
บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1   การแยกเชื้อไวรัส เพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส การกอโรค และความรุนแรงของเชื้อ

3.1.1  การแยกเชื้อไวรัส
     จากการนํ าเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อ WSSV และเชื้อ YHV มาทํ าการตรวจสอบการติด

เชื้อโดยวิธี PCR  และ RT-PCR พบวาใหผลบวกอยางชัดเจน และไมมีการติดเชื้อรวมของไวรัสทั้ง 
2 จงึน ํามาแยกเชื้อไวรัส และกรองผานเมมเบรนที่มีเสนผาศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร เพื่อกํ าจัดเชื้อ
แบคทีเรีย และใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการทดลองตอๆไป
         3.1.2  การเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส

      เมื่อนํ าเชื้อ WSSV  มาฉดีแมกุงกุลาดํ าขนาดเฉลี่ย 275 กรัม จํ านวน 4 ตัว พบวากุง
ทดลองแสดงอาการของโรคอยางชัดเจนในวันที่ 4  จึงเก็บเลือดกุงทั้งหมดในวันที่ 5 โดยเก็บตัว  
อยางเลือดไดเฉลี่ยตัวละ 10 มิลลิลิตร หลังจากเจือจางเลือดกุงในอัตราเลือด 1 สวนและสารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร 4  สวน และเก็บโดยแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส นํ าเลือดกุงกุลาดํ า 
2 หลอด มาตรวจวิเคราะหหาเชื้อ WSSV และ YHV โดยวธีิ PCR และ RT-PCR ซ่ึงตรวจพบผลเปน
บวกชัดเจนโดยไมมีพบการปนเปอนของเชื้อ YHV พบเพียงเชื้อแบคทีเรียกลุมวิบริโอที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะโคโลนีสีเหลืองเพียงเล็กนอย

สวนกุงกลุาดํ าขนาดเดียวกันที่ฉีดเชื้อ YHV พบวากุงแสดงอาการของโรคอยางชัดเจนและ
ไมกนิอาหารเลยในวันที่ 3 จึงเก็บตัวอยางเลือดในวันที่ 4  เมื่อนํ าตัวอยาง 2 หลอด มาตรวจวิเคราะห
หาเชื้อดังกลาวดวยวิธี RT-PCR ใหผลเปนบวก และใหผลลบเมื่อตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ 
WSSV แตพบเลือดกุงมีเชื้อแบคทีเรียปนเปอนเล็กนอย

กุงขนาดเดยีวกันจํ านวน 2 ตัวที่ไมไดทํ าการฉีดเชื้อ ยังคงกินอาหารปกติ ไมแสดงอาการติด
โรคในระยะเวลา 10 วัน และไมพบการปนเปอนเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด พบเพียงเชื้อแบคทีเรียกลุมวิบ
ริโอเล็กนอย

3.1.3   การกอโรคและความรุนแรงของเชื้อไวรัส
                    จากการนํ าสารละลายเชื้อ WSSV และเชื้อ YHV (ในขอ 3.1.2) มาทดสอบความรุนแรง
ของโรคในกุงกุลาดํ าขนาด 4-6 กรัม พบวาเชื้อไวรัสทัง้ 2 ชนิดทํ าใหกุงกุลาดํ าตาย 50 เปอรเซ็นต         
ในระยะเวลา 15 วัน มีคา LD50 5.12 x 10-6 และ 1.5 x10-9 สํ าหรับเชื้อ WSSV และ YHV ตามลํ าดับ    



ผลการตรวจสอบไมพบการติดเชื้อไวรัสรวมของทั้ง 2 ชนิด ในกุงทั้ง 2 ชุดการทดลอง แตพบเชื้อ
แบคทีเรียในตับบางเล็กนอย และเปนปริมาณที่ใกลเคียงกับปริมาณที่พบในกุงชุดควบคุมที่ฉีดสาร
ละลายฟอสเฟตบัพเฟอรและไมมีกุงทดลองตายเลย

3.2   การเหนีย่วนํ าใหเกิดการติดเชื้อไวรัสในหองปฏิบัติการ และการคงอยูของเชื้อไวรัสในตัวกุง
3.2.1  กุงกุลาดํ าติดเชื้อ WSSV

    การเหนีย่วนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV โดยวิธีฉีดที่ระดับความเขมขนตํ่ ากวาคา LD50

