงดวงขาว คือ W10 W17 และ W29 (ชัยวิสุทธางกูร และคนอื่นๆ 
2004: 359)  ผลการตรวจสอบดวยวิธี PCR ไมพบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงทั้ง 2 วงศที่รวบรวม
ไดจากธรรมชาติและในกุงที่ชักนําใหติดไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธีการกิน ซึ่งเหมือนกับผลจากการ
ตรวจดวยวิธี immunohistochemistry โดยไมพบลักษณะตะกอนสีน้ําตาลจากปฏิกิริยาแอนติ บอดีจับ
กับแอนติเจนตามเนื้อเยื่อตางๆ ในกุงทั้ง 2 วงศ  สําหรับการตรวจสอบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ชัก
นําโดยวิธีการฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาวใหกับกุงวงศ Palaemonidae 
ทั้ง 3 ชนิด สามารถตรวจพบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวไดทั้ง 2 วิธี โดยเฉพาะในกุงฝอยน้ําเค็ม (P. 
serrifer) พบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวอยางรุนแรงตั้งแตวันที่ 3 หลังจากการฉีดเชื้อและเมื่อตรวจการ
ติดเชื้อดวยวิธี immunohistochemistry พบการติดเชื้อในอวัยวะตางๆ เชน เหงือก เนื้อ-เยื่อบุผิวใต
เปลือก อวัยวะน้ําเหลือง ตับ เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ระยางค ขาวายน้ํา และกลามเนื้อ เปนตน  สวนในกุง
ฝอยน้ําจืด (M. lanchesteri) และกุงกามกราม (M. rosenbergii) พบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในวันที่ 3 หลังจากนั้นการฉีดเชนเดียวกัน แตมีจํานวนตัวอยางกุงที่ติดเชื้อที่นอยกวาในกุงฝอยน้ําเค็ม 
(P. serrifer) โดยปริมาณการติดเชื้อจะลดลงในวันที่ 10 และจะไมสามารถตรวจพบไดที่ 15 และ 30 
วัน ตามลําดับ 

จากการตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวจากกุงชนิดตางๆ จาก 2 วงศ โดยการใหกินเนื้อ
หรือการฉีด haemolymph ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวาการชักนําใหกุงทดลองติด
เชื้อโดยวิธีการฉีดใหผลดีกวาการใหไดรับเชื้อโดยการกิน โดยเฉพาะกุงฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) เพราะ
กุงจะไดรับเชื้อโดยตรง (ตาราง 4) และสามารถตรวจพบการติดเชื้อในอวัยวะตางๆ ซึ่งสอดคลองกับ
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การศึกษาของศุภมาศและคนอื่นๆ (1998:  79 - 85) ที่ศึกษาการถายทอดของไวรัสตัวแดงดวงขาวจาก
กุงกุลาดําที่ติดเชื้อไปยังครัสตาเซียน 3 ชนิด ไดแก ปูมา (P. pelagicus) ปูทะเล (S. serrata) และกุง
เคย (Acetes sp.) โดยการชักนําใหกุงทดลองติดเชื้อไวรัสโดยการฉีด การจุม และการกิน พบวา การ
ฉีดจะใหผลดีที่ที่สุดโดยทําใหกุงตาย 100% ภายใน 3 วัน สวนการจุมและการกิน พบอัตราการตาย 
100% ภายใน 5 วันและ 20% ภายใน 9 วัน ตามลําดับ   ทั้งนี้ผลการทดลองที่ไดยังคลายกับผลการ
ทดลองที่ชักนําใหกุงในวงศ Palaemonidae และ Penaeidae ติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองดวยวิธีการฉีดจะมี
สัดสวนการติดเชื้อที่มากกวาการทดลองโดยการกินเนื้อเยื่อกุงที่ติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง (ยัยนับ แวะและ 
2544) 
 จากการทดลองยังพบวากุงฝอยน้ําจืด (M. lanchesteri) และกุงกามกราม (M. rosenbergii) 
มีอัตราการติดเชื้อที่นอยกวากุงฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) มาก แสดงวาในกุงทั้ง 2 ชนิดนี้นาจะมีความ
ทนทานตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวมากกวา และอาจมีการกําจัดเชื้อไวรัสชนิดนี้ออกนอกรางกายทําให
ไมสามารถตรวจพบการติดเชื้อไดในวันที่ 15 และ 30 ซึ่งคลายกับการศึกษาการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในกุงน้ําจืด 3 ชนิด คือ กุง M. idella, กุง M. lamerrae และกุงกามกราม M. rosenbergii โดยการฉีด 
การกิน และการจุม พบวา กุงกามกรามจะไมพบอาการของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเลย (Hameed; 
Charies & Anikumar  2000: 207 - 213)  นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาการติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ในกุงกามกราม พบวากุงกามกรามสามารถทนทานตอการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ไดในขณะที่กุงทีอ่ยูในวงศ
เดียวกับกุงกามกรามคือวงศ Palaemonidae  ชนิดอื่นๆ เชน กุงกามกราม (M. rosenbergii) กุงฝอย
น้ําจืด (M. lanchesteri) กุงกะตอม (M. sintangense) กุงกะเปาะ (P. styliferus) กุงฝอยน้ําเค็ม  
(P. serrifer) และกุงในวงศ Penaeidae เชน กุงตะกาด (Metapenaeus affinis) มีการติดเชื้อไวรัสหัว
เหลืองอยางรุนแรง (Longyant;  et al.  2005,  2006) ซึ่งแสดงใหเห็นวากุงฝอยน้ําจืดและกุงกามกราม
นาจะมีกลไกที่สามารถกําจัดเชื้อไวรัสทําใหมีความสามารถในการตานทานการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาวได 

