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 โรค Taura syndrome ในกุงขาวแปซิฟค (Litopenaeus vannamei)  และ White spot 
syndrome ในกุงกุลาดาํ (Penaeus monodon) กอใหเกิดความสูญเสียในอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุง
ทะเลของประเทศไทย งานวจิัยนีพ้ัฒนาการตรวจโรคทั้งสองดวยเทคนคิทางอณูชวีวทิยา ในกุงขาว
และกุงกุลาดําที่เพาะเลีย้งในฟารมจาํนวน 39 ตวัอยาง (n = 640 ตัว) จากทั้งหมด 4 จงัหวัด       
ตั้งแตเดือนกันยายน 2546 ถึงกรกฎาคม 2547  ตรวจวนิิจฉัยโรค Taura syndrome ดวยวิธ ีOne-
step reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT–PCR) โดยใช Primer ทดสอบ
จํานวน 2 ชุด คือ OIE Marker (OIE, 2003) และ CUVET_Taura ซึ่งพฒันาจากงานวิจัยนี้เพื่อใชใน
การหาสายพนัธุไวรัส  ตรวจโรค White spot syndrome ดวยวธิี Polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช Commercial test kit (Centext) ผลการตรวจโรคในกุงระยะ Postlarvae และระยะ
เต็มวัย พบวากุงขาวและกุงกุลาดําที่เพาะเลี้ยงสามารถติดโรคทั้งสองโรคและอาจตรวจพบสาร  
พันธกุรรมของเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในกุงปวยตัวเดียวกัน นอกจากนีย้ังตรวจพบสารพันธกุรรมของ
เชื้อไวรัสทั้งสองชนิดปนเปอนในน้ําเพาะเลี้ยงกุง  ใช CUVET_Taura Primer หาลําดับเบสของยีน 
VP1 ในผลิตภัณฑ PCR ของสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome พบวาเชือ้ไวรัสที่ระบาด
อยูในฟารม เปนสายพนัธุใกลเคียงกับสายพนัธุของเชื้อไวรัสของประเทศไตหวนัมากกวาสายพนัธุ
จากอเมริกาและเม็กซิโก    การศึกษาแสดงถึงการเกิดโรค Taura syndrome ในกุงกุลาดําจากการ
ติดเชื้อไวรัสสายพนัธุของประเทศไตหวนัและการปนเปอนสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสในน้าํ ซึ่งอาจ
แสดงถึงวธิีการแพรกระจายของโรคภายในฟารม   
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 Among viral diseases of penaeid shrimp, Taura Syndrome Disease (TSD) of the pacific 
white shrimp (Litopenaeus vannamei) and White Spot Syndrome Disease (WSSD) of the black 
tiger shrimp (Penaeus monodon) are at high prevalence.  Both diseases cause mass mortality 
in the cultured shrimp and significant economic loss in shrimp exportation.  In the attempt to 
find the sensitive and specific diagnosis for these diseases, the viral nucleic acid based 
method was implemented in this study.  To survey the disease occurences, 39 samplings of 
both pacific white shrimp and black tiger shrimp (n=640), from 4 provincial areas of Thailand 
were collected during the period of 11 months, September 2003 - July 2004.  One-step reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (One-step RT-PCR) was applied to detect TSD, using 
OIE recommended primers.  In addition, the currently invented CUVET_Taura primers were 
used to amplify the VP1 gene sequence of TSV.  PCR was also employed for the detection of 
WSSV, using Centext commercial primers.  Based on the diagnostic procedures, the 
evidences of TSV and WSSV infection were detected in post larval and adult stages of pacific 
white shrimp and black tiger shrimp.  Interestingly, the co-infection of TSV and WSSV were also 
observed in some individual samples.  The VP1 gene sequence of TSV suggested that the Thai 
epidemic TSV was more genetically related to the Taiwanese strains rather than the South 
American strains.  Nonetheless, the application of RT-PCR and PCR can detect TSV and WSSV 
contaminated in the water taken from the epidemic ponds.  Here are the strong evidences of 
TSD in black tiger shrimp, associated with the Taiwanese related strain of TSV.  The 
observation of TSV and WSSV in pond water suggests the possible means of disease 
transmission. 
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บทที่ 1 

 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) จัดเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจทีม่ีความสําคัญอยางมากตอ
เศรษฐกิจของประเทศไทย  เนื่องจากมีผลผลิตสงออก ทั้งในรูปผลิตภัณฑกุงแชแข็งและกุงแปรรปู
ในแตละป ประมาณ 0.3 ลานตนัตอป (สิริ, 2545)  มีมูลคาการสงออกปละ 50,000 ถึง 70,000 
ลานบาท แตนบัต้ังแตป พ.ศ. 2537 เปนตนมา ประเทศไทยเริ่มประสบปญหาในการเลี้ยงกุงกุลาดํา
อยางตอเนื่อง  ทั้งปญหาเรื่องโรคระบาดที่เกิดขึ้นในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง สงผลใหมกีาร
ระงับการนําเขา เพื่อปองกันมิใหเกิดการแพรกระจายของโรคไปยังสวนตางๆของโลก  ซึ่งโรคในกุง
จะถูกกําหนดโดยองคการเฝาระวงัโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (The Office International des 
Epizootics, OIE) เพื่อใชในการควบคุมและปองกนัโรคที่เกิดขึ้นในสตัว เพื่อจํากัดการแพรกระจาย
ของโรค ดังนัน้จึงมีการกวดขันการนําเขากุงไทยอยางเขมงวดจากตางประเทศ จนอาจถึงขัน้ระงบั
การนาํเขาไดซึง่โรคระบาดที่เกิดขึ้นแลว  กอใหเกิดความสูญเสียอยางมากตออุตสาหกรรมการเพาะ
เลี้ยงกุงในประเทศไทย  
 

โรคระบาดที่เกิดจากเชื้อไวรัสเปนสวนใหญ  พบวาโรค White spot syndrome เปนปญหา
สําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายอยางมากตอการเพาะเลีย้งกุงกุลาดําในประเทศไทย นอกจากนี้ยงั
รวมถึงปญหาเรื่องการตลาด โดยตลาดกุงกุลาดํามกีารเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา  เนื่องจากมีการ
แขงขันมากทางดานราคาตลาดในการสงออก  รวมถงึมาตรการในการนาํเขากุงไทยของประเทศ
ตางๆที่มกีารเขมงวดในการตรวจคุณภาพกุงที่นาํเขาวาตองปลอดจากโรคและปญหากุงโตชา ไมได
ราคา นอกจากนัน้ประเทศไทยยงัประสบปญหาเรื่องสารตกคางในผลิตภัณฑกุงกุลาดาํสงออก    
ทําใหมีปญหาในการสงออกไปขายยังตางประเทศอีกดวย (สมปอง, 2545) 

 

เกษตรกรผูเลีย้งกุงกุลาดําบางสวนมกีารปรับเปลี่ยนการเลี้ยง โดยนํากุงขาว (Litopenaeus 
vannamei)  เขามาเลี้ยงทดแทนการเลีย้งกุงกุลาดํา เนื่องจากเชื่อวากุงขาวมีความทนทานตอโรค
ระบาดไดมากกวาและมีอัตราการเจริญเตบิโตไดดีกวากุงกุลาดาํ เปนที่ตองการของตลาด มีผลผลิต
ที่สม่ําเสมอ  โตเร็ว และเลี้ยงไดตลอดทั้งป เมื่อเปรียบเทยีบกับประเทศคูแขงอื่นๆ    ดวยสาเหตนุีจ้ึง
อาจเปนสาเหตุหนึง่ทีท่ําให Taura syndrome virus  ซึง่เปนโรคไวรัสที่สําคัญในกุงขาว  เขามากอ
ใหเกิดความเสียหายแกกุงที่เพาะเลีย้งในประเทศไทยได  นอกจากนี้ยงัมีรายงานวากุงขาวสามารถ
ติดเชื้อไวรัส  White spot syndrome ไดเชนเดียวกับกุงกุลาดํา (Lotz and Soto, 2002) 

 



  

ในสวนของโรคกุงที ่ OIE กําหนดไวในมาตรการการเฝาระวังโรคระบาดสัตวน้ําระหวาง
ประเทศ คือ Taura syndrome virus(TSV)   White spot syndrome virus(WSSV)   Yellow head 
virus(YHV)   Tetrahedral baculovirus   Spherical baculovirus    Infectious hypodermal and 
haematopoietic necrosis(IHHN) (OIE, 2003)  โดย Taura syndrome virus  เปนโรคที่กอใหเกิด
ความเสยีหายอยางมากเปนอันดับหนึ่งในการเพาะเลีย้งกุงขาวตามแถบอเมริกา เชน ประเทศ     
เอกวาดอร สหรัฐอเมริกา เม็กซิโก เปรู เปนตน มีมูลคาการสูญเสียถงึ 100 ลานดอลลาหสหรัฐ 
(Brock et al.,1995)     สวน White spot syndrome virus  เปนโรคที่กอความเสียหายอยางมาก
เปนอันดับหนึง่ในกุงหลายสายพนัธุทั่วเอเชีย  โดยเฉพาะในประเทศไทยที่เคยมกีารระบาดของโรคนี้
ในกุงกุลาดาํในป ค.ศ. 1997  มีมูลคาความเสียหายถงึ 600 ลานดอลลาหสหรัฐ (Chanratchakool 
and Phillips, 2002)   

 

 วิธีการตรวจวนิิจฉัย Taura syndrome  และ  White spot syndrome  มีอยูดวยกนัหลาย
วิธี ไดแก การตรวจดูจากอาการ (clinical signs)   การตรวจลักษณะรอยโรคของกุงทีต่ิดเชื้อ 
(gross lesions)  การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscopy) 
การศึกษาลักษณะทางจุลพยาธวิิทยา (histopathology)   การตรวจสอบโดยวิธีการทางอิมมูนโน
วิทยา (immunology) และ การตรวจสอบทางอณูชีววทิยา (molecular diagnosis) ดวยวิธ ี
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) ใน Taura syndrome   และ วธิ ี 
polymerase chain reaction (PCR) ใน White spot syndrome (Lightner and Redman, 1998) 
โดยวิธกีารตรวจทางอณูชวีวิทยานั้น เปนวิธทีี่กาํหนดโดย OIE ในการตรวจวินจิฉัยโรคทั้ง Taura 
syndrome และ White spot syndrome โดยถกูกาํหนดเปนทัง้การใช screening, presumptive 
และยืนยนัผลการตรวจ เนื่องจากเปนวิธทีี่มีความไวและความจําเพาะสูง ใชเวลาในการตรวจไม
นาน  โดยวิธนีี้อาจเปนทางเลือกในการตรวจพอแมพนัธุกุงที่นาํเขาจากตางประเทศ หรือนํามาจาก
ทะเล  เพื่อปองกันมิใหเกิดการแพรกระจายของโรคในลูกกุงที่เพาะเลี้ยงรุนตอไปได ทําใหลดความ
สูญเสียที่อาจเกิดขึ้น 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

 1.2.1 เปนการดําเนนิการตรวจวนิิจฉัยโรค Taura syndrome และ White spot syndrome 
ตามที่ไดระบุไวใน OIE 
 1.2.2 เปนการพัฒนาการตรวจวนิิจฉัยเพิ่มเติมเพื่อใหทราบสายพนัธุของเชื้อไวรัส Taura 
syndrome 
 1.2.3 เปนการตรวจโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ทางอณูชีววทิยา
ในกุงกุลาดาํและกุงขาวที่เพาะเลี้ยงในฟารม 



  

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้ ตรวจตัวอยางทั้งกุงขาวและกุงกุลาดาํในระยะ Postlarvae และเต็มวัย
จากฟารมเพาะเลี้ยงที่สงตัวอยางมาตรวจ และ อนุญาตใหเขาไปเก็บตัวอยางมาตรวจไดเปนระยะ
เวลาอยางนอยประมาณ 6 เดือน 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 

 1.4.1 เพื่อบันทกึเปนขอมูลวากุงกุลาดําและกุงขาวที่เพาะเลี้ยงในประเทศไทย มีการตดิโรค 
Taura syndrome  
 1.4.2 เพื่อใชขอมูลการเกิดโรค เปนแนวทางในการปองกนัการเกิดโรค Taura syndrome 
ในอนาคตมิใหเกิดการแพรกระจายของโรคนี้ในประเทศไทย 
 1.4.3 เปนขัน้ตอนแรกในการเฝาระวงัโรควา กุงขาวที่เพาะเลี้ยงมีขบวนการเกิดโรค White 
spot syndrome ไดในลักษณะเดียวกนักบักุงกุลาดํา 
 1.4.4 ในกรณีตรวจพบการเกดิโรค Taura syndrome ในประเทศไทย ทําใหทราบสายพนัธุ
ของเชื้อ Taura syndrome วามาจากสายพันธุใด เพื่อเพิม่มาตรการในการปองกนัโรคไดถูกตอง 
 
1.5 วิธีดําเนนิการวิจัย  
 

 ในการศึกษาวจิัยครั้งนีท้ําการศึกษาเปนเวลาประมาณ 14 เดือน เร่ิมต้ังแตเดือนกรกฎาคม 
พ.ศ. 2546 ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2547(ตารางที่1.1)  
 
ตารางที่1.1 แสดงแผนงานวจิัย 
เดือนที ่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
พ.ศ. 25..... 46 46 46 46 46 46 47 47 47 47 47 47 47 47 

เดือน 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 
1.ทบทวนเอกสาร *              
2.วางแผนการวจิยั  * *            
3.ดําเนินการทดลอง   * * * * * * * * * * *  
4. วิเคราะหและแปลผล            * *  
5. เขียนรายงาน            * * * 

 
 
 
 
 



  

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
 

  โรค Taura syndrome และ White spot syndrome จัดเปนโรคที่มีความสําคัญอยางมาก
ตออุตสาหกรรมการเลี้ยงกุง โดยโรคทั้งสองกอใหเกิดความเสยีหายอยางมากในกุงขาวและ         
กุงกุลาดําทั่วโลก  โดยโรค Taura syndrome จัดเปนโรคที่มีความสาํคัญตอกุงขาว   สวนโรค White 
spot syndrome เปนโรคระบาดในกุงกุลาดําที่สําคัญ     Taura syndrome เกิดจากเชื้อ Taura 
syndrome virus เปนผลใหเกิดการระบาดและตายจํานวนมากในกุงขาวในทวีปอเมริกา (Brock et 
al., 1995)  สวนโรค White spot syndrome เกิดจากเชื้อ White spot syndrome virus  เปนผลให
เกิดการระบาดแลวกอใหเกดิความเสียหายอยางมากทัง้ในกุงกุลาดาํ และสายพันธุอ่ืนทัว่ทั้งเอเชยี 
ตลอดจนถึงทวีปอเมริกา (Chanratchakool and Phillips, 2002; Rodriguez et al., 2003)    โดย
ในปจจุบันยังไมมียา และสารเคมีชนิดใดที่สามารถรักษาอยางไดผล  ดังนั้นการปองกันโรคจึงเปน
วิธีทีเ่หมาะสมที่ใชในการปองกนัการแพรกระจายของโรคได   ฉะนั้นการตรวจวินจิฉัยโรคที่รวดเร็ว 
และมีความจาํเพาะสงู เปนวิธีการสําคัญที่สามารถใชปองกันการแพรระบาดของโรคได      
 

ในการตรวจวนิิจฉัยโรคทัง้สองโรค ดวยวธิีทางอณชูีววทิยาในพอแมพันธุกุงขาวและกุง
กุลาดําที่นาํเขามาเลีย้งในประเทศ วาปลอดจากโรค รวมถึงการตรวจลูกกุงที่นาํเขามาเลี้ยงในฟารม
ซ้ําอีกครั้ง  ลวนเปนวิธทีี่เหมาะสมที่สามารถนํามาใชปองกันการเกิดโรคไดเปนอยางดี 
 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
 

2.2 กุงกลุาดํา (Penaeus monodon)    
 

กุงกุลาดํา หรือช่ือสามัญวา Giant black tiger shrimp มีชื่อเรียกตามองคการอาหารและ
เกษตรกรรมแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of United Nation, FAO) 
วา Giant tiger prawn (Solis, 1988)     มีชื่อวิทยาศาสตรวา    Penaeus   monodon               
(P. monodon)   ดังอนุกรมวธิาน 
 
 
 
 
 



  

Kingdom  Animalia  
Phylum  Arthropoda   

   Subphylum  Crustacea   
            Class  Malacostraca  
                Subclass  Eumalacostraca  
                   Superorder  Eucarida  
                       Order  Decapoda  
                           Suborder  Dendrobranchiata  
                               Superfamily  Penaeoidea  
                                  Family  Penaeidae  
                                     Genus  Penaeus   
 

2.2.1 ลกัษณะกุงกลุาดําและถิ่นที่อยูอาศัย 
 

มีขนาดยาวประมาณ 330 มิลลิเมตรเมื่อโตเต็มที่  โดยลําตัวของกุงกลุาดํามีแถบสดีําพาด
สลับขวางกับแถบนําเงนิ หรือสีเขียวออน    ลําตัวเปนปลองๆ   ประมาณ 19 ปลอง   แตละปลองมี
ระยางคหนึง่คู   ลําตัวของกุงแบงออกเปนสามสวนใหญ ไดแก หัว อกและลําตัว(รูปที่ 2.1)  สวนหวั
มีหาปลอง แตรวมเปนปลองเดียว มีเปลอืกคุม  เปลือกหุมตัวของปลองทีห่นึง่ จะยื่นเปนฟนแหลม
ไปขางหนา เรียกวา กรี  ใตกรีมีตาหนึ่งคู  ปากกุงอยูระหวางขากรรไกร  สวนหวัมีระยางคหาคู สอง
คูแรกเปนหนวด ใชในการสมัผัส  ระยางคคูที่สามเปนขากรรไกรลาง มีหนาที่ในการขบเคี้ยวอาหาร  
สวนคูที่ส่ีและคูที่หาเปนขากรรไกรบน   ฟนกรีดานบนม ี 7 – 8 ซี่  ดานลางมี 3 ซี่  รองขางกรีทั้ง       
2 ดาน มีลักษณะแคบและยาวไมถงึฟนกรอัีนสุดทาย (วลัลภ, 2534) 

 

สวนอกมีแปดปลองโดยระยางคคูที ่6, 7 และ 8 อยูบนอก เรียกวา maxillipeds มีหนาที่ใน
การชวยกนิอาหาร  สวนระยางคคูที ่9, 10 และ 11 เปนกาม กามแตละคูมีขนาดและความยาวใกล
เคียงกนั ซึง่เปนลักษณะเฉพาะของกุงทะเลใน Family Penaeidae โดยระยางคทั้งสามคูนี้  มหีนาที่
ในการจับฉวยอาหารเขาปาก หรือใชปองกันตัว  สวนระยางคคูที่ 12 และคูที่ 13 เปนขาใชสําหรบั
เดิน เคลื่อนไหว และทําความสะอาดตัว  

 

สวนลาํตัวมหีกปลอง ระยางคคูที่ 14, 15, 16, 17 และ 18 มีลักษณะคลายใบพาย          
ใชสําหรับวายน้ํา  โดยโคนขาวายน้าํมีแถบสีเหลืองเปนปลองๆ  หนวดมีสีดํา ไมมีลาย สวนระยางค
คูที่ 19 เปนแพนหาง 



  

       รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะและสวนตางๆ ของกุง (บรรจง, 2530) 
    