200 เทา (ชุดการทดลองที่ 1) ใหกุงกุลาดํ าขนาด 4-6 กรัม พบวากุงเริ่มตายในวันที่ 2 หลังการฉีด 
และตายทั้งหมดภายใน 18 วัน สวนกุงทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสเจือจางตํ่ ากวาคา LD50 1,000 เทา (ชุด          
การทดลองที่ 2) พบกุงเริ่มตายเมื่อฉีดเชื้อ 2-3 วัน และมีอัตราการตายสูงสุดวันที่ 15 และลดลงเหลือ 
วันละ 1-2 ตัว หลังวนัที ่21 ของการฉีดเชื้อ จนตลอดระยะ 45 วัน อัตรารอดตายของกุงทดลองหลัง
การเหนีย่วน ําใหเกิดการติดเชื้อ 25 วัน ประมาณ 26 เปอรเซ็นต สวนชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย
ประมาณ 78 เปอรเซ็นต

 กุงทดลองที่ทํ าการฉีดเชื้อ WSSV เจือจาง 10,000 เทา (ชุดการทดลองที่ 3) แสดงอาการติด
เชือ้วนัที ่ 7 หลังการฉีด และทยอยตายอยางตอเนื่องตั้งแตวันที่ 10-17 หลังจากวันที่ 21 ของการ
ทดลองไมพบการตายของกุงในชุดดังกลาว โดยอัตรารอดตายของกุงทดลองหลังการเหนี่ยวนํ าให
เกดิการตดิเชื้อ 29 วัน ประมาณ 31 เปอรเซ็นต ขณะที่ชุดควบคุมมีอัตรารอดตายตายประมาณ 89 
เปอรเซ็นต

3.2.2   กุงกุลาดํ าติดเชื้อ YHV
      หลังฉีดเชื้อไวรัสดงักลาวที่ความเขมขนตํ่ ากวาคา LD50 100,000 เทา พบวากุงที่ไดรับ

เชื้อเร่ิมตายวันที่ 3 และมีอัตราการตายสูงสุดในวนัที่ 13-14 หลังฉีดเชื้อ จ ํานวนการตายลดลงเรื่อยๆ 
จนกระทัง่ไมมีกุงตายติดตอกัน 5 วัน ตั้งแตวันที่ 22-26 หลังการฉีด โดยอัตรารอดตายของกุงทดลอง
หลังการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ 26 วัน ประมาณ 60 เปอรเซ็นต ชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย
ประมาณ 95 เปอรเซ็นต

3.2.3  การคงอยูของเชื้อไวรัสในตัวกุง
    3.2.3.1 การคงอยูของเชื้อ WSSV ในตัวกุงกุลาดํ า
                เมือ่ตรวจสอบการติดเชื้อ WSSV ของกุงกุลาดํ าในชุดการทดลองที่ 2 พบวาหลัง

จากการฉีดเชื้อ 7  14  21 35 และ 45 วัน ยังคงพบเชื้อไวรัสชนิดเดิมอยูทุกตัว  (ตารางที่ 8) และไม
พบการปนเปอนของเชื้อไวรัสอืน่ในกุงชุดการทดลองและชุดควบคุม



ตารางที่ 8  การคงอยูของเชื้อ WSSV ในตัวกุงกุลาดํ าหลังจากเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อในหองปฏิบัติการ
    นานตางๆ กัน (ชุดการทดลองที่ 2)

Table 8    WSSV sustained in black tiger shrimp from different periods after WSSV infestation under
                 laboratory condition (Experiment 2).
Sampling WSSV diagnostic PCR
Dead shrimp from day 2-21 100 % (10/10 )*
Survivor from day 7 100 % (10/10)*
Survivor from day 14 100 % (10/10)*
Survivor from day 21 100 % (10/10)*
Survivor from day 28 100 % (10/10)*
Survivor from day 35   100 % (10/10)**
Survivor from day 45  100 % (10/10)**
   *  =  Analyzed  by 1 step PCR
 **  =  Analyzed by nested PCR
Number of total sample/ Number of positive sample

สวนชุดการทดลองที่ 3  พบวาหลังจากฉีดเชื้อ 2 วัน  กุงมีการติดเชื้อ 100 เปอรเซ็นต และ
ลดเหลือ 75  25 และ 16.7 เปอรเซ็นต ที่ 7 14 และ 21 วันตามลํ าดับ หลังจากนั้นตรวจไมพบเชื้อ  ไว
รัสในกุงชุดดังกลาว  (ตารางที ่9)  และไมพบการปนเปอนเชื้อไวรัสอื่นในกุงชุดทดลองและชุดควบ
คมุตลอดระยะเวลาการทดลอง



ตารางที่ 9  การคงอยูของเชื้อ WSSV ในตัวกุงกุลาดํ าหลังจากเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อในหองปฏิบัติการ
    นานตางๆ กัน  (ชุดการทดลองที่ 3)

