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 โรค Taura syndrome ในกุงขาวแปซิฟค (Litopenaeus vannamei)  และ White spot 
syndrome ในกุงกุลาดาํ (Penaeus monodon) กอใหเกิดความสูญเสียในอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุง
ทะเลของประเทศไทย งานวจิัยนีพ้ัฒนาการตรวจโรคทั้งสองดวยเทคนคิทางอณูชวีวทิยา ในกุงขาว
และกุงกุลาดําที่เพาะเลีย้งในฟารมจาํนวน 39 ตวัอยาง (n = 640 ตัว) จากทั้งหมด 4 จงัหวัด       
ตั้งแตเดือนกันยายน 2546 ถึงกรกฎาคม 2547  ตรวจวนิิจฉัยโรค Taura syndrome ดวยวิธ ีOne-
step reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT–PCR) โดยใช Primer ทดสอบ
จํานวน 2 ชุด คือ OIE Marker (OIE, 2003) และ CUVET_Taura ซึ่งพฒันาจากงานวิจัยนี้เพื่อใชใน
การหาสายพนัธุไวรัส  ตรวจโรค White spot syndrome ดวยวธิี Polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช Commercial test kit (Centext) ผลการตรวจโรคในกุงระยะ Postlarvae และระยะ
เต็มวัย พบวากุงขาวและกุงกุลาดําที่เพาะเลี้ยงสามารถติดโรคทั้งสองโรคและอาจตรวจพบสาร  
พันธกุรรมของเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในกุงปวยตัวเดียวกัน นอกจากนีย้ังตรวจพบสารพันธกุรรมของ
เชื้อไวรัสทั้งสองชนิดปนเปอนในน้ําเพาะเลี้ยงกุง  ใช CUVET_Taura Primer หาลําดับเบสของยีน 
VP1 ในผลิตภัณฑ PCR ของสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome พบวาเชือ้ไวรัสที่ระบาด
อยูในฟารม เปนสายพนัธุใกลเคียงกับสายพนัธุของเชื้อไวรัสของประเทศไตหวนัมากกวาสายพนัธุ
จากอเมริกาและเม็กซิโก    การศึกษาแสดงถึงการเกิดโรค Taura syndrome ในกุงกุลาดําจากการ
ติดเชื้อไวรัสสายพนัธุของประเทศไตหวนัและการปนเปอนสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสในน้าํ ซึ่งอาจ
แสดงถึงวธิีการแพรกระจายของโรคภายในฟารม   
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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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) จัดเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจทีม่ีความสําคัญอยางมากตอ
เศรษฐกิจของประเทศไทย  เนื่องจากมีผลผลิตสงออก ทั้งในรูปผลิตภัณฑกุงแชแข็งและกุงแปรรปู
ในแตละป ประมาณ 0.3 ลานตนัตอป (สิริ, 2545)  มีมูลคาการสงออกปละ 50,000 ถึง 70,000 
ลานบาท แตนบัต้ังแตป พ.ศ. 2537 เปนตนมา ประเทศไทยเริ่มประสบปญหาในการเลี้ยงกุงกุลาดํา
อยางตอเนื่อง  ทั้งปญหาเรื่องโรคระบาดที่เกิดขึ้นในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง สงผลใหมกีาร
ระงับการนําเขา เพื่อปองกันมิใหเกิดการแพรกระจายของโรคไปยังสวนตางๆของโลก  ซึ่งโรคในกุง
จะถูกกําหนดโดยองคการเฝาระวงัโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (The Office International des 
Epizootics, OIE) เพื่อใชในการควบคุมและปองกนัโรคที่เกิดขึ้นในสตัว เพื่อจํากัดการแพรกระจาย
ของโรค ดังนัน้จึงมีการกวดขันการนําเขากุงไทยอยางเขมงวดจากตางประเทศ จนอาจถึงขัน้ระงบั
การนาํเขาไดซึง่โรคระบาดที่เกิดขึ้นแลว  กอใหเกิดความสูญเสียอยางมากตออุตสาหกรรมการเพาะ
เลี้ยงกุงในประเทศไทย  
 

โรคระบาดที่เกิดจากเชื้อไวรัสเปนสวนใหญ  พบวาโรค White spot syndrome เปนปญหา
สําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายอยางมากตอการเพาะเลีย้งกุงกุลาดําในประเทศไทย นอกจากนี้ยงั
รวมถึงปญหาเรื่องการตลาด โดยตลาดกุงกุลาดํามกีารเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา  เนื่องจากมีการ
แขงขันมากทางดานราคาตลาดในการสงออก  รวมถงึมาตรการในการนาํเขากุงไทยของประเทศ
ตางๆที่มกีารเขมงวดในการตรวจคุณภาพกุงที่นาํเขาวาตองปลอดจากโรคและปญหากุงโตชา ไมได
ราคา นอกจากนัน้ประเทศไทยยงัประสบปญหาเรื่องสารตกคางในผลิตภัณฑกุงกุลาดาํสงออก    
ทําใหมีปญหาในการสงออกไปขายยังตางประเทศอีกดวย (สมปอง, 2545) 

 

เกษตรกรผูเลีย้งกุงกุลาดําบางสวนมกีารปรับเปลี่ยนการเลี้ยง โดยนํากุงขาว (Litopenaeus 
vannamei)  เขามาเลี้ยงทดแทนการเลีย้งกุงกุลาดํา เนื่องจากเชื่อวากุงขาวมีความทนทานตอโรค
ระบาดไดมากกวาและมีอัตราการเจริญเตบิโตไดดีกวากุงกุลาดาํ เปนที่ตองการของตลาด มีผลผลิต
ที่สม่ําเสมอ  โตเร็ว และเลี้ยงไดตลอดทั้งป เมื่อเปรียบเทยีบกับประเทศคูแขงอื่นๆ    ดวยสาเหตนุีจ้ึง
อาจเปนสาเหตุหนึง่ทีท่ําให Taura syndrome virus  ซึง่เปนโรคไวรัสที่สําคัญในกุงขาว  เขามากอ
ใหเกิดความเสียหายแกกุงที่เพาะเลีย้งในประเทศไทยได  นอกจากนี้ยงัมีรายงานวากุงขาวสามารถ
ติดเชื้อไวรัส  White spot syndrome ไดเชนเดียวกับกุงกุลาดํา (Lotz and Soto, 2002) 

 



  

ในสวนของโรคกุงที ่ OIE กําหนดไวในมาตรการการเฝาระวังโรคระบาดสัตวน้ําระหวาง
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  เปนโรคที่กอใหเกิด
ความเสยีหายอยางมากเปนอันดับหนึ่งในการเพาะเลีย้งกุงขาวตามแถบอเมริกา เชน ประเทศ     
เอกวาดอร สหรัฐอเมริกา เม็กซิโก เปรู เปนตน มีมูลคาการสูญเสียถงึ 100 ลานดอลลาหสหรัฐ 
(Brock et al.,1995)     สวน White spot syndrome virus  เปนโรคที่กอความเสียหายอยางมาก
เปนอันดับหนึง่ในกุงหลายสายพนัธุทั่วเอเชีย  โดยเฉพาะในประเทศไทยที่เคยมกีารระบาดของโรคนี้
ในกุงกุลาดาํในป ค.ศ. 1997  มีมูลคาความเสียหายถงึ 600 ลานดอลลาหสหรัฐ (Chanratchakool 
and Phillips, 2002)   

 

 วิธีการตรวจวนิิจฉัย Taura syndrome  และ  White spot syndrome  มีอยูดวยกนัหลาย
วิธี ไดแก การตรวจดูจากอาการ (clinical signs)   การตรวจลักษณะรอยโรคของกุงทีต่ิดเชื้อ 
(gross lesions)  การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscopy) 
การศึกษาลักษณะทางจุลพยาธวิิทยา (histopathology)   การตรวจสอบโดยวิธีการทางอิมมูนโน
วิทยา (immunology) และ การตรวจสอบทางอณูชีววทิยา (molecular diagnosis) ดวยวิธ ี
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 เปนวิธทีี่กาํหนดโดย OIE ในการตรวจวินจิฉัยโรคทั้ง Taura 
syndrome และ White spot syndrome โดยถกูกาํหนดเปนทัง้การใช screening, presumptive 
และยืนยนัผลการตรวจ เนื่องจากเปนวิธทีี่มีความไวและความจําเพาะสูง ใชเวลาในการตรวจไม
นาน  โดยวิธนีี้อาจเปนทางเลือกในการตรวจพอแมพนัธุกุงที่นาํเขาจากตางประเทศ หรือนํามาจาก
ทะเล  เพื่อปองกันมิใหเกิดการแพรกระจายของโรคในลูกกุงที่เพาะเลี้ยงรุนตอไปได ทําใหลดความ
สูญเสียที่อาจเกิดขึ้น 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

 1.2.1 เปนการดําเนนิการตรวจวนิิจฉัยโรค Taura syndrome และ White spot syndrome 
ตามที่ไดระบุไวใน OIE 
 1.2.2 เปนการพัฒนาการตรวจวนิิจฉัยเพิ่มเติมเพื่อใหทราบสายพนัธุของเชื้อไวรัส Taura 
syndrome 
 1.2.3 เปนการตรวจโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ทางอณูชีววทิยา
ในกุงกุลาดาํและกุงขาวที่เพาะเลี้ยงในฟารม 



  

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้ ตรวจตัวอยางทั้งกุงขาวและกุงกุลาดาํในระยะ Postlarvae และเต็มวัย
จากฟารมเพาะเลี้ยงที่สงตัวอยางมาตรวจ และ อนุญาตใหเขาไปเก็บตัวอยางมาตรวจไดเปนระยะ
เวลาอยางนอยประมาณ 6 เดือน 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 

 1.4.1 เพื่อบันทกึเปนขอมูลวากุงกุลาดําและกุงขาวที่เพาะเลี้ยงในประเทศไทย มีการตดิโรค 
Taura syndrome  
 1.4.2 เพื่อใชขอมูลการเกิดโรค เปนแนวทางในการปองกนัการเกิดโรค Taura syndrome 
ในอนาคตมิใหเกิดการแพรกระจายของโรคนี้ในประเทศไทย 
 1.4.3 เปนขัน้ตอนแรกในการเฝาระวงัโรควา กุงขาวที่เพาะเลี้ยงมีขบวนการเกิดโรค White 
spot syndrome ไดในลักษณะเดียวกนักบักุงกุลาดํา 
 1.4.4 ในกรณีตรวจพบการเกดิโรค Taura syndrome ในประเทศไทย ทําใหทราบสายพนัธุ
ของเชื้อ Taura syndrome วามาจากสายพันธุใด เพื่อเพิม่มาตรการในการปองกนัโรคไดถูกตอง 
 
1.5 วิธีดําเนนิการวิจัย  
 

 ในการศึกษาวจิัยครั้งนีท้ําการศึกษาเปนเวลาประมาณ 14 เดือน เร่ิมต้ังแตเดือนกรกฎาคม 
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. วิเคราะหและแปลผล            * *  
5. เขียนรายงาน            * * * 

 
 
 
 
 



  

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
 

  โรค Taura syndrome และ White spot syndrome จัดเปนโรคที่มีความสําคัญอยางมาก
ตออุตสาหกรรมการเลี้ยงกุง โดยโรคทั้งสองกอใหเกิดความเสยีหายอยางมากในกุงขาวและ         
กุงกุลาดําทั่วโลก  โดยโรค Taura syndrome จัดเปนโรคที่มีความสาํคัญตอกุงขาว   สวนโรค White 
spot syndrome เปนโรคระบาดในกุงกุลาดําที่สําคัญ     Taura syndrome เกิดจากเชื้อ Taura 
syndrome virus เปนผลใหเกิดการระบาดและตายจํานวนมากในกุงขาวในทวีปอเมริกา (Brock et 
al., 1995)  สวนโรค White spot syndrome เกิดจากเชื้อ White spot syndrome virus  เปนผลให
เกิดการระบาดแลวกอใหเกดิความเสียหายอยางมากทัง้ในกุงกุลาดาํ และสายพันธุอ่ืนทัว่ทั้งเอเชยี 
ตลอดจนถึงทวีปอเมริกา (Chanratchakool and Phillips, 2002; Rodriguez et al., 2003)    โดย
ในปจจุบันยังไมมียา และสารเคมีชนิดใดที่สามารถรักษาอยางไดผล  ดังนั้นการปองกันโรคจึงเปน
วิธีทีเ่หมาะสมที่ใชในการปองกนัการแพรกระจายของโรคได   ฉะนั้นการตรวจวินจิฉัยโรคที่รวดเร็ว 
และมีความจาํเพาะสงู เปนวิธีการสําคัญที่สามารถใชปองกันการแพรระบาดของโรคได      
 

ในการตรวจวนิิจฉัยโรคทัง้สองโรค ดวยวธิีทางอณชูีววทิยาในพอแมพันธุกุงขาวและกุง
กุลาดําที่นาํเขามาเลีย้งในประเทศ วาปลอดจากโรค รวมถึงการตรวจลูกกุงที่นาํเขามาเลี้ยงในฟารม
ซ้ําอีกครั้ง  ลวนเปนวิธทีี่เหมาะสมที่สามารถนํามาใชปองกันการเกิดโรคไดเปนอยางดี 
 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
 

2.2 กุงกลุาดํา (Penaeus monodon)    
 

กุงกุลาดํา หรือช่ือสามัญวา Giant black tiger shrimp มีชื่อเรียกตามองคการอาหารและ
เกษตรกรรมแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of United Nation, FAO) 
วา Giant tiger prawn (Solis, 1988)     มีชื่อวิทยาศาสตรวา    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 ลกัษณะกุงกลุาดําและถิ่นที่อยูอาศัย 
 

มีขนาดยาวประมาณ 330 มิลลิเมตรเมื่อโตเต็มที่  โดยลําตัวของกุงกลุาดํามีแถบสดีําพาด
สลับขวางกับแถบนําเงนิ หรือสีเขียวออน    ลําตัวเปนปลองๆ   ประมาณ 19 ปลอง   แตละปลองมี
ระยางคหนึง่คู   ลําตัวของกุงแบงออกเปนสามสวนใหญ ไดแก หัว อกและลําตัว(รูปที่ 2.1)  สวนหวั
มีหาปลอง แตรวมเปนปลองเดียว มีเปลอืกคุม  เปลือกหุมตัวของปลองทีห่นึง่ จะยื่นเปนฟนแหลม
ไปขางหนา เรียกวา กรี  ใตกรีมีตาหนึ่งคู  ปากกุงอยูระหวางขากรรไกร  สวนหวัมีระยางคหาคู สอง
คูแรกเปนหนวด ใชในการสมัผัส  ระยางคคูที่สามเปนขากรรไกรลาง มีหนาที่ในการขบเคี้ยวอาหาร  
สวนคูที่ส่ีและคูที่หาเปนขากรรไกรบน   ฟนกรีดานบนม ี 7 – 8 ซี่  ดานลางมี 3 ซี่  รองขางกรีทั้ง       
2 ดาน มีลักษณะแคบและยาวไมถงึฟนกรอัีนสุดทาย (วลัลภ, 2534) 

 

สวนอกมีแปดปลองโดยระยางคคูที ่6, 7 และ 8 อยูบนอก เรียกวา maxillipeds มีหนาที่ใน
การชวยกนิอาหาร  สวนระยางคคูที ่9, 10 และ 11 เปนกาม กามแตละคูมีขนาดและความยาวใกล
เคียงกนั ซึง่เปนลักษณะเฉพาะของกุงทะเลใน Family Penaeidae โดยระยางคทั้งสามคูนี้  มหีนาที่
ในการจับฉวยอาหารเขาปาก หรือใชปองกันตัว  สวนระยางคคูที่ 12 และคูที่ 13 เปนขาใชสําหรบั
เดิน เคลื่อนไหว และทําความสะอาดตัว  