จากผลการตรวจดูเนื้อเยื่อจากอวัยวะตางๆ ที่มีการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว จะเห็น
ลักษณะของการติดสีน้ําตาลภายในนิวเคลียส แสดงใหเห็นวาไวรัสตัวแดงดวงขาวซึ่งเปน DNA virus 
จะมีการเพิ่มจํานวนภายในนิวเคลียส โดยนิวเคลียสจะมีการบวมโตผิดปกติ โดยอวัยวะเปาหมายใน
การติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวไดแก เหงือก เนื้อเยื่อน้ําเหลือง และเนื้อเยื่อใตเปลือก (Chang; et al. 
1996: 133) สําหรับการตรวจการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ ในกุงทดลองดวยวิธี immunohistochemistry 
โดยใชและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอ่ืนๆ เชน ไวรัสหัวเหลือง (Sithigorngul;  et al.  
2000, 2002) ไวรัสเอชพีวี (Rukpratanporn; et al.  2005) และไวรัสเอ็มบีวี (Boonsanongchokying  
; et al.  2006) ไมพบการติดเชื้อไวรัสเหลานี้ในอวัยวะตางๆ ของกุงเหลานี้ 
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 จะเห็นวาจากการทดลองครั้งนี้ การตรวจการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยวิธี immuno-
histochemistry โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถใชยืนยัน
ผลจากการตรวจการติดเชื้อไวรัสโดยวิธี PCR ในกุงเหลานี้ไดอยางดี  ดังนั้นจึงเปนการยืนยันไดวากุง
บางชนิดเชน กุงฝอยน้ําเค็ม (P. serrifer) อาจเปนพาหะของโรคตัวแดงดวงขาวได และบางชนิดเชนกุง
กามกราม (M. rosenbergii) อาจทนทานและสามารถตานทานการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวได
เนื่องจากมีกลไกบางอยางในการชวยกําจัดเชื้อไวรัสออกจากรางกาย  
 
ประโยชนของการวิจัย 

อุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงเปนสินคาสงออกทํารายไดใหกับประเทศปละหลายหมื่นลานบาท 
แตปจจุบันปริมาณนอยลงเนื่องจากประสบปญหาทั้งจากดานพันธุกรรมและโรคระบาด การวิจัยครั้งนี้
จึงเปนแนวทางในการลดการระบาดของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในบอเลี้ยงกุงกุลาดํา ซึ่งผลการวิจัยที่
ไดทําใหทราบวากุงกามกรามนาจะมีความตานทานตอการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวสงูกวากุงกลุาดาํ 
เพราะมีอัตราการติดเชื้อไวรัสตํ่ามาก หากเรานํามาเลี้ยงรวมกันในบอเลี้ยงกุงกุลาดําอาจชวยลด
ปริมาณของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวได และอาจใชเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญที่จะสามารถนําไปใช
ศึกษากลไกหรือความสัมพันธระหวางกุงกามกรามกับไวรัสตัวแดงดวงขาวได 
 
ขอเสนอแนะ 

1.ควรเพิ่มระยะเวลาทําการทดลองการชักนําการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยการกิน
เนื้อเยื่อกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวมากกวา 30 วัน ในกุงสกุล Macrobracium 

2.ทําการทดลองและติดตามการติดไวรัส ตัวแดงดวงขาวในวงชี วิ ตของกุ งสกุล 
Macrobracium หลายๆสปชีส 
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ตาราง 4 สรุปศักยภาพในการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงในวงศ Palaemonidae และ Atyidae   
โดยตรวจการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี W10, W17 และ W29 ในกุงชนิด
ตางๆ  
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี ตรวจดวยวิธี immunohistochemistry ชนิดของกุง 
W10 W17 W29 ธรรมชาติ กิน ฉีดครั้งที่1 ฉีดครั้งที่2 

วงศ 
Palaemonidae 

       

Palaemon 
serrifer 

++ ++ ++ 0/15 0/45 21/45 
(0.46) 

31/45 
(0.68) 

Macrobrahcium 
lanchesteri 

+ + + 0/15 0/57 7/30 
(0.23) 

8/57 
(0.14) 

Macrobrachium 
rosenbergii 

+ + + 0/15 0/52 2/52 
(0.04) 

3/53 
(0.06) 

วงศ Atyidae        
Caridina sp - - - 0/30 0/90 * * 

 
ตรวจดวยวิธี PCR ชนิดของกุง 

ธรรมชาติ กิน ฉีด 
วงศ 

Palaemonidae 
   

Palaemon 
serrifer 

0/15 0/45 45/45 
(1.00) 

Macrobrahcium 
lanchesteri 

0/15 0/57 30/57 
(0.52) 

Macrobrachium 
rosenbergii 

0/15 0/52 30/53 
(0.56) 

 
 + พบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 - ไมพบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
 * ไมไดทําการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
 
ชนิดของสัตวในวงศ Palaemonidae , Atyidae 
ชนิดของกุงในวงศ Palaemonidae 
 จัดอยูใน Phylum Arthropoda 
     Class  Crustacea 
     Order  Decapoda 
     Family  Palaemonidae 
     Genus  Palaemon 
     Species serrifer (Holthuis.1980) 
 ลักษณะเดน ลักษณะทัว่ไป ถิ่นอาศัยของกุงฝอยน้ําเคม็ มีดังนี้ (พมิลพรรณ ลีละวฒันากูล. 
2518) 
 