Table 9    WSSV sustained in black tiger shrimp from difference periods after WSSV infestation under
                 laboratory condition (Experiment 3).
Sample WSSV diagnostic PCR
Dead shrimp from day 2-24 100 % (10/10)*
Survivor from day 7                            100 % (6/6)**
Survivor from day 14                           16.7 % (1/6)**
Survivor from day 21                                0 % (0/6)**
Survivor from day 29                                0 % (0/6)**
Survivor from day 43   0 % (0/6)**
Survivor from day 59   0 % (0/6)**
   *  =  Analyzed  by 1 step PCR
 **  =  Analyzed by nested PCR
Number of total sample/ Number of positive sample

 3.2.3.2  การคงอยูของเชื้อ YHV  ในตัวกุงกุลาดํ า
                 หลังฉีดเชื้อไวรัสที่ความเขมขนตํ่ ากวาคา LD50 100,000 เทา พบกุงที่ตายระหวาง

วันที่ 4-21  ตดิเชือ้ YHV 100 เปอรเซ็นต ขณะที่กุงมีชีวิตในระยะเวลาเดียวกันยังมีเชื้อไวรัสชนิดเดิม
อยูในตวั 80 เปอรเซ็นต และผลการสุมตัวอยางหลังการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ 26 และ 32 วัน ตรวจพบ
กุงยังมีเชื้อไวรัสอยูในตัว 40 และ 16.7 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ หลังจากนั้นตรวจไมพบการติดเชื้อไว
รัสในตัวกุงรอดตายจากการสุมทุกๆ 14 วัน (ตารางที่ 10) ไมพบการปนเปอนเชื้อไวรัส WSSV ใน
กุงชุดทดลอง และไมพบเชื้อไวรัสทัง้ 2 ชนิดในกุงชุดควบคุมตลอดระยะเวลาการทดลอง



ตารางที่ 10   การคงอยูของเชื้อ YHV ในตัวกุงกุลาดํ าหลังจากเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อในหอง
ปฏิบัติการ

       นานตางๆ กัน
Table 10     YHV sustained in black tiger shrimp from difference periods after YHV infestation under
                    laboratory condition.
Sample YHV diagnostic RT-PCR
Death shrimp from day 1-21 100 % (10/10)
Survivor from day 4-21 80 % (8/10)
Survivor from day 26                               40 % (2/5)
Survivor from day 32                            16.7 % (1/6)
Survivor from day 46                                 0 % (0/6)
Survivor from day 60                                 0 % (0/6)
Survivor from day 73                                 0 % (0/6)

Number of total sample/ Number of positive sample

3.3  กุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV/HPV
ตวัอยางกุงกุลาดํ าอายุ 55 และ 60 วัน ในบอเล้ียงของฟารมเอกชน อํ าเภอเมือง จังหวัด

สงขลา และ อํ าเภอหนองจิก จังหวัดปตตานี จากการสอบถามพื้นที่ที่ทํ าการเลี้ยงทั้ง 2 แหง มีประวัติ
การระบาดของโรคติดเชื้อ WSSV มากอน ตัวอยางกุงกุลาดํ าที่นํ ามาทดลองมีขนาดแตกตางกันชัด
เจน โดยพบกุงกุลาดํ าที่เจริญเติบโตปกติมีขนาด 3.5-5 กรัม และกุงที่โตชาซึ่งมีขนาด 1-2 กรัม  กุง
ขนาดเล็กมีการตอบสนองตอการกระตุน เชนการดีดตัวจากการยกยอหรือการสัมผัสปกติ          แต
ลักษณะภายนอกของกุงดังกลาวมีสีเขมกวา เชนเดียวกับลักษณะของกุงทดลองอายุ 50 วัน ในบอ
เล้ียงของสถานีวิจัยทางวาริชศาสตร อํ าเภอละงู จังหวัดสตูล ที่พืน้ทีก่ารเลี้ยงไมมีประวัติการระบาด
ของโรคไวรัสที่รุนแรงมากอน เมื่อสุมตัวอยางกุงที่มีขนาดเล็กและใหญมาตรวจสอบการติดเชื้อ 
MBV/ HPV บริเวณตับและตับออนโดยยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน พบกุงขนาดเล็กจากพื้นที่
ตางๆ  ติดเชื้อ MBV/HPV ดังขอมูลในตารางที่ 11 ไมพบการปนเปอนเชื้อ WSSV และ YHV ในกุง
ทุกชุดการทดลอง



ตารางที่ 11  ผลการติดเชื้อ MBV/HPV บริเวณตับและตับออนกุงกุลาดํ าจากพื้นที่ตางๆ
Table 11     MBV/HPV infected in hepatopancreas of  Penaeus monodon from different areas.