 

สวนลาํตัวมหีกปลอง ระยางคคูที่ 14, 15, 16, 17 และ 18 มีลักษณะคลายใบพาย          
ใชสําหรับวายน้ํา  โดยโคนขาวายน้าํมีแถบสีเหลืองเปนปลองๆ  หนวดมีสีดํา ไมมีลาย สวนระยางค
คูที่ 19 เปนแพนหาง 



  

       รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะและสวนตางๆ ของกุง (บรรจง, 2530) 
    
กุงกุลาดํา มถีิ่นอาศยัอยูต้ังแตบริเวณมหาสมทุรแปซฟิค ทะเลแดง อาวอาหรับ ชายฝง

อินเดีย  มาเลเซีย  จนถงึทางเหนือของออสเตรเลีย และญี่ปุน   กุงชนิดนี้อาศัยอยูในโคลน หรือ
ทราย (กระทรวงเกษตร, 2512)  สามารถทนอยูในน้ําที่มีอุณหภูมิสูง และความเค็มตํ่าได เชน 
บริเวณปาชายเลน 

 

กุงกุลาดํา นบัเปนกุงทีม่ีบทบาทสําคัญอยางมากตออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งในประเทศ
ไทย   เนื่องจากกุงกุลาดําเปนสินคาการเกษตรที่ไดรับความนิยมบริโภคจากทัว่โลก  ทําใหมีความ
ตองการในปรมิาณทีม่ากขึน้เรื่อยๆ     ดังนัน้กุงกุลาดําจึงเปนสายพนัธุที่เกษตรกรไทยใหความสน
ใจและมีการเพาะเลี้ยงเพื่อการสงออกเปนอันดับหนึง่ของประเทศ มีมูลคาการสงออกในแตละปสูง
ถึง 50,000 ถึง 70,000 ลานบาท โดยมีการเลี้ยงกนัอยางแพรหลายกระจายอยูตามภาคตางๆทั่ว
ประเทศ   ซึง่มีทั้งการเพาะเลี้ยงดวยน้าํเคม็ และน้าํกรอย    โดยในการเพาะเลีย้งดวยน้ําเค็ม มีการ
เลี้ยงที่บริเวณตามชายฝงของประเทศ  สวนน้าํกรอย เลีย้งในพืน้ทีท่ี่ไมมีทางติดตอกับทะเล    โดย
จังหวัดที่มกีารเลี้ยง  ไดแก  จันทบุรี  ระยอง  ตราด  ฉะเชิงเทรา  สุราษฎรธานี  เปนตน (ประจวบ, 
2533) 
 
2.3 กุงขาว (Litopenaeus   vannamei)   
 

 กุงขาว หรือชือ่สามัญที่เรียกวา Pacific white shrimp  มชีื่อเรียกตามองคการอาหารและ
เกษตรกรรมแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of United Nation, FAO) 
วา Whiteleg  shrimp โดยตั้งแตป ค.ศ.1997  Isabel Perez Farfante และ Brian Kensley ไดมี
การตั้งชื่อใหมจาก Penaeus vannamei เปน 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 ลกัษณะกุงขาวและถิ่นที่อยูอาศยั 
 

เปนสายพนัธุในกลุมกุงขาวแปซิฟก มีลําตัวสีขาว โดยมีรูปรางและลักษณะคลายกับกุง
แชบวยโดยเฉพาะในระยะกุง postlarvae    มีฟนทัง้ดานบนและดานลางของปาก  อาศัยตามโคลน 
มีความลกึประมาณ 72 เซนติเมตร   โดยปกติกุงขาวไมมีถิ่นกําเนิดในประเทศแถบเอเชีย  ดังนั้น
การศึกษาโรคของกุงขาวในแถบทวีปเอเชยียังขาดขอมูลอีกมาก     การเพาะเลีย้งกุงขาว   จะมกีาร
เพาะเลี้ยงกนัมากในแถบอเมริกากลางและใต เชน   สหรัฐอเมริกา  เมก็ซิโก  กวัเตมาลา  นิคารากวั  
ปานามา  โคลัมเบีย  เอกวาดอร   คอสตาริกา ฯลฯ   กุงสายพนัธุนีเ้ปนสัตวที่มีความแข็งแรงและ 
ทนทานจงึมีการขยายพันธุตามธรรมชาตไิดไกลในแถบแนวชายฝงตะวันออกของมหาสมทุรแปซฟิก 
ตั้งแตเม็กซิโกถึงเปร ู (Elovaara, 2001)  ในการเพาะเลีย้งกุงขาว ประเทศเอกวาดอรเปนประเทศผู
ผลิตรายใหญที่มีฟารมเพาะเลี้ยงกุง ทัง้ลูกกุงและพอแมพันธุ  
 
2.4 Taura syndrome virus 
 
 

2.4.1 คุณสมบัติของไวรสั 
 

เชื้อ Taura syndrome virus  จัดอยูใน Family Picornaviridae (Bonami et al., 1997; 
Brock et al., 1995)   แตในเร็วๆนี้  ไวรัสนีไ้ดจัดอยูใน Genus Cricket paralysis-like virus   เนื่อง
จากพบวาโครงสรางจโีนม (Genome) ของไวรัสคลายกบั RNA virus ที่ติดเชื้อในแมลง (Mari et 
al., 2002)  ไวรัสชนิดนี้มีขนาด 30 ถึง 32 นาโนเมตร มลัีกษณะเปน nonenveloped icosahedral 
particle  ที่มคีวามหนาแนนเทากับ 1.338 + 0.001 กรัม/มิลลิลิตร   สวน genome เปน 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 ประกอบดวยยีนที่ไมเกี่ยวกบัโครงสรางของไวรัส หรือ non – structural 
genes 3 ชนิด ที่ถอดรหัสเปนยนี helicase, protease และ RNA – dependent RNA polymerase   
สวน ORF2 ประกอบดวย structural genes  ที่ถอดรหสัเปนยนี viral capsids ประกอบดวย         
3 major polypeptide ไดแก  VP1, VP2 และ VP3 (เทากับ 55 , 40 , 24 กิโลดาลตัน (kDa)  ตาม
ลําดับ) และ 1 minor polypeptide คือ V0 (58 kDa)  สวนของ VP1 ใชในการตรวจแยกสายพนัธุ
ของ Taura syndrome วาเปนสายพนัธุใด (Bonami et al., 1997; Erickson et al., 2002)   ซึ่งใน
การปรับเปลี่ยนพนัธุกรรม พบในสวนของ Structural protein หรือ viral protein (VP) และอาจเกดิ
การกลายพนัธุในสวนของ VP นี้ได ทาํใหการติดโรครุนแรงมากขึ้นได 
 

2.4.2 การระบาดของโรค Taura syndrome  
 

Taura syndrome เปนโรคที่พบการระบาดครั้งแรก   เมื่อเดือนมิถนุายน ในป ค.ศ.1992  
จากฟารมเพาะเลี้ยงกุงบริเวณใกลปากแมน้ําทอรา (Taura river)  อาวกวายาควิ (Guayaquil)    
ในประเทศเอกวาดอร (Brock et al., 1995; Lightner et al., 1995)     โรคนี้ทาํใหกุงขาวติดเชื้อ
ปวย และตาย โดยมีอัตราการตายประมาณ 60 เปอรเซน็ต ถงึมากกวา 90 เปอรเซน็ต มีมูลคาการ
สูญเสียสูงถงึ 100 ลานดอลลาหสหรัฐ (Zarain-Herzberg, 2003)  หลงัจากนัน้ในป ค.ศ.1995   
พบวามีการระบาดของโรค Taura syndrome ไปยังหลายประเทศทัง้ในทวีปอเมริกากลางและ
อเมริกาใต   ตัง้แตประเทศสหรัฐอเมริกา เม็กซิโก (Morales-Covarrubias and Chavez-Sanchez, 
1999) เอกวาดอร  เปรู  โคลัมเบีย  และ ฮาวาย (Brock et al., 1997; Lotz, 1997)  โดยทาํใหมี
อัตราการตายถึง 90 เปอรเซน็ต      ในป ค.ศ. 1999  พบการระบาดในกุงขาวทีเ่พาะเลีย้งที่ประเทศ
ไตหวัน (Yu and Song, 2000) และสาธารณรัฐประชาชนจีน     เนื่องมาจากการนําเขากุงทีต่ิดโรค
จากอเมริกา   และในชวงระหวางป ค.ศ.1999 ถึง 2000   พบการระบาดของโรค Taura syndrome 
สายพนัธุใหมที่ประเทศเม็กซิโก ทําใหมีอัตราการตายสงูถึง 90 เปอรเซ็นต ในกุง Pacific blue 
shrimp (Penaeus stylirostris) ซึ่งเคยมีรายงานวาทนตอโรค Taura syndrome (Zarain-
Herzberg and Ascencio - Valle, 2001)       
 

2.4.3 Species ของกุงที่ติดโรค Taura syndrome 
 

 Taura syndrome virus   เปนสาเหตทุาํใหเกิดการตายจํานวนมากในกุงหลายสายพนัธุ  
โดยเฉพาะในสายพนัธุ Western Hemisphere ไดแก  Litopenaeus vannamei   Penaeus 



  

stylirostris และ Penaeus setiferus  โดย  L. vannamei มีความไวตอโรค Taura syndrome มาก
กวา P. stylirostris  (Gabriel and Felipe, 2000)   นอกจากนี้ยงัสามารถกอใหเกิดโรคในกุงเหลานี้
ไดโดยการทดลอง  ไดแกกลุมกุงขาวสายพนัธุ 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 
 

 

 เชื้อไวรัสจะติดเชื้อที่เซลลเนื้อเยื่อที่มีตนกําเนิดจาก ectoderm และ mesoderm และเพิ่ม
จํานวนที่ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) โดยแบงการติดเชื้อของ Taura syndrome ในกุงขาว                        
(L. vannamei) ไดเปน 3 ระยะ คือ acute phase,  transitional phase และ chronic phase  โดย
ในระยะ acute phase กุงที่ติดเชื้อไวรัส  กินอาหารลดลง พบลาํไสวางเปลา  เปลือกออนนิม่  เนื่อง
จากเชื้อไวรัสเขาไปทําลายเนื้อเยื่อที่ชั้น cuticular epithelium ทําใหกุงเขาสูการลอกคราบ (molt 
cycle) ระยะ D stage ชาลง  อาจพบกุงตายในระยะการลอกคราบ   นอกจากนี้ยงัพบเซลลเม็ดสี
แดง (red chromatophore) ที่ชั้นใตผิวหนงัในกุงที่ติดเชื้อ  ทําใหบริเวณแพนหางและสวน 
pleopods มีสีแดง   ทําใหเรียกโรคนีว้า โรคหางแดง (red tail disease) (OIE, 2003)  สวนในระยะ 
transitional เปนระยะที่กุงบางสวนที่รอดจากการตายในระยะ acute phase    พบวากุงเริ่มมีจดุสี
น้ําตาลที่เปลือก (melanized cuticular) ซึ่งเกิดมาจากการสะสมของฮีโมซัยต (haemocyte) ที่ชัน้ 
cuticular epithelium  โดยทีกุ่งในระยะนี้อาจพบ หรือไมพบแพนหางแดงก็ได หรือ ไมพบเปลือกนิม่
ได แตยังกินอาหารไดเปนปกติ  หลงัจากนั้นกุงในระยะ transitional phaseที่สามารถลอกคราบได  
เขาสูระยะ chronic phase เชื้อไวรัสจะอยูที่ lymphoid organ  ซึ่งกุงเหลานี้เปนพาหะใหแกกุงตัว
อ่ืนที่เลีย้งในบอเดียวกนัได ใชเวลาทั้งหมดประมาณ 3 ถงึ 5 วนั จะพบวากุงเริ่มตาย (Song et al., 
2003) 
 

2.4.5 การแพรกระจายของโรคสูกุงที่เลีย้งในบอ 
 

 แบงการแพรกระจายของโรค ไดเปน 2 สวนใหญๆ คือ  
 

  2.4.5.1 Horizontal transmission เกิดจากการทํารายกนั หรือกินเนื้อกันเอง  หรือ
ซากกุงที่ติดโรคในบอเลี้ยง  หรือติดจากการอยูรวมกันกับตัวที่เปนโรค โดยเชื้อไวรัส Taura 
syndrome สามารถติดตอผานน้ําในบอ และอุปกรณที่เลี้ยงได นอกจากนีย้ังพบวาอาจติดจาก
อุจจาระของนกที่กนิกุงที่ติดเชื้อได  โดยเชื่อวาถากุงที่ตดิเชื้อ มีขนาดมากกวา 1 กรัม  ทาํใหนก



  

สามารถเหน็ และบินมาโฉบกินได  หลงัจากนัน้นกปลอยอุจจาระไปยังบออ่ืนๆ ที่มีการเลี้ยงกุงได 
(Brock et al., 1995; Garza et al., 1997; Lightner, 1996) 
 

  2.4.5.2 Vertical transmission  เกิดจากการติดตอจากพอแมทีเ่ปนโรค ผานสูไข
กุงและการฟกไข 
 

2.4.6 การติดโรค Taura syndrome 
 

 โดยทัว่ไป การติดโรค เกิดในกุงวยัออน ที่มนี้ําหนกัประมาณ 0.1 ถงึ 0.5 กรัม (10,000 ตัว/
กิโลกรัม ถึง 2,000ตัว/กิโลกรมั) หรือในชวงระยะ Postlarvae ที่ 12 (OIE, 2000) 
 

2.4.7 การวินจิฉัยโรค Taura syndrome 
 

 การวนิิจฉัยโรค Taura syndrome ทําไดหลายวิธ ี ไดแก การตรวจจากอาการ (clinical 
signs) และลักษณะรอยโรคของกุงที่ติดเชื้อ (gross lesions)  การตรวจดูทางจุลพยาธวิทิยา 
(histopathology)  การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscopy)  
หรือ การตรวจสอบทางอมิมูนโนวทิยา (immunology)  และการตรวจสอบทางอณูชีววทิยา 
(molecular diagnosis)  
 

  2.4.7.1 การตรวจจากอาการ และลกัษณะภายนอกของกุงที่ติดเชื้อ 
 (Clinical signs and gross lesions)   
 
 

  ทําการศึกษาจากลักษณะอาการของกุงทีแ่สดงออกรวมกับรอยโรค  โดยแบง
อาการและรอยโรคไดเปน 3 ระยะใหญ  คือ ระยะ acute phase,  transitional phase และ 
chronic phase  โดยในระยะ acute  กุงทีต่ิดเชื้อกินอาหารลดลง  เปลอืกออนนิม่  พบแพนหางแดง 
และสวน pleopods มีสีแดง   สวนในระยะ transitional พบจุดสีน้ําตาลที่เปลือก (melanized 
cuticular)   และในระยะ chronic อาจพบจุดสีน้าํตาลที่เปลือกหรือไมก็ได    เนือ่งจากลอกคราบ 
ไดแลว 
 

  2.4.7.2 การตรวจดูทางจลุพยาธวิิทยา (Histopathology)   
 