กุงกุลาดํา มถีิ่นอาศยัอยูต้ังแตบริเวณมหาสมทุรแปซฟิค ทะเลแดง อาวอาหรับ ชายฝง

อินเดีย  มาเลเซีย  จนถงึทางเหนือของออสเตรเลีย และญี่ปุน   กุงชนิดนี้อาศัยอยูในโคลน หรือ
ทราย (กระทรวงเกษตร, 2512)  สามารถทนอยูในน้ําที่มีอุณหภูมิสูง และความเค็มตํ่าได เชน 
บริเวณปาชายเลน 

 

กุงกุลาดํา นบัเปนกุงทีม่ีบทบาทสําคัญอยางมากตออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งในประเทศ
ไทย   เนื่องจากกุงกุลาดําเปนสินคาการเกษตรที่ไดรับความนิยมบริโภคจากทัว่โลก  ทําใหมีความ
ตองการในปรมิาณทีม่ากขึน้เรื่อยๆ     ดังนัน้กุงกุลาดําจึงเปนสายพนัธุที่เกษตรกรไทยใหความสน
ใจและมีการเพาะเลี้ยงเพื่อการสงออกเปนอันดับหนึง่ของประเทศ มีมูลคาการสงออกในแตละปสูง
ถึง 50,000 ถึง 70,000 ลานบาท โดยมีการเลี้ยงกนัอยางแพรหลายกระจายอยูตามภาคตางๆทั่ว
ประเทศ   ซึง่มีทั้งการเพาะเลี้ยงดวยน้าํเคม็ และน้าํกรอย    โดยในการเพาะเลีย้งดวยน้ําเค็ม มีการ
เลี้ยงที่บริเวณตามชายฝงของประเทศ  สวนน้าํกรอย เลีย้งในพืน้ทีท่ี่ไมมีทางติดตอกับทะเล    โดย
จังหวัดที่มกีารเลี้ยง  ไดแก  จันทบุรี  ระยอง  ตราด  ฉะเชิงเทรา  สุราษฎรธานี  เปนตน (ประจวบ, 
2533) 
 
2.3 กุงขาว (Litopenaeus   vannamei)   
 

 กุงขาว หรือชือ่สามัญที่เรียกวา Pacific white shrimp  มชีื่อเรียกตามองคการอาหารและ
เกษตรกรรมแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of United Nation, FAO) 
วา Whiteleg  shrimp โดยตั้งแตป ค.ศ.1997  Isabel Perez Farfante และ Brian Kensley ไดมี
การตั้งชื่อใหมจาก Penaeus vannamei เปน Litopenaeus   vannamei  (L. vannamei) 
(Elovaara, 2001) ดังอนุกรมวิธาน 
 



  

 Kingdom  Animalia  
Phylum  Arthropoda   

   Subphylum  Crustacea   
            Class  Malacostraca  
                Subclass  Eumalacostraca  
                   Superorder  Eucarida  
                       Order  Decapoda  
                                   Suborder  Dendrobranchiata  
                                   Superfamily  Penaeoidea  
                                            Family  Penaeidae  
                                                Genus  Litopenaeus  
 

2.3.1 ลกัษณะกุงขาวและถิ่นที่อยูอาศยั 
 

เปนสายพนัธุในกลุมกุงขาวแปซิฟก มีลําตัวสีขาว โดยมีรูปรางและลักษณะคลายกับกุง
แชบวยโดยเฉพาะในระยะกุง postlarvae    มีฟนทัง้ดานบนและดานลางของปาก  อาศัยตามโคลน 
มีความลกึประมาณ 72 เซนติเมตร   โดยปกติกุงขาวไมมีถิ่นกําเนิดในประเทศแถบเอเชีย  ดังนั้น
การศึกษาโรคของกุงขาวในแถบทวีปเอเชยียังขาดขอมูลอีกมาก     การเพาะเลีย้งกุงขาว   จะมกีาร
เพาะเลี้ยงกนัมากในแถบอเมริกากลางและใต เชน   สหรัฐอเมริกา  เมก็ซิโก  กวัเตมาลา  นิคารากวั  
ปานามา  โคลัมเบีย  เอกวาดอร   คอสตาริกา ฯลฯ   กุงสายพนัธุนีเ้ปนสัตวที่มีความแข็งแรงและ 
ทนทานจงึมีการขยายพันธุตามธรรมชาตไิดไกลในแถบแนวชายฝงตะวันออกของมหาสมทุรแปซฟิก 
ตั้งแตเม็กซิโกถึงเปร ู (Elovaara, 2001)  ในการเพาะเลีย้งกุงขาว ประเทศเอกวาดอรเปนประเทศผู
ผลิตรายใหญที่มีฟารมเพาะเลี้ยงกุง ทัง้ลูกกุงและพอแมพันธุ  
 
2.4 Taura syndrome virus 
 
 

2.4.1 คุณสมบัติของไวรสั 
 

เชื้อ Taura syndrome virus  จัดอยูใน Family Picornaviridae (Bonami et al., 1997; 
Brock et al., 1995)   แตในเร็วๆนี้  ไวรัสนีไ้ดจัดอยูใน Genus Cricket paralysis-like virus   เนื่อง
จากพบวาโครงสรางจโีนม (Genome) ของไวรัสคลายกบั RNA virus ที่ติดเชื้อในแมลง (Mari et 
al., 2002)  ไวรัสชนิดนี้มีขนาด 30 ถึง 32 นาโนเมตร มลัีกษณะเปน nonenveloped icosahedral 
particle  ที่มคีวามหนาแนนเทากับ 1.338 + 0.001 กรัม/มิลลิลิตร   สวน genome เปน single 



  

molecule ของ ss RNA virus  ซึ่งมีความยาวประมาณ 9 kb (Bonami et al., 1997)   โดยมีลําดบั
เบสทั้งหมด 10,205 base pair (Accession number NC003005/gi:14780876) (Mari et al., 
2002) และมี poly – A tail ที่ปลาย 3’ ของ RNA โมเลกลุ   Genome ของไวรัสมี 2 open reading 
frame (ORF) โดยที ่ORF1 ประกอบดวยยีนที่ไมเกี่ยวกบัโครงสรางของไวรัส หรือ non – structural 
genes 3 ชนิด ที่ถอดรหัสเปนยนี helicase, protease และ RNA – dependent RNA polymerase   
สวน ORF2 ประกอบดวย structural genes  ที่ถอดรหสัเปนยนี viral capsids ประกอบดวย         
3 major polypeptide ไดแก  VP1, VP2 และ VP3 (เทากับ 55 , 40 , 24 กิโลดาลตัน (kDa)  ตาม
ลําดับ) และ 1 minor polypeptide คือ V0 (58 kDa)  สวนของ VP1 ใชในการตรวจแยกสายพนัธุ
ของ Taura syndrome วาเปนสายพนัธุใด (Bonami et al., 1997; Erickson et al., 2002)   ซึ่งใน
การปรับเปลี่ยนพนัธุกรรม พบในสวนของ Structural protein หรือ viral protein (VP) และอาจเกดิ
การกลายพนัธุในสวนของ VP นี้ได ทาํใหการติดโรครุนแรงมากขึ้นได 
 

2.4.2 การระบาดของโรค Taura syndrome  
 

Taura syndrome เปนโรคที่พบการระบาดครั้งแรก   เมื่อเดือนมิถนุายน ในป ค.ศ.1992  
จากฟารมเพาะเลี้ยงกุงบริเวณใกลปากแมน้ําทอรา (Taura river)  อาวกวายาควิ (Guayaquil)    
ในประเทศเอกวาดอร (Brock et al., 1995; Lightner et al., 1995)     โรคนี้ทาํใหกุงขาวติดเชื้อ
ปวย และตาย โดยมีอัตราการตายประมาณ 60 เปอรเซน็ต ถงึมากกวา 90 เปอรเซน็ต มีมูลคาการ
สูญเสียสูงถงึ 100 ลานดอลลาหสหรัฐ (Zarain-Herzberg, 2003)  หลงัจากนัน้ในป ค.ศ.1995   
พบวามีการระบาดของโรค Taura syndrome ไปยังหลายประเทศทัง้ในทวีปอเมริกากลางและ
อเมริกาใต   ตัง้แตประเทศสหรัฐอเมริกา เม็กซิโก (Morales-Covarrubias and Chavez-Sanchez, 
1999) เอกวาดอร  เปรู  โคลัมเบีย  และ ฮาวาย (Brock et al., 1997; Lotz, 1997)  โดยทาํใหมี
อัตราการตายถึง 90 เปอรเซน็ต      ในป ค.ศ. 1999  พบการระบาดในกุงขาวทีเ่พาะเลีย้งที่ประเทศ
ไตหวัน (Yu and Song, 2000) และสาธารณรัฐประชาชนจีน     เนื่องมาจากการนําเขากุงทีต่ิดโรค
จากอเมริกา   และในชวงระหวางป ค.ศ.1999 ถึง 2000   พบการระบาดของโรค Taura syndrome 
สายพนัธุใหมที่ประเทศเม็กซิโก ทําใหมีอัตราการตายสงูถึง 90 เปอรเซ็นต ในกุง Pacific blue 
shrimp (Penaeus stylirostris) ซึ่งเคยมีรายงานวาทนตอโรค Taura syndrome (Zarain-
Herzberg and Ascencio - Valle, 2001)       
 

2.4.3 Species ของกุงที่ติดโรค Taura syndrome 
 

 Taura syndrome virus   เปนสาเหตทุาํใหเกิดการตายจํานวนมากในกุงหลายสายพนัธุ  
โดยเฉพาะในสายพนัธุ Western Hemisphere ไดแก  Litopenaeus vannamei   Penaeus 



  

stylirostris และ Penaeus setiferus  โดย  L. vannamei มีความไวตอโรค Taura syndrome มาก
กวา P. stylirostris  (Gabriel and Felipe, 2000)   นอกจากนี้ยงัสามารถกอใหเกิดโรคในกุงเหลานี้
ไดโดยการทดลอง  ไดแกกลุมกุงขาวสายพนัธุ Western Hemisphere คือ P. aztecus และ         
P. duodarum และสายพนัธุ Eastern Hemisphere คือ P. chinensis, P. monodon และ           
P. japonicus  (Brock et al., 1997; Lightner, 1996) 
 

2.4.4 กลไกการเกิดโรค Taura syndrome 
 

 

 เชื้อไวรัสจะติดเชื้อที่เซลลเนื้อเยื่อที่มีตนกําเนิดจาก ectoderm และ mesoderm และเพิ่ม
จํานวนที่ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) โดยแบงการติดเชื้อของ Taura syndrome ในกุงขาว                        
(L. vannamei) ไดเปน 3 ระยะ คือ acute phase,  transitional phase และ chronic phase  โดย
ในระยะ acute phase กุงที่ติดเชื้อไวรัส  กินอาหารลดลง พบลาํไสวางเปลา  เปลือกออนนิม่  เนื่อง
จากเชื้อไวรัสเขาไปทําลายเนื้อเยื่อที่ชั้น cuticular epithelium ทําใหกุงเขาสูการลอกคราบ (molt 
cycle) ระยะ D stage ชาลง  อาจพบกุงตายในระยะการลอกคราบ   นอกจากนี้ยงัพบเซลลเม็ดสี
แดง (red chromatophore) ที่ชั้นใตผิวหนงัในกุงที่ติดเชื้อ  ทําใหบริเวณแพนหางและสวน 
pleopods มีสีแดง   ทําใหเรียกโรคนีว้า โรคหางแดง (red tail disease) (OIE, 2003)  สวนในระยะ 
transitional เปนระยะที่กุงบางสวนที่รอดจากการตายในระยะ acute phase    พบวากุงเริ่มมีจดุสี
น้ําตาลที่เปลือก (melanized cuticular) ซึ่งเกิดมาจากการสะสมของฮีโมซัยต (haemocyte) ที่ชัน้ 
cuticular epithelium  โดยทีกุ่งในระยะนี้อาจพบ หรือไมพบแพนหางแดงก็ได หรือ ไมพบเปลือกนิม่
ได แตยังกินอาหารไดเปนปกติ  หลงัจากนั้นกุงในระยะ transitional phaseที่สามารถลอกคราบได  
เขาสูระยะ chronic phase เชื้อไวรัสจะอยูที่ lymphoid organ  ซึ่งกุงเหลานี้เปนพาหะใหแกกุงตัว
อ่ืนที่เลีย้งในบอเดียวกนัได ใชเวลาทั้งหมดประมาณ 3 ถงึ 5 วนั จะพบวากุงเริ่มตาย (Song et al., 
2003) 
 

2.4.5 การแพรกระจายของโรคสูกุงที่เลีย้งในบอ 
 

 แบงการแพรกระจายของโรค ไดเปน 2 สวนใหญๆ คือ  
 

  2.4.5.1 Horizontal transmission เกิดจากการทํารายกนั หรือกินเนื้อกันเอง  หรือ
ซากกุงที่ติดโรคในบอเลี้ยง  หรือติดจากการอยูรวมกันกับตัวที่เปนโรค โดยเชื้อไวรัส Taura 
syndrome สามารถติดตอผานน้ําในบอ และอุปกรณที่เลี้ยงได นอกจากนีย้ังพบวาอาจติดจาก
อุจจาระของนกที่กนิกุงที่ติดเชื้อได  โดยเชื่อวาถากุงที่ตดิเชื้อ มีขนาดมากกวา 1 กรัม  ทาํใหนก



  

สามารถเหน็ และบินมาโฉบกินได  หลงัจากนัน้นกปลอยอุจจาระไปยังบออ่ืนๆ ที่มีการเลี้ยงกุงได 
(Brock et al., 1995; Garza et al., 1997; Lightner, 1996) 
 

  2.4.5.2 Vertical transmission  เกิดจากการติดตอจากพอแมทีเ่ปนโรค ผานสูไข
กุงและการฟกไข 
 

2.4.6 การติดโรค Taura syndrome 
 

 โดยทัว่ไป การติดโรค เกิดในกุงวยัออน ที่มนี้ําหนกัประมาณ 0.1 ถงึ 0.5 กรัม (10,000 ตัว/
กิโลกรัม ถึง 2,000ตัว/กิโลกรมั) หรือในชวงระยะ Postlarvae ที่ 12 (OIE, 2000) 
 

2.4.7 การวินจิฉัยโรค Taura syndrome 
 

 การวนิิจฉัยโรค Taura syndrome ทําไดหลายวิธ ี ไดแก การตรวจจากอาการ (clinical 
signs) และลักษณะรอยโรคของกุงที่ติดเชื้อ (gross lesions)  การตรวจดูทางจุลพยาธวิทิยา 
(histopathology)  การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscopy)  
หรือ การตรวจสอบทางอมิมูนโนวทิยา (immunology)  และการตรวจสอบทางอณูชีววทิยา 
(molecular diagnosis)  
 

  2.4.7.1 การตรวจจากอาการ และลกัษณะภายนอกของกุงที่ติดเชื้อ 
 (Clinical signs and gross lesions)   
 
 

  ทําการศึกษาจากลักษณะอาการของกุงทีแ่สดงออกรวมกับรอยโรค  โดยแบง
อาการและรอยโรคไดเปน 3 ระยะใหญ  คือ ระยะ acute phase,  transitional phase และ 
chronic phase  โดยในระยะ acute  กุงทีต่ิดเชื้อกินอาหารลดลง  เปลอืกออนนิม่  พบแพนหางแดง 
และสวน pleopods มีสีแดง   สวนในระยะ transitional พบจุดสีน้ําตาลที่เปลือก (melanized 
cuticular)   และในระยะ chronic อาจพบจุดสีน้าํตาลที่เปลือกหรือไมก็ได    เนือ่งจากลอกคราบ 
ไดแลว 
 

  2.4.7.2 การตรวจดูทางจลุพยาธวิิทยา (Histopathology)   
 

  การตรวจดูทางจุลพยาธวิิทยา  ทาํใหทราบระยะของการติดเชื้อ วาอยูในระยะใด
ของการติดเชือ้  โดยเมื่อยอมดวย haematoxylin – eosin stain (H&E) พบลักษณะ multifocal 
necrosis ที ่ cuticle epithelium  ทั่วทัง้ตัว  รวมถงึสวนระยางคทั้งหมด เหงือก ลําไสสวนทาย 
(hindgut) หลอดอาหาร (esophagus) และกระเพาะอาหาร (stomach)   บางครั้งอาจพบเซลลติด
เชื้อที่ชัน้ subcuticular connective tissue และชั้น striated muscle fibers basal และ             



  

พบ pyknotic nuclei และ cytoplasmic spherical inclusion bodies ซึ่งยอมติดสี eosinophilic 
จนถงึ darkly basophilic (Stern, 1995)   โดยลักษณะรอยโรคแบบนี้ในระยะ acute เรียกวา 
“Peppered” หรือ “Buckshot – riddle” ซึ่งเปนวิการของโรค Taura syndrome  โดยไมพบการ 
infiltration ของ haemocyte (Brock et al., 1995; Brock et al., 1997; Hasson et al., 1997; 
Hasson et al., 1999)   สวนในระยะ transitional  พบการ infiltration ของ haemocyte จาํนวน
มาก โดยเหน็เปนจุดดําที่เปลือก  และในระยะ chronic พบ lymphoid organ spheroids  จํานวน
มาก (หรือที่เรียกวา LOSs) (Hasson et al., 1999) 
 

  2.4.7.3 การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron 
Microscopy) 
 

  พบอนุภาคของ Taura syndrome มีรูปรางแบบ nonenveloped icosahedral  
เสนผานศูนยกลาง 25 นาโนเมตร (Jimenez et al., 2000) และมีความหนาแนนเทากับ 1.331 + 
0.001 กรัม/มลิลิลิตร (Yu and Song, 2000) 
 

  2.4.7.4 การตรวจสอบทางอิมมูนโนวทิยา (Immunology)  
  

  สามารถตรวจหาเชื้อไวรัส Taura syndrome ดวยวธิีอิมมูนโนวิทยาไดหลายวธิ ี
เชน   การทํา monoclonal antibodies  หรือ ตรวจทาง Immunohistochem โดยตรวจสารตางๆที่
อยูในฮีโมลมิป (haemolymph) เชน จํานวน haemocyte, hyalinocyte, granulocyte และคา 
plasma protein จากการศึกษาของ Song และคณะ(2003) พบวาจํานวน haemocyte, 
hyalinocyte ,granulocyte และคา plasma protein ลดลงอยางมนียัสําคัญ เนื่องจาก haemocyte 
บางสวนถูกทาํลาย  นอกจากนี ้ plasma phenoloxidase (PO) activity มีคาเพิ่มข้ึนอยางมีนยั
สําคัญ   

 

  2.4.7.5 การตรวจสอบทางอณูชีววิทยา (Molecular diagnosis) 
 

  สามารถทําการวินิจฉัยทางอณูชีววทิยาของโรค Taura syndromeไดดวยวิธ ี
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)  เปนการเพิ่มปริมาณ cDNA ของ
เชื้อไวรัสที่มีในปริมาณนอย ใหมีปริมาณมากขึ้น จนสามารถตรวจสอบได  โดยการนําเชื้อไวรัสจาก
เนื้อเยื่อ หรือ haemolymph มาเพิม่จํานวน cDNA โดยเปลี่ยน target RNA ใหเปน cDNA กอน
ดวย reverse transcriptase enzyme และใช Primer ที่จําเพาะกับปลาย 3’ – ของ RNA  หลงัจาก
ได cDNA จึงทํา PCR ตามขั้นตอนปกต ิ แลวนาํผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาแยกขนาด DNA โดยใช 
agarose gel electrophoresis แลวนํามายอมดวย ethidium bromide  กอนนําไปตรวจดูภายใต
แสงอัลตราไวโอเลต  เพื่อวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR (Erickson et al., 2002) 



  