 ลักษณะเดน 
  เปนกุงขนาดเล็ก อาศัยอยูในแองน้ําของบริเวณชายฝงทะเลที่มีน้ําขึ้นลงถึง ลําตัวใสไมมีสี
ขาเดินคูที่ 2 ยาวเทากัน ผิวโดยรอบมีลายปะสีน้ําตาล ตรงรอยตอระหวางขอตาง ๆ ของขาเดินคูที่ 2 
กับตรงกลางของขอตอที่ 5 ของขาเดินคูที่ 3 คูที่ 4 และคูที่ 5 มีสีสมแกมเหลืองคาดอยูรอบขอ กรีตรง
ปลายงอนขึ้นเล็กนอย และยาวกวาแผนกําบังหนวดของหนวดคูที่ 2 แงยื่นแบบฟนเลื่อยของกรีดานบน
มี 11 อัน ดานลางมี 4 อัน 
 
 ลักษณะทัว่ไป 
  กรี มีลักษณะตรง ปลายงอนขึ้นเล็กนอย และยาวกวาแผนกําบังหนวดคูที่ 2 ดานบนมีแงยืน่
แบบฟนเลื่อย 11 อัน เรียงอยูเหนือสวนหนาของ carapace  3 อัน อยูถัดไปทางปลายของกรี 8 อัน แง
ยื่นแตละอันอยูหางกันเปนระยะเทากัน นอกจากแงยื่นอันแรกและอันสุดทายจะอยูหางจากแงยืน่อนัอืน่ 
ๆ มาก ดานลางมีแงยื่นแบบฟนเลื่อย 4 อัน เรียงอยูหางเปนระยะเทากันจากบริเวณที่อยูถัดจากเบาตา
ออกไปจนถึงปลายของกรี แผนกําบังหนวดของหนวดคูที่ 2 ขอบดานนอกตรง ตรงโคนของขอบดานใน
โคงออกและเรียวสอบเขาไปทางปลาย  carapace ผิวเกลี้ยงเรียบ สันของหนามตรงบริเวณหนวดและ
สันของหนามตรงบริเวณเหงือก ขนานกันในแนวราบ 
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ชนิดของกุงในวงศ Palaemonidae และ Atyidae 
 ชนิดของกุงในวงศ Palaemonidae เชน กุงกะเปาะ P. styliferus กุงฝอยน้ําเค็มP. serrifer  
กุงกะตอม M. sintangense  กุงฝอยน้ําจืด M. lanchesteri และกุงกามกราม Macrobrachium 
rosenbergii 
 ชนิดของกุงในวงศ Atyidae เชน กุงกะป Caridina sp. 
 
เปรียบเทียบลักษณะของกุงในวงศ Palaemonidae และ Atyidae 
 ลักษณะของกุงในวงศ Palaemonidae 
  ขอบดานหนาและดานทายของ Pleuron แผนที่ 2 ทับ Pleuron แผนที่ 1 และแผนที่ 3 ขา
เดินคูที่ 1 และคูที่ 2 เปนกามหนีบ และที่ปลายกามหนีบไมมีพูขน ขาเดินคูที่ 2 มีขนาดใหญและยาว
กวาขาเดินคูที่ 1 ขอ 5 ของขาเดินคูที่ 2 มีลักษณะเปนขอเดียว ขาเดิน 3 คูสุดทายไมเปนกามหนีบ 
อาศัยอยูในน้ําจืด น้ํากรอย และน้ําทะเล (พิมลพรรณ ลีละวัฒนากูล. 2518) 
 ลักษณะของกุงในวงศ Atyidae 
  กรีเจริญดี สองปลองสุดทายของฐานหนวดคูที่ 1 อยางนอยที่สุดมีความกวางเทากับความ
ยาว mandible ไมมี mandible palp ไมมีรองแยกระหวาง incisor และ molar ขาเดินคูที่1 และ 2 ไม
เทากัน และมีลักษณะเปนกามหนีบ Carpus ไมเปนปลอง ปลายของนิ้วทั้งสองมีลักษณะเปนพูขน 
ปลายหางจะทูและมนอาศัยอยูในน้ําจืดทั้งหมด พบไดทั่วโลก ยกเวนสวนของขั้วโลก โดยพบมากใน
เขตรอนและอบอุน (กัลยานี ยงจินดารัตน.  2531) 
 
กุงในวงศ Palaemonidae 
 กุงกามกราม Macrobrachium rosenbergii 
  กุงกามกราม หรือ กุงนาง หรือ กุงหลวง เปนกุงชนิดเดียวกัน กุงกามกรามมีกระจายอยู
ทั่วไปในเขตเอเซียตะวันออกเฉียงใต ซึ่งประกอบดวย พมา เวียดนาม เขมร อินโดนีเซีย และ ฟลิปปนส  
ปกติกุงกามกรามสามารถพบไดทั้งป และ สวนมากจะอยูในแมน้ําลําคลอง หนอง บึง ทะเลสาบที่มีเขต
ติดตอกับแมน้ํา กุงกามกรามเปนกุงที่นิยมรับประทานกันมากในภูมิภาคเอเชีย ทั้งไทย พมา ลาว  
มาเลเซีย รวมทั้งจีน ฮองกง และ ไตหวัน เปนตน ปจจุบันมีบางประเทศในยุโรปหันมารับประทาน 
กุงกามกรามกันบางแลว  
 