  การตรวจดูทางจุลพยาธวิิทยา  ทาํใหทราบระยะของการติดเชื้อ วาอยูในระยะใด
ของการติดเชือ้  โดยเมื่อยอมดวย haematoxylin – eosin stain (H&E) พบลักษณะ multifocal 
necrosis ที ่ cuticle epithelium  ทั่วทัง้ตัว  รวมถงึสวนระยางคทั้งหมด เหงือก ลําไสสวนทาย 
(hindgut) หลอดอาหาร (esophagus) และกระเพาะอาหาร (stomach)   บางครั้งอาจพบเซลลติด
เชื้อที่ชัน้ subcuticular connective tissue และชั้น striated muscle fibers basal และ             



  

พบ pyknotic nuclei และ cytoplasmic spherical inclusion bodies ซึ่งยอมติดสี eosinophilic 
จนถงึ darkly basophilic (Stern, 1995)   โดยลักษณะรอยโรคแบบนี้ในระยะ acute เรียกวา 
“Peppered” หรือ “Buckshot – riddle” ซึ่งเปนวิการของโรค Taura syndrome  โดยไมพบการ 
infiltration ของ haemocyte (Brock et al., 1995; Brock et al., 1997; Hasson et al., 1997; 
Hasson et al., 1999)   สวนในระยะ transitional  พบการ infiltration ของ haemocyte จาํนวน
มาก โดยเหน็เปนจุดดําที่เปลือก  และในระยะ chronic พบ lymphoid organ spheroids  จํานวน
มาก (หรือที่เรียกวา LOSs) (Hasson et al., 1999) 
 

  2.4.7.3 การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron 
Microscopy) 
 

  พบอนุภาคของ Taura syndrome มีรูปรางแบบ nonenveloped icosahedral  
เสนผานศูนยกลาง 25 นาโนเมตร (Jimenez et al., 2000) และมีความหนาแนนเทากับ 1.331 + 
0.001 กรัม/มลิลิลิตร (Yu and Song, 2000) 
 

  2.4.7.4 การตรวจสอบทางอิมมูนโนวทิยา (Immunology)  
  

  สามารถตรวจหาเชื้อไวรัส Taura syndrome ดวยวธิีอิมมูนโนวิทยาไดหลายวธิ ี
เชน   การทํา monoclonal antibodies  หรือ ตรวจทาง Immunohistochem โดยตรวจสารตางๆที่
อยูในฮีโมลมิป (haemolymph) เชน จํานวน haemocyte, hyalinocyte, granulocyte และคา 
plasma protein จากการศึกษาของ Song และคณะ(2003) พบวาจํานวน haemocyte, 
hyalinocyte ,granulocyte และคา plasma protein ลดลงอยางมนียัสําคัญ เนื่องจาก haemocyte 
บางสวนถูกทาํลาย  นอกจากนี ้ plasma phenoloxidase (PO) activity มีคาเพิ่มข้ึนอยางมีนยั
สําคัญ   

 

  2.4.7.5 การตรวจสอบทางอณูชีววิทยา (Molecular diagnosis) 
 

  สามารถทําการวินิจฉัยทางอณูชีววทิยาของโรค Taura syndromeไดดวยวิธ ี
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)  เปนการเพิ่มปริมาณ cDNA ของ
เชื้อไวรัสที่มีในปริมาณนอย ใหมีปริมาณมากขึ้น จนสามารถตรวจสอบได  โดยการนําเชื้อไวรัสจาก
เนื้อเยื่อ หรือ haemolymph มาเพิม่จํานวน cDNA โดยเปลี่ยน target RNA ใหเปน cDNA กอน
ดวย reverse transcriptase enzyme และใช Primer ที่จําเพาะกับปลาย 3’ – ของ RNA  หลงัจาก
ได cDNA จึงทํา PCR ตามขั้นตอนปกต ิ แลวนาํผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาแยกขนาด DNA โดยใช 
agarose gel electrophoresis แลวนํามายอมดวย ethidium bromide  กอนนําไปตรวจดูภายใต
แสงอัลตราไวโอเลต  เพื่อวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR (Erickson et al., 2002) 



  

  ในการตรวจสอบโรค Taura syndrome ใช Primer ทั้งหมด 2 ชุด ไดแก Primer 
9195และ9992  และ  PrimerTSV_F1และTSV_R2  โดย Primer9195และ9992 (ในทีน่ี้เรียก “OIE 
Marker”) เปน Primer ที่ใชตรวจโรค Taura syndrome ในกุง ตามที่มีระบุไวใน OIE Manual of 
Diagnostic tests for Aquatic Animals ในป ค.ศ. 2003  Primer ชุดนี้มีลําดับเบส 231 base pair 
โดยPrimer 9195 และPrimer 9992 มีตําแหนง 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  
 
  สวน PrimerTSV_F1และTSV_R2  (ในทีน่ี้เรียกวา “CUVET_Taura Marker”) เปน 
Primer ที่ผูวจิยัออกแบบเอง โดยอยูในสวนของยนี VP1  ซึ่งเปนยีนทีส่ราง nucleocapsid หุมไวรัส  
และเปนสวนทีใ่ชในการตรวจแยกสายพนัธุของ Taura syndrome วาเปนสายพนัธุใด (Bonami et 
al., 1997; Erickson et al., 2002)   Primerชุดนี้มีลําดบัเบส 370 base pair  โดยPrimer TSV_F1 
และPrimer TSV_R2 มีตําแหนง 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  เดิมจัดอยูใน Family Baculovirus แตในปจจุบันจัดอยูใน 
Family Nimaviridae(Mayo, 2002)   Genus Whispovirus (van Hulten et al., 2000)  มีลักษณะ
เปน double-stranded circular DNA รวมกับมี single filamentous appendage  และมีเปลือก
หุม  ไวรัสชนดินี้มีขนาด 70 ถึง 150 นาโนเมตร x 270 ถึง 380 นาโนเมตร  มีลักษณะเปน rod 
shape (Lightner, 1999) โดย protein capsid ประกอบดวย 5 major polypeptide  คือ VP28, 
VP26, VP24, VP19 และ VP15 (เทากับ 28, 26, 24, 19 และ 15 kDa ตามลําดับ)  ในปจจุบันนีม้ี
รหัสสายพันธกุรรมครบทั้งจโีนมทั้งหมด 3 สายพนัธุ ไดแก สายพนัธุจากสาธารณรัฐประชาชนจีน  
ประเทศไทย และ ไตหวัน 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  ซึ่งประกอบดวย 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) พบวา โปรตีน VP28 และ VP19 เปนโปรตนีที่ฝงตัว
อยูในเปลือกหุมไวรัส (envelope)  สวนโปรตนี VP26 , VP24 และ VP15 เปนโปรตีนในสวน          
นิวคลีโอแคปซิด (nucleocapsid)  โดยเชื่อวา VP 28 และ VP 19  ทําหนาที่ในการชวยใหไวรัสเกาะ
ติดกับเซลลในตัวกุงและสามารถเขาสูตัวกุงจนทําใหกุงปวยและตายในที่สุด รวมทัง้ยังอาจจะมีบท
บาทที่เกีย่วกบัการกระตุนภูมิคุมกันในกุงกุลาดาํอีกดวย 

 
2.5.2 การระบาดของโรค White spot sydrome 

 

โรค White spot syndrome พบการระบาดครัง้แรกที่เอเชยีตะวันออกเฉียงเหนือ ในป ค.ศ. 
1992 ถึง 1993 แลวกอใหเกิดความเสยีหายรุนแรงอยางมากทัว่เอเชยี  เชน สาธารณรัฐประชาชน
จีน  ประเทศอินเดีย  ไทย  ญี่ปุน ไตหวัน  เกาหล ี  ฟลิปปนส (Chanratchakool and Phillips, 
2002; Magbanua et al., 2000; Manivannan et al., 2002; Zhan et al., 1998)  เปนตน   ในป 
ค.ศ. 1995 พบวามีรายงานการระบาดครั้งแรกที่รัฐเทก็ซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา หลังจากนั้นพบ
รายงานการระบาดที่รัฐเซาทแคโรไลนา ในป ค.ศ.1997 ถึง ค.ศ.1998 (Lightner, 1999) และในป 
ค.ศ. 1999 พบวามีรายงานการระบาดทางชายฝงตะวันออกเฉียงใตของสหรัฐอเมริกา และประเทศ      
เม็กซิโก   
 

 



  

2.5.3 Species ของกุงที่ติดโรค White spot syndrome 
 

 การเกิดโรค White spot syndrome  สามารถเกิดไดกับหลายสายพนัธุ  ไมวาจะเปนกุง
กุลาดํา (P. monodon) กุงขาวจีน (P. chinensis) (Zhan et al., 1998) กุงแชบวย                       
(P. merguiensis) (Wang et al., 2002)      กุงแชบวยขาว (P. indicus) (Hameed et al., 2002)  
กุงลายเสือ (P. japonicus) (SEAFDEC, 2002)    กุงขาว (P.vannamei) (Rodríguez et al., 
2003) และ P.merguiensis เปนตน หรือเกิดในสัตวน้ําชนิดอ่ืน เชน ในปูน้าํจืดสองชนิด 
(Paratelphusa hydrodomous and Paratelphusa pulvinata)  (Hameed et al., 2001)      
 

2.5.4 กลไกการเกิดโรค White spot sydrome 
 

 เชื้อไวรัสทําลายเซลลเนื้อเยื่อบุ ectoderm และ mesoderm ทําใหเกิดการตายของเนื้อเยื่อ
ที่ผิวหนงัและกลามเนื้อ ทาํใหรบกวนขบวนการสรางเปลือก เนื่องจากเซลลที่ชัน้ผิวหนงัถูกทาํลาย 
ทําใหขบวนการสรางสารที่เปลือกผิดปกติไป  แคลเซียมมาพอกไดเร็วกวาปกติในบางสวน ทาํให
เกิดเปนจุดที่ไมเปนระเบยีบ  พบวามีจุดขาวใต carapace  ซึ่งสังเกตเหน็ไดชัดเจนตรงเปลือกสวน
หัวและอก  และเมื่อเชื้อไวรัสเขาไปทําลายเนื้อเยื่อทีท่างเดินอาหาร ทําใหระบบการยอยและการดูด
ซึมเสียหายไป  
 

2.5.5 การแพรกระจายของโรคสูกุงที่เลีย้งในบอ 
 

 แบงการแพรกระจายของโรค ไดเปน 2 สวนใหญๆ คือ  
 

  2.5.5.1 Horizontal transmission การติดโรคนั้นเกิดจากติดเชื้อจากกุงปวย     
การปนเปอนสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ําและอุปกรณที่ใชเพาะเลีย้ง    
 

  2.5.5.2 Vertical transmission  เกิดจากการติดตอจากพอแมที่เปนโรค 
 

2.5.6 การติดโรค White spot syndrome 
 

การติดโรค White spot syndrome มักเกิดในกุงชวงทายของระยะ postlarvae และ 
juveniles (Yoganandhan et al., 2003) รวมถงึการปลอยกุงในชวงอากาศเย็น คือประมาณเดอืน
พฤศจิกายน ถงึ มกราคม       
 
 2.5.7 การวินจิฉัยโรค White spot syndrome 

 

 การวนิิจฉัยโรค White spot syndrome ทําไดหลายวิธ ี ไดแก การตรวจจากอาการ 
(clinical signs) และลักษณะรอยโรคของกุงที่ติดเชื้อ (gross lesions)  การตรวจดูทางจุลพยาธิ



  

วิทยา (histopathology)  การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอน (electron 
microscopy)  หรือ การตรวจสอบทางอิมมูนโนวทิยา (immunology)  และการตรวจสอบทาง      
อณูชีววทิยา (molecular diagnosis)  
 

  2.5.7.1 การตรวจจากอาการ และลกัษณะภายนอกของกุงที่ติดเชื้อ  
(Clinical signs and gross lesions)   
 

  ทําการศึกษาจากลักษณะอาการของกุงทีแ่สดงออกรวมกับรอยโรค โดยพบวากุง
กินอาหารลดลง วายเกยขอบบอ และพบจุดขาวที่ใต carapace หรือเปลือกใตลําตัว มีขนาดเสน
ผานศนูยกลางประมาณ 1 ถึง 2 มิลลิเมตร  บางตัวอาจพบบริเวณปลายหาง ขาเดนิ หรือขาวายน้าํ
มีสีแดง 

 

  2.5.7.2 การตรวจดูทางจลุพยาธวิิทยา (Histopathology)   
 

  การตรวจดูทางจุลพยาธวิิทยา พบลักษณะ hypertrophied nuclei จากเนื้อเยื่อที่
มีตนกาํเนิดมาจาก ectoderm and mesoderm ยอมติดสี basophilic ตรงเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายดวย
ไวรัส เมื่อยอมดวย haematoxylin – eosin stain (H&E) (Kasornchandra et al., 1998)  
 
 

  2.5.7.3 การตรวจดูเชื้อไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Electron 
Microscopy) 
 

  พบอนุภาคของ White spot syndrome มรูีปรางแบบ 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 ดวยวิธีอิมมูนโนวทิยาไดหลาย
วิธี เชน   การทํา monoclonal antibodies  โดยการทาํผลติ  monoclonal antibodies ที่จําเพาะตอ
White spot syndrome virus    
 

 

  2.5.7.5 การตรวจสอบทางอณูชีววิทยา (Molecular diagnosis) 
 

  สามารถทําการวินิจฉัยทางอณูชีววทิยาของโรค White spot syndrome ไดดวยวิธ ี
polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งเปนวิธทีีม่ีความไวและจําเพาะสงู โดยเปนวธิีการเพิ่ม
ปริมาณ DNA ของเชือ้ไวรัสที่มีในปริมาณนอย ใหมีปริมาณมากขึ้นในหลอดทดลอง จนสามารถ
ตรวจสอบได  โดยการนําเชือ้ไวรัสจากเนือ้เยื่อ หรือ haemolymph มาเพิม่จํานวนได โดยใชเอ็นไซม 
Taq polymerase และ Primer ที่จําเพาะกับ DNA ของเชื้อ White spot syndrome virus  แลวนํา



  

ผลิตภัณฑ PCR ที่ได แยกขนาด DNA โดยใช agarose gel electrophoresis แลวนาํมายอมดวย 
ethidium bromide  กอนนาํไปตรวจดูภายใตแสง UV  หรือตรวจสอบดวยวิธ ีin situ hybridization 
ในการหาตําแหนงทีม่ีการตดิเชื้อ White spot syndrome โดยอาศัย DNA probe ที่จาํเพาะ ติด
ฉลากดวยสาร haptens เชน biotin, digoxigenin, photobiotin และ acetylaminofluorence 
เปนตน แลวตรวจหาสัญญาณหรือฉลากดวยสารเรอืงแสงอีกขั้นหนึ่งโดยการติดสารเรืองแสงไวกับ 
specific antibodies ตอ haptens นั้น หรือ สารที่มคีุณสมบัติพิเศษ เชน streptavidin เปนตน 
(Wongteerasupaya  et al., 1996) 
 