  ในการตรวจสอบโรค Taura syndrome ใช Primer ทั้งหมด 2 ชุด ไดแก Primer 
9195และ9992  และ  PrimerTSV_F1และTSV_R2  โดย Primer9195และ9992 (ในทีน่ี้เรียก “OIE 
Marker”) เปน Primer ที่ใชตรวจโรค Taura syndrome ในกุง ตามที่มีระบุไวใน OIE Manual of 
Diagnostic tests for Aquatic Animals ในป ค.ศ. 2003  Primer ชุดนี้มีลําดับเบส 231 base pair 
โดยPrimer 9195 และPrimer 9992 มีตําแหนง nucleotide ที่ 7140 และ 6910 base pair  ตาม
ลําดับ (ตารางที่2.1)     
 
 ตารางที่ 2.1 แสดงคุณสมบัติและลําดับเบสของ OIE Marker (OIE, 2003) 

Primer ลําดับเบส Tm (oc) 

9195 
9992 

5’- TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC-3’ 
5’- AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT-3’ 

63 
69 

 หมายเหต ุ:  Tm หมายถงึ melting point  
 
  สวน PrimerTSV_F1และTSV_R2  (ในทีน่ี้เรียกวา “CUVET_Taura Marker”) เปน 
Primer ที่ผูวจิยัออกแบบเอง โดยอยูในสวนของยนี VP1  ซึ่งเปนยีนทีส่ราง nucleocapsid หุมไวรัส  
และเปนสวนทีใ่ชในการตรวจแยกสายพนัธุของ Taura syndrome วาเปนสายพนัธุใด (Bonami et 
al., 1997; Erickson et al., 2002)   Primerชุดนี้มีลําดบัเบส 370 base pair  โดยPrimer TSV_F1 
และPrimer TSV_R2 มีตําแหนง nucleotide ที่ 8507 และ 8861 base pair ตามลําดับ (ตารางที่
2.2) 
 
 ตารางที่ 2.2 แสดงคุณสมบัติและลําดับเบสของ CUVET_Taura Marker  

Primer ลําดับเบส  Tm (oc) 

TSV_F1 
TSV_R2 

5’- CCA-GCG-NNN-GTT-GGG-TNC-AC-3’ 
5’- ACC-GNG-TTC-NCC-NGG-CAG-TCC-3’ 

62 
68 

หมายเหต ุ:  N  แทน  A หรือ T 
 
 
 
 
 



  

2.5 White spot syndrome virus 
 

2.5.1 คุณสมบัติของไวรสั 
 

เชื้อ White syndrome virus  เดิมจัดอยูใน Family Baculovirus แตในปจจุบันจัดอยูใน 
Family Nimaviridae(Mayo, 2002)   Genus Whispovirus (van Hulten et al., 2000)  มีลักษณะ
เปน double-stranded circular DNA รวมกับมี single filamentous appendage  และมีเปลือก
หุม  ไวรัสชนดินี้มีขนาด 70 ถึง 150 นาโนเมตร x 270 ถึง 380 นาโนเมตร  มีลักษณะเปน rod 
shape (Lightner, 1999) โดย protein capsid ประกอบดวย 5 major polypeptide  คือ VP28, 
VP26, VP24, VP19 และ VP15 (เทากับ 28, 26, 24, 19 และ 15 kDa ตามลําดับ)  ในปจจุบันนีม้ี
รหัสสายพันธกุรรมครบทั้งจโีนมทั้งหมด 3 สายพนัธุ ไดแก สายพนัธุจากสาธารณรัฐประชาชนจีน  
ประเทศไทย และ ไตหวัน โดยมีลําดับเบสทั้งหมด 305,107 base pair (accession number 
NC003225/gi:17158105) 292,967(accession number NC003225/gi:15021392)    
307,287(accession number NC003225/gi:19481591)ตามลําดับ  ซึ่งประกอบดวย 181 open 
reading frames (ORFs) (Yang et al., 2001)  184 ORFs (van Hulten et al., 2001)  531 ORFs 
(Tsai et al., 2000; Tsai et al.,2000; Liu et al.,2001; Chen et al.,2002) ตามลําดับ             
จากการศึกษาของ วรรณสิกา และคณะ(2545) พบวา โปรตีน VP28 และ VP19 เปนโปรตนีที่ฝงตัว
อยูในเปลือกหุมไวรัส (envelope)  สวนโปรตนี VP26 , VP24 และ VP15 เปนโปรตีนในสวน          
นิวคลีโอแคปซิด (nucleocapsid)  โดยเชื่อวา VP 28 และ VP 19  ทําหนาที่ในการชวยใหไวรัสเกาะ
ติดกับเซลลในตัวกุงและสามารถเขาสูตัวกุงจนทําใหกุงปวยและตายในที่สุด รวมทัง้ยังอาจจะมีบท
บาทที่เกีย่วกบัการกระตุนภูมิคุมกันในกุงกุลาดาํอีกดวย 

 
2.5.2 การระบาดของโรค White spot sydrome 

 

โรค White spot syndrome พบการระบาดครัง้แรกที่เอเชยีตะวันออกเฉียงเหนือ ในป ค.ศ. 
1992 ถึง 1993 แลวกอใหเกิดความเสยีหายรุนแรงอยางมากทัว่เอเชยี  เชน สาธารณรัฐประชาชน
จีน  ประเทศอินเดีย  ไทย  ญี่ปุน ไตหวัน  เกาหล ี  ฟลิปปนส (Chanratchakool and Phillips, 
2002; Magbanua et al., 2000; Manivannan et al., 2002; Zhan et al., 1998)  เปนตน   ในป 
ค.ศ. 1995 พบวามีรายงานการระบาดครั้งแรกที่รัฐเทก็ซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา หลังจากนั้นพบ
รายงานการระบาดที่รัฐเซาทแคโรไลนา ในป ค.ศ.1997 ถึง ค.ศ.1998 (Lightner, 1999) และในป 
ค.ศ. 1999 พบวามีรายงานการระบาดทางชายฝงตะวันออกเฉียงใตของสหรัฐอเมริกา และประเทศ      
เม็กซิโก   
 

 



  

2.5.3 Species ของกุงที่ติดโรค White spot syndrome 
 

 การเกิดโรค White spot syndrome  สามารถเกิดไดกับหลายสายพนัธุ  ไมวาจะเปนกุง
กุลาดํา (P. monodon) กุงขาวจีน (P. chinensis) (Zhan et al., 1998) กุงแชบวย                       
(P. merguiensis) (Wang et al., 2002)      กุงแชบวยขาว (P. indicus) (Hameed et al., 2002)  
กุงลายเสือ (P. japonicus) (SEAFDEC, 2002)    กุงขาว (P.vannamei) (Rodríguez et al., 
2003) และ P.merguiensis เปนตน หรือเกิดในสัตวน้ําชนิดอ่ืน เชน ในปูน้าํจืดสองชนิด 
(Paratelphusa hydrodomous and Paratelphusa pulvinata)  (Hameed et al., 2001)      
 

2.5.4 กลไกการเกิดโรค White spot sydrome 
 

 เชื้อไวรัสทําลายเซลลเนื้อเยื่อบุ ectoderm และ mesoderm ทําใหเกิดการตายของเนื้อเยื่อ
ที่ผิวหนงัและกลามเนื้อ ทาํใหรบกวนขบวนการสรางเปลือก เนื่องจากเซลลที่ชัน้ผิวหนงัถูกทาํลาย 
ทําใหขบวนการสรางสารที่เปลือกผิดปกติไป  แคลเซียมมาพอกไดเร็วกวาปกติในบางสวน ทาํให
เกิดเปนจุดที่ไมเปนระเบยีบ  พบวามีจุดขาวใต carapace  ซึ่งสังเกตเหน็ไดชัดเจนตรงเปลือกสวน
หัวและอก  และเมื่อเชื้อไวรัสเขาไปทําลายเนื้อเยื่อทีท่างเดินอาหาร ทําใหระบบการยอยและการดูด
ซึมเสียหายไป  
 

2.5.5 การแพรกระจายของโรคสูกุงที่เลีย้งในบอ 
 

 แบงการแพรกระจายของโรค ไดเปน 2 สวนใหญๆ คือ  
 

  2.5.5.1 Horizontal transmission การติดโรคนั้นเกิดจากติดเชื้อจากกุงปวย     
การปนเปอนสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ําและอุปกรณที่ใชเพาะเลีย้ง    
 

  2.5.5.2 Vertical transmission  เกิดจากการติดตอจากพอแมที่เปนโรค 
 

2.5.6 การติดโรค White spot syndrome 
 

การติดโรค White spot syndrome มักเกิดในกุงชวงทายของระยะ postlarvae และ 
juveniles (Yoganandhan et al., 2003) รวมถงึการปลอยกุงในชวงอากาศเย็น คือประมาณเดอืน
พฤศจิกายน ถงึ มกราคม       
 
 2.5.7 การวินจิฉัยโรค White spot syndrome 

 

 การวนิิจฉัยโรค White spot syndrome ทําไดหลายวิธ ี ไดแก การตรวจจากอาการ 
(clinical signs) และลักษณะรอยโรคของกุงที่ติดเชื้อ (gross lesions)  การตรวจดูทางจุลพยาธิ



  

วิทยา (histopathology)  การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน (electron 
microscopy)  หรือ การตรวจสอบทางอิมมูนโนวทิยา (immunology)  และการตรวจสอบทาง      
อณูชีววทิยา (molecular diagnosis)  
 

  2.5.7.1 การตรวจจากอาการ และลกัษณะภายนอกของกุงที่ติดเชื้อ  
(Clinical signs and gross lesions)   
 

  ทําการศึกษาจากลักษณะอาการของกุงทีแ่สดงออกรวมกับรอยโรค โดยพบวากุง
กินอาหารลดลง วายเกยขอบบอ และพบจุดขาวที่ใต carapace หรือเปลือกใตลําตัว มีขนาดเสน
ผานศนูยกลางประมาณ 1 ถึง 2 มิลลิเมตร  บางตัวอาจพบบริเวณปลายหาง ขาเดนิ หรือขาวายน้าํ
มีสีแดง 

 

  2.5.7.2 การตรวจดูทางจลุพยาธวิิทยา (Histopathology)   
 

  การตรวจดูทางจุลพยาธวิิทยา พบลักษณะ hypertrophied nuclei จากเนื้อเยื่อที่
มีตนกาํเนิดมาจาก ectoderm and mesoderm ยอมติดสี basophilic ตรงเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายดวย
ไวรัส เมื่อยอมดวย haematoxylin – eosin stain (H&E) (Kasornchandra et al., 1998)  
 
 

  2.5.7.3 การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron 
Microscopy) 
 

  พบอนุภาคของ White spot syndrome มรูีปรางแบบ rod shaped หรือ elliptical  
ไวรัสชนิดนี้มีขนาด 70 ถึง 150 นาโนเมตร x 270 ถึง 380 นาโนเมตร (Lightner, 1999)  
 
 

  2.5.7.4 การตรวจสอบทางอิมมูนโนวทิยา (Immunology)   
 

  สามารถตรวจหาเชื้อไวรัส White spot syndrome ดวยวิธีอิมมูนโนวทิยาไดหลาย
วิธี เชน   การทํา monoclonal antibodies  โดยการทาํผลติ  monoclonal antibodies ที่จําเพาะตอ
White spot syndrome virus    
 

 

  2.5.7.5 การตรวจสอบทางอณูชีววิทยา (Molecular diagnosis) 
 

  สามารถทําการวินิจฉัยทางอณูชีววทิยาของโรค White spot syndrome ไดดวยวิธ ี
polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งเปนวิธทีีม่ีความไวและจําเพาะสงู โดยเปนวธิีการเพิ่ม
ปริมาณ DNA ของเชือ้ไวรัสที่มีในปริมาณนอย ใหมีปริมาณมากขึ้นในหลอดทดลอง จนสามารถ
ตรวจสอบได  โดยการนําเชือ้ไวรัสจากเนือ้เยื่อ หรือ haemolymph มาเพิม่จํานวนได โดยใชเอ็นไซม 
Taq polymerase และ Primer ที่จําเพาะกับ DNA ของเชื้อ White spot syndrome virus  แลวนํา



  

ผลิตภัณฑ PCR ที่ได แยกขนาด DNA โดยใช agarose gel electrophoresis แลวนาํมายอมดวย 
ethidium bromide  กอนนาํไปตรวจดูภายใตแสง UV  หรือตรวจสอบดวยวิธ ีin situ hybridization 
ในการหาตําแหนงทีม่ีการตดิเชื้อ White spot syndrome โดยอาศัย DNA probe ที่จาํเพาะ ติด
ฉลากดวยสาร haptens เชน biotin, digoxigenin, photobiotin และ acetylaminofluorence 
เปนตน แลวตรวจหาสัญญาณหรือฉลากดวยสารเรอืงแสงอีกขั้นหนึ่งโดยการติดสารเรืองแสงไวกับ 
specific antibodies ตอ haptens นั้น หรือ สารที่มคีุณสมบัติพิเศษ เชน streptavidin เปนตน 
(Wongteerasupaya  et al., 1996) 
 
2.6 การควบคุมและปองกันโรค Taura syndrome และ White spot syndrome  
 

การติดเชื้อโรคไวรัสในกุงทําการรักษาไดยาก ซึ่งยังไมมยีาหรือสารเคมีที่ใชรักษาใหกุงที่ตดิ
เชื้อแลว หายจากโรคได ดังนั้นการควบคมุและปองกนัการเกิดโรคนาเปนวธิีที่เหมาะสมที่ปองกนัไม
ใหเกิดการแพรกระจายของโรค ทําไดโดยการตรวจสอบลูกกุงตัง้แตวัยออนวามีการติดเชื้อ Taura 
syndrome หรือ White spot syndrome หรือไม  โดยเลือกซื้อลูกกุงทีม่คีวามแข็งแรง และปลอดโรค
จากโรงเพาะฟก (Jory, 1999) แลวเมื่อนาํมาเลี้ยงในบอ ก็ไมควรเลี้ยงปนกนัระหวางกุงตางสาย
พันธุเพราะเปนการทําใหเกดิการแพรของโรคขามสายพนัธุได  นอกจากนี้ในดานการจัดการการ
เลี้ยงกุงในฟารมเปนสิ่งสาํคญั เพราะตองจัดการใหกุงทีเ่ลี้ยงลดโอกาสที่จะเกิดโรค เชน ลดพาหะ
ของโรคใหหมดไป เชน   ปมูา (Portunus pelagicus) ปูทะเล (Scylla serrata) และเคย (Acetes 
sp.) ที่เปนพาหะของโรค White spot syndrome (Supamattaya et al., 1997)  หรือ นก ที่เปน
พาหะที่ทาํใหเกิดการแพรระบาดของโรค Taura syndrome (Garza et al., 1997) ยังรวมถึงการ
บําบัดน้าํทกุครั้งหลังจากการเลี้ยงหรือการนําน้ําเขาฟารม และมกีารตรวจคุณภาพน้าํในระหวาง
การเลี้ยงทกุครั้ง นอกจากนี้ไมควรปลอยลูกกุงที่หนาแนนมากเกินไป เพราะจะทาํใหกุงเครียดและ
ติดโรคไดงาย (Jory, 1999)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  

บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
วิธีการ  
 

3.1 วิธกีารดําเนินการทดลอง 
 

ทําการเก็บตัวอยางจากแหลงที่คาดวามโีรค White spot และ Taura syndrome โดยเก็บ
ตัวอยางกุงขาว (Litopenaeus vannamei) และ กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ในระยะ 
Postlarvae และระยะเต็มวยัอยางนอย 10 ตัว/บอในถุงพลาสติก steriled ziplock  รวมถึงน้ําที่ใช
ในการเพาะเลีย้งและสัตวทีอ่าจเปนพาหะในฟารม ทาํเก็บรักษาตวัอยางกอนสงตรวจในน้ําแข็งแหง 
(dry ice)  แลวจึงนํามาเก็บไวที ่  – 70 องศาเซลเซยีส ที่คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั    แบงตรวจตวัอยางเปน 2 สวน โดยตวัอยางสวนหนึ่งสงตรวจทางอณูชีววทิยา และ
อีกสวนตรวจทางจุลพยาธวิทิยา โดยมีระยะเวลาในการดําเนนิการทดลอง 11 เดือน นับต้ังแต เดือน
กันยายน พ.ศ. 2546 ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2547 (ตารางที ่3.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ตารางที่ 3.1 แสดงขอมูลของตัวอยางกุงทีท่าํการศึกษา 
กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ตัวอยาง

ชุด / ID ชนิด อายุ
(วัน) 

จํานวน
(ตัว) X + SD Range 

แหลง       
ตัวอยาง 

 
วันที่เก็บตัวอยาง 

 
 

A   1. 
2. 
3. 
4. 

 

 

Lv 
Lv 
Lv 
Lv 

 

 

40 
40 
40 
40 

 

 

10 
10 
10 
10 

 

 

3.25 + 0.661 
2.656 + 0.651 
2.188 + 0.569 
1.557 + 0.545 

 

2.26 – 3.973 
1.747 – 3.579 
1.023 - 2.924 
1.121 – 2.529 

 

สมุทรสาคร 
สมุทรสาคร 
สมุทรสาคร 
สมุทรสาคร 

 

 

12 กันยายน 2546 
12 กันยายน 2546 
12 กันยายน 2546 
12 กันยายน 2546 
 

 

B   5. 
6. 
7. 
8. 
9. 

10. 
 

 

Lv 
Lv 
Lv 
Lv 
Lv 
Lv 

 

 

35 
35 
35 
35 
35 
35 

 

 

10 
10 
10 
10 
10 
10 

 

 

2.599 + 0.734 
1.02 + 0.529 
2.39 + 0.905 

2.208 + 0.800 
2.364 + 0.82 
2.524 + 0.637 

 

 

0.62 – 3.32 
0.15 – 1.59 
0.24 – 3.38 
0.68 – 3.42 

0.53 – 3.146 
0.78 – 3.27 

 

 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

 

 

10 ตุลาคม 2546 
10 ตุลาคม 2546 
10 ตุลาคม 2546 
10 ตุลาคม 2546 
10 ตุลาคม 2546 
10 ตุลาคม 2546 
 

 

C  11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 

 

Lv 
Lv 
Lv 
Lv 
Lv 
Lv 

 

60 
60 
60 
60 
60 
60 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

6.44 + 1.227 
6.285 + 1.349 
6.094 + 1.232 
6.053 + 7.981 
6.366 + 1.222 
7.008 + 1.381 

 

 

5.012 – 7.994 
4.358 – 7.957 
4.889 – 7.895 
4.433 – 7.981 
5.125 – 8.174 
5.023 – 8.523 

 

 

ชุมพร 
ชุมพร 
ชุมพร 
ชุมพร 
ชุมพร 
ชุมพร 

 

13 พฤศจิกายน 2546 
13 พฤศจิกายน 2546 
13 พฤศจิกายน 2546 
13 พฤศจิกายน 2546 
13 พฤศจิกายน 2546 
13 พฤศจิกายน 2546 
 

 

D  17. 
18. 
19. 
20. 
21. 

 

 

Pm 
Pm 
Pm 
Pm 

Lv  

 

20 
20 
30 
100 
30 

 

20 
20 
20 
20 
20 

 

0.551 + 0.198 
0.507 + 0.211 
2.217 +  0.819 
13.312 + 2.757 
1.485 + 0.741 

 

0.294 – 0.935 
0.254 – 0.842 
1.051 – 3.962 
10.62 – 18.132 

0.703 – 3.15 

 

ตราด 
ตราด 
ตราด 
ตราด 
ตราด 

 

1 กุมภาพันธ 2547 
1 กุมภาพันธ 2547 
1 กุมภาพันธ 2547 
1 กุมภาพันธ 2547 
1 กุมภาพันธ 2547 

  
หมายเหตุ : ID หมายถึง  Identification number  
  Pm  หมายถึง  Penaeus monodon    
  Lv  หมายถึง  Litopenaeus vannamei 
  X + SD หมายถึง  คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
          หมายถึง  ชุดของการสุมตัวอยาง 



  

ตารางที่ 3.1 แสดงขอมูลของตัวอยางกุงทีท่าํการศึกษา (ตอ)  
กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ตัวอยาง

ชุด / ID ชนิด อายุ
(วัน) 

จํานวน
(ตัว) X + SD Range 

แหลง       
ตัวอยาง 

 
วันที่เก็บตัวอยาง 

 
 

E  22. 
23. 
24. 
25. 