 ชีววิทยาของกุงกามกราม 
  ชื่อเรียกทัว่ไปในทองถิน่ตางๆ  กุงกามกราม กุงนาง กุงหลวง กุงกามเกลี้ยง กุงแห และ 
กุงใหญ 
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ชื่อสามัญ  Giant Fershwater Prawn 
ชื่อวิทยาศาสตร  Macrobrachuim rosenbergii de man 
อนุกรมวธิาน 
     Phylum Arthpoda 
     Class  Crustacea 
     Order  Decapoda 
     Suborder Natantia 
     Family  Palaemonidae 
     Genus  Macrobrachium 
     Species rosenbergii (Holthuis.1980) 
 ลักษณะเดน ลักษณะทั่วไป ถิ่นอาศัยของกุงกามกราม มีดังนี้ (พิมลพรรณ ลีละวัฒนากูล.
2518) 
 
ลักษณะเดน  
 กรีสวนโคนที่อยูเหนือตาโคงนูนขึ้น และสวนปลายเรียวงอนขึ้น แงยื่นแบบฟนเลื่อยของกรี 
ดานบนและกรีดานลางมีจํานวนใกลเคียงกันคือประมาณ 12 -  13 อัน ขาเดินคูที่ 2 มีขนาดใหญและ
ยาวไมเทากัน ผิวดานนอกของขาเดินมีหนามแหลมเรียงอยูกระจัดกระจายนอกจากนิ้วของกามหนีบซึ่ง
เคลื่อนไหวได จะมีขนปุกปุยคลุมอยางหนาแนน 
 
ลักษณะทั่วไป 
 กรีสวนโคนที่อยูเหนือตาโคงนูนขึ้นเล็กนอย สวนปลายมีลักษณะเรียวงอนขึ้น และยาวเลย
ปลายของแผนกําบังหนวดคูที่ 2 ดานบนของกรีมีแงยื่นแบบฟนเลื่อย 13 อัน เรียงอยูเหนือสวนหนาของ 
carapace 2 อัน อยูบนสวนโคงนูนเหนือตา 4 อัน และเรียงอยูถัดไปทางปลายของกรี 7 อัน แงยื่น 2 
อัน ที่อยูเหนือสวนหนาของ carapace กับแงยื่น 3 อัน ที่อยูปลายสุดของกรีจะเรียงอยูหางเปนระยะ
เทากัน และมีระยะหางมากกวาระยะหางระหวางแงยื่นของกรีที่อยูบนสวนโคงนูนเหนือตา แตมี
ระยะหางนอยกวาระยะหางระหวางแงยื่นของกรี 3 อัน ที่อยูถัดจากสวนโคงนูนเหนือตาออกไปทาง
ปลายของกรีดานลางของกรีมีแงยื่นแบบฟนเลื่อย 13 อัน เรียงอยูหางเปนระยะเทากันตลอดความยาว
ของกรี ดานขางของกรีเปนสันยาวจากเบาตาไปจนถึงแงยื่นอันที่ 9 หรืออันที่ 10 ของกรีทางดานบน 
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 Carapace ผิวเกลี้ยงเรียบ นอกจากบริเวณหัวใจ บริเวณกระเพาะอาหารและบริเวณที่อยู
เหนือหนามตรงบริเวณตับ มีเม็ดเล็กๆอยูกระจัดกระจาย สันของหนามตรงบริเวณหนวดและตับขนาน
กันทํามุมกับแนวราบเล็กนอย 
 แผนกําบังหนวดคูที่ 2 ขอบดานนอกตรง ขอบดานในตรงและขนานกันกับขอบดานนอก 
ปลายของแผนเรียวแหลม 
 ขาเดินคูที่ 2 เปนรูปทรงกระบอกยาวไมเทากัน ขาขางที่ยาวจะมีสวนปลายของขอที่ 4 อยูตรง
กับปลายของแผนกําบังหนวดคูที่ 2 ขอที่ 3 ขอที่ 4 และขอที่ 5 เปนรูปทรงกระบอกตอนปลายของขอ
หนากวาตอนโคน คิดเปนสัดสวนประมาณ 3 ตอ 2 สวนบนของขอที่ 6 เปนทรงกระบอกแบนจากบนลง
มาลางและกวางเทากันตลอดผิวโดยรอบของขอที่ 3 4 5 และสวนโคนของขอที่ 6 มีหนามแหลมเรียง
กระจายเปนแถว ซึ่งหนามแหลมที่อยูบนผิวดานนอกมีขนาดเล็กและสั้นกวาหนามแหลมที่อยูบนผิว
ดานใน นิ้วของกามหนีบซึ่งเคลื่อนไหวไมไดมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก มีขนาดเล็กและเรยีวกวาสวน
โคนของขอที่ 6 ตอนปลายแหลมและงุมเขา ผิวดานนอกของนิ้วมีหนามแหลมและเล็กกระจัดกระจาย 
นอกจากตอนปลายที่แหลมและงุมเขา จะเกลี้ยงเรียบ ดานในของนิ้วมีปุม 2 ปุมติดกัน และแงยื่นรูป
กรวย 1 อัน อยูหางจากโคนของนิ้วประมาณ 1/7และ 1/4 ของความยาวนิ้ว ตามลําดับ ถัดจากแงยื่นรูป
กรวยออกไปเปนสันคมและยาวไปจนถึงปลายที่แหลมงุม นิ้วของกามหนีบซึ่งเคลื่อนไหวไดเปน
ทรงกระบอกและมีขนาดเทากับนิ้วของกามหนีบซึ่งเคลื่อนไหวไมได ผิวดานนอกของนิ้วที่มีขนปุกปุย
และยาวคลุมอยางหนาแนนอยูตลอดความยาวของนิ้ว นอกจากตอนปลายที่แหลมงุมเขาและเรียบ 
ดานในของนิ้วมีแงยื่นรูปกรวยที่มีขนาดเทากัน 2 อัน อยูหางจากโคนของนิ้วประมาณ 1/5 และ 1/4 
ของความยาวนิ้วตามลําดับ ถัดจากแงยื่นอันที่ 2 ออกไปเปนสันคมและยาวไปจนถึงปลายของนิ้วที่
แหลมงุม เมื่อหุบกามหนีบเขามาปลายของนิ้วนี้จะเกยกับปลายของนิ้วของกามหนีบซึ่งเคลื่อนไหว
ไมได ขอตอตางๆของขาเดินคูที่ 2 มีความยาวจากนอยไปหามากตามลําดับดังนี้ ขอที่ 3 4 และ5 สวน
โคนของขอที่ 6 และนิ้วทั้งสองของกามหนีบซึ่งมีความยาวเทากัน 
 หางเปนรูปสามเหลี่ยม ตอนปลายเปนแงแหลมเล็ก สองขางของแงแหลม มีหนามแหลม 2 คู 
คูในมีขนาดใหญและยาวกวาคูนอก 
 แพนหาง ปลายของแพนหางคูนอก มีลักษณะตัดเปนเสนตรงและปลายของแพนหางคูใน
เรียวแหลมเล็กนอย 
 ไข เปนรูปกลมรี เสนผานศูนยกลางประมาณ 500 ไมโครเมตร 
 สี ลําตัวเปนสีน้ําเงินแกมเขียว ขาเดินคูที่ 2 เปนสีน้ําเงินเขม 
 ขนาดของลําตัว มีความยาวโดยเฉลี่ยประมาณ 190 มิลลิเมตร 
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ถิ่นอาศัย  
พบในแมน้ํา ลําคลอง ลําหวย ลําธาร ทะเลสาบ หรือแหลงน้ําที่มีทางติดตอกับทะเล 