2.6 การควบคุมและปองกันโรค Taura syndrome และ White spot syndrome  
 

การติดเชื้อโรคไวรัสในกุงทําการรักษาไดยาก ซึ่งยังไมมยีาหรือสารเคมีที่ใชรักษาใหกุงที่ตดิ
เชื้อแลว หายจากโรคได ดังนั้นการควบคมุและปองกนัการเกิดโรคนาเปนวธิีที่เหมาะสมที่ปองกนัไม
ใหเกิดการแพรกระจายของโรค ทําไดโดยการตรวจสอบลูกกุงตัง้แตวัยออนวามีการติดเชื้อ Taura 
syndrome หรือ White spot syndrome หรือไม  โดยเลือกซื้อลูกกุงทีม่คีวามแข็งแรง และปลอดโรค
จากโรงเพาะฟก (Jory, 1999) แลวเมื่อนาํมาเลี้ยงในบอ ก็ไมควรเลี้ยงปนกนัระหวางกุงตางสาย
พันธุเพราะเปนการทําใหเกดิการแพรของโรคขามสายพนัธุได  นอกจากนี้ในดานการจัดการการ
เลี้ยงกุงในฟารมเปนสิ่งสาํคญั เพราะตองจัดการใหกุงทีเ่ลี้ยงลดโอกาสที่จะเกิดโรค เชน ลดพาหะ
ของโรคใหหมดไป เชน   ปมูา (Portunus pelagicus) ปูทะเล (Scylla serrata) และเคย (Acetes 
sp.) ที่เปนพาหะของโรค White spot syndrome (Supamattaya et al., 1997)  หรือ นก ที่เปน
พาหะที่ทาํใหเกิดการแพรระบาดของโรค Taura syndrome (Garza et al., 1997) ยังรวมถึงการ
บําบัดน้าํทกุครั้งหลังจากการเลี้ยงหรือการนําน้ําเขาฟารม และมกีารตรวจคุณภาพน้าํในระหวาง
การเลี้ยงทกุครั้ง นอกจากนี้ไมควรปลอยลูกกุงที่หนาแนนมากเกินไป เพราะจะทาํใหกุงเครียดและ
ติดโรคไดงาย (Jory, 1999)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  

บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
วิธีการ  
 

3.1 วิธกีารดําเนินการทดลอง 
 

ทําการเก็บตัวอยางจากแหลงที่คาดวามโีรค White spot และ Taura syndrome โดยเก็บ
ตัวอยางกุงขาว (Litopenaeus vannamei) และ กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ในระยะ 
Postlarvae และระยะเต็มวยัอยางนอย 10 ตัว/บอในถุงพลาสติก steriled ziplock  รวมถึงน้ําที่ใช
ในการเพาะเลีย้งและสัตวทีอ่าจเปนพาหะในฟารม ทาํเก็บรักษาตวัอยางกอนสงตรวจในน้ําแข็งแหง 
(dry ice)  แลวจึงนํามาเก็บไวที ่  – 70 องศาเซลเซยีส ที่คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั    แบงตรวจตวัอยางเปน 2 สวน โดยตวัอยางสวนหนึ่งสงตรวจทางอณูชีววทิยา และ
อีกสวนตรวจทางจุลพยาธวิทิยา โดยมีระยะเวลาในการดําเนนิการทดลอง 11 เดือน นับต้ังแต เดือน
กันยายน พ.ศ. 2546 ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2547 (ตารางที ่3.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ตารางที่ 3.1 แสดงขอมูลของตัวอยางกุงทีท่าํการศึกษา 
กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ตัวอยาง

ชุด / ID ชนิด อายุ
(วัน) 

จํานวน
(ตัว) X + SD Range 

แหลง       
ตัวอยาง 

 
วันที่เก็บตัวอยาง 

 
 

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  คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
          หมายถึง  ชุดของการสุมตัวอยาง 



  

ตารางที่ 3.1 แสดงขอมูลของตัวอยางกุงทีท่าํการศึกษา (ตอ)  
กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ตัวอยาง

ชุด / ID ชนิด อายุ
(วัน) 

จํานวน
(ตัว) X + SD Range 

แหลง       
ตัวอยาง 

 
วันที่เก็บตัวอยาง 

 
 

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  คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
          หมายถึง  ชุดของการสุมตัวอยาง 
 
 
 
 



  

3.2 การตรวจโรค Taura syndrome 
 

3.2.1 การศึกษาทางจุลพยาธิวทิยา (Histopathology) 
 

3.2.1.1 การเตรียมตัวอยางทางจลุพยาธิวิทยา   
 

  ฉีด Davidson’s fixative เขา haemolymph และกลามเนือ้ของตัวอยางกุงขาว
และกุงกุลาดําที่เก็บมา กอนนําตัวอยางกุงแชลงในน้าํยา Davidson’s fixative 
 

3.2.2.2 ขั้นตอนในการทํา 
 

ทําการดองตัวอยางกุงดวย Davidson’s Fixative เวลานานอยางนอย 1 วนั หลงั
จากนั้นตัดชิน้เนื้อแลวนาํชิน้เนื้อที่ไดไปผานขบวนการ tissue processing โดยลางชิ้นเนื้อดวยน้าํ 
ผานขบวนการดึงน้ําออก (dehydration step) โดยใช alcohol  ที่มคีวามเขมขนระดับตาง ๆ จาก 
70%, 80%, 95% และ100% จากนั้นกาํจัดน้าํใหสมบูรณดวย  xylene  และนาํไปทําการฝงชิ้น
เนื้อเยื่อลงในพาราฟน (paraffin embedding) นํา paraffin block มาตัด section ดวยเครื่องตัดชิ้น
เนื้อ (ultramicrotome) ขนาดประมาณ 3 – 4 ไมครอน นาํชิน้เนื้อเยือ่ที่ตัดวางบนแผนสไลด 
(affixing) และผานขบวนการละลายพาราฟนออกจากแผนเนื้อเยื่อ (deparaffinization step) และ
ขบวนการดึงน้าํกลับเขาสูเซลล (rehydration step)  กอนยอมดวย hematoxylin–eosin stain 
(H&E)        ปดแผนเนื้อเยื่อดวย cover glass (mounting step) แลวนําไปตรวจศึกษาทางจุล
พยาธิวทิยาดวยกลองจุลทรรศน (microscopic) ดวยการเปรียบเทียบกับกุงปกต ิ

 
3.2.2 การศึกษาทางอณูชวีวิทยา 
 

3.2.2.1 การสกัด RNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา 
 

ทําการสกัด RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป QIAamp RNA blood Mini kit  
(QIAGEN, USA)  โดยนาํเหงือกกุง, เนือ้เยื่อโคนขา, lymphoid organ และเปลือกทีพ่บวิการของ
โรค(จุดดํา)  น้าํหนักประมาณ 20 มิลลิกรมั  มา homogenized ดวย RLT (Lysis buffer ในชุดสกัด
สําเร็จรูป)  ดวย steriled hand homogenizer grinder (Pyrex) จนละเอียด   นาํ lysate ที่ไดไป
ปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาท ี (20,000g, Spectrafuge รุน 16M) เปนเวลา 3 นาท ี    นําสวน 
supernatant ที่ไดไปผาน QIAshredder spin column   แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 2 นาท ี   จากนั้นนําสวน supernatant ที่ผาน QIAshredder spin column ไปเติม 70% 
ethanol ปริมาณ 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั   แลวนาํสวนที่ไดไปผาน QIAamp spin column 
จากนั้นลางสิง่ปนเปอนบนแผนกรองดวย RW1 buffer (ในชุดสกัดสําเร็จรูป) ปริมาณ 700 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 30 วินาท ีและเตมิ RPE buffer (ในชุด



  

สกัดสําเร็จรูป) 2 คร้ัง คร้ังละ 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 14,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 30 
วินาที  จากนัน้เติม RNAse – free water (QIAGEN, USA) ประมาณ 100 ไมโครลิตร นําไปปน
เหวีย่งที ่10,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี   เพื่อ elute สาย RNA ที่อยูบนแผนกรองออก  แลว
นํา RNA ที่สกัดไดไปเก็บที่ – 70 องศาเซลเซยีส  กอนนําไปใชตอไป  

 
3.2.2.2 การสกัด RNA จากตวัอยางน้าํเลีย้งกุงขาวและกุงกลุาดํา 

 

นําตัวอยางน้าํเลี้ยงจากบอกุงขาวและกุงกลุาดําทีเ่ปนโรค ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 
ผาน filter ขนาด 0.45 ไมครอน  นํา filtrate และ สวนที่ติด filter membrane ไปสกัด RNA ดวยชุด
สกัดสําเร็จรูป QIAamp RNA blood Mini kit  (QIAGEN, USA)  (อางอิงจากขอ 3.2.2.1)   

 
 3.2.2.3 การสกัด RNA จากตัวอยางสัตวทีอ่าจเปนพาหะ 
 

นําสัตวที่สงสยัวาเปนพาหะจากบอกุงขาวและกุงกุลาดําที่เปนโรค ไดแก หนอน
แดง หอยเจดยี และจงิโจน้าํ มาอยางละ 3 - 5 ตัว/บอ  นําไปสกัด RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 
QIAamp RNA blood Mini kit  (QIAGEN, USA)  (อางอิงจากขอ 3.2.2.1)   

 
3.2.2.4 ภาพแสดง DNA sequence  ของ Taura syndrome virus และ 

ตําแหนงของ primer  
 

Specific oligonucleotide primers ทีใ่ชใน RT-PCR amplification ในการ
วินิจฉัยโรค Taura มี 2 ชุด คือ OIE Marker ประกอบดวย Primer 9195 และ 9992 (OIE, 2003) 
และ CUVET_Taura  ประกอบดวย Primer TSV_F1 และ TSV_R2  ซึง่ Primer 9195 และ มี
ตําแหนง nucleotideที่ 7140 base pair และ Primer 9992 มีตําแหนง nucleotideที่ 6910 base 
pair  ตามลาํดับ และได PCR product ขนาด 231 bp   สวน Primer TSV-F1 มีตําแหนง 
nucleotideที่ 8507 base pair และ PrimerTSV-R2 มีตําแหนง nucleotideที่  8861  base pair 
และได PCR product  ขนาด 370 bp  โดยแสดงดังรูปตอไปนี้ 

 
                    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 การตรวจตัวอยาง RNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา, น้าํเลีย้ง 
และสัตวที่อาจเปนพาหะ 
 

นํา RNA ที่สกัดไดปริมาณ 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) ซึ่งประกอบดวย 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  ไปตรวจสอบดวยวธิ ี RT-PCR (reverse 
transcriptase polymerase chain reaction) แลวนําเขาเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer 
Cetus 9600, CA, USA) ตามโปรแกรมที่ไดตั้งอุณหภมูิ เวลา และจาํนวนรอบไวดงันี ้  คือ ในการ
สังเคราะห cDNA ใชอุณหภูมิที ่ 45 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที (จํานวน 1 รอบ) และ pre-
denaturation ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี  หลังจากนัน้เริ่มปฏิกริยา polymerase chain 
reaction (PCR) โดยกําหนดอุณหภูม ิ เวลา และจํานวนรอบไวดังนี ้ คือ ข้ันตอนในการ 
denaturation ใชอุณหภูมิที ่94 องศาเซลเซียส  15 วนิาท ี  และข้ันตอน annealing ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซยีส  30 วนิาท ี  สวนขั้นตอน extension ใชอุณหภูมิที ่68 องศาเซลเซียส 1 นาท ีโดยมี
จํานวนรอบทั้งหมด 40 รอบ หลงัจากนัน้เขาสูข้ันตอน final extension ที่อุณหภูมิ 68              
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี แลวนาํผลติภัณฑ PCR ที่ไดไปตรวจหาดวยวิธี gel 
electrophoresis 
 

3.2.2.6 การวเิคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธ ีgel electrophoresis 
 

  นําผลิตภัณฑ PCR ที่ได ไปวิเคราะหดวย 2% agarose gel (ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร) ที่ผสมดวย ethidium bromide ที่ความเขมขน 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) เปน marker เปรียบเทียบ  
ทําการผสมผลิตภัณฑ PCR ปริมาณ 5 ไมโครลิตร กับ loading buffer 2 ไมโครลิตร กอนนําไป 
วิเคราะหดวย agarose gel electrophoresis ที่ 100 โวลต เปนเวลา 37 นาที ใน 0.5 X TBE buffer  
แลวนํา agarose gel ที่ไดไปดูผลดวย UV illuminator  ซึง่จะเหน็ผลิตภัณฑจากการใช OIE 
marker ที่ขนาด 231 base pair และ CUVET_TAURA ที่ขนาด 370 base pair   
 
 
 
 



  

3.2.2.7 การทําใหผลิตภณัฑ PCR บริสุทธิ ์
 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดตรวจสอบและใหผลบวกกับเชื้อ Taura syndrome ไปทาํ
ใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification Kit  (QIAGEN, USA) โดยนาํผลิตภัณฑที่ได 20 
ไมโครลิตรผสมรวมกับ buffer PB (ในชุดสําเร็จรูป) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร  จากนัน้นําสวนผสมที่
ไดไปผาน QIAquick spin column  และลางสิง่ปนเปอนที่ติดอยูบนแผน membrane ดวย buffer 
PE (ในชุดสําเร็จรูป) ปริมาณ 750  ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา       
1 นาท ี   กอน eluteสาย DNA ที่อยูบนแผน membrane ดวย  buffer EB ปริมาณ 20 ไมโครลิตร   
นําไปปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที   หลงัจากนัน้นาํ DNA ทีท่ําใหบริสุทธิ์แลว
ไปเก็บที่ – 20 องศาเซลเซียส  กอนนาํไปใชตอไป  

 
3.2.2.8 การ clone ชิ้นสวน DNA จากผลิตภัณฑ PCR 

 

   - ขั้นตอนในการ ligate 
 

   ทําการ ligate DNA ที่บริสุทธิ์เขากบั pGEM – T Easy Vector System I 
(Promega, USA)  โดยนํา 2 X Rapid Ligation Buffer ปริมาณ 5 ไมโครลิตร รวมกับ pGEM – T 
Easy Vector ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และเอ็นไซม  T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร และผลิตภัณฑ 
PCR 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการ pipette   หลังจากนัน้บมที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา          
1 ชั่วโมง  และ บมตอที่อุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง   กอนนําไป transform  
กับ competent cell (ECOS 101, USA) 
    

    - ขั้นตอนในการเตรยีม Bacto Luria Bertani agar ที่จะใชในการ 
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 กอนนาํไปใช 
 

   - ขั้นตอน transformation เขาสู competent cell 
 

   นํา competent cell ผสมกับ ligate product แลวนาํไป heat shock ที่
อุณหภูมิ  42 องศาเซลเซยีส  นาน 45 วนิาที  และแชลงในน้ําแข็งทนัที เปนเวลา 2 – 3 นาที  กอน
นําเซลลไปเล้ียงตอในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacto Luria Bertani agar ที่ผสม ampicillin, IPTG และ 
X- gal  และนําไปบมที ่37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง จนเห็นโคโลนี        
  



  

   - ขั้นตอนในการสกัด Plasmid DNA 
 

   1. นําโคโลนีสีขาวที่ข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ไปเพาะเลี้ยงเชื้อตอใน Bacto 
Luria Bertani agar ที่ผสม ampicillin 100 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตรและนําไปบมที่ 37  องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

   2. นาํเชื้อ E. coli  colony ไปเพาะเชื้อลง Bacto Luria Bertani broth ที่
ผสม ampicillin 100 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร และนําไปบม ที่ 37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

                         3. สกัด plasmid DNA จากเชื้อ E. coli  ที่ข้ึนใน Bacto Luria Bertani 
broth ที่ผสม ampicillin 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดวยชุดสกัด QIAprep Miniprep Kit 
(QIAGEN, USA)   โดยนําเชื้อ E. coli  ที่ข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ มาปนเหวีย่งที่ 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 3 นาที  หลังจากนัน้ resuspend pellet bacteria cell ใน buffer P1 (ในชุดสกัด
สําเร็จรูป) ปริมาณ 250 ไมโครลิตร  มาปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที  แลวเติม 
buffer P2 ปริมาณ 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  และเติม buffer N3 ปริมาณ 350 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนั  แลว ปนเหวีย่ง ที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที   นํา supernatant ที่ไดผาน 
QIAprep spin column  ลางสิง่ปนเปอนดวย buffer PB 500 ไมโครลิตร และ buffer PE 750 
ไมโครลิตร  หลังจากนัน้ elute plasmid DNA ดวย buffer EB ปริมาณ 50 ไมโครลิตร  เก็บ 
plasmid DNA ที่สกัดไดไปเก็บที ่– 20 องศาเซลเซียส  กอนนําตรวจตอไป  
 