26. 
27. 

 

 

Lv 
Pm 
Pm 
Lv 
Pm 
Lv 

 

 

30 
50 
50 
40 
50 
40 

 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

 

1.284 + 0.473 
1.568 + 0.537 
2.011 + 1.096 
1.678 + 0.656 
1.806 + 0.539 
2.569 + 0.07 

 

0.11 - 2.42 
1.08 - 2.4 

0.29 – 3.62 
1.09 – 2.68 
1.14 - 3.19 
2.4 – 2.65 

 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

 

 

1 มีนาคม 2547 
1 มีนาคม 2547 
1 มีนาคม2547 
1 มีนาคม2547 
1 มีนาคม2547 
1 มีนาคม2547 
 

 

F  28. 
29. 
30. 
31. 
32. 
33. 
34. 
35. 

 

Lv  
Lv 
Pm 
Lv 
Pm 
Lv 
Pm 
Lv 

 

 

40 
40 
60 
50 
60 
50 
60 
50 

 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

 

2.373 + 0.599 
2.849 + 1.381 
4.16 + 1.444 

4.795 + 0.812 
3.032 + 1.685 
3.891 + 1.792 
2.725 + 0.925 
3.76 + 0.904 

 

 

1.05 – 3.35 
0.505 – 2.485 

2.31 – 6.27 
3.78 – 6.03 

1.067 - 5.896 
1.16 – 5.87 

1.4 – 5.2 
1.73 – 5.21 

 

 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

 

10 มีนาคม 2547 
10 มีนาคม 2547 
10 มีนาคม2547 
10 มีนาคม2547 
10 มีนาคม2547 
10 มีนาคม2547 
10 มีนาคม2547 
10 มีนาคม2547 

 

G 36. 
 

Lv 
 

60 
 

10 
 

6.44 + 1.227 

 

5.012 – 7.994 

 

สมุทรสาคร 
 

15 พฤษภาคม 2547 

 

H  37. 
38. 
39. 

 

Lv 
Lv 
Lv  

 

48 
48 
28 

 

10 
10 
10 

 

3.25 + 1.937 
2.688 + 1.378 
0.305 + 0.362 

 

0.456 – 4.994 
1.354 - 4.309 
0.121 – 1.201 

 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

 

13 กรกฎาคม2547 
13 กรกฎาคม2547 
13 กรกฎาคม2547 

  
หมายเหตุ : ID หมายถึง  Identification number  
  Pm  หมายถึง  Penaeus monodon    
  Lv  หมายถึง  Litopenaeus vannamei 
  X + SD หมายถึง  คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
          หมายถึง  ชุดของการสุมตัวอยาง 
 
 
 
 



  

3.2 การตรวจโรค Taura syndrome 
 

3.2.1 การศึกษาทางจุลพยาธิวทิยา (Histopathology) 
 

3.2.1.1 การเตรียมตัวอยางทางจลุพยาธิวิทยา   
 

  ฉีด Davidson’s fixative เขา haemolymph และกลามเนือ้ของตัวอยางกุงขาว
และกุงกุลาดําที่เก็บมา กอนนําตัวอยางกุงแชลงในน้าํยา Davidson’s fixative 
 

3.2.2.2 ขั้นตอนในการทํา 
 

ทําการดองตัวอยางกุงดวย Davidson’s Fixative เวลานานอยางนอย 1 วนั หลงั
จากนั้นตัดชิน้เนื้อแลวนาํชิน้เนื้อที่ไดไปผานขบวนการ tissue processing โดยลางชิ้นเนื้อดวยน้าํ 
ผานขบวนการดึงน้ําออก (dehydration step) โดยใช alcohol  ที่มคีวามเขมขนระดับตาง ๆ จาก 
70%, 80%, 95% และ100% จากนั้นกาํจัดน้าํใหสมบูรณดวย  xylene  และนาํไปทําการฝงชิ้น
เนื้อเยื่อลงในพาราฟน (paraffin embedding) นํา paraffin block มาตัด section ดวยเครื่องตัดชิ้น
เนื้อ (ultramicrotome) ขนาดประมาณ 3 – 4 ไมครอน นาํชิน้เนื้อเยือ่ที่ตัดวางบนแผนสไลด 
(affixing) และผานขบวนการละลายพาราฟนออกจากแผนเนื้อเยื่อ (deparaffinization step) และ
ขบวนการดึงน้าํกลับเขาสูเซลล (rehydration step)  กอนยอมดวย hematoxylin–eosin stain 
(H&E)        ปดแผนเนื้อเยื่อดวย cover glass (mounting step) แลวนําไปตรวจศึกษาทางจุล
พยาธิวทิยาดวยกลองจุลทรรศน (microscopic) ดวยการเปรียบเทียบกับกุงปกต ิ

 
3.2.2 การศึกษาทางอณูชวีวิทยา 
 

3.2.2.1 การสกัด RNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา 
 

ทําการสกัด RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป QIAamp RNA blood Mini kit  
(QIAGEN, USA)  โดยนาํเหงือกกุง, เนือ้เยื่อโคนขา, lymphoid organ และเปลือกทีพ่บวิการของ
โรค(จุดดํา)  น้าํหนักประมาณ 20 มิลลิกรมั  มา homogenized ดวย RLT (Lysis buffer ในชุดสกัด
สําเร็จรูป)  ดวย steriled hand homogenizer grinder (Pyrex) จนละเอียด   นาํ lysate ที่ไดไป
ปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาท ี (20,000g, Spectrafuge รุน 16M) เปนเวลา 3 นาท ี    นําสวน 
supernatant ที่ไดไปผาน QIAshredder spin column   แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 2 นาท ี   จากนั้นนําสวน supernatant ที่ผาน QIAshredder spin column ไปเติม 70% 
ethanol ปริมาณ 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั   แลวนาํสวนที่ไดไปผาน QIAamp spin column 
จากนั้นลางสิง่ปนเปอนบนแผนกรองดวย RW1 buffer (ในชุดสกัดสําเร็จรูป) ปริมาณ 700 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 30 วินาท ีและเตมิ RPE buffer (ในชุด



  

สกัดสําเร็จรูป) 2 คร้ัง คร้ังละ 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 14,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 30 
วินาที  จากนัน้เติม RNAse – free water (QIAGEN, USA) ประมาณ 100 ไมโครลิตร นําไปปน
เหวีย่งที ่10,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี   เพื่อ elute สาย RNA ที่อยูบนแผนกรองออก  แลว
นํา RNA ที่สกัดไดไปเก็บที่ – 70 องศาเซลเซยีส  กอนนําไปใชตอไป  

 
3.2.2.2 การสกัด RNA จากตวัอยางน้าํเลีย้งกุงขาวและกุงกลุาดํา 

 

นําตัวอยางน้าํเลี้ยงจากบอกุงขาวและกุงกลุาดําทีเ่ปนโรค ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 
ผาน filter ขนาด 0.45 ไมครอน  นํา filtrate และ สวนที่ติด filter membrane ไปสกัด RNA ดวยชุด
สกัดสําเร็จรูป QIAamp RNA blood Mini kit  (QIAGEN, USA)  (อางอิงจากขอ 3.2.2.1)   

 
 3.2.2.3 การสกัด RNA จากตัวอยางสัตวทีอ่าจเปนพาหะ 
 

นําสัตวที่สงสยัวาเปนพาหะจากบอกุงขาวและกุงกุลาดําที่เปนโรค ไดแก หนอน
แดง หอยเจดยี และจงิโจน้าํ มาอยางละ 3 - 5 ตัว/บอ  นําไปสกัด RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 
QIAamp RNA blood Mini kit  (QIAGEN, USA)  (อางอิงจากขอ 3.2.2.1)   

 
3.2.2.4 ภาพแสดง DNA sequence  ของ Taura syndrome virus และ 

ตําแหนงของ primer  
 

Specific oligonucleotide primers ทีใ่ชใน RT-PCR amplification ในการ
วินิจฉัยโรค Taura มี 2 ชุด คือ OIE Marker ประกอบดวย Primer 9195 และ 9992 (OIE, 2003) 
และ CUVET_Taura  ประกอบดวย Primer TSV_F1 และ TSV_R2  ซึง่ Primer 9195 และ มี
ตําแหนง nucleotideที่ 7140 base pair และ Primer 9992 มีตําแหนง nucleotideที่ 6910 base 
pair  ตามลาํดับ และได PCR product ขนาด 231 bp   สวน Primer TSV-F1 มีตําแหนง 
nucleotideที่ 8507 base pair และ PrimerTSV-R2 มีตําแหนง nucleotideที่  8861  base pair 
และได PCR product  ขนาด 370 bp  โดยแสดงดังรูปตอไปนี้ 

 
                    417                non-structural polyprotein                 6740   

           6947    capsid protein precursor   9982                    
 O   C 

  

   1                                6910  7140                                   8507   886110205 
    สัญลักษณ  “ O ” แทน OIE Marker และ สัญลักษณ “ C ” แทน CUVET_Taura      

 
 



  

3.2.2.5 การตรวจตัวอยาง RNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา, น้าํเลีย้ง 
และสัตวที่อาจเปนพาหะ 
 

นํา RNA ที่สกัดไดปริมาณ 11 ไมโครลิตร / 1 ปฏิกิริยา PCR  โดยใช SuperScript 
One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen, USA) และ specific oligonucleotide 
primers (OIE Marker และ CUVET_Taura) ซึ่งประกอบดวย 2 X Reaction mix, 0.1mM forward 
primer, 0.1mM reverse primer, Template RNA, RT/Platinum Taq Mix และ เติม sterile 
distilled water จนครบปริมาตร 25 ไมโครลิตร  ไปตรวจสอบดวยวธิ ี RT-PCR (reverse 
transcriptase polymerase chain reaction) แลวนําเขาเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer 
Cetus 9600, CA, USA) ตามโปรแกรมที่ไดตั้งอุณหภมูิ เวลา และจาํนวนรอบไวดงันี ้  คือ ในการ
สังเคราะห cDNA ใชอุณหภูมิที ่ 45 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที (จํานวน 1 รอบ) และ pre-
denaturation ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี  หลังจากนัน้เริ่มปฏิกริยา polymerase chain 
reaction (PCR) โดยกําหนดอุณหภูม ิ เวลา และจํานวนรอบไวดังนี ้ คือ ข้ันตอนในการ 
denaturation ใชอุณหภูมิที ่94 องศาเซลเซียส  15 วนิาท ี  และข้ันตอน annealing ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซยีส  30 วนิาท ี  สวนขั้นตอน extension ใชอุณหภูมิที ่68 องศาเซลเซียส 1 นาท ีโดยมี
จํานวนรอบทั้งหมด 40 รอบ หลงัจากนัน้เขาสูข้ันตอน final extension ที่อุณหภูมิ 68              
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี แลวนาํผลติภัณฑ PCR ที่ไดไปตรวจหาดวยวิธี gel 
electrophoresis 
 

3.2.2.6 การวเิคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธ ีgel electrophoresis 
 

  นําผลิตภัณฑ PCR ที่ได ไปวิเคราะหดวย 2% agarose gel (ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร) ที่ผสมดวย ethidium bromide ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (Sigma, USA) 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร/ agarose gel 50 มิลลิลิตร  โดยนาํ agarose gel ปริมาณ 1 กรัม ละลายใน 
0.5 X TBE buffer โดยใช 100 bp DNA ladder (SibEnzyme, USA) เปน marker เปรียบเทียบ  
ทําการผสมผลิตภัณฑ PCR ปริมาณ 5 ไมโครลิตร กับ loading buffer 2 ไมโครลิตร กอนนําไป 
วิเคราะหดวย agarose gel electrophoresis ที่ 100 โวลต เปนเวลา 37 นาที ใน 0.5 X TBE buffer  
แลวนํา agarose gel ที่ไดไปดูผลดวย UV illuminator  ซึง่จะเหน็ผลิตภัณฑจากการใช OIE 
marker ที่ขนาด 231 base pair และ CUVET_TAURA ที่ขนาด 370 base pair   
 
 
 
 



  

3.2.2.7 การทําใหผลิตภณัฑ PCR บริสุทธิ ์
 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดตรวจสอบและใหผลบวกกับเชื้อ Taura syndrome ไปทาํ
ใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification Kit  (QIAGEN, USA) โดยนาํผลิตภัณฑที่ได 20 
ไมโครลิตรผสมรวมกับ buffer PB (ในชุดสําเร็จรูป) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร  จากนัน้นําสวนผสมที่
ไดไปผาน QIAquick spin column  และลางสิง่ปนเปอนที่ติดอยูบนแผน membrane ดวย buffer 
PE (ในชุดสําเร็จรูป) ปริมาณ 750  ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา       
1 นาท ี   กอน eluteสาย DNA ที่อยูบนแผน membrane ดวย  buffer EB ปริมาณ 20 ไมโครลิตร   
นําไปปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที   หลงัจากนัน้นาํ DNA ทีท่ําใหบริสุทธิ์แลว
ไปเก็บที่ – 20 องศาเซลเซียส  กอนนาํไปใชตอไป  

 
3.2.2.8 การ clone ชิ้นสวน DNA จากผลิตภัณฑ PCR 

 

   - ขั้นตอนในการ ligate 
 

   ทําการ ligate DNA ที่บริสุทธิ์เขากบั pGEM – T Easy Vector System I 
(Promega, USA)  โดยนํา 2 X Rapid Ligation Buffer ปริมาณ 5 ไมโครลิตร รวมกับ pGEM – T 
Easy Vector ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และเอ็นไซม  T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร และผลิตภัณฑ 
PCR 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการ pipette   หลังจากนัน้บมที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา          
1 ชั่วโมง  และ บมตอที่อุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง   กอนนําไป transform  
กับ competent cell (ECOS 101, USA) 
    

    - ขั้นตอนในการเตรยีม Bacto Luria Bertani agar ที่จะใชในการ 
cloneDNA 
 

   นํา 100 mM Isopropyl - ß - D - Thiogalactopyranoside (IPTG) 
ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และ 5 - Bromo - 4 - Chloro – 3 - Indolyl - ß - D - Galactopyranoside 
(X- gal) (50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ไป spread ลงบน Bacto Luria Bertani 
agar ที่ผสม ampicillin ในปริมาณ 100 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร  ทิง้ไว 30 นาที กอนนาํไปใช 
 

   - ขั้นตอน transformation เขาสู competent cell 
 

   นํา competent cell ผสมกับ ligate product แลวนาํไป heat shock ที่
อุณหภูมิ  42 องศาเซลเซยีส  นาน 45 วนิาที  และแชลงในน้ําแข็งทนัที เปนเวลา 2 – 3 นาที  กอน
นําเซลลไปเล้ียงตอในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacto Luria Bertani agar ที่ผสม ampicillin, IPTG และ 
X- gal  และนําไปบมที ่37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง จนเห็นโคโลนี        
  



  

   - ขั้นตอนในการสกัด Plasmid DNA 
 

   1. นําโคโลนีสีขาวที่ข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ไปเพาะเลี้ยงเชื้อตอใน Bacto 
Luria Bertani agar ที่ผสม ampicillin 100 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตรและนําไปบมที่ 37  องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

   2. นาํเชื้อ E. coli  colony ไปเพาะเชื้อลง Bacto Luria Bertani broth ที่
ผสม ampicillin 100 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร และนําไปบม ที่ 37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

                         3. สกัด plasmid DNA จากเชื้อ E. coli  ที่ข้ึนใน Bacto Luria Bertani 
broth ที่ผสม ampicillin 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดวยชุดสกัด QIAprep Miniprep Kit 
(QIAGEN, USA)   โดยนําเชื้อ E. coli  ที่ข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ มาปนเหวีย่งที่ 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 3 นาที  หลังจากนัน้ resuspend pellet bacteria cell ใน buffer P1 (ในชุดสกัด
สําเร็จรูป) ปริมาณ 250 ไมโครลิตร  มาปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที  แลวเติม 
buffer P2 ปริมาณ 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  และเติม buffer N3 ปริมาณ 350 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนั  แลว ปนเหวีย่ง ที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที   นํา supernatant ที่ไดผาน 
QIAprep spin column  ลางสิง่ปนเปอนดวย buffer PB 500 ไมโครลิตร และ buffer PE 750 
ไมโครลิตร  หลังจากนัน้ elute plasmid DNA ดวย buffer EB ปริมาณ 50 ไมโครลิตร  เก็บ 
plasmid DNA ที่สกัดไดไปเก็บที ่– 20 องศาเซลเซียส  กอนนําตรวจตอไป  
 

3.2.2.9 การตรวจตัวอยาง Plasmid DNA 
 

นํา Plasmid DNA ที่สกัดไดปริมาณ 5 ไมโครลิตร/ 1 ปฏิกิริยา PCR  โดยใช PCR 
test kit (Invitrogen, USA) และ specific oligonucleotide primers (CUVET_Taura)  โดย       
1 ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 10 X Buffer, 1 mM dNTP, 50mM MgCl2, 0.1 mM forward 
primer, 0.1 mM reverse primer, plasmid DNA, Taq polymerase และ เติม sterile distilled 
water จนครบปริมาตร 25 ไมโครลิตร  ไปตรวจสอบดวยวธิ ี PCR (polymerase chain reaction) 
แลวนําเขาเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer Cetus 9600, CA , USA) ตามโปรแกรมที่ไดตั้ง
อุณหภูมิ เวลา และจาํนวนรอบไวดังนี ้ คือ ข้ันตอนในการ denaturation ใชอุณหภูมิที ่ 94        
องศาเซลเซยีส  15 วินาท ี  และข้ันตอน annealing ทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส  30 วินาที และ 
extension ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  1 นาท ีโดยมจีาํนวนรอบทั้งหมด 40 รอบ หลังจากนั้นเขา
สูข้ันตอน final extension ใชอุณหภูมิที ่ 68 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี แลวนําผลิตภัณฑ 
PCR ที่ไดไปวิเคราะหดวยวธิี gel electrophoresis แลวสง plasmid DNA ที่ไดไปสงหาลําดับเบสที่
บริษัท Pacific science, ประเทศไทย ( Big Dye Terminator Kit, Foster city, สหรัฐอเมริกา) 



  

3.2.2.10 การตรวจสอบขอมูลของลําดับเบสของเชื้อ Taura syndrome 
 

  นําขอมูลของลําดับเบสที่ไดจากการสง sequence มาวิเคราะหดวยโปรแกรม 
DNA sequence analysis  
  
3.3  การตรวจโรค White spot syndrome 
 

3.3.1 การศึกษาทางจุลพยาธิวทิยา (Histopathology) 
 

(ทําวธิีเดียวกนักับการตรวจโรค Taura syndrome)  
 