MBV/HPV diagnostic*Sample source Small Normal
Songkhla
Pattani
Satun

60 % (6/10)
80 %  (8/10)
70 % (7/10)

0
0

30% (3/10)
*Diagnosed by squash technique (Brock and Main, 1994)
  Number of total sample/ Number of positive sample

3.4  ความสามารถในการตานทานตอโรคของกุงกุลาดํ ารอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ
       ไวรัสในหองปฏิบัติการ
       3.4.1  ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงรอดตายจากการติดเชื้อ WSSV

   เมือ่นํ ากุงกุลาดํ าที่รอดตายจากการติดเชื้อ WSSV 25 วนั (ชุดการทดลองที่ 2) มาทดสอบ
ความตานทานตอเชื้อไวรัส ผลการทดลองพบกุงรอดตาย และกุงชุดควบคุมไมสามารถตานทานตอ
เชือ้ YHV ที่ติดซํ้ า โดยกุงชุดควบคุมตาย 100 เปอรเซ็นต ภายใน 7 วัน และกุงรอดตายจากติดเชื้อ 
WSSV ตายหมดภายใน 10 วัน สวนการทดสอบความตานทานตอเชื้อไวรัสชนิดเดิมเปนระยะเวลา 
15 วนั พบกุงรอดตายจากการติดเชื้อคร้ังแรกมีอัตรารอดตาย 20 เปอรเซ็นต ตํ่ ากวากุงจากชุดควบคุม
ทีม่ีอัตรารอดตาย 50 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 1)

เมื่อทํ าการทดสอบความตานทานตอเชื้อไวรัสในกุงกุลาดํ าที่รอดตายหลังติดเชื้อคร้ังแรก
นาน 45 วัน พบวาทัง้กุงที่รอดตายและกุงจากชุดควบคุมไมมีความตานทานตอเชื้อ YHV เชนเดียว
กนั โดยกุงทดลองตาย 100 เปอรเซ็นต ภายใน 5 วัน สวนความตานทานตอเชื้อ WSSV ไมพบความ
แตกตางระหวางชุดทดลองและชุดควบคุม เมื่อครบระยะเวลา 15 วัน โดยมีอัตรารอดตาย 15 
เปอรเซ็นต เทากัน (ภาพที่ 2)

การทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงกุลาดํ าที่รอดตายหลังฉีดเชื้อ 
คร้ังแรก 29 วนั จากกุงชุดการทดลองที่ 3 ที่ตรวจไมพบเชื้อคงอยูในตัวกุงกอนนํ ามาเหนี่ยวนํ าใหติด
เชือ้ซ้ํ าโดยการฉีด พบวากุงชุดทดลองมีอัตรารอดตาย 22 และ 6 เปอรเซ็นต เมื่อฉีดซํ้ าดวยเชื้อ
WSSV และ YHV ตามลํ าดับ สวนกุงชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย 32 เปอรเซ็นต จากการฉีดซํ้ าดวย 
เชือ้ WSSV และไมมีกุงรอดตายเมื่อฉีดซํ้ าดวยเชื้อ YHV สวนกุงรอดตายจากชุดทดลองและกุงใน



ชุดควบคุมที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรแทนการฉีดเชื้อไวรัส มีอัตรารอดตาย 100 และ 80 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3)

สํ าหรับกุงรอดตาย 43 วันมีอัตรารอดตาย 85 และ 75 เปอรเซ็นต หลังการฉีดเชื้อ WSSV 
และ YHV ตามลํ าดับ ในขณะที่กุงชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย  60 และ 55 เปอรเซ็นต  หลังการฉีด
เชือ้เดยีวกนั สวนกุงจากชุดการทดลองและชุดควบคุมที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรแทนเชื้อไว
รัสมอัีตรารอดตาย 90 เปอรเซ็นต  เทากัน (ภาพที่ 4) สํ าหรับกุงรอดตายหลังจากติดเชื้อคร้ังแรก 57 
วนั มอัีตรารอดตายหลังจากฉีดเชื้อเดิมซํ้ า 12 เปอรเซ็นต  และมีอัตรารอดตายเมื่อฉีดเชื้อ YHV    7 
เปอรเซ็นต  สวนชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย 20 และ 60 เปอรเซ็นต หลังการฉีดเชื้อ WSSV และ 
YHV ซ้ํ าเปนระยะเวลา 15 วัน สวนกุงชุดทดลองและชุดควบคุมที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร
มอัีตรารอดตาย 85 และ 70 เปอรเซ็นต  (ภาพที่ 5)
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ภาพที่ 1  อัตรารอดตายหลังการ
 ทีผ่านการติดเชื้อ WSS

Figure1  Survival rate after re-c
               a period of 25 day of W
        WSSV injection                           YHV injection
�����
����� Normal

�����
����� Survivor

ติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
V  25 วัน (ชุดการทดลองที่ 2)
hallenge with WSSV and YHV of normal and survivor after

SSV injection ( Experiment 2).
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ภาพที่ 2   อัตรารอดตายหลังก
  ทีผ่านการติดเชื้อ W

Figure 2  Survival rate after r
  a period of 45 day o
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ภาพที่ 3   อัตรารอดตายหลังก
  ทีผ่านการติดเชื้อ W

Figure 3  Survival rate after r
  a period of 29 day o
            WSSV injection                          YHV injection
����� Normal ����� Survivor

ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
SSV 45 วัน (ชุดการทดลองที่ 2)
e-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after
f WSSV injection ( Experiment 2).
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ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
SSV 29 วัน (ชุดการทดลองที่ 3)
e-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after
f WSSV injection ( Experiment 3).