3.2.2.9 การตรวจตัวอยาง Plasmid DNA 
 

นํา Plasmid DNA ที่สกัดไดปริมาณ 5 ไมโครลิตร/ 1 ปฏิกิริยา PCR  โดยใช PCR 
test kit (Invitrogen, USA) และ specific oligonucleotide primers (CUVET_Taura)  โดย       
1 ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 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  ไปตรวจสอบดวยวธิ ี PCR (polymerase chain reaction) 
แลวนําเขาเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer Cetus 9600, CA , USA) ตามโปรแกรมที่ไดตั้ง
อุณหภูมิ เวลา และจาํนวนรอบไวดังนี ้ คือ ข้ันตอนในการ denaturation ใชอุณหภูมิที ่ 94        
องศาเซลเซยีส  15 วินาท ี  และข้ันตอน annealing ทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส  30 วินาที และ 
extension ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  1 นาท ีโดยมจีาํนวนรอบทั้งหมด 40 รอบ หลังจากนั้นเขา
สูข้ันตอน final extension ใชอุณหภูมิที ่ 68 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี แลวนําผลิตภัณฑ 
PCR ที่ไดไปวิเคราะหดวยวธิี gel electrophoresis แลวสง plasmid DNA ที่ไดไปสงหาลําดับเบสที่
บริษัท Pacific science, ประเทศไทย ( Big Dye Terminator Kit, Foster city, สหรัฐอเมริกา) 



  

3.2.2.10 การตรวจสอบขอมูลของลําดับเบสของเชื้อ Taura syndrome 
 

  นําขอมูลของลําดับเบสที่ไดจากการสง sequence มาวิเคราะหดวยโปรแกรม 
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 จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา 
 

ทําการสกัด DNA ในเนื้อเยื่อกุงตามวธิี Heat extraction (Wongtavatchai et al., 
2003) โดยนาํตัวอยางกุงบริเวณเหงือก ใสใน steriled plastic bag รวมกับ steriled ultrapure 
water ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร/ 0.1 – 0.5 กรัมของเนื้อเยื่อ  แลวบดดวย tissue grinder   หลงัจาก
นั้นนํา suspension ที่ได  ใสใน steriled eppendorf  กอนไปปนเหวี่ยงที ่10,000 รอบตอนาท ีเปน
เวลา 5 นาที  หลังจากนั้นนํา supernatant ที่ได  ใสใน steriled eppendorf  ใหม   แลวนาํ 
supernatant ไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีหลังจากนัน้นาํไป 
vortex ที่ความแรงสูงสุด ทาํซ้ําทั้งหมด 3 รอบ  แลวนาํ supernatant ที่ไดไปเก็บที ่ – 20 องศา
เซลเซียส กอนนําไปใชตอไป    
 

3.3.2.2 การสกัด DNA จากตัวอยางน้าํเลีย้งกุงขาวและกุงกลุาดํา 
 

นําตัวอยางน้าํเลี้ยงจากบอกุงขาวและกุงกลุาดําทีเ่ปนโรค ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 
ผาน filter ขนาด 0.45 ไมครอน  นํา filtrate และ สวนที่ติด filter membrane ไปสกัด DNA ตามวิธ ี
Heat extraction (Wongtavatchai et al., 2003) (อางองิจากขอ 3.3.2.1)   

 
 3.3.2.3 การสกดั DNA จากตัวอยางสัตวที่อาจเปนพาหะ 
 

นําสัตวที่สงสยัวาเปนพาหะจากบอกุงขาวและกุงกุลาดําที่เปนโรค ไดแก หนอน
แดง หอยเจดยี และจงิโจน้าํ มาอยางละ 3 - 5 ตัว/บอ  นาํไปสกัด DNA ตามวธิี Heat extraction 
(Wongtavatchai et al., 2003) (อางอิงจากขอ 3.3.2.1)   
 



  

3.3.2.4 การตรวจตัวอยาง DNA จากตัวอยางกุงขาวและกุงกลุาดํา, น้ําเลีย้ง 
และสัตวที่อาจเปนพาหะ  
 

นํา DNA ที่สกัดไดปริมาณ 13.5 ไมโครลิตร/ 1 ปฏิกิริยา PCR  โดยใช PCR test 
kit (Invitrogen, USA) และ specific oligonucleotide primers (commercial test Kit; 
Centext)  โดย 1 ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 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  ไปตรวจสอบดวยวธิ ี PCR (polymerase 
chain reaction) แลวนาํเขาเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer Cetus 9600, CA, USA) ตาม
โปรแกรมที่ไดตั้งอุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบไวดังนี ้  คือ  ข้ันตอนในการ pre-denaturation ใช
อุณหภูมิที ่ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 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 
เขาสูข้ันตอน final extension ใชอุณหภูมิที ่72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5  นาที แลวนําผลิตภัณฑ 
PCR ที่ไดไปตรวจหาดวยวิธ ีgel electrophoresis  
 

3.3.2.5 การวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis  
 

(อางอิงจากการวิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ของโรค Taura syndrome ในขอ 
3.2.2.6)  เหน็ผลิตภัณฑ PCR จากการใช commercial test kit (Centext) ที่ 232 base pair  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

ผลการตรวจวนิิจฉัยโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ดวยวธิีทาง     
อณูชีววทิยาในกุงขาว และ กุงกุลาดาํในระยะ Postlarvae และระยะเต็มวัย เปนระยะเวลา 11 
เดือน พบวา ตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome (TS) และ White spot 
syndrome (WSS) ในตัวอยางกุงอยางละ 12 บอ จากทั้งหมด 39 บอ (ตารางที่4.1)   

 
ตารางที่ 4.1 สรุปการตรวจตัวอยางกุงทีท่ําการศึกษา 

ผลการตรวจตัวอยาง 
ชนิดกุง แหลงตัวอยาง จํานวนบอ ระยะกุง 

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) 

รวมกุง 2 ชนิด 4 จังหวัด 39 บอ  12 บอ 12 บอ 
 
หมายเหต:ุ Pm  หมายถึง  Penaeus monodon    
  Lv  หมายถึง  Litopenaeus vannamei 

+  หมายถงึ ผล positive  
 -   หมายถงึ ผล negative  

 
 
 



  

เมื่อทําการศึกษาจากตัวอยางกุงขาวและกุงกุลาดําที่เลีย้งในฟารมเดียวกนั พบวา กุงขาว
และกุงกุลาดําในระยะ Postlarvae และระยะเต็มวัย ที่เพาะเลีย้งในฟารม สามารถติดเชือ้ไดทั้ง 
Taura syndrome และ White spot syndrome  จากการตรวจตัวอยางพบวากุงที่มกีารติดเชื้อไวรัส 
มีลักษณะแคระแกร็น แตกขนาด โดยวัดการแตกขนาดจากเปอรเซน็ตสัมประสิทธิค์วามแปรปรวน 
(% Coefficient of Variance, %CV) มีคาเทากับ เปอรเซน็ตคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน/คาเฉลีย่        
(% standard deviation / average) (รูปที ่4.1)  
  
 
 

  

1 2

 
รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะตวัอยางกุงทีท่ําการศึกษาวิจยั  
  1: การแตกขนาดของกุงกุลาดําทีเ่ลี้ยงในบอเดียวกนักบักุงขาว ซึ่งตรวจพบสารพนัธุกรรม 

     ของเชื้อไวรัส Taura syndrome และ White spot syndrome 
              2: การแตกขนาดของกุงขาวที่เลีย้งในบอเดียวกันกับกุงกุลาดํา ซึ่งตรวจพบสารพันธุกรรม 

     ของเชื้อไวรัส Taura syndrome และ White spot syndrome   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ตารางที่ 4.2  ตารางเปรียบเทียบความสัมพันธของเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของ 
        น้าํหนักกุงกับผลการตรวจวินจิฉัยโรคทางอณูชวีวทิยา 
 

กุง ผลการตรวจ
ตัวอยาง 

ลําดับ ตัวอยาง
ชุด / ID 

ชนิด อายุ
(วัน) 

แหลง    
ตัวอยาง 

อัตราการปลอยลูก
กุง 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   ตัวอยางที่เลีย้งรวมกันระหวางกุงขาวและกุงกุลาดําในบอเดียวกนั 
 
 
 
 
 



  

 
จากตารางที่ 4.2 พบวากลุมตัวอยางกุงทีเ่ปนโรค สวนใหญมีการแตกขนาด โดยม ี %CV 

สูงกวากลุมตวัอยางกุงที่ไมเปนโรค ที่อายุและอัตราการปลอยลูกกุงที่เลี้ยงเทากนั สภาพแวดลอม
การเลี้ยงเหมือนกนัและเลี้ยงในฟารมเดียวกัน (ลําดับที ่1 และ 7)  ถาภายในบอที่มกีารติดเชื้อและ
เลี้ยงรวมกนัระหวางกุงขาวและกุงกุลาดํา และมีผลรวมของอัตราการปลอยลูกกุงที่หนาแนนกวา  
พบวามี %CV สูงกวาบอที่มีผลรวมของอัตราการปลอยลูกกุงที่หนาแนนนอยกวา (ตารางที่4.2 
ลําดับที่ 2, 3, 5 และ 6)  นอกจากนี้การติดโรคทั้งสองโรคภายในบอเดยีวกนั  พบวาทําใหกุงมีการ
แตกขนาดเพิม่มากกวากุงที่ติดโรคเพียงชนิดเดียว (ตารางที ่ 4.2 ลําดับที ่ 4)  และจากตารางที่ 4.3 
พบวาเมื่อระยะเวลาในการเลี้ยงนานขึ้น กุงที่เปนโรคจะมีการแตกขนาดมากขึ้น โดยดูจาก %CV ที่
เพิ่มข้ึน (ตารางที่ 4.3 ลําดับที่ 2, 3, 5, 6 และ 7) นอกจากนีเ้มื่อทาํการศึกษาเพิม่เตมิโดยตรวจโรค
ทั้งสองในกุงกลุาดําและกุงขาวตัวเดยีวกนั พบสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสทั้งสองชนดิในกุงปวยตัว
เดียวกนั สวนในการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทัง้สองชนิดในน้าํเลี้ยง พบวามีการปนเปอน
ของสารพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ําที่ใชเพาะเลี้ยง (ภาคผนวก ค ตารางที ่1 - 2) และเมื่อตรวจซ้ํา
น้ําเลีย้งในบอเดิมหลังจากเลี้ยงกุงชุดใหม พบวายงัคงตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัสในน้าํ 
(ภาคผนวก ค ตารางที่ 3 และ 5)  และในการตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสในสัตวที่อาจเปน
พาหะ ไดแกหนอนแดง หอยเจดีย และจิงโจน้ําจากฟารมที่ตรวจพบโรค ผลปรากฏวาไมพบสาร
พันธกุรรมของเชื้อไวรัสในสัตวทัง้สามชนิด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

 
ตารางที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนและผลการตรวจโรคของ 

       ตัวอยางกุงที่เลี้ยงบอเดียวกนัและฟารมเดียวกันในจังหวัดฉะเชงิเทราดวยวิธี PCR  
       ตรวจเมื่อวันที่ 1 และ 10 เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 
 

1 มีนาคม 2547 10 มีนาคม 2547 
ลําดับ ตัวอยาง       

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 ไมมีตัวอยาง 

+     หมายถงึ    ผล positive  
              -     หมายถงึ    ผล negative         

ตัวอยางกุงชุดเดียวกนัแตระยะเวลาเลี้ยงตางกนั 10 วนั :  
 (E22 / F29), (E23 / F30), (E24 / F32), (E25 / F33), (E26 / F34), (E27 / F35)     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

4.1 การศึกษาทางจลุพยาธวิิทยา (Histopathology) 
 

 จากการตรวจตัวอยางพบรอยโรคของกุงขาวและกุงกุลาดําที่ติดเชื้อ Taura syndrome มี
จุดดํา (melanized) ที่เปลือก และแพนหางแดง (รูปที่ 4.2)  การศึกษาทางจลุพยาธิสภาพ พบการ
ตายของ haemopoietic cell ที ่ lymphoid organ (รูปที ่ 4.3)   ซึ่งแสดงวากุงอยูในระยะ chronic 
phase โดยกุงอาจจะตาย หรือไมตายได แตยังคงเปนพาหะแกกุงบออ่ืนภายในฟารมได นอกจากนี้
ยังพบ intracytoplasmic inclusion bodies ซึ่งยอมติดสี eosinophilic จนถึง darkly basophilic 
(รูปที่ 4.3)  สวนกุงที่เปนโรค White spot syndrome พบจุดขาวที่ใตเปลือกทั่วตวั (รูปที่ 4.4)  และ
เมื่อศึกษาทางจุลพยาธิสภาพ พบ basophilic hypertrophied nuclei ที่เนื้อเยื่อเหงือกและแพน
หาง ซึง่ยอมติดสี basophilic(รูปที่ 4.5) นอกจากนี้ยังตรวจพบวาในกุงปวยตัวเดียวกันทัง้กุงกุลาดาํ
และกุงขาว  สามารถติดโรคไดทั้งสองโรคภายในตัวเดยีวกันได (รูปที่ 4.6 และ 4.9) 



 

 

 

  

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

 

 

 

วรัส Taura syndrome  
ือกในกุงกุลาดาํ(ลูกศรชี้)และตรวจพบสารพนัธุกรร
ome 
ือกกุงขาว(ลูกศรชี้)และตรวจพบสารพันธุกรรมของเ
e  
งในกุงขาว(ลูกศรชี้)ที่ติดเชื้อ Taura syndrome 
กุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome 
2

 

3
 4
5
 6
  

มของ  

ชื้อ  



 

 
 

  1 2
 
 

 
3 4 

 
รูปที่ 4.3 แสดงจุลพยาธิสภาพของเนื้อเยือ่กุงที่ติดเชื้อไวรัส Taura syndromeเมื่อยอมดวย  
              hematoxylin – eosin stain  

  1 : เนื้อเยื่อบริเวณทางเดนิอาหารของกุงที่ตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัส  
        (กําลงัขยาย 40 เทา)  
  2 : แสดงจุลพยาธิสภาพของ lymphoid organ ของกุงปกติ (กําลังขยาย 100 เทา) 
  3 : พบลักษณะ intracytoplasmic inclusion bodies ที ่lymphoid organ ของกุงปวย  
       ซึ่งยอมติดสี eosinophilic จนถึง darkly basophilic (ลูกศรชี้) (กําลังขยาย 400 เทา) 
  4 : พบการตายของ haempoietic cell ที ่lymphoid organ ของกุงปวย (ลูกศรชี้)  
        (กําลงัขยาย 400 เทา)  

 
 
 
 



 

 

 

รูปที่ 4.4 แสดงรอยโรคบนตวักุงกุลาดาํที่ต
    1 : จุดขาวที ่carapaceในกุงกลุ

      White spot syndrome ในเน
 3 : จุดขาวที่เปลือกทั่วตวัในกุงก
      White spot syndrome ในเน

 
 
 

 