3.3.2 การศึกษาทางอณูชวีวิทยา 
 

3.3.2.1 การสกัด DNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา 
 

ทําการสกัด DNA ในเนื้อเยื่อกุงตามวธิี Heat extraction (Wongtavatchai et al., 
2003) โดยนาํตัวอยางกุงบริเวณเหงือก ใสใน steriled plastic bag รวมกับ steriled ultrapure 
water ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร/ 0.1 – 0.5 กรัมของเนื้อเยื่อ  แลวบดดวย tissue grinder   หลงัจาก
นั้นนํา suspension ที่ได  ใสใน steriled eppendorf  กอนไปปนเหวี่ยงที ่10,000 รอบตอนาท ีเปน
เวลา 5 นาที  หลังจากนั้นนํา supernatant ที่ได  ใสใน steriled eppendorf  ใหม   แลวนาํ 
supernatant ไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีหลังจากนัน้นาํไป 
vortex ที่ความแรงสูงสุด ทาํซ้ําทั้งหมด 3 รอบ  แลวนาํ supernatant ที่ไดไปเก็บที ่ – 20 องศา
เซลเซียส กอนนําไปใชตอไป    
 

3.3.2.2 การสกัด DNA จากตัวอยางน้าํเลีย้งกุงขาวและกุงกลุาดํา 
 

นําตัวอยางน้าํเลี้ยงจากบอกุงขาวและกุงกลุาดําทีเ่ปนโรค ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 
ผาน filter ขนาด 0.45 ไมครอน  นํา filtrate และ สวนที่ติด filter membrane ไปสกัด DNA ตามวิธ ี
Heat extraction (Wongtavatchai et al., 2003) (อางองิจากขอ 3.3.2.1)   

 
 3.3.2.3 การสกดั DNA จากตัวอยางสัตวที่อาจเปนพาหะ 
 

นําสัตวที่สงสยัวาเปนพาหะจากบอกุงขาวและกุงกุลาดําที่เปนโรค ไดแก หนอน
แดง หอยเจดยี และจงิโจน้าํ มาอยางละ 3 - 5 ตัว/บอ  นาํไปสกัด DNA ตามวธิี Heat extraction 
(Wongtavatchai et al., 2003) (อางอิงจากขอ 3.3.2.1)   
 



  

3.3.2.4 การตรวจตัวอยาง DNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา, น้ําเลีย้ง 
และสัตวที่อาจเปนพาหะ  
 

นํา DNA ที่สกัดไดปริมาณ 13.5 ไมโครลิตร/ 1 ปฏิกิริยา PCR  โดยใช PCR test 
kit (Invitrogen, USA) และ specific oligonucleotide primers (commercial test Kit; 
Centext)  โดย 1 ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 10 X Buffer, 1 mM dNTP, 50mM MgCl2, 
0.1mM forward primer, 0.1mM reverse primer, plasmid DNA, Taq polymerase และ เติม 
sterile distilled water จนครบปริมาตร 25 ไมโครลิตร  ไปตรวจสอบดวยวธิ ี PCR (polymerase 
chain reaction) แลวนาํเขาเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer Cetus 9600, CA, USA) ตาม
โปรแกรมที่ไดตั้งอุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบไวดังนี ้  คือ  ข้ันตอนในการ pre-denaturation ใช
อุณหภูมิที ่ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 นาท ีหลังจากนัน้เริ่มข้ันตอน denaturation ที่อุณหภูม ิ
90 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี และขั้นตอน annealing ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส 30 วินาที และ 
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที  โดยมีจํานวนรอบทั้งหมด 35 รอบ  หลงัจากนัน้ 
เขาสูข้ันตอน final extension ใชอุณหภูมิที ่72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5  นาที แลวนําผลิตภัณฑ 
PCR ที่ไดไปตรวจหาดวยวิธ ีgel electrophoresis  
 

3.3.2.5 การวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis  
 

(อางอิงจากการวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ของโรค Taura syndrome ในขอ 
3.2.2.6)  เหน็ผลิตภัณฑ PCR จากการใช commercial test kit (Centext) ที่ 232 base pair  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

ผลการตรวจวนิิจฉัยโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ดวยวธิีทาง     
อณูชีววทิยาในกุงขาว และ กุงกุลาดาํในระยะ Postlarvae และระยะเต็มวัย เปนระยะเวลา 11 
เดือน พบวา ตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome (TS) และ White spot 
syndrome (WSS) ในตัวอยางกุงอยางละ 12 บอ จากทั้งหมด 39 บอ (ตารางที่4.1)   

 
ตารางที่ 4.1 สรุปการตรวจตัวอยางกุงทีท่ําการศึกษา 

ผลการตรวจตัวอยาง 
ชนิดกุง แหลงตัวอยาง จํานวนบอ ระยะกุง 

TS WSS 
1. Lv  
2. Lv  
3. Lv  
4. Lv 
5. Pm  
6. Lv  
7. Pm  
8. Lv  
9. Pm  
10. Pm  
11. Lv  

สมุทรสาคร 
ฉะเชิงเทรา 
ชุมพร 
ตราด 
ตราด 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 
สมุทรสาคร 
ฉะเชิงเทรา 

4 
6 
6 
1 
4 
3 
3 
5 
3 
1 
3 

Adult 
Adult 
Adult 
Adult 
Adult 
Adult 
Adult 
Adult 
Adult 

Postlarvae 

Adult 

- 
+ (1/6) 

- 
- 
- 

+ (1/3) 
+ (3/3) 
+ (1/5) 
+ (3/3) 
+ (1/1) 
+ (2/3) 

- 
- 
- 
- 

+ (2/4) 
- 

+ (1/3) 
+ (5/5) 
+ (3/3) 

- 
+(1/3) 

รวมกุง 2 ชนิด 4 จังหวัด 39 บอ  12 บอ 12 บอ 
 
หมายเหต:ุ Pm  หมายถึง  Penaeus monodon    
  Lv  หมายถึง  Litopenaeus vannamei 

+  หมายถงึ ผล positive  
 -   หมายถงึ ผล negative  

 
 
 



  

เมื่อทําการศึกษาจากตัวอยางกุงขาวและกุงกุลาดําที่เลีย้งในฟารมเดียวกนั พบวา กุงขาว
และกุงกุลาดําในระยะ Postlarvae และระยะเต็มวัย ที่เพาะเลีย้งในฟารม สามารถติดเชือ้ไดทั้ง 
Taura syndrome และ White spot syndrome  จากการตรวจตัวอยางพบวากุงที่มกีารติดเชื้อไวรัส 
มีลักษณะแคระแกร็น แตกขนาด โดยวัดการแตกขนาดจากเปอรเซน็ตสัมประสิทธิค์วามแปรปรวน 
(% Coefficient of Variance, %CV) มีคาเทากับ เปอรเซน็ตคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน/คาเฉลีย่        
(% standard deviation / average) (รูปที ่4.1)  
  
 
 

  

1 2

 
รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะตวัอยางกุงทีท่ําการศึกษาวิจยั  
  1: การแตกขนาดของกุงกุลาดําทีเ่ลี้ยงในบอเดียวกนักบักุงขาว ซึ่งตรวจพบสารพนัธุกรรม 

     ของเชื้อไวรัส Taura syndrome และ White spot syndrome 
              2: การแตกขนาดของกุงขาวที่เลีย้งในบอเดียวกันกับกุงกุลาดํา ซึ่งตรวจพบสารพันธุกรรม 

     ของเชื้อไวรัส Taura syndrome และ White spot syndrome   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ตารางที่ 4.2  ตารางเปรียบเทียบความสัมพันธของเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของ 
        น้าํหนักกุงกับผลการตรวจวินจิฉัยโรคทางอณูชวีวทิยา 
 

กุง ผลการตรวจ
ตัวอยาง 

ลําดับ ตัวอยาง
ชุด / ID 

ชนิด อายุ
(วัน) 

แหลง    
ตัวอยาง 

อัตราการปลอยลูก
กุง X 105(ตัว/5 ไร) % CV 

TS WSS 

1. 
 

D   17 
18 

Pm 
Pm 

20 
20 

ตราด 
ตราด 

4 
4 

35.99 
41.64 

- 
- 

- 
+ 

2. 
 

E    23 
24 

Pm* 
Pm* 

50 
50 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

7 
7 

34.26 
54.51 

+ 
+ 

- 
- 

3. 
 

E    25 
27 

Lv* 
Lv* 

40 
40 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

9 
9 

39.08 
2.73 

- 
- 

- 
- 

4. 
 

F   28 
29 

Lv 
Lv 

40 
40 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

7.5 
7.5 

25.23 
48.48 

- 
+ 

+ 
+ 

5. 
 

F   30 
32 

Pm* 
Pm* 

60 
60 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

7 
7 

34.71 
55.57 

+ 
- 

+ 
+ 

6. 
 

F   33 
35 

Lv* 
Lv* 

50 
50 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

9 
9 

46.04 
24.04 

- 
- 

+ 
+ 

7. 
 

H   37 
38 

Lv 
Lv 

48 
48 

ฉะเชิงเทรา 
ฉะเชิงเทรา 

4.8 
4.8 

59.59 
51.27 

+ 
- 

+ 
- 

 
หมายเหต ุ:  Pm  หมายถึง   Penaeus monodon    
             Lv   หมายถึง   Litopenaeus vannamei 

+    หมายถงึ   ผล positive  
              -     หมายถงึ   ผล negative 

*     หมายถงึ   ตัวอยางที่เลีย้งรวมกันระหวางกุงขาวและกุงกุลาดําในบอเดียวกนั 
 
 
 
 
 



  

 
จากตารางที่ 4.2 พบวากลุมตัวอยางกุงทีเ่ปนโรค สวนใหญมีการแตกขนาด โดยม ี %CV 

สูงกวากลุมตวัอยางกุงที่ไมเปนโรค ที่อายุและอัตราการปลอยลูกกุงที่เลี้ยงเทากนั สภาพแวดลอม
การเลี้ยงเหมือนกนัและเลี้ยงในฟารมเดียวกัน (ลําดับที ่1 และ 7)  ถาภายในบอที่มกีารติดเชื้อและ
เลี้ยงรวมกนัระหวางกุงขาวและกุงกุลาดํา และมีผลรวมของอัตราการปลอยลูกกุงที่หนาแนนกวา  
พบวามี %CV สูงกวาบอที่มีผลรวมของอัตราการปลอยลูกกุงที่หนาแนนนอยกวา (ตารางที่4.2 
ลําดับที่ 2, 3, 5 และ 6)  นอกจากนี้การติดโรคทั้งสองโรคภายในบอเดยีวกนั  พบวาทําใหกุงมีการ
แตกขนาดเพิม่มากกวากุงที่ติดโรคเพียงชนิดเดียว (ตารางที ่ 4.2 ลําดับที ่ 4)  และจากตารางที่ 4.3 
พบวาเมื่อระยะเวลาในการเลี้ยงนานขึ้น กุงที่เปนโรคจะมีการแตกขนาดมากขึ้น โดยดูจาก %CV ที่
เพิ่มข้ึน (ตารางที่ 4.3 ลําดับที่ 2, 3, 5, 6 และ 7) นอกจากนีเ้มื่อทาํการศึกษาเพิม่เตมิโดยตรวจโรค
ทั้งสองในกุงกลุาดําและกุงขาวตัวเดยีวกนั พบสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสทั้งสองชนดิในกุงปวยตัว
เดียวกนั สวนในการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทัง้สองชนิดในน้าํเลี้ยง พบวามีการปนเปอน
ของสารพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ําที่ใชเพาะเลี้ยง (ภาคผนวก ค ตารางที ่1 - 2) และเมื่อตรวจซ้ํา
น้ําเลีย้งในบอเดิมหลังจากเลี้ยงกุงชุดใหม พบวายงัคงตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัสในน้าํ 
(ภาคผนวก ค ตารางที่ 3 และ 5)  และในการตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสในสัตวที่อาจเปน
พาหะ ไดแกหนอนแดง หอยเจดีย และจิงโจน้ําจากฟารมที่ตรวจพบโรค ผลปรากฏวาไมพบสาร
พันธกุรรมของเชื้อไวรัสในสัตวทัง้สามชนิด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

 
ตารางที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนและผลการตรวจโรคของ 

       ตัวอยางกุงที่เลี้ยงบอเดียวกนัและฟารมเดียวกันในจังหวัดฉะเชงิเทราดวยวิธี PCR  
       ตรวจเมื่อวันที่ 1 และ 10 เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 
 

1 มีนาคม 2547 10 มีนาคม 2547 
ลําดับ ตัวอยาง       

ชุด / ID % CV TS WSS % CV TS WSS 
1.  F  28 NA NA NA 25.23 - + 
2. 
3. 

E 22 
E 23 

F 29 
F 30 

36.80 
34.26 

+ 
+ 

- 
- 

48.48 
34.71 

+ 
+ 

+ 
+ 

4.  F 31 NA NA NA 16.94 - + 
5. 
6. 
7. 

E 24 
E 25 
E 26 

F 32 
F 33 
F 34 

54.51 
39.08 
29.86 

+ 
- 
+ 

- 
- 
+ 

55.57 
46.04 
33.96 

- 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 

8. E 27 F 35 2.73 - - 24.04 - + 
 
หมายเหต ุ: NA หมายถงึ ไมมีตัวอยาง 

+     หมายถงึ    ผล positive  
              -     หมายถงึ    ผล negative         

ตัวอยางกุงชุดเดียวกนัแตระยะเวลาเลี้ยงตางกนั 10 วนั :  
 (E22 / F29), (E23 / F30), (E24 / F32), (E25 / F33), (E26 / F34), (E27 / F35)     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

4.1 การศึกษาทางจลุพยาธวิิทยา (Histopathology) 
 

 จากการตรวจตัวอยางพบรอยโรคของกุงขาวและกุงกุลาดําที่ติดเชื้อ Taura syndrome มี
จุดดํา (melanized) ที่เปลือก และแพนหางแดง (รูปที่ 4.2)  การศึกษาทางจลุพยาธิสภาพ พบการ
ตายของ haemopoietic cell ที ่ lymphoid organ (รูปที ่ 4.3)   ซึ่งแสดงวากุงอยูในระยะ chronic 
phase โดยกุงอาจจะตาย หรือไมตายได แตยังคงเปนพาหะแกกุงบออ่ืนภายในฟารมได นอกจากนี้
ยังพบ intracytoplasmic inclusion bodies ซึ่งยอมติดสี eosinophilic จนถึง darkly basophilic 
(รูปที่ 4.3)  สวนกุงที่เปนโรค White spot syndrome พบจุดขาวที่ใตเปลือกทั่วตวั (รูปที่ 4.4)  และ
เมื่อศึกษาทางจุลพยาธิสภาพ พบ basophilic hypertrophied nuclei ที่เนื้อเยื่อเหงือกและแพน
หาง ซึง่ยอมติดสี basophilic(รูปที่ 4.5) นอกจากนี้ยังตรวจพบวาในกุงปวยตัวเดียวกันทัง้กุงกุลาดาํ
และกุงขาว  สามารถติดโรคไดทั้งสองโรคภายในตัวเดยีวกันได (รูปที่ 4.6 และ 4.9) 



 

 

 

  

 
รูปที่ 4.2 แสดงรอยโรคบนตวักุงที่ติดเชื้อไ
              1และ2 : พบรอยโรคจุดดําที่เปล
                           เชื้อไวรัส Taura syndr
              3และ4 : พบรอยโรคจุดดําที่เปล
                           ไวรัส Taura syndrom
              5และ6 : พบรอยโรคแพนหางแด
                            และตรวจพบสารพันธ
1

 

 

 

วรัส Taura syndrome  
ือกในกุงกุลาดาํ(ลูกศรชี้)และตรวจพบสารพนัธุกรร
ome 
ือกกุงขาว(ลูกศรชี้)และตรวจพบสารพันธุกรรมของเ
e  
งในกุงขาว(ลูกศรชี้)ที่ติดเชื้อ Taura syndrome 
กุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome 
2

 

3
 4
5
 6
  

มของ  

ชื้อ  



 

 
 

  1 2
 
 

 
3 4 

 
รูปที่ 4.3 แสดงจุลพยาธิสภาพของเนื้อเยือ่กุงที่ติดเชื้อไวรัส Taura syndromeเมื่อยอมดวย  
              hematoxylin – eosin stain  

  1 : เนื้อเยื่อบริเวณทางเดนิอาหารของกุงที่ตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัส  
        (กําลงัขยาย 40 เทา)  
  2 : แสดงจุลพยาธิสภาพของ lymphoid organ ของกุงปกติ (กําลังขยาย 100 เทา) 
  3 : พบลักษณะ intracytoplasmic inclusion bodies ที ่lymphoid organ ของกุงปวย  
       ซึ่งยอมติดสี eosinophilic จนถึง darkly basophilic (ลูกศรชี้) (กําลังขยาย 400 เทา) 
  4 : พบการตายของ haempoietic cell ที ่lymphoid organ ของกุงปวย (ลูกศรชี้)  
        (กําลงัขยาย 400 เทา)  

 
 
 
 



 

 

 

รูปที่ 4.4 แสดงรอยโรคบนตวักุงกุลาดาํที่ต
    1 : จุดขาวที ่carapaceในกุงกลุ

      White spot syndrome ในเน
 3 : จุดขาวที่เปลือกทั่วตวัในกุงก
      White spot syndrome ในเน

 
 
 

 

รูปที่ 4.5 แสดงจุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
 hematoxylin – eosin stain 
1 : แสดงลักษณะ basophilic hy
     แพนหางในกุงที่ตรวจพบสาร
     (กาํลังขยาย 100 เทา) 
2 : แสดงลักษณะ basophilic hy
    เหงือกในกุงที่ตรวจพบสารพัน
    (กําลังขยาย 400 เทา)  
1
        

ดิเชื้อไวรัส White spot syndrome  
าดํา (ลูกศรชี)้ และตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวร
ื้อเยื่อเหงือก 
ุลาดาํ (ลูกศรชี้) และตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไว
ื้อเยื่อเหงอืก 

 
กุงที่ติดเชื้อไวรัส White spot syndrome เมื่อยอมดว

pertrophied nuclei ของ epithelial cell จากเนื้อเยื่อ
พันธุกรรมของเชื้อไวรัส White spot syndrome (ลูกศ

pertrophied nuclei ของ epithelial cell จากเนื้อเยื่อ
ธุกรรมของเชื้อไวรัส White spot syndrome (ลูกศรชี้)
2

 

ัส  

รัส 
3

1
 2
ย  

 
รชี้) 

 
  



 

 

 
รูปที่ 4.6 แสดงรอยโรคบนตัวกุงขาวและก
  White spot syndrome  
             1: รอยโรคจุดดําที่เปลือกในกุงข
                 Taura syndrome และ White
           2 : รอยโรคจุดดําที่เปลือกกุงกุลาด
                Taura syndrome และ White
 
4.2 การศึกษาทางอณูชีววทิยา (Molec
  

 ในการตรวจวนิิจฉัยโรค Taura 
พาหะทั้งสามชนิด ดวยวิธ ีOne - step re
PCR)   โดยใช OIE Marker (ประกอบ
CUVET_Taura Marker (ประกอบดวย P
ขนาด 231 bp และ 370 bp ตามลําดับ(ร
พบสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสไปหาสายพ
CUVET_Taura Marker มาทําการ clon
จากนั้นนํา plasmid DNA ที่ไดไปตรวจ
White spot syndrome ดวยวิธ ี  polym
(Centext)  แลวนําผลิตภณัฑ PCR ที่ได
bromide  แลววิเคราะหผลดวย UV illum
4.8, 4.9 และ 4.11)      
 
 

1

     