กุงฝอยน้ําจืด Macrobrachium lanchesteri 

 เปนกุงน้ําจืดขนาดเล็ก มีเปลือกแข็งหอหุมตัว มีขา 10 คู แบงแยกหนาที่กันออกไปเปนขา
สําหรับจับอาหาร ขาเดิน และขาวายน้ํา ขาเดินคูที่สองมีขนาดไลเลี่ยกับขาเดินคูที่ 4 และ 5 ขอปลาย
ลักษณะเปนกามหนีบ อยูรวมกันเปนฝูง ลักษณะสําคัญประจําตัวคือ มีกรีตรงขาเดิน 3 คู ยาวเทากัน 
แตกตางจากลูกกุงกามกรามที่มีขนาดเทากัน ซึ่งจะมีกรียาวปลายโคงสูงขึ้น 

ชีววทิยาของกุงฝอยน้ําจืด 
ชื่อเรียกทัว่ไปในทองถิน่ตางๆ กุงฝอย กุงนาง 
ชื่อสามัญ LANCHESTER'S FRESHWATER PRAWN  
ชื่อวิทยาศาสตร Macrobrachium lanchesteri 

อนุกรมวธิาน 

     Phylum Arthpoda 

     Class  Crustacea 

     Order  Decapoda 

     Family  Palaemonidae 

     Genus  Macrobrachium 

     Species Lanchesteri  (Holthuis.1980) 

 ลักษณะเดน ลักษณะทั่วไป ถิ่นอาศัยของกุงฝอยน้ําจืด มีดังนี้ (พิมลพรรณ ลีละวัฒนากูล.
2518) 
ลักษณะเดน 

 กรี มีลักษณะตรงและยาวพอดีกับปลายของแผนกําบังหนวดคูที่ 2 ขาเดินคูที่ 2 เปนรูป
ทรงกระบอกยาวเรียว และมีสวนของกามหนีบ ยาวเลยปลายของกรี ขาสองขางมีความยาวเทากัน 
ลําตัวใสไมมีสี 
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ลักษณะทั่วไป 

 กรี มีลักษณะตรงและยาวพอดีกับปลายของแผนกําบังหนวดคูที่ 2 ขอบบนมีแงยื่นแบบฟน
เลื่อย 7 อัน เรียงอยูเหนือสวนหนาของ carapace 1 อัน เหนือเบาตา 4 อัน และที่ปลายของกรี 2 อัน 
แงที่ยื่นแตละอันเรียงอยูหางเปนระยะทางเทากัน นอกจากแงยื่น 2 อันสุดทายที่อยูปลายกรี จะอยูหาง
จากแงยื่นอันที่ 5 มาก ขอบลางมีแงยื่นอันที่ 6 ของกรีดานบน 

 Carapace บริเวณผิวเกลี้ยงและเรียบ สันของหนามตรงบริเวณหนวดขนานกับสันของหนาม
ตรงบริเวณตับและทํามุมกับแนวราบเล็กนอย 

 แผนกําบังหนวดคูที่ 2 คอนขางเปนรูปส่ีเหลี่ยมผืนผาและปลายมีลักษณะกลมมนขอบดานใน
ขนานกับขอบดานนอก 