รูปที่ 4.5 แสดงจุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
 hematoxylin – eosin stain 
1 : แสดงลักษณะ basophilic hy
     แพนหางในกุงที่ตรวจพบสาร
     (กาํลังขยาย 100 เทา) 
2 : แสดงลักษณะ basophilic hy
    เหงือกในกุงที่ตรวจพบสารพัน
    (กําลังขยาย 400 เทา)  
1
        

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

 
กุงที่ติดเชื้อไวรัส White spot syndrome เมื่อยอมดว

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 แสดงรอยโรคบนตัวกุงขาวและก
  White spot syndrome  
             1: รอยโรคจุดดําที่เปลือกในกุงข
                 Taura syndrome และ White
           2 : รอยโรคจุดดําที่เปลือกกุงกุลาด
                Taura syndrome และ White
 
4.2 การศึกษาทางอณูชีววทิยา (Molec
  

 ในการตรวจวนิิจฉัยโรค Taura 
พาหะทั้งสามชนิด ดวยวิธ ีOne - step re
PCR)   โดยใช OIE Marker (ประกอบ
CUVET_Taura Marker (ประกอบดวย P
ขนาด 231 bp และ 370 bp ตามลําดับ(ร
พบสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสไปหาสายพ
CUVET_Taura Marker มาทําการ clon
จากนั้นนํา plasmid DNA ที่ไดไปตรวจ
White spot syndrome ดวยวิธ ี  polym
(Centext)  แลวนําผลิตภณัฑ PCR ที่ได
bromide  แลววิเคราะหผลดวย UV illum
4.8, 4.9 และ 4.11)      
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ุงกุลาดาํที่ติดเชื้อทั้ง Taura syndrome และ  

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

 spot syndrome 

ular diagnosis) 

syndrome จากตัวอยางกุง น้ําเลี้ยงและสัตวที่อ
verse transcriptase polymerase chain reaction
ดวย Primer 9195 และ 9992) (OIE, 2003) 

rimer TSV_F1 และ Primer TSV_R2) ไดผลิตภัณฑ
ูปที่ 4.7, 4.9 และ 4.10)     หลงัจากนัน้นาํตัวอยาง
นัธุของเชื้อไวรัส โดยนาํผลิตภัณฑ PCR 

e เขาสู plasmid และ transform เขาสู compete
ดวยวธิี PCR กอนสงหาลําดับเบส สวนในการตร

erase chain reaction (PCR)   ใช commercial t
 ไปวิเคราะหดวย 2% agarose gel ที่ผสมดวย eth
inator  ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 232 base pai
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ที่ 4.7 แสดงการวิเคราะหแถบ DNA จากวิธี RT-PCR ในการต
ัวอยางกุงจงัหวัดฉะเชิงเทรา 10 ตุลาคม 2546 [1: กุงขาว1 
ัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 มีนาคม 2547 [1: กุงดํา6
ัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 10 มีนาคม 2547 [1และ4
และ5: กุงดํา5 (OIE และ CUVET_Taura Marker); 3และ6:
ัวอยางกุงจากจังหวัดสมุทรสาคร 10 พฤษภาคม 2547 [1: P
arker)] 
ัวอยางกุงจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 13  กรกฎาคม 2547 [1แล
และ4: กุงขาว8 (CUVET_Taura Marker)] 
e M: 100 bp Marker; N : H2O control                 
1

    

 

70 bp 
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รวจโรค Taura syndrome  
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ที่ 4.8 แสดงการวิเคราะหแถบ DNA จากวิธี PCR ในการ
         1: ตัวอยางกุงจังหวัดตราด 1 กุมภาพันธ 2547(1:ก
             4:กุงดํา5_100วัน; 5:กุงขาว6_30วัน) 
         2: ตัวอยางกุงจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 มีนาคม 2547 (
         3: ตัวอยางกุงจังหวัดฉะเชิงเทรา 10 มีนาคม 2547
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         Lane M: 100 bp Marker;   N : H2O control;   P
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รูปที่ 4.9 แสดงการวิเคราะหแถบ DNA จากวิธ ีRT-P
             แถบ DNA จากวธิี PCR  ในการตรวจโรค W
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4.2.1 ขอมลูลําดับเบสของผลิตภัณฑ PCR จากเชือ้ Taura syndrome virus  
  

นําตัวอยางทีท่ําการ clone DNA และสกัด Plasmid สงไปหาลําดับเบส (ตารางที่ 4.4 – 
4.15) 

 
ตารางที่ 4.4 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1  
        เดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 (ใหชื่อวา CLO_OCTcu)(ภาคผนวก ฉ รูปที่ 1) 
 

CLO_OTCcu 
(355bp) 
 
 
 
 
 

CGCGATGTGCCAGGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTATTT 
CAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCAT 
TGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAG 
CCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTT 
TCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCA 
GGATACGAAGGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCTCATTG 
TACTTTACGAACACTACCACTGGTAGAAGGCACAGACCAGCTTATGC 
CGGACTGCCTGGGGGAACATCGGTAAAA 

 

 
 
 
ตารางที่ 4.5 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1 เดือน 

       มนีาคม พ.ศ. 2547 (ใหชื่อวา B4MAR01T) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 2) 
 

B4MAR01T 
(354 bp) 
 
 
 
 
 

AGCACTCTCGTGACCGCGTAGGCAATTGCTATCTGATCCGCTTATC 
TCAGCTTCGAACAGTATCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGC 
ATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGC 
AGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCAC 
TTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTA 
CTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTC 
TCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCACAGACCA 
GCTTATGCCGGACTGCCTGGTGGAACTCGGTAGG 
 

 



 

ตารางที่ 4.6 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือน 
       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS5_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 3) 
 

BS5_TSV 
(326 bp)  
 
 
 
 
 
 

GGCCGAATGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCTTCGACAG 
TCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGGAGCAATTTGG 
AGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGCCATCGGCTTCAA 
TTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTG 
CTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCAGGATACGAAAGTG 
TCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCTCATTGCACTTTACGAACAC 
TACCACTGGTAAAAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCTG 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.7 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือน 

       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B6MAR01_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 4) 
 

B6MAR01_TSV  
(338  bp) 
 
 
 
 
 
 

CGAGATGTGCCCAGGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTA 
TCTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGT 
GCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTA 
AAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAG 
CCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTT 
ACGTTACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGG 
TGTATTCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCA 
CAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCG 
 

 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.8 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือน 
       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR01_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 5) 
 

B8MAR01_TSV  
(355  bp) 
 
 
 
 
 
 
 

CGAGATGTGCCAGGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTAT 
CTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGT 
GCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTA 
AAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAG 
CCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTT 
ACGTTACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGG 
TGTATTCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCAC 
AGACCAGCTTATGCCGGACTGCCGGTAAGAAACTCGGTAAAA 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.9 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 10 เดือน 

       มนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS4_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 6) 
 

WS4_TSV  
(325 bp) 
 
 
 
 
 

GGCCGATTGTCATTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCTTCGACAG 
TCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGGAGCAATTTGG 
AGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGCCATCGGCTTCAA 
TTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTG 
CTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCAGGATACGAAAGTG 
TCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCTCATTGCACTTTACGAACAC 
TACCACTGGTAAAAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCT 

 
 
 



 

ตารางที่ 4.10 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 10  
         เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B5MAR10_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 7) 
 

B5MAR10_TSV  
(346 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

CGCAATGTGCCAGGCCGATTGCATTTCCGTTCTCAATCCACTTAT 
CTCAGCTTCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTG 
CATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAA 
GCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCC 
ACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGT 
TACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTAT 
TCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCACAGACC 
AGCTTATGCCGGACTGCCTGTAGAAACT 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.11 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 10  

         เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS8_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 8) 
 

BS8_TSV 
(323 bp)  
 
 
 
 

GCCGATTGTCTTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCTTCGACAGTCTC 
TCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGGAGCAATTTGGAGGTT 
GCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCA 
GCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTA 
TCAGGAACACTGTTTACGTTACTCCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGG 
GAAGCTGACGGTGTATTCTCATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGT 
AAAAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCT 

 
 
 



 

ตารางที่ 4.12 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 10  
         เดือนมนีาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR10_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 9) 
 

B8MAR10_TSV  
(343 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

TGTGCCAGGCCGATTGTCTTTCCGTTCTCATCCACTTATCTCAGCT 
TCGACAGTCTCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGTGCATTGG 
AGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCTAAAGCAGC 
CATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGGAGCCCACTTT 
TTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACTGTTTACGTTACT 
CCAGGATACGAAAGTGTCTTTGGGGGAAGCTGACGGTGTATTCT 
CATTGCACTTTACGAACACTACCACTGGTAAAAGGCACAGACCA 
GCTTATGCCGGACTGCCTGTAGAAACTCGG 
 

 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.13 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกุลาดํา จังหวดัสมุทรสาคร ณ วันที่ 15  
                     เดือนพฤษภาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา PST_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 10) 
 

PST_TSV  
(360 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

ACCAGCATGCATCCACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACC 
TGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTACCGAGTTCACCAGGC 
AGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTACACACGTCATACAATGG 
CCGGTACAGAGGGCTGCCAACCCGCGAGGGGGAACCAATCCCAG 
AAAACCGGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCCTGA 
AGTCGGAATCTCTAATAATCGCGGATCAACTTGCCGCGGTGAATAC 
GTTCCCGGGTCTTGTACAGACCGCCCGTCTCACCATGGGAGCGGG 
TTCTGCCGCAGGTAGTTAACCTAACCGCAGGGATGGCCATTAC 
 

 



 

ตารางที่ 4.14 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่13  
         เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS5JUL13_TSV) (ภาคผนวก ฉ รูปที ่11) 
 

WS5JUL13_TSV  
(343 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

GGAATTCTGCCGAGTCGGATACATTACATATCAGAATCCCTTGT 
CTCAGCTTCGACAGTATCTCCTAATATTGTCATGTATCCTTGGGT 
GCATTGGAGCAATTTGGAGGTTGCTGAACCAGGTACGCTTGCT 
AAAGCAGCCATCGGCTTCAATTATCCAGCAGATGTTCCTGAGG 
AGCCCACTTTTTCAGTAACGCGTGCTCCAGTATCAGGAACACT 
GTTTACGTTACTCCAGGATACGAAGGTGTCCTTGGGGGAAGCC 
GACGGTGTATTCTCATTGTACTTTACGAACACTACCACTGGTAG 
AAGGCACAGACCAGCTTATGCCGGACTGCCTGGTGAACTCGG 
TAAG 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4.15 แสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่13  
                     เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา 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 ในสวนของ VP1 ของเชื้อไวรัส Taura 
syndrome virus จากตัวอยางที่เก็บไดระหวางทําการศกึษา กับลําดบัเบสของไวรัสชนิดนี้ สายพันธุ
อ่ืนในขอมูล Genebank ซึ่งประกอบดวย 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)  โดยการใชโปรแกรม Genetyx พบ
วา ลําดับเบสของไวรัสตัวอยางทีท่ําการศึกษาจัดอยูในกลุมเดยีวกนักับสายพนัธุไวรัสของประเทศ
ไตหวัน โดยพบวามีความเหมือนมากกวาสายพนัธุจากอเมริกาและเม็กซิโกตามลําดับ (รูปที่ 4.12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

นี้ 

สายพันธุไตหวัน 

สายพันธุฮาวาย 

สายพันธุเม็กซิโก 

สายพันธุเม็กซิโก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12  แสดง Phylogenetic tree (Neighbor joining tree) และ Bootstrap number ที่กิ่งข
       ตนไม แสดงความสัมพันธของเชื้อไวรัส Taura syndrome ในตัวอยางกุงที่ทําการศ
                คร้ังนี้กับสายพันธุอ่ืนๆ  โดยการวิเคราะหลําดับเบสของสวน VP1 ของเชื้อไวรัส  
      Taura syndrome TS ที่มีขนาด 327 bp 
 
 
 

สายพันธุที่
ศึกษาในครั้ง
อง 
ึกษา 



 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจยั 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้ พบวากุงขาวและกุงกลุาดําทีเ่พาะเลี้ยง สามารถติดโรคไดทั้ง Taura 
syndrome และ White spot syndrome และในกุงปวยตัวเดียวกัน สามารถตรวจพบสารพนัธกุรรม
ของเชื้อไวรัสทัง้สองชนิดได การทีกุ่งมกีารติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในบอเดียวกนั  นาจะเปนสาเหตุ
หนึง่ของการแตกขนาดของกุงที่เลี้ยงในบอนั้น นอกจากนี้ยงัตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทั้ง
สองชนิดปนเปอนในน้ําเพาะเลี้ยงกุง  โดยเมื่อเลี้ยงกุงชุดใหม ยงัคงตรวจพบสารพันธกุรรมของเชื้อ
ไวรัสในน้ําที่เพาะเลี้ยงได   และวิธทีี่ใชในการศึกษาทางอณูชีววทิยาครั้งนี้ ยังสามารถใชตรวจเชื้อ  
ไวรัส Taura syndrome ไดในกุงระยะ Postlarvae  
 

 ในการศึกษาหาสายพนัธุของ Taura syndrome virus จากผลิตภัณฑ PCR ที่ใช 
CUVET_Taura Primer พบวาเชื้อไวรัสที่ระบาดอยูในฟารมเปนสายพนัธุใกลเคียงกบัสายพนัธุไวรัส
ของประเทศไตหวนัมากกวาสายพนัธุจากอเมริกาและเม็กซิโก  แสดงใหเห็นวาการเกิดโรค Taura 
syndrome ในกุงทะเลที่เลี้ยงในประเทศ มาจากเชื้อไวรัสสายพนัธุของประเทศไตหวนั  
 

 สวนในการศึกษาจุลพยาธิสภาพของกุงขาวและกุงกุลาดาํที่เปนโรค พบวากุงทั้งสองชนิดที่
เปนโรค Taura syndrome มีลักษณะ intracytoplasmic inclusion bodies ที่ lymphoid organ 
และพบการตายของ haemocyte สวนกุงที่เปนโรค White spot syndrome พบลักษณะ 
basophilic hypertrophied nuclei ที่เนื้อเยื่อเหงือกและแพนหาง 
 
5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
 

  ในการศึกษาครั้งนี้ ทําการตรวจวินิจฉัยโรคทั้งสองดวยเทคนิคทางอณูชีววทิยา ซึง่เปนวธิีที่
มีความไวและจําเพาะสงู ใชเวลาไมนานเมื่อเทียบกับวธิีอ่ืน และอาจจะประเมนิการติดเชื้ออยาง
คราวๆวามกีารติดเชื้อมากหรือนอยโดยสังเกตจากความบางหรือหนาของแถบผลิตภัณฑ PCR ที่ได
จากการวิเคราะหดวย 2% agarose gel electrophoresis   จากรายงานของ Magbanua และ
คณะ (2000) พบวาในการตรวจการติดเชื้อของ White spot syndrome ดวยวิธ ี PCR และ 
antibody (Ab) – based Western blot assay นั้น   วิธ ีPCR มีความไวมากกวาการตรวจสอบดวย
วิธี antibody (Ab) – based Western blot assay    นอกจากนี้ การตรวจดวยวิธทีางอณูชีววทิยา
ยังสามารถตรวจการเกิด co-infection ของโรคในกุงไดในระยะเวลาอันสัน้ ทาํใหลดโอกาสของการ
สูญเสียที่อาจเกิดขึ้นได 



 