ุงกุลาดาํที่ติดเชื้อทั้ง Taura syndrome และ  

าว (ลูกศรชี)้ และตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวร
 spot syndrome 
ํา (ลูกศรชี้) และตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวร

 spot syndrome 

ular diagnosis) 

syndrome จากตัวอยางกุง น้ําเลี้ยงและสัตวที่อ
verse transcriptase polymerase chain reaction
ดวย Primer 9195 และ 9992) (OIE, 2003) 

rimer TSV_F1 และ Primer TSV_R2) ไดผลิตภัณฑ
ูปที่ 4.7, 4.9 และ 4.10)     หลงัจากนัน้นาํตัวอยาง
นัธุของเชื้อไวรัส โดยนาํผลิตภัณฑ PCR 

e เขาสู plasmid และ transform เขาสู compete
ดวยวธิี PCR กอนสงหาลําดับเบส สวนในการตร

erase chain reaction (PCR)   ใช commercial t
 ไปวิเคราะหดวย 2% agarose gel ที่ผสมดวย eth
inator  ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 232 base pai
2

 

ัส  

ัส  

าจเปน
 (RT – 
  และ 
 PCR 
ที่ตรวจ
ที่ใช 

nt cell 
วจโรค  
est kit 
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r (รูปที ่



 

       

    

370 bp 
231 bp400 bp 
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370 bp 
231 bp400 bp 

 

รูป
1: ต
2: ต
3: ต
    2
4: ต
    M
5: ต
    2
Lan
300 bp 
200 bp 
300 bp 
200 bp 
                   

 

400 bp 
3
2

ที่ 4.7 แสดงการวิเคราะหแถบ DNA จากวิธี RT-PCR ในการต
ัวอยางกุงจงัหวัดฉะเชิงเทรา 10 ตุลาคม 2546 [1: กุงขาว1 
ัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 มีนาคม 2547 [1: กุงดํา6
ัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 10 มีนาคม 2547 [1และ4
และ5: กุงดํา5 (OIE และ CUVET_Taura Marker); 3และ6:
ัวอยางกุงจากจังหวัดสมุทรสาคร 10 พฤษภาคม 2547 [1: P
arker)] 
ัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 13  กรกฎาคม 2547 [1แล
และ4: กุงขาว8 (CUVET_Taura Marker)] 
e M: 100 bp Marker; N : H2O control                 
1

    

 

70 bp 
31 bp

รวจโรค Taura syndrome  
(OIE Marker); 2:กุงขาว1 (CUVET_Taura Marker)]
 (OIE Marker); 2:กุงดํา6 (CUVET_Taura Marker)

: กุงขาว4 (OIE และ CUVET_Taura Marker);  
กุงดํา8 (OIE และ CUVET_Taura Marker)]  
ostlarvae(OIE Marker); 2: Postlarvae(CUVET_T

ะ3: กุงขาว5(OIE และ CUVET_Taura Marker);  
2

 4
3
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M    N     1     2
300 bp 
200 bp 
M    N     1     2
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232 bp

 
 
 

 

 
รูป
    
    
    
    
    
    
    
    
300 bp 
200 bp 
300 bp 
200 bp 
ที่ 4.8 แสดงการวิเคราะหแถบ DNA จากวิธี PCR ในการ
         1: ตัวอยางกุงจังหวัดตราด 1 กุมภาพันธ 2547(1:ก
             4:กุงดํา5_100วัน; 5:กุงขาว6_30วัน) 
         2: ตัวอยางกุงจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 มีนาคม 2547 (
         3: ตัวอยางกุงจังหวัดฉะเชิงเทรา 10 มีนาคม 2547
             3:กุงดํา5_60วัน; 4:กุงขาว5_50วัน; 5:กุงดํา6_6
         4: ตัวอยางกุงจังหวัดฉะเชิงเทรา 13  กรกฎาคม 25
             3:กุงขาว5_48วัน) 
         Lane M: 100 bp Marker;   N : H2O control;   P
1

M    N     1      2      3     4     5     
 

ตรวจโรค
ุงดํา1_2

1:กุงดํา
(1:กุงขา
0วัน) 
47(1:กุง

: Positiv
  M    N     1      2      3     P  
  M    N     P      1      2     3      4     5
232 bp
3

 White spot syndrome จากตัวอยางก
0วัน; 2:กุงดํา2_20วัน; 3:กุงดํา3_30วัน;

8_50วัน; 2:กุงขาว8_40วัน; 3:กุงดํา5_50
ว3_40วัน; 2:กุงขาว4_40วัน;  

ขาว8_28วัน; 2:กุงขาว6_48วัน;  

e control 
4

 M    N      P     1      2      3  
2

 

ุง  
  

วัน) 



 

 
 
 
 

m m 

400 bp 

300 bp 
200 bp 
       

232 bp231 bp

 
รูปที่ 4.9 แสดงการวิเคราะหแถบ DNA จากวิธ ีRT-P
             แถบ DNA จากวธิี PCR  ในการตรวจโรค W
             1: ตัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชงิเทรา 10 มีน
                 (OIE Marker) 
             2: ตัวอยางกุงจังหวัดฉะเชิงเทรา 10 มีนาค
                 (CENTEXT)  
             Lane M: 100 bp Marker;  N : H2O contr
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1

  

CR ในการตรวจโรค Taura syndrome แล
hite spot syndrome 
าคม 2547 (Lv: กุงขาว; Pm: กุงกุลาดํา)  

ม 2547(Lv: กุงขาว; Pm: กุงกุลาดํา)  

ol;  P: Positive control 
2
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300 bp 
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400 bp 

 

รูปที่ 4.10 แสดง
               ในน้ําเ
 1: น้าํเล
                 4: บ
            2: น้ําเล
                2: บอ
            Lane M
                             

                               

300 bp 
200 bp 

 

รูปที่ 4.11 แสดง
                ในน้ํา
               1: ตัวอ
                   5: บ
               Lane 
  M    N     P      1     2     3      4     5
    

การวเิคราะหแถบ DNA จากวิธ ีRT-PCR ใ
ลีย้ง 
ี้ยงกุงสวนfiltrate จังหวัดฉะเชงิเทรา 10 มนี
อ6; 5: บอ8 (OIE MARKER)] 
ี้ยงกุงสวนทีติ่ด filter membrane จังหวัดฉ
4; 3: บอ5; 4: บอ6; 5: บอ8 (OIE MARKE
: 100 bp Marker;N : H2O control; P: Po
                               

         

การวเิคราะหแถบ DNA จากวิธ ีPCR ในก
เลีย้ง  
ยางกุงจังหวัดฉะเชงิเทรา 10 มีนาคม 254
อ8)  

M: 100 bp Marker;N : H2O control; P: P
  M    N     P      1      2     3      4     5
231 bp

1

นการตรวจโรค Taura syndrome  

าคม 2547 [1: บอ3; 2: บอ4; 3: บอ

ะเชิงเทรา 10 มีนาคม 2547 [1: บอ3
R)]  
sitive control 

 

 

232 bp 

ารตรวจโรค White spot syndrome

7(1: บอ3; 2: บอ4; 3: บอ5 ; 4: บอ

ositive control 
2

 

5 ;  

;  
1

  M     N      P     1      2      3      4     5
  

6;  



 

4.2.1 ขอมลูลําดับเบสของผลิตภัณฑ PCR จากเชือ้ Taura syndrome virus  
  

นําตัวอยางทีท่ําการ clone DNA และสกัด Plasmid สงไปหาลําดับเบส (ตารางที่ 4.4 – 
4.15) 

 
ตารางที่ 4.4 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1  
        เดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 (ใหชื่อวา CLO_OCTcu)(ภาคผนวก ฉ รูปที่ 1) 
 

CLO_OTCcu 
(355bp) 
 
 
 
 
 

CGCGATGTGCCAGGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTATTT 
CAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCAT 
TGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAG 
CCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTT 
TCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCA 
GGATACGAAGGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCTCATTG 
TACTTTACGAACACTACCACTGGTAGAAGGCACAGACCAGCTTATGC 
CGGACTGCCTGGGGGAACATCGGTAAAA 

 

 
 
 
ตารางที่ 4.5 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1 เดือน 

       มนีาคม พ.ศ. 2547 (ใหชื่อวา B4MAR01T) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 2) 
 

B4MAR01T 
(354 bp) 
 
 
 
 
 

AGCACTCTCGTGACCGCGTAGGCAATTGCTATCTGATCCGCTTATC 
TCAGCTTCGAACAGTATCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGC 
ATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGC 
AGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCAC 
TTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTA 
CTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTC 
TCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCACAGACCA 
GCTTATGCCGGACTGCCTGGTGGAACTCGGTAGG 
 

 



 

ตารางที่ 4.6 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือน 
       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS5_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 3) 
 

BS5_TSV 
(326 bp)  
 
 
 
 
 
 

GGCCGAATGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCTTCGACAG 
TCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGGAGCAATTTGG 
AGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGCCATCGGCTTCAA 
TTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTG 
CTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCAGGATACGAAAGTG 
TCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCTCATTGCACTTTACGAACAC 
TACCACTGGTAAAAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCTG 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.7 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือน 

       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B6MAR01_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 4) 
 

B6MAR01_TSV  
(338  bp) 
 
 
 
 
 
 

CGAGATGTGCCCAGGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTA 
TCTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGT 
GCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTA 
AAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAG 
CCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTT 
ACGTTACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGG 
TGTATTCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCA 
CAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCG 
 

 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.8 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือน 
       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR01_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 5) 
 

B8MAR01_TSV  
(355  bp) 
 
 
 
 
 
 
 

CGAGATGTGCCAGGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTAT 
CTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGT 
GCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTA 
AAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAG 
CCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTT 
ACGTTACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGG 
TGTATTCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCAC 
AGACCAGCTTATGCCGGACTGCCGGTAAGAAACTCGGTAAAA 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.9 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 10 เดือน 

       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS4_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 6) 
 

WS4_TSV  
(325 bp) 
 
 
 
 
 

GGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCTTCGACAG 
TCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGGAGCAATTTGG 
AGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGCCATCGGCTTCAA 
TTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTG 
CTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCAGGATACGAAAGTG 
TCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCTCATTGCACTTTACGAACAC 
TACCACTGGTAAAAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCT 

 
 
 



 

ตารางที่ 4.10 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 10  
         เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B5MAR10_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 7) 
 

B5MAR10_TSV  
(346 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

CGCAATGTGCCAGGCCGATTGCATTTCCGTTCTCAATCCACTTAT 
CTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTG 
CATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAA 
GCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCC 
ACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGT 
TACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTAT 
TCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCACAGACC 
AGCTTATGCCGGACTGCCTGTAGAAACT 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.11 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 10  

         เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS8_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 8) 
 

BS8_TSV 
(323 bp)  
 
 
 
 

GCCGATTGTCTTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCTTCGACAGTCTC 
TCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGGAGCAATTTGGAGGTT 
GCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCA 
GCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTA 
TCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGG 
GAAGCTGACGGTGTATTCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGT 
AAAAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCT 

 
 
 



 

ตารางที่ 4.12 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 10  
         เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR10_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 9) 
 

B8MAR10_TSV  
(343 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

TGTGCCAGGCCGATTGTCTTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCT 
TCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGG 
AGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGC 
CATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTT 
TTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACT 
CCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCT 
CATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCACAGACCA 
GCTTATGCCGGACTGCCTGTAGAAACTCGG 
 

 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.13 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัสมุทรสาคร ณ วันที่ 15  
                     เดือนพฤษภาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา PST_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 10) 
 

PST_TSV  
(360 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

ACCAGCATGCATCCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACC 
TGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTACCGAGTTCACCAGGC 
AGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTACACACGTCATACAATGG 
CCGGTACAGAGGGCTGCCAACCCGCGAGGGGGAACCAATCCCAG 
AAAACCGGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCCTGA 
AGTCGGAATCTCTAATAATCGCGGATCAACTTGCCGCGGTGAATAC 
GTTCCCGGGTCTTGTACAGACCGCCCGTCTCACCATGGGAGCGGG 
TTCTGCCGCAGGTAGTTAACCTAACCGCAGGGATGGCCATTAC 
 

 



 

ตารางที่ 4.14 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่13  
         เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS5JUL13_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที ่11) 
 

WS5JUL13_TSV  
(343 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

GGAATTCTGCCGAGTCGGATACATTACATATCAGAATCCCTTGT 
CTCAGCTTCGACAGTATCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGT 
GCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCT 
AAAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGG 
AGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACT 
GTTTACGTTACTCCAGGATACGAAGGTGTCCTTGGGGGAAGCC 
GACGGTGTATTCTCATTGTACTTTACGAACACTACCACTGGTAG 
AAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCTGGTGAACTCGG 
TAAG 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.15 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่13  
                     เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS8JUL13_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที ่12) 
 

WS8JUL13_TSV  
(357 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

AGCATTCTCGAAGCCGGATATCATTATCGAATCTGAAACCCTTA 
TCTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGG 
TGCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGC 
TAAAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGG 
AGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTG 
TTTACGTTACTCCAGGATACGAAGGTGTCCTTGGGGGAAGCCG 
ACGGTGTATTCTCATTGTACTTTACGAACACTACCACTGGTAGAA 
GGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCTGTTGGAACTCGGTA 
ATAAAG 

 



 

4.2.2 การศึกษา Phylogenetic relationship  

 จากผลการศึกษา phylogenetic relationship ในสวนของ VP1 ของเชื้อไวรัส Taura 
syndrome virus จากตัวอยางที่เก็บไดระหวางทําการศกึษา กับลําดบัเบสของไวรัสชนิดนี้ สายพันธุ
อ่ืนในขอมูล Genebank ซึ่งประกอบดวย สายพันธุ HI94TSV (accession numberAF510518.1/ 
gi:25992171), SIN98TSV (accession number AF510515.1/ gi:25992165),    MX99TSV 
(accession  number  AF510516.1/ gi:25992167),  SON2KTSV (accession  number 
AF510517.1/ gi:25992169),  Taiwan (accession number AF406789.1/ gi:21666574)  และ 
Mexican (accession number AF277378.1/ gi:12006327)  โดยการใชโปรแกรม Genetyx พบ
วา ลําดับเบสของไวรัสตัวอยางทีท่ําการศึกษาจัดอยูในกลุมเดยีวกนักับสายพนัธุไวรัสของประเทศ
ไตหวัน โดยพบวามีความเหมือนมากกวาสายพนัธุจากอเมริกาและเม็กซิโกตามลําดับ (รูปที่ 4.12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

นี้ 

สายพันธุไตหวัน 

สายพันธุฮาวาย 

สายพันธุเม็กซิโก 

สายพันธุเม็กซิโก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12  แสดง Phylogenetic tree (Neighbor joining tree) และ Bootstrap number ที่กิ่งข
       ตนไม แสดงความสัมพันธของเชื้อไวรัส Taura syndrome ในตัวอยางกุงที่ทําการศ
                คร้ังนี้กับสายพันธุอ่ืนๆ  โดยการวิเคราะหลําดับเบสของสวน VP1 ของเชื้อไวรัส  
      Taura syndrome TS ที่มีขนาด 327 bp 
 
 
 

สายพันธุที่
ศึกษาในครั้ง
อง 
ึกษา 



 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจยั 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้ พบวากุงขาวและกุงกลุาดําทีเ่พาะเลี้ยง สามารถติดโรคไดทั้ง Taura 
syndrome และ White spot syndrome และในกุงปวยตัวเดียวกัน สามารถตรวจพบสารพนัธกุรรม
ของเชื้อไวรัสทัง้สองชนิดได การทีกุ่งมกีารติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในบอเดียวกนั  นาจะเปนสาเหตุ
หนึง่ของการแตกขนาดของกุงที่เลี้ยงในบอนั้น นอกจากนี้ยงัตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทั้ง
สองชนิดปนเปอนในน้ําเพาะเลี้ยงกุง  โดยเมื่อเลี้ยงกุงชุดใหม ยงัคงตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อ
ไวรัสในน้ําที่เพาะเลี้ยงได   และวิธทีี่ใชในการศึกษาทางอณูชีววทิยาครั้งนี้ ยังสามารถใชตรวจเชื้อ  
ไวรัส Taura syndrome ไดในกุงระยะ Postlarvae  
 

 ในการศึกษาหาสายพนัธุของ Taura syndrome virus จากผลิตภัณฑ PCR ที่ใช 
CUVET_Taura Primer พบวาเชื้อไวรัสที่ระบาดอยูในฟารมเปนสายพนัธุใกลเคียงกบัสายพนัธุไวรัส
ของประเทศไตหวนัมากกวาสายพนัธุจากอเมริกาและเม็กซิโก  แสดงใหเห็นวาการเกิดโรค Taura 
syndrome ในกุงทะเลที่เลี้ยงในประเทศ มาจากเชื้อไวรัสสายพนัธุของประเทศไตหวนั  
 

 สวนในการศึกษาจุลพยาธิสภาพของกุงขาวและกุงกุลาดาํที่เปนโรค พบวากุงทั้งสองชนิดที่
เปนโรค Taura syndrome มีลักษณะ intracytoplasmic inclusion bodies ที่ lymphoid organ 
และพบการตายของ haemocyte สวนกุงที่เปนโรค White spot syndrome พบลักษณะ 
basophilic hypertrophied nuclei ที่เนื้อเยื่อเหงือกและแพนหาง 
 
5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
 

  ในการศึกษาครั้งนี้ ทําการตรวจวินิจฉัยโรคทั้งสองดวยเทคนิคทางอณูชีววทิยา ซึง่เปนวธิีที่
มีความไวและจําเพาะสงู ใชเวลาไมนานเมื่อเทียบกับวธิีอ่ืน และอาจจะประเมนิการติดเชื้ออยาง
คราวๆวามกีารติดเชื้อมากหรือนอยโดยสังเกตจากความบางหรือหนาของแถบผลิตภัณฑ PCR ที่ได
จากการวิเคราะหดวย 2% agarose gel electrophoresis   จากรายงานของ Magbanua และ
คณะ (2000) พบวาในการตรวจการติดเชื้อของ White spot syndrome ดวยวิธ ี PCR และ 
antibody (Ab) – based Western blot assay นั้น   วิธ ีPCR มีความไวมากกวาการตรวจสอบดวย
วิธี antibody (Ab) – based Western blot assay    นอกจากนี้ การตรวจดวยวิธทีางอณูชีววทิยา
ยังสามารถตรวจการเกิด co-infection ของโรคในกุงไดในระยะเวลาอันสัน้ ทาํใหลดโอกาสของการ
สูญเสียที่อาจเกิดขึ้นได 



 

 จากการทดลองของ Tsai และคณะ(2002) ที่ตรวจสอบโรค Taura syndrome และ White 
spot syndrome ดวยวิธ ี  Multiplex reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-
PCR) ในกุงขาว ใช primer ทั้งหมด 3 ชุด ประกอบดวย Primer 9195F/9992R (Taura 
syndrome), 94F2/R2 (White spot syndrome) และ ITS F/28S R (internal control)  สามารถ
ตรวจกุงที่มีการเกิด co-infection ระหวางโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ได
ในเวลาเดียวกนั 
 

 การตรวจวนิิจฉัยทางอณูชีววิทยา ยงัสามารถนาํมาใชตรวจพอแมพนัธุที่จะนําเขาวาปลอด
จากโรคหรือไม  เนื่องจากเปนวิธทีี่ใชเวลาไมนาน และไมทําใหสัตวตาย  และยังนํามาใชตรวจลูกกุง
กอนปลอยลงสูบอดิน รวมถึงน้ําที่จะนํามาใชในการเพาะเลี้ยง  ทาํใหลดโอกาสการเกิดโรครวมถึง
ความสูญเสียที่จะเกิดขึ้นได  แตวธิีการตรวจนี้มีขอเสีย คือ ในการเก็บรักษาตวัอยางกอนสงตรวจ 
ถาทาํการเก็บรักษาตัวอยางไมดีพอ โดยเฉพาะในการเก็บตัวอยางเพือ่ตรวจโรค Taura syndrome 
ซึ่งเปน RNA virus  อาจทาํใหตรวจไมพบเชื้อและอานผลผิดพลาดได ฉะนั้นในการเลือกวิธกีาร
ตรวจตองสัมพันธกับวธิีในการเก็บรักษาตัวอยาง และขนาดหรืออายขุองกุงวาเหมาะกับวิธีใด เพื่อ
ใหไดผลที่ถูกตองมากที่สุด   
 

 จากการตรวจวินิจฉัยโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ดวยวิธีทางอณู
ชีววทิยาที่ใชในการศึกษาครัง้นี้สามารถนาํมาใชตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้าํ โดยใชวธิี
การสกัดสารพนัธุกรรมวธิีเดยีวกับเนื้อเยื่อกุง  สามารถตรวจพบการปนเปอนของสารพันธุกรรมของ
เชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในน้าํ   ในการศึกษาครั้งนี้ไดใชสวน filtrate และสวนที่ติดอยูบน filter 
membrane มาตรวจสอบหาสารพนัธุกรรม  และเมื่อทาํการวิเคราะหแถบ DNA บน 2% agarose 
gel electrophoresis พบวาสารพนัธกุรรมที่ไดจากสวน filtrate จะใหผลิตภัณฑ PCR ที่บริสุทธิ์
มากกวาสวนที่ติดบน filter membrane โดยพบวาสารพนัธกุรรมที่ติดบน filter membrane ให 
non-specific band มากกวา  ซึ่งวิธีในการตรวจตัวอยางน้าํจากการศกึษาครั้งนี้ สามารถทีจ่ะนาํไป
ใชตรวจเปนประจําในฟารมได 
 
 

 การศึกษาครั้งนี้พบวากลุมตัวอยางกุงที่เปนโรค และตรวจพบเชื้อไวรัสจะมีการแตกขนาด 
โดยมี %CV สูงกวากลุมตัวอยางที่ไมเปนโรค ที่อายุและอัตราการปลอยลกูกุงที่เลี้ยงเทากัน สภาพ
แวดลอมการเลี้ยงเหมือน กนั  และเลีย้งในฟารมเดียวกนั แตถาภายในบอที่มกีารตดิเชื้อเหมือนกนั 
แตมีผลรวมของอัตราการปลอยลูกกุงทีห่นาแนนกวา จะพบวาม%ีCVสูงกวาบอที่มีอัตราการปลอย
ลูกกุงที่นอยกวา เนื่องมาจากวาอัตราการปลอยลกูกุงมีผลทาํใหกุงเครียดและติดโรคไดงายขึน้ 
(Jory, 1999) นอกจากนีพ้บวากุงขาวและกุงกุลาดําที่ตดิเชื้อไวรัสTaura syndrome และ White 
spot syndrome มี %CV ที่เพิม่ข้ึน เมื่อระยะเวลาในการเลี้ยงเพิ่มข้ึน  เนื่องจากกุงที่ติดเชื้อแตรอด
ตาย  มีการเจริญเติบโตที่ชา  สวนกุงบางสวนที่ไมติดเชือ้ สามารถเจรญิเติบโตตอไปได     ทาํให



 

ขนาดและน้าํหนกัตัวของกุงในบอ   แตกตางกนัมากขึน้  และเมื่อเลีย้งตอไป พบวากุงที่เลีย้งจะติด
เชื้อมากขึน้ เนื่องมาจากกุงที่ติดเชื้อและรอดตายนัน้ เปนพาหะที่สําคัญของโรคทําใหเกิดการแพร
กระจายของโรคภายในบอได รวมถึงการกนิซากกุงที่ติดเชื้อ  ทําใหติดโรคได โดยซากกุงที่ติดเชือ้
เปนสิ่งสาํคัญที่ทาํใหมกีารปนเปอนของสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ําที่เพาะเลีย้งกุง ซึง่ถาฟารม
ที่เพาะเลีย้งไมมีการบําบัดน้าํที่ใชเพาะเลี้ยงกอนนาํกลับมาใชหมุนเวียนภายในฟารม รวมถงึการ
บําบัดกอนปลอยลงสูแหลงน้ํา อาจเปนสาเหตหุนึง่ทีท่าํใหเกิดการแพรระบาดของโรคภายในฟารม
และบริเวณใกลเคียงได นอกจากนี้การแพรกระจายของโรคไปกับน้าํที่มีการปนเปอนของเชื้อ อาจ
มาจากพาหะที่เปนตวันาํเชือ้ไวรัสได    
 

 จากรายงานของ Supamattaya และคณะ (1997) พบวาปูมา (Portunus pelagicus)      
ปูทะเล (Scylla serrata) และเคย (Acetes sp.)  ที่กนิอาหารทีม่ีเชื้อไวรัส White spot syndrome 
ผสมอยู สามารถเปนพาหะของโรคไดโดยตัวมันเองไมแสดงอาการของการติดเชื้อ นอกจากนี้อาจ
มาจากหอยทีอ่ยูในบอเลี้ยงกุง หรือแมลง (Kasonchandra et al., 1998; Gabriel and Felipe, 
2000) หรือในกรณีของ Taura syndrome จะมาจากมูลของนกทีก่ินกุงที่ติดเชื้อ (Garza et al., 
1997)  ซึง่ลวนเปนสาเหตุสําคัญที่ทาํใหเกิดการแพรกระจายของโรคได     
 

 ในการศึกษาครั้งนีท้ําการตรวจสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome และ White 
spot syndrome ในสัตวทีอ่าจเปนพาหะภายในฟารม ไดแก จิงโจน้าํ  หอยเจดีย  และไสเดือน     
ผลการตรวจไมพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัสในสัตวทั้งสามชนิด   แตตรวจพบการปนเปอนของ
สารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทัง้สองชนิดในน้าํที่ใชเพาะเลี้ยงทกุบอ โดยพบวาผลการตรวจคุณภาพ
น้ําในบอไมสามารถแสดงตัวชี้วัดของคุณภาพน้ําที่เกีย่วของกับการเกิดโรค (ภาคผนวก ง ตารางที่
1)  นอกจากนี้ยงัตรวจพบการปนเปอนในน้าํที่ใชเลีย้งในกุงชุดใหม เนื่องจากภายในฟารมทีท่ําการ
ศึกษา (ภาคผนวก จ รูปที่1)   มีการบําบัดน้าํที่ไมดีพอ โดยนําน้าํที่ใชหลังจากจับกุงขายเขาบอพัก 
แลวปลอยใหปลากนิซากกุง และเมื่อเลีย้งกุงชุดใหม จะนําน้ําจากบอพักเขาในบอเลี้ยง จึงเปน
สาเหตทุี่ทาํใหน้ําที่ปนเปอนสารพันธุกรรมไวรัสยังคงอยูภายในฟารม และเปนสาเหตุสําคัญทีท่ําให
เกิดการแพรกระจายของโรคภายในฟารม  และอาจทําใหเกิดการแพรระบาดของโรคในบริเวณใกล
เคียงไดถามกีารปลอยน้าํทีป่นเปอนสารพันธกุรรมออกสูแหลงน้ําธรรมชาติ ฉะนัน้ถาตรวจพบการ
ปนเปอนของสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ํา ควรพกัน้าํและบําบัดน้าํกอนที่จะนาํมาใช หรือกอน
ปลอยออกสูแหลงน้ําตอไป โดยวิธกีารบําบัดอาจใชสารเคมีในการบําบัด ไดแก การใชแคลเซียมไฮ
โปคลอไรท ทีค่วามเขมขนอยางนอย 20 ppm ในการบําบัดน้าํที่ปนเปอน (Chanratchakool and 
Phillips, 2002)  รวมกับการบําบัดโรคในลูกกุงที่ติดเชือ้ เพื่อลดการแพรกระจายของโรค จากราย
งานการวิจัยของพรเลิศ และคณะ (2540) พบวาการใชฟอรมาลนิความเขมขน 100 – 150  ppm   



 

แชลูกกุงที่ติดเชื้อนาน 30 – 60 นาท ี กอนทาํการคัดแยกลูกกุงออนแอที่ติดเชื้อบางสวนออกไป ชวย
ลดปริมาณลูกกุงที่ติดเชื้อ White spot syndrome ได   
 

 ในการนํากุงขาวและกุงกุลาดํามาเลีย้งรวมกันภายในบอเดียวกนันัน้ เปนการทําใหโรค 
Taura syndrome ที่คาดวามาจากกุงขาว และยังไมพบมีรายงานการเกิดโรคในกุงกุลาดําที่เลี้ยง
ประเทศไทย และ White spot syndrome ทีค่าดวามาจากกุงกุลาดํา มกีารขามสายพนัธุของเชื้อ  
ไวรัสจากกุงสายพนัธุหนึ่งมายังอกีสายพนัธุหนึง่ แลวทาํใหเกิดความเสียหายได  จากการศึกษาพบ
วากุงขาวและกุงกุลาดําที่เลีย้งรวมในบอเดียวกนั ตรวจพบสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสไดทั้ง Taura 
syndrome และ White spot syndrome ในกุงทัง้สองชนิด และพบวาภายในกุงตวัเดียวกนั 
สามารถติดเชือ้ไดทั้งสองโรค  และเมื่อเลี้ยงตอไป พบวาทัง้กุงกลุาดําและกุงขาวตายหมดทัง้บอ    
ซึ่งอาจเปนไปไดวาเมื่อเกิดโรครวมกัน ทาํใหความรุนแรงของโรคเพิ่มข้ึน ควรจึงมกีารศึกษากลไกใน
การเกิดโรครวมกันตอไป 
 

 จากการศึกษาพบวากุงกุลาดําที่เปนโรค Taura syndrome มีอาการและรอยโรคเชนเดียว
กับกุงขาว โดยพบวามกีารกินอาหารลดลง เปลือกนิ่ม แพนหางแดง (Yu and  Song, 2000) และ
พบจุดดํา (melanized) ที่เปลือกทั่วตวั เชนเดียวกับรายงานของ Brock และคณะ (1997) ทีพ่บจุด
ดําที่เปลือกในกุงขาวระยะ juvenile ที่เปนโรค Taura syndrome ในประเทศสหรฐัอเมริกา  เมือ่นํา
กุงปวยมาศึกษาทางจุลพยาธิสภาพ พบ intracytoplasmic inclusion bodies และมี necrosis 
ของ haemocyte ที ่ lymphoid organ (Zarain-Herzberg and Acencio – Valle, 2001; Zarain-
Herzberg, 2003)  สวนในกุงขาวและกุงกุลาดําที่เปนโรค White spot syndrome นั้น มีอาการปวย
เชนเดียวกนั แตไมพบรอยโรคในกุงขาวที่ตรวจพบเชือ้ แตพบรอยโรคลักษณะจุดขาวที่ใตเปลือก
สวนหัว (carapace) และเปลือกทัว่ลําตัวในกุงกุลาดํา สอดคลองกับรายงานของ  Tapay และ
คณะ(1997)  พบวากุงขาว (P. vannamei) และกุงฟา (P. stylirostris)  ที่ติดเชื้อไวรัส White spot 
syndrome ไมพบจุดขาวทีใ่ตเปลือกเชนเดียวกนักับกุงกุลาดําและกุงลายเสือ (P. japonicus) ที่
เปนโรค White spot syndrome แตทําใหมีอัตราการตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต  เมื่อศึกษาทางจุล
พยาธิสภาพจากกุงปวยที่เปนโรค White spot syndrome พบ basophilic hypertrophied nuclei 
ที่เยื่อบุทั่วรางกาย 
  

 การตรวจทางอณูชีววทิยา โดยเลือกใช Primer ที่ออกแบบขึ้นในครั้งนี้ คือ CUVET_Taura  
และนําเอาผลติภัณฑ PCR ที่ไดไปวเิคราะหหาลาํดับเบส ซึง่เปนสวนของยนี VP1 ที่เปนสวนของ 
viral capsid ซึ่งมีความแตกตางกนัของแตละสายพันธุ ทาํใหสามารถศึกษา phylogenetic 
relationship ของไวรัส Taura syndrome ได   ในการศึกษาครั้งนี้พบวาสายพนัธุที่พบมีความใกล
เคียงกับกับสายพนัธุไวรัสของประเทศไตหวัน โดยมีความเหมือนกันมากกวาสายพันธุจากอเมรกิา
และเม็กซิโกตามลําดับ  เปนไปไดวากุงทีน่ําเขามาสวนใหญเปนสายพันธุที่มาจากประเทศไตหวนัที่



 

เคยมีประวัติการระบาดของโรคนี้ แลวมกีารลักลอบนาํเขากุงที่ไมไดมีการตรวจสอบวาปลอดจาก
โรคหรือไม  ซึ่งเปนสาเหตุหนึ่งที่ทาํใหโรค Taura syndrome ที่เปนโรคในกุงแถบอเมริกา เขามากอ
ใหเกิดความเสียหายในกุงทวีปเอเชีย เชนเดียวกับรายงานของ Yu และ Song (2000) ที่พบการ
ระบาดครั้งแรกของ Taura syndrome ในประเทศไตหวนั คาดวามาจากการนําเขาพอแมพันธุที่ผิด
กฎหมายจากประเทศปานามา หรือประเทศแถบอเมรกิากลาง ทาํใหติดเชื้อในลูกกุงหรือเกิดการ
แพรกระจายลงสูแหลงน้าํแลวเกิดการแพรระบาดของโรค รวมถงึอาจติดจากกุงแชแข็ง (frozen 
shrimp) ที่นาํเขาได โดยสอดคลองกับผลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี ้ โดยสายพันธุไตหวนัมีความใกล
เคียงกับสายพนัธุอเมริกามากกวาเม็กซิโก นอกจากนี้ยงัพบวาเมื่อระยะเวลานานขึ้นพบวามีการ
แตกตางของสายพนัธุมากขึน้ โดยสายพันธุไทยที่พบในการศึกษาครั้งนี้มวีิวัฒนาการมาจากสาย
พันธุไตหวนั และสายพนัธุไตหวนัมวีิววิัฒนาการมาจากสายพนัธุฮาวาย  โดยพบวาเชื้อไวรัสมี
วิวัฒนาการเพิม่ข้ึน ตางจากตนแบบเพิ่มข้ึน ซึ่งอาจกอใหเกิดปญหาทีรุ่นแรงมากขึน้ได ดังนั้นในการ
ปองกนัไมใหเกิดการแพรกระจายของโรคไวรัสภายในประเทศ  ควรทําการคัดเลือกเฉพาะพอแม
พันธุที่ปลอดจากโรค (specific pathogen free, SPF) เมื่อนาํเขามาเลี้ยง และเมื่อนาํมาพอแมพันธุ
มาผลิตลูกกุง ก็เปนการชวยลดการแพรกระจายของโรคจากพอแมสูลูกได (OIE, 2000) หรือใน
กรณีที่มีการนาํเขากุงที่ไมทราบแหลงที่ชัดเจน ควรทําการตรวจวินจิฉัยโรคตั้งแตรุนพอแมพนัธุที่นาํ
เขา และตรวจซ้ําอีกครั้งในลูกกุง จึงเปนการปองกนัโรคได นอกจากนี้ในการจัดการฟารมกอนและ
หลังการเลี้ยงนั้น ควรทําการตรวจซ้ําในลูกกุงที่นาํไปเลี้ยงรวมถึงน้ําที่ใชในการเพาะเลี้ยง หรือสัตว
น้ําที่พบในบอเลี้ยงกุง โดยถาตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในกุงควรทําการคัดกุงในชุดนัน้ๆ 
ออกทันที  แตถาตรวจพบในน้ํา ตองมีการบําบัดน้าํกอนเพื่อปองกันการเกิดโรคขึ้นได 
 
5.3 ขอเสนอแนะ 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้จะสมบูรณได ก็ตอเมื่อมีการหาความสัมพันธของสายพันธุของไวรัส 
Taura syndrome เพิ่มเติมในสวนของยนี VP2 และ VP3 ดวย  เพื่อหาความแตกตางของสายพันธุ 
Taura syndrome ในประเทศไทย ใหชัดเจนขึ้น เนื่องจาก ยีน VP1 VP 2 และ VP3 เปนสวนของ 
Viral capsid ที่มีการปรับเปลี่ยนของพันธกุรรมของเชื้อไวรัส  อาจทาํใหทราบขอมูลของการ
วิวัฒนาการของเชื้อไวรัส รวมถึงความสัมพันธของเชื้อไวรัสใหมากขึ้น 
 

 ในสวนของวธิใีนการตรวจ อาจมีการพัฒนาการตรวจวนิิจฉัยใหรวดเร็วมากขึน้ได โดยอาจ
พัฒนาเปนการตรวจดวยวิธ ี Mulitplex PCR ออกแบบ Primer ที่เหมาะสม รวมถึงวิธีการสกัดสาร
พันธกุรรม เพื่อยนระยะเวลาในการตรวจวินิจฉัยโรคใหเร็วขึ้น และไดผลแมนยํามากที่สุด และ
พัฒนาการตรวจสารพนัธกุรรมในน้าํเลี้ยงกุงใหแมนยาํและรวดเร็วขึ้นดวย 
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ภาคผนวก ก 
 

สารเคมีที่ใชในการศึกษาวจิัย 
        เครื่องหมายการคา 
1. Absolute ethanol (C2H5OH)     Merck 
2. Ampicillin           BIO BASIC Inc. 
3. Bacto Luria Bertani agar       Becton Dickinson  
        Microbiology Systems   
4. Bacto  Luria Bertani broth       Becton Dickinson  
        Microbiology Systems 
5. Boric acid ( H3BO3 )     Merck 
6. Bromophenol blue      Sigma     
7. Competent cell  (ECOS 101)     Yeastern Biotech Co.,Ltd. 
8. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs)   Invitrogen 
9. Ethylene diaminetetra acetic acid (C10H14N2O8Na2 .2H2O)  Sigma 
10. Ethidium Bromide(2,7 – Diamino – 10 – ethyl – 9 – phenylphenanthridinium)    Sigma 
11. Formalin        Sigma 
12. Glacial acetic acid      Sigma 
13. Glycerol (C3H8O3)         Carlo erba reagent 
14. Isopropyl - ß - D – Thiogalactopyranoside    BIO BASIC Inc  
15. Low EEO Agarose gel      BIO 101,Inc. 
16. M23  100 bp + 1.5 kb DNA ladder    SibEnzyme  
17. N, N – Dimethyl formamide (C3H7NO)   BIO BASIC Inc  
18. PCR test kit       Invitrogen 
19. pGEM – T Easy Vector System I      Promega 
20. QIAamp RNA blood Mini kit      QIAGEN   
21. QIA quick PCR Purification Kit     QIAGEN  
22. Sodium hydroxide (NaOH)     Merck   
23. SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum ® Taq  Invitrogen 
24. Tris base (NH2 (CH2OH)3)      USB 
25. Xylene cyanol FF (C25H27N2O6S2Na)    Sigma 
26. 5 – Bromo – 4 – Chloro – 3 – Indolyl - ß - D – Galactopyranoside   BIO BASIC Inc. 