      PBS injection              YHV injection        WSSV injection
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ภาพที่ 4 อัตรารอดตายหลังก
                ทีผ่านการติดเชื้อ W
Figure 4 Survival rate after r

a period of 43 day 
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ภาพที ่5   อัตรารอดตายหลังก
  ทีผ่านการติดเชื้อ W

Figure 5  Survival rate after r
  a period of 57 day o
     PBS injection              YHV injection            WSSV injection
�����
����� Normal

������
������ Survivor

ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
SSV 43 วัน (ชุดการทดลองที่ 3)
e-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after

of WSSV injection ( Experiment 3).
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            PBS injection           YHV injection            WSSV injection
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����� Normal
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ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
SSV 57 วัน (ชุดการทดลองที่ 3)
e-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after
f WSSV injection ( Experiment 3).



เมือ่คํ านวณหาคาประสิทธิภาพการตานทานตอโรค (Relative percent survival, RPS) ในแต
ละชวงเวลาที่ทํ าการติดเชื้อไวรัสซํ ้า พบวากุงที่รอดตายหลังการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV 
29 และ 57 วัน ไมมีประสิทธิภาพในการตานตอเชื้อไวรัสชนิดเดิม แตที่รอดตายนาน 43 วัน มี             
ประสทิธภิาพในการตานทานตอเชื้อเดิมถึง 67 เปอรเซ็นต  สวนประสิทธิภาพในการตานทานตอ
เชือ้ YHV ของกุงรอดตายชุดเดียวกัน พบวาหลังติดเชื้อคร้ังแรกนาน  29 และ 43  57 วัน กุงมีประ
สิทธภิาพในการตานทานเชื้อ YHV ซ่ึงตางชนิดกับเชื้อที่กุงไดรับครั้งแรกเพียง  6  และ 37.5  
เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ตารางที่ 12)

ตารางที่ 12  ประสิทธิภาพการตานทานตอเชื้อ WSSVและ YHV ของกุงรอดตายจากการ
เหนี่ยวนํ า

                   ใหติดเชื้อ WSSV ในหองปฏิบัติการ
Table 12     Relative percent survival against WSSV and YHV of survivors induced by WSSV
                    under laboratory condition.

Survivor after infection with
WSSV (day) Re-challenging of virus % RPS

29 WSSV -14.7
43 WSSV                  67.0
57 WSSV               -105.0
29 YHV                    6.0
43 YHV                  37.5
57 YHV                 -16.3



3.4.2  ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงรอดตายจากการติดเชื้อ YHV
 เมือ่น ํากุงรอดตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ YHV ในหองปฏิบัติการ มาทํ า

การติดเชื้อไวรัสชนดิเดิมและเชื้อ WSSV ซ้ํ า พบกุงรอดตาย 26 วัน ไมมีความสามารถในการตาน 
ทานตอเชื้อไวรัสทัง้ 2 ชนิด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (ภาพที่ 6) สํ าหรับกุงรอดตาย 32 วัน สามารถ
ตานทานตอเชื้อ WSSV ได  66.7 เปอรเซ็นต สูงกวาชุดควบคุมที่ติดเชื้อเดียวกันซํ้ า มีอัตรารอดตาย 
53.3 เปอรเซ็นต และพบกุงชุดดังกลาวตานทานตอเชื้อไวรัสชนิดเดิมที่ติดซํ้ าไดเพียง 40 เปอรเซ็นต 
นอยกวาชุดควบคุมที่มีอัตรารอดตาย 53.3 เปอรเซ็นต  (ภาพที่ 7) เมื่อทดสอบความสามารถในการ
ตานทานตอโรคของกุงรอดตาย 46 วัน พบใหผลเชนเดียวกับครั้งที่ 2    (32 วัน) โดยกุงรอดตายตาน
ทานตอเชื้อ WSSV 67 เปอรเซ็นต สูงกวากุงชุดควบคุม ซ่ึงมีอัตรารอดตาย 47 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 8) 
กุงรอดตาย 60 วัน มีอัตรารอดตายเมื่อฉีดเชื้อ WSSV 42.9 เปอรเซ็นต ตํ่ ากวากุงชุดควบคุมที่กุงมี
อัตรารอดตาย 46.7 เปอรเซ็นต สวนกุงรอดตาย 73 วันมีอัตรารอดตายเมื่อฉีดเชื้อ WSSV ซ้ํ าเทากับ
กุงในชุดควบคุม 12.5 เปอรเซ็นต ผลการทดลองพบกุงรอดตาย 60 วัน มีอัตรารอดตายถึง 40 
เปอรเซ็นต  เมื่อฉีดดวยเชื้อชนิดเดิมซํ้ า สูงกวาชุดควบคุมที่มีอัตรารอดตายเพียง 33.3 เปอรเซ็นต 
สวนที ่ 73 วัน มีอัตรารอดตาย 9.5 เปอรเซ็นต  สูงกวาชุดควบคุมที่ไมมีกุงรอดตายเลย  (ภาพที่ 9  
และ 10)
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ภาพที ่6    ที่อัตรารอดตายหล
   ผานการเหนี่ยวนํ าใ