 ขาเดินคูที่ 2 เปนรูปทรงกระบอกยาวเรียว และขาสองขางยาวเทากัน มีสวนของกามหนีบยาว
เลยปลายของกรี ผิวโดยรอบเกลี้ยงเรียบ นอกจากนิ้วทั้งสองของกามหนีบจะมีกลุมขนที่แข็ง กระจาย
อยูเปนกลุม 2 เปนรูปทรงกระบอกยาวและเรียวบางกวาขออ่ืนๆตอนกลางสวนโคนของขอที่ 6 โปงออก
เล็กนอย ดานในของนิ้วทั้งสองของกามหนีบมีแงยื่นรูปกรวยอยูนิ้วละ 2 อัน เรียงอยูหางจากโคนของนิ้ว
ประมาณ 1/4 และ 1/3 ของความยาวของนิ้วตามลําดับขอตางๆของขาเดินคูที่ 2 มีความยาวเรียงจาก
นอยไปหามากตามลําดับดังนี้  นิ้วทั้งสองของกามหนีบ ขอที่ 3 สวนของโคนขอที่  6 ขอที่ 4 และขอที่ 5 

 หาง เปนรูปสามเหลี่ยมยาวเรียวและยาวไมถึงปลายของแพนหาง ปลายสุดเปนแงแหลมเล็ก
และมีหางนามแหลม 2 คู อยูสองขางของแงแหลม หนามคูในมีขนาดใหญและยาวกวาหนามคูนอก ผิว
ดานบนของหางโคงมนและมีหนามแหลม 2 คู อยูหางจากโคนของหางประมาณ1/2 และ 3/4 ของ
ความยาวของหาง 

 แพนหาง ยาวเลยหางออกไปเล็กนอย ปลายของแพนหางคูในกลมรี และปลายของแพนหางคู
นอกกลมมน 

 ไข เปนรูปกลมรี มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 700 ไมโครเมตร 

 สี ลําตัวใส ไมมีสี 

ขนาด  
 ความยาวประมาณ 2 - 7 เซนติเมตร  
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ถิ่นอาศัย 

 อาศัยอยูในแมน้ํา คู คลอง เกาะอยูตามกอนหินใหญในแองน้ําตกชอบอยูบริเวณผิวน้ําตาม
ชายริมตลิ่งซึ่งเปนแหลงน้ํานิ่งที่มีรากหญาและรากพันธุไมน้ํา จะรวมกลุมอยูกันชุกชุมในหนอง บอ บึง 
หรือตามบริเวณแหลงน้ําซึ่งมีกระแสน้ําขึ้นลงไหลเอื่อยๆ 

อาหาร 

 กินจุลินทรียและตัวออนของสัตวน้ําขนาดเล็ก 

กุงในวงศ Atyidae 
 กุงกะป Caridina sp. 

 ชีววิทยาของกุงกะป 
  ชื่อเรียกทัว่ไปในทองถิน่ตางๆ 
  ชื่อสามัญ LANCHESTER'S FRESHWATER PRAWN  
  ชื่อวิทยาศาสตร Caridina sp. 

อนุกรมวธิาน 

     Phylum Arthpoda 

     Class  Crustacea 

     Order  Decapoda 

     Family  Atyidae 

     Genus  Caridina 

     Species    (Holthuis. 1980) 

 ลักษณะเดน ลักษณะทั่วไป ถิ่นอาศัยของกุงกะป มีดังนี้ (กัลยานี ยงจินดารัตน. 2531) 
ลักษณะของกุงในFamily Atyidae 
 กรีแจริญดี สองปลองสุดทายของฐานคูที่ 1 อยางนอยที่สุดความกวางเทากับความยาว 
mandible ไมมี mandibular palp ไมมีรองแยกระหวาง incisor และ molar ขาเดินคูที่ 1 และ 2 ไม
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เทากัน และมีลักษณะเปนหนีบ carpus ไมเปนปลอง ปลายของนิ้วทั้งสองมีลักษะพูขน ปลายหางจะทู
และมน 
 
ถิ่นอาศัย 
 อาศัยอยูในน้ําจืดทั้งหมด พบไดทั่วโลก ยกเวนสวนของขั้วโลก โดยมากพบในเขตรอนและ
เขตอบอุน  
ลักษณะทั่วไปของ Genus Caridina 

 กรีเรียบหรือมีฟน ไมมีหนามเหนือเบาตา มีหนามบริเวณดานขางของ carapace ลักษณะ
สวนหนาซึ่งใกลกับฐานหนวดคูที่ 2 Pterygostomian angle มน สวนปลาย carpus ของขาเดินคูที่ 1 
จะเวามีลักษณะคลายถวย ขาเดินคูที่1 และคูที่ 2 มีลักษณะเปนกลามหนีบ บริเวณสวนปลายของนิ้ว
ทั้งสองมีขนเปนพู ซึ่งความยาวของพูจะสั้นกวาความยาวของนิ้ว ขาเดินคูที่1 จะสั้นกวาขาเดินคูที่ 2 ขา
เดินไมมี exopod แตมี arthrobranch 

ชนิดของกุงในวงศ Atyidae เชน กุงกะป 
 จัดอยูใน Phylum Arthropoda 
     Class  Crustacea 
     Order  Decapoda 
     Family  Atyidae 
     Genus  Caridina 
     Scientific name  Caridina sp. 
     Common name  - 
     Thai common name กุงกะป 
 