 จากการทดลองของ Tsai และคณะ(2002) ที่ตรวจสอบโรค Taura syndrome และ White 
spot syndrome ดวยวิธ ี  Multiplex reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-
PCR) ในกุงขาว ใช primer ทั้งหมด 3 ชุด ประกอบดวย Primer 9195F/9992R (Taura 
syndrome), 94F2/R2 (White spot syndrome) และ ITS F/28S R (internal control)  สามารถ
ตรวจกุงที่มีการเกิด co-infection ระหวางโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ได
ในเวลาเดียวกนั 
 

 การตรวจวนิิจฉัยทางอณูชีววิทยา ยงัสามารถนาํมาใชตรวจพอแมพนัธุที่จะนําเขาวาปลอด
จากโรคหรือไม  เนื่องจากเปนวิธทีี่ใชเวลาไมนาน และไมทําใหสัตวตาย  และยังนํามาใชตรวจลูกกุง
กอนปลอยลงสูบอดิน รวมถึงน้ําที่จะนํามาใชในการเพาะเลี้ยง  ทาํใหลดโอกาสการเกิดโรครวมถึง
ความสูญเสียที่จะเกิดขึ้นได  แตวธิีการตรวจนี้มีขอเสีย คือ ในการเก็บรักษาตวัอยางกอนสงตรวจ 
ถาทาํการเก็บรักษาตัวอยางไมดีพอ โดยเฉพาะในการเก็บตัวอยางเพือ่ตรวจโรค Taura syndrome 
ซึ่งเปน RNA virus  อาจทาํใหตรวจไมพบเชื้อและอานผลผิดพลาดได ฉะนั้นในการเลือกวิธกีาร
ตรวจตองสัมพันธกับวธิีในการเก็บรักษาตัวอยาง และขนาดหรืออายขุองกุงวาเหมาะกับวิธีใด เพื่อ
ใหไดผลที่ถูกตองมากที่สุด   
 

 จากการตรวจวินิจฉัยโรค Taura syndrome และ White spot syndrome ดวยวิธีทางอณู
ชีววทิยาที่ใชในการศึกษาครัง้นี้สามารถนาํมาใชตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้าํ โดยใชวธิี
การสกัดสารพนัธุกรรมวธิีเดยีวกับเนื้อเยื่อกุง  สามารถตรวจพบการปนเปอนของสารพันธุกรรมของ
เชื้อไวรัสทั้งสองชนิดในน้าํ   ในการศึกษาครั้งนี้ไดใชสวน filtrate และสวนที่ติดอยูบน filter 
membrane มาตรวจสอบหาสารพนัธุกรรม  และเมื่อทาํการวิเคราะหแถบ DNA บน 2% agarose 
gel electrophoresis พบวาสารพนัธกุรรมที่ไดจากสวน filtrate จะใหผลิตภัณฑ PCR ที่บริสุทธิ์
มากกวาสวนที่ติดบน filter membrane โดยพบวาสารพนัธกุรรมที่ติดบน filter membrane ให 
non-specific band มากกวา  ซึ่งวิธีในการตรวจตัวอยางน้าํจากการศกึษาครั้งนี้ สามารถทีจ่ะนาํไป
ใชตรวจเปนประจําในฟารมได 
 
 

 การศึกษาครั้งนี้พบวากลุมตัวอยางกุงที่เปนโรค และตรวจพบเชื้อไวรัสจะมีการแตกขนาด 
โดยมี %CV สูงกวากลุมตัวอยางที่ไมเปนโรค ที่อายุและอัตราการปลอยลกูกุงที่เลี้ยงเทากัน สภาพ
แวดลอมการเลี้ยงเหมือน กนั  และเลีย้งในฟารมเดียวกนั แตถาภายในบอที่มกีารตดิเชื้อเหมือนกนั 
แตมีผลรวมของอัตราการปลอยลูกกุงทีห่นาแนนกวา จะพบวาม%ีCVสูงกวาบอที่มีอัตราการปลอย
ลูกกุงที่นอยกวา เนื่องมาจากวาอัตราการปลอยลกูกุงมีผลทาํใหกุงเครียดและติดโรคไดงายขึน้ 
(Jory, 1999) นอกจากนีพ้บวากุงขาวและกุงกุลาดําที่ตดิเชื้อไวรัสTaura syndrome และ White 
spot syndrome มี %CV ที่เพิม่ข้ึน เมื่อระยะเวลาในการเลี้ยงเพิ่มข้ึน  เนื่องจากกุงที่ติดเชื้อแตรอด
ตาย  มีการเจริญเติบโตที่ชา  สวนกุงบางสวนที่ไมติดเชือ้ สามารถเจรญิเติบโตตอไปได     ทาํให



 

ขนาดและน้าํหนกัตัวของกุงในบอ   แตกตางกนัมากขึน้  และเมื่อเลีย้งตอไป พบวากุงที่เลีย้งจะติด
เชื้อมากขึน้ เนื่องมาจากกุงที่ติดเชื้อและรอดตายนัน้ เปนพาหะที่สําคัญของโรคทําใหเกิดการแพร
กระจายของโรคภายในบอได รวมถึงการกนิซากกุงที่ติดเชื้อ  ทําใหติดโรคได โดยซากกุงที่ติดเชือ้
เปนสิ่งสาํคัญที่ทาํใหมกีารปนเปอนของสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ําที่เพาะเลีย้งกุง ซึง่ถาฟารม
ที่เพาะเลีย้งไมมีการบําบัดน้าํที่ใชเพาะเลี้ยงกอนนาํกลับมาใชหมุนเวียนภายในฟารม รวมถงึการ
บําบัดกอนปลอยลงสูแหลงน้ํา อาจเปนสาเหตหุนึง่ทีท่าํใหเกิดการแพรระบาดของโรคภายในฟารม
และบริเวณใกลเคียงได นอกจากนี้การแพรกระจายของโรคไปกับน้าํที่มีการปนเปอนของเชื้อ อาจ
มาจากพาหะที่เปนตวันาํเชือ้ไวรัสได    
 

 จากรายงานของ Supamattaya และคณะ (1997) พบวาปูมา (Portunus pelagicus)      
ปูทะเล (Scylla serrata) และเคย (Acetes sp.)  ที่กนิอาหารทีม่ีเชื้อไวรัส White spot syndrome 
ผสมอยู สามารถเปนพาหะของโรคไดโดยตัวมันเองไมแสดงอาการของการติดเชื้อ นอกจากนี้อาจ
มาจากหอยทีอ่ยูในบอเลี้ยงกุง หรือแมลง (Kasonchandra et al., 1998; Gabriel and Felipe, 
2000) หรือในกรณีของ Taura syndrome จะมาจากมูลของนกทีก่ินกุงที่ติดเชื้อ (Garza et al., 
1997)  ซึง่ลวนเปนสาเหตุสําคัญที่ทาํใหเกิดการแพรกระจายของโรคได     
 

 ในการศึกษาครั้งนีท้ําการตรวจสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัส Taura syndrome และ White 
spot syndrome ในสัตวทีอ่าจเปนพาหะภายในฟารม ไดแก จิงโจน้าํ  หอยเจดีย  และไสเดือน     
ผลการตรวจไมพบสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัสในสัตวทั้งสามชนิด   แตตรวจพบการปนเปอนของ
สารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทัง้สองชนิดในน้าํที่ใชเพาะเลี้ยงทกุบอ โดยพบวาผลการตรวจคุณภาพ
น้ําในบอไมสามารถแสดงตัวชี้วัดของคุณภาพน้ําที่เกีย่วของกับการเกิดโรค (ภาคผนวก ง ตารางที่
1)  นอกจากนี้ยงัตรวจพบการปนเปอนในน้าํที่ใชเลีย้งในกุงชุดใหม เนื่องจากภายในฟารมทีท่ําการ
ศึกษา (ภาคผนวก จ รูปที่1)   มีการบําบัดน้าํที่ไมดีพอ โดยนําน้าํที่ใชหลังจากจับกุงขายเขาบอพัก 
แลวปลอยใหปลากนิซากกุง และเมื่อเลีย้งกุงชุดใหม จะนําน้ําจากบอพักเขาในบอเลี้ยง จึงเปน
สาเหตทุี่ทาํใหน้ําที่ปนเปอนสารพันธุกรรมไวรัสยังคงอยูภายในฟารม และเปนสาเหตุสําคัญทีท่ําให
เกิดการแพรกระจายของโรคภายในฟารม  และอาจทําใหเกิดการแพรระบาดของโรคในบริเวณใกล
เคียงไดถามกีารปลอยน้าํทีป่นเปอนสารพันธกุรรมออกสูแหลงน้ําธรรมชาติ ฉะนัน้ถาตรวจพบการ
ปนเปอนของสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในน้ํา ควรพกัน้าํและบําบัดน้าํกอนที่จะนาํมาใช หรือกอน
ปลอยออกสูแหลงน้ําตอไป โดยวิธกีารบําบัดอาจใชสารเคมีในการบําบัด ไดแก การใชแคลเซียมไฮ
โปคลอไรท ทีค่วามเขมขนอยางนอย 20 ppm ในการบําบัดน้าํที่ปนเปอน (Chanratchakool and 
Phillips, 2002)  รวมกับการบําบัดโรคในลูกกุงที่ติดเชือ้ เพื่อลดการแพรกระจายของโรค จากราย
งานการวิจัยของพรเลิศ และคณะ (2540) พบวาการใชฟอรมาลนิความเขมขน 100 – 150  ppm   



 

แชลูกกุงที่ติดเชื้อนาน 30 – 60 นาท ี กอนทาํการคัดแยกลูกกุงออนแอที่ติดเชื้อบางสวนออกไป ชวย
ลดปริมาณลูกกุงที่ติดเชื้อ White spot syndrome ได   
 

 ในการนํากุงขาวและกุงกุลาดํามาเลีย้งรวมกันภายในบอเดียวกนันัน้ เปนการทําใหโรค 
Taura syndrome ที่คาดวามาจากกุงขาว และยังไมพบมีรายงานการเกิดโรคในกุงกุลาดําที่เลี้ยง
ประเทศไทย และ White spot syndrome ทีค่าดวามาจากกุงกุลาดํา มกีารขามสายพนัธุของเชื้อ  
ไวรัสจากกุงสายพนัธุหนึ่งมายังอกีสายพนัธุหนึง่ แลวทาํใหเกิดความเสียหายได  จากการศึกษาพบ
วากุงขาวและกุงกุลาดําที่เลีย้งรวมในบอเดียวกนั ตรวจพบสารพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสไดทั้ง Taura 
syndrome และ White spot syndrome ในกุงทัง้สองชนิด และพบวาภายในกุงตวัเดียวกนั 
สามารถติดเชือ้ไดทั้งสองโรค  และเมื่อเลี้ยงตอไป พบวาทัง้กุงกลุาดําและกุงขาวตายหมดทัง้บอ    
ซึ่งอาจเปนไปไดวาเมื่อเกิดโรครวมกัน ทาํใหความรุนแรงของโรคเพิ่มข้ึน ควรจึงมกีารศึกษากลไกใน
การเกิดโรครวมกันตอไป 
 

 จากการศึกษาพบวากุงกุลาดําที่เปนโรค Taura syndrome มีอาการและรอยโรคเชนเดียว
กับกุงขาว โดยพบวามกีารกินอาหารลดลง เปลือกนิ่ม แพนหางแดง (Yu and  Song, 2000) และ
พบจุดดํา (melanized) ที่เปลือกทั่วตวั เชนเดียวกับรายงานของ Brock และคณะ (1997) ทีพ่บจุด
ดําที่เปลือกในกุงขาวระยะ juvenile ที่เปนโรค Taura syndrome ในประเทศสหรฐัอเมริกา  เมือ่นํา
กุงปวยมาศึกษาทางจุลพยาธิสภาพ พบ intracytoplasmic inclusion bodies และมี necrosis 
ของ haemocyte ที ่ lymphoid organ (Zarain-Herzberg and Acencio – Valle, 2001; Zarain-
Herzberg, 2003)  สวนในกุงขาวและกุงกุลาดําที่เปนโรค White spot syndrome นั้น มีอาการปวย
เชนเดียวกนั แตไมพบรอยโรคในกุงขาวที่ตรวจพบเชือ้ แตพบรอยโรคลักษณะจุดขาวที่ใตเปลือก
สวนหัว (carapace) และเปลือกทัว่ลําตัวในกุงกุลาดํา สอดคลองกับรายงานของ  Tapay และ
คณะ(1997)  พบวากุงขาว (P. vannamei) และกุงฟา (P. stylirostris)  ที่ติดเชื้อไวรัส White spot 
syndrome ไมพบจุดขาวทีใ่ตเปลือกเชนเดียวกนักับกุงกุลาดําและกุงลายเสือ (P. japonicus) ที่
เปนโรค White spot syndrome แตทําใหมีอัตราการตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต  เมื่อศึกษาทางจุล
พยาธิสภาพจากกุงปวยที่เปนโรค White spot syndrome พบ basophilic hypertrophied nuclei 
ที่เยื่อบุทั่วรางกาย 
  

 การตรวจทางอณูชีววทิยา โดยเลือกใช Primer ที่ออกแบบขึ้นในครั้งนี้ คือ CUVET_Taura  
และนําเอาผลติภัณฑ PCR ที่ไดไปวเิคราะหหาลาํดับเบส ซึง่เปนสวนของยนี VP1 ที่เปนสวนของ 
viral capsid ซึ่งมีความแตกตางกนัของแตละสายพันธุ ทาํใหสามารถศึกษา phylogenetic 
relationship ของไวรัส Taura syndrome ได   ในการศึกษาครั้งนี้พบวาสายพนัธุที่พบมีความใกล
เคียงกับกับสายพนัธุไวรัสของประเทศไตหวัน โดยมีความเหมือนกันมากกวาสายพันธุจากอเมรกิา
และเม็กซิโกตามลําดับ  เปนไปไดวากุงทีน่ําเขามาสวนใหญเปนสายพันธุที่มาจากประเทศไตหวนัที่



 

เคยมีประวัติการระบาดของโรคนี้ แลวมกีารลักลอบนาํเขากุงที่ไมไดมีการตรวจสอบวาปลอดจาก
โรคหรือไม  ซึ่งเปนสาเหตุหนึ่งที่ทาํใหโรค Taura syndrome ที่เปนโรคในกุงแถบอเมริกา เขามากอ
ใหเกิดความเสียหายในกุงทวีปเอเชีย เชนเดียวกับรายงานของ Yu และ Song (2000) ที่พบการ
ระบาดครั้งแรกของ Taura syndrome ในประเทศไตหวนั คาดวามาจากการนําเขาพอแมพันธุที่ผิด
กฎหมายจากประเทศปานามา หรือประเทศแถบอเมรกิากลาง ทาํใหติดเชื้อในลูกกุงหรือเกิดการ
แพรกระจายลงสูแหลงน้าํแลวเกิดการแพรระบาดของโรค รวมถงึอาจติดจากกุงแชแข็ง (frozen 
shrimp) ที่นาํเขาได โดยสอดคลองกับผลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี ้ โดยสายพันธุไตหวนัมีความใกล
เคียงกับสายพนัธุอเมริกามากกวาเม็กซิโก นอกจากนี้ยงัพบวาเมื่อระยะเวลานานขึ้นพบวามีการ
แตกตางของสายพนัธุมากขึน้ โดยสายพันธุไทยที่พบในการศึกษาครั้งนี้มวีิวัฒนาการมาจากสาย
พันธุไตหวนั และสายพนัธุไตหวนัมวีิววิัฒนาการมาจากสายพนัธุฮาวาย  โดยพบวาเชื้อไวรัสมี
วิวัฒนาการเพิม่ข้ึน ตางจากตนแบบเพิ่มข้ึน ซึ่งอาจกอใหเกิดปญหาทีรุ่นแรงมากขึน้ได ดังนั้นในการ
ปองกนัไมใหเกิดการแพรกระจายของโรคไวรัสภายในประเทศ  ควรทําการคัดเลือกเฉพาะพอแม
พันธุที่ปลอดจากโรค (specific pathogen free, SPF) เมื่อนาํเขามาเลี้ยง และเมื่อนาํมาพอแมพันธุ
มาผลิตลูกกุง ก็เปนการชวยลดการแพรกระจายของโรคจากพอแมสูลูกได (OIE, 2000) หรือใน
กรณีที่มีการนาํเขากุงที่ไมทราบแหลงที่ชัดเจน ควรทําการตรวจวินจิฉัยโรคตั้งแตรุนพอแมพนัธุที่นาํ
เขา และตรวจซ้ําอีกครั้งในลูกกุง จึงเปนการปองกนัโรคได นอกจากนี้ในการจัดการฟารมกอนและ
หลังการเลี้ยงนั้น ควรทําการตรวจซ้ําในลูกกุงที่นาํไปเลี้ยงรวมถึงน้ําที่ใชในการเพาะเลี้ยง หรือสัตว
น้ําที่พบในบอเลี้ยงกุง โดยถาตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในกุงควรทําการคัดกุงในชุดนัน้ๆ 
ออกทันที  แตถาตรวจพบในน้ํา ตองมีการบําบัดน้าํกอนเพื่อปองกันการเกิดโรคขึ้นได 
 