Figure 6   Survival rate after 
   period of 26 day of
       PBS injection            YHV injection            WSSV injection
������
Normal

�����
Survivor

ังการติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
หติดเชื้อ YHV 26 วัน
re-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after a
 YHV injection.
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ภาพที ่7    อัตรารอดตายหลังก
   ทีผ่านการเหนี่ยวนํ า

Figure 7   Survival rate after 
   period of 32 day of
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ภาพที ่8    อัตรารอดตายหลังก
   ทีผ่านการเหนี่ยวนํ า

Figure 8   Survival rate after 
   period of 46 day of
     PBS injection             YHV injection            WSSV injection
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ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
ใหติดเชื้อ YHV 32 วัน

re-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after a
 YHV injection.
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 YHV injection.
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ภาพที ่9    อัตรารอดตายหล
   ทีผ่านการเหนี่ยว

Figure 9   Survival rate afte
   period of 60 day
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ภาพที ่10  อัตรารอดตายหล
   ทีผ่านการเหนี่ยว

Figure 10 Survival rate afte
   period of 73 day
0
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ังการติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
นํ าใหติดเชื้อ YHV 60 วัน
r re-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after a

 of YHV injection.
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เมื่อคํ านวณหาคาประสิทธิภาพการตานทานตอโรคในแตละชวงเวลาที่ทํ าการทดลองฉีด
เชือ้ไวรัสซํ ้า พบวากุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ YHV 26  60 และ 73 วนัไมมีประ
สิทธภิาพในการตานทานตอโรค WSSV ในขณะที่กุงรอดตาย 32 และ 46 วัน มีคา RPS ตอเชื้อ 
WSSV คดิเปน  28.6 และ 37.5 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ สํ าหรับคา RPS ตอเชื้อเดิมพบวาที่ 26 และ 32 
วนั กุงรอดตายไมมีประสิทธิภาพในการตานทานเชื้อเดียวกันที่ติดซํ้ า แตหลังรอดตายจากการเหนี่ยว
ใหเกดิการติดเชื้อ 46 60 และ 73 วัน  กุงรอดตายมีประสิทธิภาพในการตานตอเชื้อชนิดเดิม 10 12.1 
และ 9.5 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ตารางที่ 13) 

ตารางที ่13  ประสิทธิภาพการตานทานตอเชื้อ WSSV และ YHV ของกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ า
                    ใหติดเชื้อ YHV ในหองปฏิบัติการ
Table 13     Relative percent survival (RPS) against WSSV and YHV of survivors induced

      by YHV under laboratory condition.
Time after infection with YHV

(day) Re-challenging of virus % RPS

26 WSSV   -50.0
32 WSSV                   28.6
46 WSSV                   37.5
60 WSSV                   -9.9
73 WSSV                 -12.5
26 YHV                 -80.0
32 YHV                 -28.6
46 YHV                  10.0
60 YHV                  12.1
73 YHV                    9.5



3.4.3 ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงท่ีติดเชื้อ MBV/HPV
 เมือ่ทดสอบความสามารถในการตานทานตอโรค WSSV และ YHV ของกุงกุลาดํ าที่ติด