ลักษณะของกุงในวงศ Atyidae 
 กรีเจริญดี สองปลองสุดทายของฐานคูที ่ 1 อยางนอยที่สุดความกวางเทากับความยาว 
mandible ไมมี mandibular palp ไมมีรองแยกระหวาง incisor และ molar ขาเดินคูที่ 1 และ 2 ไม
เทากัน และมลัีกษณะเปนหนีบ carpus ไมเปนปลอง ปลายของนิ้วทั้งสองมีลักษะพูขน ปลายหางจะทู
และมน อาศัยอยูในน้ําจืดทั้งหมดพบไดทั่วโลก ยกเวนสวนของขั้วโลก โดยมากพบในเขตรอนและเขต
อบอุน (กัลยานี ยงจนิดารัตน.  2531 : 13) 

 



 78 

ภาคผนวก ข 
 

บัฟเฟอรและสารเคม ี
1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)    8.0 กรัม 
 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.2 กรัม 
 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  1.15 กรัม 
 น้ํากลัน่                                                       1,000.0 มิลลิลิตร 
  
2. Merthiolate เขมขน 1% 
 ไธเมอรโรซอล (Thimerosal) (Sigma)   1.0 กรัม 
 น้ํากลัน่        100.0 มิลลิลิตร 



ภาคผนวก ค 
 
บัฟเฟอรและสารเคมสีําหรับ immunohistochemistry (IHC) 
1. สารละลายเคลือบสไลด (Coated slide solution) 
 เจลาติน       1.0      กรัม 
 โครเมียมโพแทสเซียมซัลเฟต (CrK(SO4)2.12H2O) 0.05         กรัม 
 น้ํากลัน่        100.0             มิลลิลิตร 
2. น้ํายาคงสภาพ (Davidson’s fixative)  

 95% เอทานอล     30.0             มิลลิลิตร 
 ฟอรมาลนิเขมขน 100%     20.0             มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid    10.0                 มิลลิลิตร 
 น้ํากลัน่        30.0          มิลลิลิตร 
3. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)    8.0  กรัม 
 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.2  กรัม 
 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.2  กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  1.15  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000.0  มิลลิลิตร 
4. สารละลาย calf serum 10% (P1

+) 
 calf serum                                                                   10.0     มิลลิลิตร 
 PBS                                                                             100.0      มิลลิลิตร 
5. สี Enrilich’s acid hematoxylin 
 สี hematoxylin        8.0                กรัม 

เอทานอล 95%      400.0    มิลลิลิตร 
อลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต   8.0          กรัม 

 น้ํากลัน่        400.0        มิลลิลิตร 
 กลีเซอรีน (glycerine)    400.0          มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid    400.0         มิลลิลิตร 
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6. สี Eosin Y 0.2% ในเอทานอล 95% 
 สี Eosin Y        0.2        กรัม 
 95% เอทานอล     100.0  มิลลิลิตร            
 
การตรวจการติดเชื้อในเนื้อเยื่อดวยวธิี immunohistochemistry และวธิี indirect 
immunoperoxidase (Sithigorngul; et al.  2002: 71-76) 
1. วธิี immunohistochemistry (IHC) 
 1.1 ตัดสวนหวั (Cephalothoraxes) ของกุงขาวที่เกิดการติดไวรัสโรคทอราแลวนําไปแชใน
น้ํายาคงสภาพเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 1.2 นํามาลางโดยใหน้าํประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชัว่โมง 
 1.3 ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (Dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ กนั และบิวทานอล 
ตามลําดับดังนี ้
  1.3.1 แชในเอทานอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชัว่โมง  
  1.3.2 แชในเอทานอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชัว่โมง 
  1.3.3 แชในเอทานอล 95% 2 คร้ัง ๆ ละ 24 ชัว่โมง 
  1.3.4 แชในบิวทานอล 1 คร้ัง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
  1.3.5 แชในที่บิวทานอลผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
  1.3.6 แชในไซลีน 2 คร้ัง ๆ ละ 1 ชัว่โมง 
  1.3.7 แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บในตูอบที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี
  1.3.8 แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 คร้ังๆ ละ 30 นาท ี
 1.4 นําเนื้อเยื่อของกุงที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (Embed) ในพาราพลาสตที่
อยูในบล็อกสี่เหลี่ยม 
 1.5 ตัดเนื้อเยื่อที่ฝงอยูในบล็อกดวยเครื่องไมโครโตมแบบโรตารี (Rotary microtome) ใหแต
ละเซคชันมีความหนา 8 ไมครอนเรียงตอกนั (Serial section) เปนริบบิน (Ribbon) 
 1.6 นําเซคชนั (Section) มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจลาตนิ โดย
หยดน้าํกลัน่ลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนัน้นําแถวของเซคชันไปวางบน
หยดน้าํประมาณ 3-4 เซคชันตอ 1 แถว แลวนาํไปวางบนแทนอุนสไลดที่ต้ังอุณหภูมิไวที ่ 50 องศา
เซลเซียส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดจนไมมีการซอนทับของเนื้อเยื่อแลว ดูดน้าํออกซับใหแหงจะไดเนื้อเยือ่ที่ติด
ตรึงอยูบนสไลด นําไปอบในตูอบที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
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 1.7 นําสไลดที่มเีซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ (Deparafinization) โดย
วางสไลดลงบนตะกรา (Slide basket) แลวนาํไปจุมในโถแกวที่บรรจุไซลีน และดงึนาํเขาสูเนื้อเยื่อ 
(Rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กันดงันี ้ 
  1.7.1 แชในไซลีน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี
  1.7.2 แชในบิวทานอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.3 แชในเอทานอล 95% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.4 แชในเอทานอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.5 แชในเอทานอล 80% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.6 แชในเอทานอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.7 ลางดวยน้าํกลัน่ 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.8 แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10% 1 คร้ัง เปนเวลา 10 นาท ี
  1.7.9 ลางดวยน้าํกลัน่ 5 คร้ังๆ ละ 5 นาท ี
  1.7.10 ลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 5 นาท ี
  1.7.11 นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกนิรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปม
สุญญากาศ (Vacuum pump)  
 