 

วิธีในการทํา 0.5 X TBE Buffer 
 

 ชั่ง 0.1 M Tris Base (USB, USA) 54 กรัม  และกรดบอริค (Merck, Germany)  
27.5 กรัม ผสมกับ 0.5M EDTA (Sigma, USA) ปริมาณ 20 มิลลิลิตร  ปรับความเปนกรด ดางให
ไดเทากับ 8 ดวย NaOH (Merck, Germany)   หลังจากนัน้เติมน้าํ ultrapure จนครบ 1,000 
มิลลิลิตร  
 

วิธีในการทําสารละลาย EDTA (C10H14N2O8Na2 .2H2O) 
 

 เตรียม 0.5 M EDTA ที่ความเปนกรด ดางเทากับ 8 โดยนํา 1 M  EDTA (Sigma, USA) 
มา 186.12 กรัม ละลายในน้ํากลัน่ 500 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้วดัความเปนกรด ดางใหไดเทากับ    
8 โดยถานอยกวา 8 ใหปรับคาความเปนกรด ดางดวย NaOH (Merck, Germany)  แตถามาก
กวา 8 ใหปรับดวย กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
 

วิธีในการทํา 2% agarose gel       
            

 ชั่ง agarose gel (BIO BASIC Inc., USA) 1 กรัม ละลายใน 0.5 X TBE buffer ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร อุนใหวุนออนตัวแลว เทลงใน gel caster รอจนแข็งแลวจงึนาํไปเขาเครื่อง 
electrophoresis ตอไป 
 

วิธีในการทํา Loading Buffer 
 

 นํา bromophenol blue (Sigma, USA) 0.025 กรัม และ xylene cyanol FF (Sigma, 
USA) 0.025 กรัม ละลายใน glycerol (Carbo erba reagent, USA) 3 มิลลิลิตรใหเขากัน หลงัจาก
นั้นเติมน้าํกลัน่จนครบ 10 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากนั  และเกบ็ที ่4 องศาเซลเซยีส  กอนนําไปใช
ตอไป 
 

วิธีในการทํา DNA ladder 
 

 นํา 100 bp DNA ladder (SibEnzyme, USA) ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ที่เกบ็ในสารละลาย 10mM Tris-HCl, pH 8 และ 1 mM EDTA  มาในปริมาณ 50 
ไมโครลิตร ผสมกับ loading buffer 5 ไมโครลิตร และเก็บที ่4 องศาเซลเซยีส  กอนนาํไปใชตอไป  
 

วิธีในการทําอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacto Luria Bertani broth 
 

 ชั่ง Luria Bertani broth medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) 
20 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร  แบงใสหลอดทดลอง หลอดละ 1.8 มิลลิลิตร/ 1 หลอด 
และนําไปอบฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 30 นาท ีนํามาผสม ampicillin (BIO BASIC 
INC., USA) ทีค่วามเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   



 

วิธีในการทําอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacto Luria Bertani agar     
   

 ชั่ง Luria Bertani agar medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) 
35 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร  แบงใสหลอดทดลอง หลอดละ 18 มิลลิลิตร/ 1 หลอด 
และนําไปอบฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 30 นาท ี นํามาผสม ampicillin (BIO BASIC 
INC.) ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   
 

วิธีในการเตรยีม Ampicillin  
 

 ทํา Stock solution โดยชั่ง ampicillin (BIO BASIC Inc., USA) 0.09 กรัม ละลายในน้าํ
กลั่น 10 มิลลิลิตร ไดความเขมขนเทากับ 10,000 ไมโครกรัม/มิลลิตร   จากนัน้ทาํ ten-fold dilution  
ไดความเขมขนเทากับ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   หลังจากนัน้นาํสารละลายยา ampicillin (BIO 
BASIC Inc., USA)  ที่มีความเขมขนที่ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มา 2 มิลลิลิตร ละลายใน Luria 
Bertani agar medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA)  18 มิลลิลิตร ซึง่จะ
ไดความเขมขนที ่ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   สวนการทําอาหารเลีย้งเชื้อ Luria Bertani broth 
(Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) นั้น ทาํไดโดยนําสารละลายยา ampicillin 
(BIO BASIC Inc., USA) ทีม่ีความเขมขนที่ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มา 0.2 มลิลิลิตร  ละลาย
ใน Luria Bertani broth medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) 1.8 
มิลลิลิตร ซึ่งจะไดความเขมขนที่ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเชนเดียวกนั  
  

วิธีในการเตรยีม X – gal (5 – Bromo – 4 – Chloro – 3 – Indolyl - ß - D – 
Galactopyranoside) 
 

 ชั่ง X- gal (BIO BASIC Inc., USA) 50 มิลลิกรัม  ละลายใน N, N – Dimethyl 
formamide (C3H7NO) (BIO BASIC Inc., USA) 1 มิลลิลิตร  หลงัจากนัน้หอ eppendorf  ดวย 
aluminium foil และเก็บที ่– 20 องศาเซลเซียส กอนนาํไปใช 
  

วิธีในการเตรยีม IPTG (Isopropyl - ß - D – Thiogalactopyranoside) 
 

 ชั่ง 0.1 M  IPTG (BIO BASIC Inc., USA) 0.6 กรัม  ละลายในน้ํากลัน่ 25 มิลลิลิตร 
แบงใส Sterile eppendorf  หลังจากนัน้นาํ Eppendorf ไปเก็บที่  4  องศาเซลเซียส  กอนนาํไปใช 
 

วิธีในการเตรยีม Davidson’s fixative 
 

 นํา 100% formalin (Sigma, USA)  ปริมาณ 220 มิลลิลิตร, 95% ethanol ปริมาณ 330 
มิลลิลิตร, glacial acetic acid (Sigma, USA)  ปริมาณ 115 มิลลิลิตร และเติมน้าํกลัน่ 335 
มิลลิลิตร 
 



 

ภาคผนวก ข 
 

ตารางแสดงขอมูลเปอรเซ็นตสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงทีท่ําการเก็บตัว
อยางในการศึกษา 
 

ตารางที่ 1 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดสมทุรสาคร ตรวจเมื่อวันที่ 12 เดือนกันยายน พ.ศ.2546  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

A   1. 
2. 
3. 
4. 

 

Lv 
Lv 
Lv 
Lv 

 

40 
40 
40 
40 

 

10 
10 
10 
10 

 

3.25 + 0.661 
2.656 + 0.651 
2.188 + 0.569 
1.557 + 0.545 

 

2.26 – 3.973 
1.747 – 3.579 
1.023 - 2.924 
1.121 – 2.529 

 

20.35 
24.52 
26.02 
35.02 

 

- 
- 
- 
- 

 

- 
- 
- 
- 

 
 

หมายเหต ุ: Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  -   หมายถงึ ผล negative 
 
ตารางที่ 2 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดฉะเชิงเทรา ตรวจเมื่อวันที่ 10 เดือนตุลาคม พ.ศ.2546  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

B   5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
10. 

 

Lv 
Lv 
Lv 
Lv 

Lv 
Lv 

 

 

35 
35 
35 
35 
35 
35 

 

 

10 
10 
10 
10 
10 
10 

 

2.599 + 0.734 
1.02 + 0.529 
2.39 + 0.905 

2.208 + 0.800 
2.364 + 0.82 
2.524 + 0.637 

 

0.62 – 3.32 
0.15 – 1.59 
0.24 – 3.38 
0.68 – 3.42 

0.53 – 3.146 
0.78 – 3.27 

 

28.25 
51.84 
37.88 
36.27 
34.68 
25.23 

 

- 
+ 
- 
- 
- 
- 

 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

 
 

หมายเหต ุ: Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 



 

ตารางที่ 3 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดชมุพร ตรวจเมื่อวนัที ่13 เดือนพฤศจิกายน พ.ศ.2546  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

C  11. 
12. 
13. 
14. 

15. 
16. 

 

 

Lv 
Lv 
Lv 
Lv 
Lv 
Lv 

 

60 
60 
60 
60 
60 
60 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

6.44 + 1.227 
6.285 + 1.349 
6.094 + 1.232 
6.053 + 7.981 
6.366 + 1.222 
7.008 + 1.381 

 

5.012 – 7.994 
4.358 – 7.957 
4.889 – 7.895 
4.433 – 7.981 
5.125 – 8.174 
5.023 – 8.523 

 

19.05 
21.47 
20.22 
20.41 
19.2 

19.71 

 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

 

หมายเหต ุ: Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  -   หมายถงึ ผล negative 
 
   
ตารางที่ 4 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงกุลาดํา ที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดตราด  ตรวจเมื่อวนัที ่1 เดือนกมุภาพนัธ พ.ศ.2547  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

D  17. 
18. 
19. 
20. 
21. 

 

Pm* 
Pm* 
Pm* 
Pm 

Lv 

 

20 
20 
30 
100 
30 

 

20 
20 
20 
20 
20 

 

0.551 + 0.198 
0.507 + 0.211 
2.217 +  0.819 
13.312 + 2.757 
1.485 + 0.741 

 

0.294 – 0.935 
0.254 – 0.842 
1.051 – 3.962 

10.62 – 18.132 
0.703 – 3.15 

 

35.99 
41.64 
36.94 
20.70 
49.89 

 

- 
- 
- 
- 
- 
 

 

- 
+ 
- 
+ 
- 
 

 

หมายเหต ุ: Pm  หมายถงึ Penaeus monodon  
  Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 
  *    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 400,000 ตัว/5 ไร 
 



 

ตารางที่ 5 แสดงเปอรเซ็นตสหสัมพนัธความแปรปรวนของตวัอยางกุงกุลาดาํ ทีต่ิดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดฉะเชิงเทรา ตรวจเมื่อวันที่ 1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

E  22. 
23. 
24. 
25. 

26. 
27. 

 

 

Lv  
Pm* 
Pm*/∇ 
Lv***/∇ 
Pm**/∇∇ 
Lv***/∇∇ 

 

30 
50 
50 
40 
50 
40 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

1.284 + 0.473 
1.568 + 0.537 
2.011 + 1.096 
1.678 + 0.656 
1.806 + 0.539 
2.569 + 0.07 

 

0.11 - 2.42 
1.08 - 2.4 

0.29 – 3.62 
1.09 – 2.68 
1.14 - 3.19 
2.4 – 2.65 

 

36.80 
34.26 
54.51 
39.08 
29.86 
2.73 

 

+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

 

- 
- 
- 
- 
+ 
- 

 

หมายเหต ุ: Pm หมายถงึ Penaeus monodon  
  Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 
  *    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 700,000 ตัว/5 ไร 
  **   อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 500,000 ตัว/5 ไร 
  ***  อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 900,000  ตัว/5 ไร 
  ∇,  ∇∇ เลี้ยงรวมกนัในบอเดยีวกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 



 

ตารางที่ 6 แสดงเปอรเซ็นตสหสัมพนัธความแปรปรวนของตวัอยางกุงที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
                จงัหวัดฉะเชงิเทรา  ตรวจเมื่อวนัที ่10 เดือนมนีาคม พ.ศ.2547  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

F   28. 
29. 
30. 
31. 

32. 
33. 
34. 
35.  

 

 

Lv****  
Lv**** 
Pm*/∇ 
Lv**/∇ 
Pm*/∇∇ 
Lv***/∇∇ 
Pm**/∇∇∇ 
Lv***/∇∇∇ 

 

40 
40 
60 
50 
60 
50 
60 
50 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

2.373 + 0.599 
2.849 + 1.381 
4.16 + 1.444 
4.795 + 0.812 
3.032 + 1.685 
3.891 + 1.792 
2.725 + 0.925 
3.76 + 0.904 

 

1.05 – 3.35 
0.505 – 2.485 

2.31 – 6.27 
3.78 – 6.03 

1.067 - 5.896 
1.16 – 5.87 

1.4 – 5.2 
1.73 – 5.21 

 

25.23 
48.48 
34.71 
16.94 
55.57 
46.04 
33.96 
 24.04 

 

- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 

 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+  

 

หมายเหต ุ: Pm หมายถงึ Penaeus monodon  
  Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 
  *     อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  700,000 ตัว/5 ไร 
  **    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  500,000 ตัว/5 ไร 
  ***   อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  900,000 ตัว/5 ไร 
  ****  อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั  750,000 ตัว/5 ไร 
  ∇,  ∇∇, ∇∇∇  เลี้ยงรวมกนัในบอเดียวกนั  
        
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 7 แสดงเปอรเซ็นตสหสัมพนัธความแปรปรวนของตวัอยางกุงที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
    จังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวันที่ 13 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) X + SD Range % CV TS WSS 

 

H  37. 
38. 
39. 

 

Lv* 
Lv* 
Lv** 

 

48 
48 
28 

 

10 
10 
10 

 

3.25 + 1.937 
2.688 + 1.378 
0.305 + 0.362 

 

0.456 – 4.994 
1.354 - 4.309 
0.121 – 1.201 

 

59.59 
51.27 

118.83 

 

+ 
- 
+ 

 

+ 
- 
- 

 

หมายเหต ุ: Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 

 *      อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 480,000 ตัว/5 ไร 
  **     อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 1,500,000 ตัว/5 ไร 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ค 
 

ตารางแสดงขอมูลผลการตรวจพนัธกุรรมไวรัสของTaura syndrome และ White spot 
syndromeของตัวอยางกุงและน้ําทีใ่ชเพาะเลีย้ง  
 
ตารางที่ 1 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 1 
                เดอืนมีนาคม พ.ศ.2547 

กุง ผลการตรวจตัวอยาง ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) 
TS WSS TS WSS 

 
E  22. 

23. 
27. 

 

 
Lv  
Pm 
Lv 

 
30 
50 
40 

 
20 
20 
20 

 
+ 
+ 
+ 

 
- 
+ 
- 

 
+ 
+ 
+ 

 
- 
- 
- 

 

หมายเหต ุ: Pm หมายถงึ Penaeus monodon  
  Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 2 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 10 
                เดอืนมีนาคม พ.ศ.2547 

กุง ผลการตรวจตัวอยาง ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) TS WSS TS WSS 

 

F  28. 
29. 
30. 
31. 

32. 
33. 
34. 
35.  

 

 

Lv****  
Lv**** 
Pm*/∇ 
Lv**/∇ 
Pm*/∇∇ 
Lv***/∇∇ 
Pm**/∇∇∇ 
Lv***/∇∇∇ 

 

40 
40 
60 
50 
60 
50 
60 
50 

 

20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 

 

- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 

 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 

หมายเหต ุ: Pm หมายถงึ Penaeus monodon  
  Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 
  *     อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  700,000 ตัว/5 ไร 
  **    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  500,000 ตัว/5 ไร 
  ***   อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  900,000 ตัว/5 ไร 
  ****  อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั  750,000 ตัว/5 ไร 
  ∇,  ∇∇, ∇∇∇  เลี้ยงรวมกนัในบอเดียวกนั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 3 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 13 
     เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 

กุง ผลการตรวจตัวอยาง ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง ตัวอยาง
ชุด / ID ชนิด อายุ

(วัน) 
จํานวน

(ตัว) TS WSS TS WSS 

 

H 37. 
38. 
39. 

 

Lv* 
Lv* 
Lv** 

 

48 
48 
28 

 

10 
10 
10 

 

+ 
- 
+ 

 

+ 
- 
- 

 

+ 
+ 
+ 

 

- 
- 
- 

 

หมายเหต ุ: Lv  หมายถงึ Litopenaeus vannamei 
  +  หมายถงึ ผล positive 
  -   หมายถงึ ผล negative 

 *      อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 480,000 ตัว/5 ไร 
  **     อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 1,500,000 ตัว/5 ไร 
        
 
 
 
ตารางที่ 4 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 13 
     เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 จากบอพักในฟารม 
 ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง 

บอ 
TS WSS 

 

บอพัก 
 

+ 

 

- 

 
 

 
 
 
หมายเหต ุ: +  หมายถงึ ผล positive 

-   หมายถงึ ผล negative 
 

 
 
 



 

ตารางที่ 5 แสดงการเปรียบเทียบผลการตรวจน้ําที่ใชเพาะเลี้ยงจากบอเดียวกนัแตเปนกุงที่เลีย้ง 
                คนละชุดกัน  จากฟารมเดียวกนัในจงัหวัดฉะเชิงเทรา ตรวจเมื่อวันที่ 10 มนีาคม  
                พ.ศ.2547  และ 13 กรกฎาคม พ.ศ.2547 
 

10 มีนาคม 2547 13 กรกฎาคม 2547 

น้ําบอพัก ตัวอยาง 
ชุด / ID 

TS WSS 
ตัวอยาง 
ชุด / ID TS WSS TS WSS 

 F    28. 
29. 
30. 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

 
 
 

NA 
NA 
NA 

NA 
NA 
NA 

31. + +    H  37. + - 
32. + +  NA NA 
33. + + 38. + - 
34. + +  NA NA 
35. + + 39. + -- 

+ 
 
 
 
 
 
 

- 
 
 
 
 

 

หมายเหต ุ: NA   หมายถงึ  ไมมีตัวอยาง 
+  หมายถงึ ผล positive  
-   หมายถงึ ผล negative 

        F31 และ H37 : ตัวอยางกุงจากรุนการเลีย้งที่ตางกัน แตบอเลี้ยงเดิม 
       F33 และ H38 : ตัวอยางกุงจากรุนการเลีย้งที่ตางกัน แตบอเลี้ยงเดิม 

F35 และ H39 : ตัวอยางกุงจากรุนการเลีย้งที่ตางกัน แตบอเลี้ยงเดิม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ง 
 

ตารางแสดงผลการตรวจคุณภาพน้ําเลี้ยงกุงจากฟารม 
 
ตารางที่ 1 แสดงผลการตรวจคุณภาพน้าํในบอจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  
                ในชวงระยะของการศึกษา (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
                 
 คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
การวิเคราะหทางกายภาพ 
ความโปรงแสงของน้ํา (cm) 

 
35.5 + 7.09 

การวิเคราะหทางเคมี 
- ความเค็ม (ppt) 
- ออกซิเจนละลายในน้ํา (ppm) 
- อุณหภูมิ (oC) 
- ความเปนกรด ดาง 
- คาสภาพดาง (Total alkalinity)    
  (มก.ของ CaCo3/ ลิตร)  
- ความกระดาง (Hardness)  
  (มก.ของ CaCo3/ ลิตร) 
- ปริมาณแอมโมเนีย 
  (มก. ของ NH3-N/ ล.) 

 
7.33 + 0.58 
8.16 + 2.47 

30.33 + 0.58 
8.17 + 0.51 

94.67 + 34.96 
 

3655 + 1105 
 

0.1 + 0.05 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก จ 
     N 
 

้ํา 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                     แม
 
รูปที่ 1 แสดงแผนผังฟารมในจังหวัดฉะเช
           เชื้อไวรัส Taura syndrome และ 
หมายเหต ุ:                     แสดง   บอเลี้ย
บอพักน
น้าํบางปะกง 

งิเทราทีท่าํการตรวจการปนเปอนของสารพนัธุกรรมของ 
White spot syndrome  
งกุง 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ฉ 
 

 
 
รูปที่ 1 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 (ใหชื่อวา CLO_OCTcu) 



 

 
 
รูปที่ 2 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1 เดือนมนีาคม พ.ศ. 2547 (ใหชื่อวา B4MAR01T) 



 

 
 
รูปที่ 3 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS5_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 4 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B6MAR01_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 5 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR01_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 6 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS4_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 7 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B5MAR10_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 8 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS8_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 9 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR10_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 10 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตวัอยางกุงกุลาดํา จังหวัดสมทุรสาคร ณ วนัที ่15 เดือนพฤษภาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา PST_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 11 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 13 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS5JUL13_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 12 กราฟแสดงขอมลูลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วันที ่ 13 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชือ่วา WS8JUL13_TSV)



 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาว สุกญัญา  ผลิตกุล เกิดเมื่อวนัที่ 18 มกราคม พ.ศ.2521 ที่โรงพยาบาลจุฬา    
ปทุมวนั กรุงเทพฯ  จบปริญญาตรีจากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย                
ปการศึกษา 2543 ไดรับทุนไปฝกงานทางดานสตัวเล็กและสัตวใหญทีป่ระเทศญี่ปุนเปนเวลา         
1 เดือน หลงัจากจบการศึกษาเขาทาํงานที่โรงพยาบาลสัตวสุวรรณชาด (โครงการสวนพระองค)   
ตั้งแตป พ.ศ. 2544 และเขาศึกษาตอปริญญาโทในปการศึกษา 2545 ที่ภาควชิาอายุรศาสตร  
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั 
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