เชือ้ MBV/HPV จากจังหวัดสงขลา พบวากุงที่ติดเชื้อดังกลาวมีอัตรารอดตายหลังจากฉีดเชื้อ WSSV 
54.7 เปอรเซน็ต ในขณะที่กุงปกติที่ฉีดเชื้อเดียวกันมีอัตรารอดตาย 77.1 เปอรเซ็นต สวนกุงทั้ง 2 ชุด
ที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรแทนเชื้อไวรัสอัตรารอดตาย 82.7 และ 81.5 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ 
(ภาพที ่ 11) กุงติดเชื้อจากจังหวัดปตตานี เมื่อนํ ามาฉีดเชื้อ WSSV ซ้ํ า พบวากุงมีความสามารถตาน
ทานตอโรคชนิดนี้ตํ่ ากวากุงปกติโดยไมมีกุงรอดตายเลย ในขณะที่กุงปกติมีอัตรารอดตาย 10 
เปอรเซ็นต เมื่อนํ ากุงชุดเดียวกันมาฉีดเชื้อ YHV  พบกุงติดเชื้อ MBV/HPV มีอัตรารอดตาย 13.3 
เปอรเซ็นต ในขณะที่กุงปกติมีอัตรารอดตาย 5 เปอรเซ็นต สวนกุงที่ติดเชื้อและกุงปกติที่ฉีดสาร
ละลายฟอสเฟตบัพเฟอรมีอัตรารอดตาย 80  และ 85 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ภาพที่ 12) สํ าหรับกุง
กุลาดํ าที่ติดเชื้อ MBV/HPV จากสตูลมอัีตรารอดตาย 15  0 และ 78.9 เปอรเซ็นต ในขณะที่กุงปกติมี
อัตรารอดตาย 23.8  10.5 และ 90.9 เปอรเซ็นต หลังการฉีดเชื้อ WSSV  YHV และสารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร ตามลํ าดับ (ภาพที่ 13)
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ภาพที ่11   อัตรารอดตายหลังกา
    จากจังหวัดสงขลา

Figure 11   Survival rate after r
     shrimp from Songk
           PBS injection                                WSSV injection
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รติดเชื้อ WSSV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงติดเชื้อ MBV/HPV

e-challenge with WSSV of  normal and  MBV/HPV infected
hla province.
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ภาพที่ 12  อัตรารอดตา
   MBV/HPV จ

Figure 12  Survival rat
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Figure 13 Survival rate
   infected shri
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ยหลังการติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงติดเชื้อ
ากจังหวัดปตตานี

e after re-challenge with WSSV and YHV of  normal and  MBV/HPV
mp from Pattani province.

�����������
�����������
�����������
�����������
�����������
�����������
�����������
�����������
�����������
�����������

�����������
�����������

�����������
�����������
�����������

����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������

�����������
�����������

0

20

40

60

80

100

ยหลังก
ากจังห

 after 
mp fro
     PBS injection           YHV injection           WSSV injection
�����
Normal

�����
MBV/HPV

ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงติดเชื้อ
วัดสตูล

re-challenge with WSSV and YHV of  normal and  MBV/HPV
m Satun province.



3.5 ปฏิกิริยาการลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตาย  (Neutralization test)
 3.5.1  การลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ WSSV

  เมือ่น ํานํ้ าเลือดกุงกุลาดํ ารอดตายหลังการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 45 วัน (ชุดการทด
ลองที่ 2) ผสมกับเชื้อไวรัสชนดิเดมิ แลวฉีดเขากุงกุลาดํ าปกติ เปรียบเทียบกับการใชนํ้ าเลือดกุงปกติ
ผสมเชื้อไวรัส ผลการทดลองพบวานํ้ าเลือดจากกุงรอดตายและกุงปกติ มีผลลดปริมาณเชื้อ WSSV 
ไดไมแตกตางกัน โดยหลังการทดลองกุงมีอัตรารอดตาย 20 เปอรเซ็นต เทากัน สํ าหรับกุงชุดเดียว
กนัที่ฉีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร นํ้ าเลือดกุงปกติ และนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ไมผสมกับเชื้อ
ไวรัสมีอัตรารอดตาย 95 80 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ภาพที่ 14)  สํ าหรับนํ ้าเลือดกุงกุลาดํ า
รอดตายหลงัการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV  43 วัน (จากชุดการทดลองที่ 3) เมื่อนํ ามาผสมกับเชื้อ
ชนดิเดมิแลวฉีดเขากุงปกติ พบกุงมีอัตรารอดตาย 50 เปอรเซ็นต สูงกวากุงชุดที่ไดรับเชื้อไวรัสผสม
กบันํ ้าเลอืดกุงปกติ ที่มีอัตรารอดตายเพียง 40 เปอรเซ็นต  ไมมีกุงรอดตายเลยเมื่อฉีดดวยสารละลาย
เชือ้ YHV ที่ผสมกับนํ้ าเลือดกุงปกติ และนํ้ าเลือดกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV มา
กอน ในขณะที่เมื่อฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรกุงมีอัตรารอดตาย 90 เปอรเซ็นต   (ภาพที่ 15)
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ภาพที่ 14   อัตรารอดตายของกุงกุลาดํ าปกติหลังฉีดเชื้อ  WSSV ที่ทดสอบการลบลางฤทธิ์ดวย
    นํ ้าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ WSSV 45 วัน (ชุดการทดลองที่ 2)

Figure 14  Survival rate of normal shrimp after challenge by WSSV neutralized by survivors’
    serum from a period of 45 day of WSSV injection (Experiment 2).
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ภาพท่ี 15   อัตรารอดตายของกุงกุลาดํ าปกติหลังฉีดเชื้อ  WSSV และ YHV ทีท่ดสอบการลบลาง
     ฤทธิด์วยนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ WSSV 43 วัน   (ชุดการทดลองที่ 2)

Figure 15  Survival rate of normal shrimp after challenge by WSSV and YHV neutralized by
    survivors’ serum from a period of 43 day of WSSV injection (Experiment 3).