2. วธิี indirect immunoperoxidase  
 2.1 การปองกนัการจับแบบไมจําเพาะ (Blocking) 
  2.1.1 หยดสารละลาย P1

+ ใหคลุมแตละเซคชันดวยไมโครปเปต 
  2.1.2 บมในทีช่ื้นที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  
 2.2 การใสแอนติบอดีตัวแรก 
  2.2.1 ดูดสารละลาย P1

+ ในแตละเซคชันออก 
  2.2.2 หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละเซคชัน  
  2.2.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 
  2.2.4 ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจากเซคชนัดวยน้ํากลัน่อยางรวดเร็ว 
  2.2.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาท ี
 2.3 การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
  2.3.1 ดูด PBS ในแตละเซคชันออก 
  2.3.2 หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (Goat anti-mouse horseradish peroxidase 
conjugate (GAM-HRP)) ที่เจือจาง 1 : 1000 ในสารละลาย P1

+ ลงในทุกเซคชนั 
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  2.3.3 บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
  2.3.4 ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจากเซคชันดวยน้าํกลัน่อยางรวดเร็ว 
  2.3.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาท ี
 2.4 นําเซคชนัมาทาํปฏิกิริยากับ 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 0.03% 
และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 0.006% ใน PBS เปนเวลา 5 นาท ี

2.5 ลางเซคชนัดวยน้ําประปา 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3. การยอมเนื้อเยื่อทับดวยสีอิโอซิน 
 3.1 ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทานอล 70% 80% 90% และ 95% คร้ังละ 5 นาท ี

 3.2 ยอมทับดวยสีอิโอซิน 0.02% ในเอทานอล 95% และลางสีสวนเกินออกดวย เอทานอล 
95% 

 3.3 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาที 
 3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาที 
 3.5 แชในไซลีนจํานวน 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
 3.6 ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (Mount) ดวยตัวกลางผนึก (Permount)  
 3.7 นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซึ่งเนื้อเยื่อที่ใหผลบวกกบัแอนติบอดีจะเหน็
เปนสีน้าํตาล 
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ภาคผนวก ง 
 
บัฟเฟอรและสารเคมสีําหรับ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
1. Lysis buffer ( Flegel pers. Comm., 1998) 
   Tris-HCl, pH 9.0       50.00      มิลลิโมลาร 
   EDTA                               100.00  มิลลิโมลาร 
   NaCl           50.00   มิลลิโมลาร 
   20% SDS                           100.00  มิลลิลิตร 
2. Working solution 
   ตองทําการเตรียมใหมทุกครัง้ที่ใช (สัดสวนนี้พอดีสําหรับตัวอยาง 10 ตัวอยาง) 
   Poly(A)carrier RNA      50.00      ไมโครลิตร 
   Binding buffer         2.50      มิลลิลิตร 
3. Poly(A)carrier RNA 
   Poly(A)carrier RNA     2.00   มิลลิกรัม 
   Elution buffer          0.50   มิลลิลิตร 
   ควรเก็บที ่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส 
4. Binding buffer 

   เตรียมในปรมิาตร     25.00   มิลลิลิตร 
  Guanidine-HCl      6.00  โมลาร 

Urea     10.00  มิลลิโมลาร 
  Tris-HCl     10.00   มิลลิโมลาร 

20% Triton X-100(v/v), pH 4  45.00  กรัม 
5. Proteinase K 

Lyophilized protinase K   90.00   มิลลิกรัม 
Elution buffer       5.00  มิลลิลิตร 
ควรเก็บที ่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

6. Inhibitor removal buffer 
เตรียมในปริมาตร     33.00  มิลลิลิตร 
Guanidine-HCl      5.00  โมลาร 

 Tris-HCl, pH 6.6    20.00  มิลลิโมลาร 
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เมื่อจะใชเติมดวย 
  เอทานอลบริสุทธิ ์     20.00  มิลลิลิตร 

7. Wash buffer 
เตรียมในปริมาตร     20.00  มิลลิลิตร 

  NaCl       20.00  มิลลิโมลาร 
Tris-HCl, pH 7.5          2.00  มิลลิโมลาร 
เมื่อจะใชเติมดวย 
เอทานอลบริสุทธิ ์       40.00  มิลลิลิตร 

 

8. Elution buffer 
  Nuclease free double distilled water 30.00  มิลลิลิตร  

16 X 10 TBE buffer, pH 8.3 
Tris-base                 100.00  กรัม 
Boric acid    55.00  กรัม  
EDTA       9.50  กรัม 
Distilled water                                      1,000.00  มิลลิลิตร  

  ปรับ pH ดวยกรด HCl 
 

9. Ethidium bromide 
Ethidium bromide                   20.00  ไมโครลิตร 
Distilled water                400.00  มิลลิลิตร 
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