5.3 ขอเสนอแนะ 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้จะสมบูรณได ก็ตอเมื่อมีการหาความสัมพันธของสายพันธุของไวรัส 
Taura syndrome เพิ่มเติมในสวนของยนี VP2 และ VP3 ดวย  เพื่อหาความแตกตางของสายพันธุ 
Taura syndrome ในประเทศไทย ใหชัดเจนขึ้น เนื่องจาก ยีน VP1 VP 2 และ VP3 เปนสวนของ 
Viral capsid ที่มีการปรับเปลี่ยนของพันธกุรรมของเชื้อไวรัส  อาจทาํใหทราบขอมูลของการ
วิวัฒนาการของเชื้อไวรัส รวมถึงความสัมพันธของเชื้อไวรัสใหมากขึ้น 
 

 ในสวนของวธิใีนการตรวจ อาจมีการพัฒนาการตรวจวนิิจฉัยใหรวดเร็วมากขึน้ได โดยอาจ
พัฒนาเปนการตรวจดวยวิธ ี Mulitplex PCR ออกแบบ Primer ที่เหมาะสม รวมถึงวิธีการสกัดสาร
พันธกุรรม เพื่อยนระยะเวลาในการตรวจวินิจฉัยโรคใหเร็วขึ้น และไดผลแมนยํามากที่สุด และ
พัฒนาการตรวจสารพนัธกุรรมในน้าํเลี้ยงกุงใหแมนยาํและรวดเร็วขึ้นดวย 
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สารเคมีที่ใชในการศึกษาวจิัย 
        เครื่องหมายการคา 
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  ปรับความเปนกรด ดางให
ไดเทากับ 8 ดวย NaOH (Merck, Germany)   หลังจากนัน้เติมน้าํ ultrapure จนครบ 1,000 
มิลลิลิตร  
 

วิธีในการทําสารละลาย EDTA (C10H14N2O8Na2 .2H2O) 
 

 เตรียม 0.5 M EDTA ที่ความเปนกรด ดางเทากับ 8 โดยนํา 1 M  EDTA (Sigma, USA) 
มา 186.12 กรัม ละลายในน้ํากลัน่ 500 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้วดัความเปนกรด ดางใหไดเทากับ    
8 โดยถานอยกวา 8 ใหปรับคาความเปนกรด ดางดวย NaOH (Merck, Germany)  แตถามาก
กวา 8 ใหปรับดวย กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
 

วิธีในการทํา 2% agarose gel       
            

 ชั่ง agarose gel (BIO BASIC Inc., USA) 1 กรัม ละลายใน 0.5 X TBE buffer ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร อุนใหวุนออนตัวแลว เทลงใน gel caster รอจนแข็งแลวจงึนาํไปเขาเครื่อง 
electrophoresis ตอไป 
 

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 มิลลิลิตรใหเขากัน หลงัจาก
นั้นเติมน้าํกลัน่จนครบ 10 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากนั  และเกบ็ที ่4 องศาเซลเซยีส  กอนนําไปใช
ตอไป 
 

วิธีในการทํา DNA ladder 
 

 นํา 100 bp DNA ladder (SibEnzyme, USA) ความเขมขน 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  กอนนาํไปใชตอไป  
 

วิธีในการทําอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacto Luria Bertani broth 
 

 ชั่ง Luria Bertani broth medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) 
20 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร  แบงใสหลอดทดลอง หลอดละ 1.8 มิลลิลิตร/ 1 หลอด 
และนําไปอบฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 30 นาท ีนํามาผสม ampicillin (BIO BASIC 
INC., USA) ทีค่วามเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   



 

วิธีในการทําอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacto Luria Bertani agar     
   

 ชั่ง Luria Bertani agar medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) 
35 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร  แบงใสหลอดทดลอง หลอดละ 18 มิลลิลิตร/ 1 หลอด 
และนําไปอบฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 30 นาท ี นํามาผสม ampicillin (BIO BASIC 
INC.) ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   
 

วิธีในการเตรยีม Ampicillin  
 

 ทํา Stock solution โดยชั่ง ampicillin (BIO BASIC Inc., USA) 0.09 กรัม ละลายในน้าํ
กลั่น 10 มิลลิลิตร ไดความเขมขนเทากับ 10,000 ไมโครกรัม/มิลลิตร   จากนัน้ทาํ ten-fold dilution  
ไดความเขมขนเทากับ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   หลังจากนัน้นาํสารละลายยา ampicillin (BIO 
BASIC Inc., USA)  ที่มีความเขมขนที่ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มา 2 มิลลิลิตร ละลายใน Luria 
Bertani agar medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA)  18 มิลลิลิตร ซึง่จะ
ไดความเขมขนที ่ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   สวนการทําอาหารเลีย้งเชื้อ Luria Bertani broth 
(Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) นั้น ทาํไดโดยนําสารละลายยา ampicillin 
(BIO BASIC Inc., USA) ทีม่ีความเขมขนที่ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มา 0.2 มลิลิลิตร  ละลาย
ใน Luria Bertani broth medium (Becton Dickinson Microbiology Systems, USA) 1.8 
มิลลิลิตร ซึ่งจะไดความเขมขนที่ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเชนเดียวกนั  
  

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  หลงัจากนัน้หอ eppendorf  ดวย 
aluminium foil และเก็บที ่– 20 องศาเซลเซียส กอนนาํไปใช 
  

วิธีในการเตรยีม IPTG (Isopropyl - ß - D – Thiogalactopyranoside) 
 

 ชั่ง 0.1 M  IPTG (BIO BASIC Inc., USA) 0.6 กรัม  ละลายในน้ํากลัน่ 25 มิลลิลิตร 
แบงใส Sterile eppendorf  หลังจากนัน้นาํ Eppendorf ไปเก็บที่  4  องศาเซลเซียส  กอนนาํไปใช 
 

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 
 

ตารางแสดงขอมูลเปอรเซ็นตสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงทีท่ําการเก็บตัว
อยางในการศึกษา 
 

ตารางที่ 1 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดสมทุรสาคร ตรวจเมื่อวันที่ 12 เดือนกันยายน พ.ศ.2546  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดฉะเชิงเทรา ตรวจเมื่อวันที่ 10 เดือนตุลาคม พ.ศ.2546  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดชมุพร ตรวจเมื่อวนัที ่13 เดือนพฤศจิกายน พ.ศ.2546  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 แสดงเปอรเซ็นตสัมประสทิธิ์ความแปรปรวนของตัวอยางกุงกุลาดํา ที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดตราด  ตรวจเมื่อวนัที ่1 เดือนกมุภาพนัธ พ.ศ.2547  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 
  *    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 400,000 ตัว/5 ไร 
 



 

ตารางที่ 5 แสดงเปอรเซ็นตสหสัมพนัธความแปรปรวนของตวัอยางกุงกุลาดาํ ทีต่ิดเชื้อไวรัสจาก  
     จังหวัดฉะเชิงเทรา ตรวจเมื่อวันที่ 1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 
  *    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 700,000 ตัว/5 ไร 
  **   อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 500,000 ตัว/5 ไร 
  ***  อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ 900,000  ตัว/5 ไร 
  ∇,  ∇∇ เลี้ยงรวมกนัในบอเดยีวกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 



 

ตารางที่ 6 แสดงเปอรเซ็นตสหสัมพนัธความแปรปรวนของตวัอยางกุงที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
                จงัหวัดฉะเชงิเทรา  ตรวจเมื่อวนัที ่10 เดือนมนีาคม พ.ศ.2547  

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 
  *     อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  700,000 ตัว/5 ไร 
  **    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  500,000 ตัว/5 ไร 
  ***   อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  900,000 ตัว/5 ไร 
  ****  อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั  750,000 ตัว/5 ไร 
  ∇,  ∇∇, ∇∇∇  เลี้ยงรวมกนัในบอเดียวกนั  
        
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 7 แสดงเปอรเซ็นตสหสัมพนัธความแปรปรวนของตวัอยางกุงที่ติดเชื้อไวรัสจาก  
    จังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวันที่ 13 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 

กุง น้ําหนักตัว(กรัม) ผลการตรวจตัวอยาง ตัวอยาง
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 

 *      อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 480,000 ตัว/5 ไร 
  **     อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 1,500,000 ตัว/5 ไร 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ค 
 

ตารางแสดงขอมูลผลการตรวจพนัธกุรรมไวรัสของTaura syndrome และ White spot 
syndromeของตัวอยางกุงและน้ําทีใ่ชเพาะเลีย้ง  
 
ตารางที่ 1 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 1 
                เดอืนมีนาคม พ.ศ.2547 

กุง ผลการตรวจตัวอยาง ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง ตัวอยาง
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 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 10 
                เดอืนมีนาคม พ.ศ.2547 

กุง ผลการตรวจตัวอยาง ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง ตัวอยาง
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 
  *     อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  700,000 ตัว/5 ไร 
  **    อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  500,000 ตัว/5 ไร 
  ***   อัตราการปลอยลูกกุงเทากับ  900,000 ตัว/5 ไร 
  ****  อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั  750,000 ตัว/5 ไร 
  ∇,  ∇∇, ∇∇∇  เลี้ยงรวมกนัในบอเดียวกนั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 3 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 13 
     เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 

กุง ผลการตรวจตัวอยาง ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง ตัวอยาง
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 

 *      อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 480,000 ตัว/5 ไร 
  **     อัตราการปลอยลูกกุงเทากบั 1,500,000 ตัว/5 ไร 
        
 
 
 
ตารางที่ 4 สรุปการตรวจตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงกุงจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ตรวจเมื่อวนัที่ 13 
     เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 จากบอพักในฟารม 
 ผลการตรวจตัวอยางน้ําเลี้ยง 

บอ 
TS WSS 

 

บอพัก 
 

+ 

 

- 

 
 

 
 
 
หมายเหต ุ: +  หมายถงึ ผล positive 

-   หมายถงึ ผล negative 
 

 
 
 



 

ตารางที่ 5 แสดงการเปรียบเทียบผลการตรวจน้ําที่ใชเพาะเลี้ยงจากบอเดียวกนัแตเปนกุงที่เลีย้ง 
                คนละชุดกัน  จากฟารมเดียวกนัในจงัหวัดฉะเชิงเทรา ตรวจเมื่อวันที่ 10 มนีาคม  
                พ.ศ.2547  และ 13 กรกฎาคม พ.ศ.2547 
 

10 มีนาคม 2547 13 กรกฎาคม 2547 

น้ําบอพัก ตัวอยาง 
ชุด / ID 

TS WSS 
ตัวอยาง 
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  ไมมีตัวอยาง 
+  หมายถงึ ผล positive  
-   หมายถงึ ผล negative 

        F31 และ H37 : ตัวอยางกุงจากรุนการเลีย้งที่ตางกัน แตบอเลี้ยงเดิม 
       F33 และ H38 : ตัวอยางกุงจากรุนการเลีย้งที่ตางกัน แตบอเลี้ยงเดิม 

F35 และ H39 : ตัวอยางกุงจากรุนการเลีย้งที่ตางกัน แตบอเลี้ยงเดิม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ง 
 

ตารางแสดงผลการตรวจคุณภาพน้ําเลี้ยงกุงจากฟารม 
 
ตารางที่ 1 แสดงผลการตรวจคุณภาพน้าํในบอจากฟารมในจังหวัดฉะเชิงเทรา  
                ในชวงระยะของการศึกษา (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
                 
 คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
การวิเคราะหทางกายภาพ 
ความโปรงแสงของน้ํา (cm) 

 
35.5 + 7.09 

การวิเคราะหทางเคมี 
- ความเค็ม (ppt) 
- ออกซิเจนละลายในน้ํา (ppm) 
- อุณหภูมิ (oC) 
- ความเปนกรด ดาง 
- คาสภาพดาง (Total alkalinity)    
  (มก.ของ CaCo3/ ลิตร)  
- ความกระดาง (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 แสดงแผนผังฟารมในจังหวัดฉะเช
           เชื้อไวรัส Taura syndrome และ 
หมายเหต ุ:                     แสดง   บอเลี้ย
บอพักน
น้าํบางปะกง 

งิเทราทีท่าํการตรวจการปนเปอนของสารพนัธุกรรมของ 
White spot syndrome  
งกุง 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ฉ 
 

 
 
รูปที่ 1 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 (ใหชื่อวา CLO_OCTcu) 



 

 
 
รูปที่ 2 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 1 เดือนมนีาคม พ.ศ. 2547 (ใหชื่อวา B4MAR01T) 



 

 
 
รูปที่ 3 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS5_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 4 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B6MAR01_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 5 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่1 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR01_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 6 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จังหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที่ 10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS4_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 7 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B5MAR10_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 8 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา BS8_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 9 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงกลุาดํา จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วนัที ่10 เดือนมีนาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา B8MAR10_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 10 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตวัอยางกุงกุลาดํา จังหวัดสมทุรสาคร ณ วนัที ่15 เดือนพฤษภาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา PST_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 11 กราฟแสดงขอมูลลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วันที่ 13 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชื่อวา WS5JUL13_TSV) 



 

 
 
รูปที่ 12 กราฟแสดงขอมลูลําดับเบสที่ไดจากตัวอยางกุงขาว จงัหวัดฉะเชิงเทรา ณ วันที ่ 13 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 (ใหชือ่วา WS8JUL13_TSV)



 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาว สุกญัญา  ผลิตกุล เกิดเมื่อวนัที่ 18 มกราคม พ.ศ.2521 ที่โรงพยาบาลจุฬา    
ปทุมวนั กรุงเทพฯ  จบปริญญาตรีจากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย                
ปการศึกษา 2543 ไดรับทุนไปฝกงานทางดานสตัวเล็กและสัตวใหญทีป่ระเทศญี่ปุนเปนเวลา         
1 เดือน หลงัจากจบการศึกษาเขาทาํงานที่โรงพยาบาลสัตวสุวรรณชาด (โครงการสวนพระองค)   
ตั้งแตป พ.ศ. 2544 และเขาศึกษาตอปริญญาโทในปการศึกษา 2545 ที่ภาควชิาอายุรศาสตร  
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั 
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