3.5.2  การลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV
 เมื่อนํ านํ้ าเลือดกุงกุลาดํ ามาผสมกับเชื้อ YHV และ WSSV แลวนํ าไปฉีดเขากุงกุลาดํ าปกติ 

พบนํ ้าเลือดกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV มากอนสามารถลบลางเชื้อไวรัสได โดย
หลังฉีดนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผสมเชื้อ  WSSV กุงมอัีตรารอดตาย 40  เปอรเซ็นต สูงกวาชุดที่ฉีดดวย
นํ ้าเลอืดกุงปกติผสมเชื้อเดียวกันที่อัตรารอดตายของกุงเหลือเพียง 20 เปอรเซ็นต  สวนอัตรารอดตาย
ของกุงปกติที่ฉีดดวยนํ้ าเลือดกุงรอดตายผสมเชื้อ YHV และนํ ้าเลือดกุงปกติผสมเชื้อเดียวกันมีคาเทา
กนั 10 เปอรเซ็นต และอัตรารอดตายของกุงที่ฉีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร  สารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอรผสมเชื้อ WSSV และ สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรผสมเชื้อ YHV มีคา 90 10 และ 
20  เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ภาพที่  16)
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ภาพท่ี 16   อัตรารอดตายของกุงกุลาดํ าปกติหลังฉีดเชื้อ  WSSV และ YHV ทีท่ดสอบการลบลาง
     ฤทธิด์วยนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV 46 วัน

Figure 16  Survival rate of normal shrimp after challenge by WSSV and YHV  neutralized by
    survivors’ serum from a period of 46 day of YHV injection.

3.6 ผลของระยะเวลาตอความสามารถในการตานทานโรคไวรสัของกุงรอดตาย
 3.6.1 ระยะเวลาตอความสามารถตานทานโรคไวรัสของกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ  WSSV

  เมื่อทํ าการเปรียบเทียบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงที่ถูก
เหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV มากอนเปนระยะเวลาตางๆ กัน พบวาหลังกุงกุลาดํ า
ที่ติดเชื้อ WSSV 29 วัน มีความสามารถในการตานทานตอเชื้อเดิมไดเพิ่มขึ้นเล็กนอย
ดวยอัตรารอดตาย 22 เปอรเซ็นต และสามารถตานทานตอเชื้อเดิมเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยมี
อัตรารอดตาย 85 เปอรเซ็นต หลังจากติดเชื้อนาน   43 วัน และความสามารถลดลงเหลือ 
12 เปอรเซ็นต ที่ 57 วัน เชนเดียวกับความสามารถในการตาน ทานตอเชื้อ YHV ที่กุง
รอดตาย 29 43 และ 57 วัน มีอัตรารอดตายหลังฉีดเชื้อดังกลาวซํ้ า 0 60 และ 20 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 17)
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ภาพที่ 17   ความสามารถในการตานทานตอการติดเชื้อไวรัสซํ้ าของกุงปกติและกุงรอดตายที่ผาน
    การติดเชื้อ WSSV ในหองปฏิบัติการนาน 29 43 และ 57 วัน

Figure 17  The capability against re-challenging viruses in normal and survivor from WSSV
                  induced under laboratory condition for 29, 43 and 57 days.

 3.6.2 ระยะเวลาตอความสามารถตานทานโรคไวรัสของกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV
  ผลการทดลองพบวากุงกุลาดํ ารอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV 26 วัน มีการตอบ
สนองของระบบภูมิคุมกันโดยท ําใหกุงตานทานตอเชื้อ WSSV และ YHV ดวยอัตรารอดตาย 10 
เปอรเซ็นตเทากัน หลังจากนั้นความสามารถในการตานทานตอเชื้อ WSSV ของกุงรอดตายมีคาสูง
ขึน้โดยมีอัตรารอดตาย 66.7 และ 67 เปอรเซ็นต  ที่ 32 และ 46 วัน แลวลดลงเหลือ 42.9 และ 12.5 
เปอรเซ็นต หลังรอดตาย 60 และ 73 วัน สวนความสามารถในการตานทานตอเชื้อเดิมพบกุงมีอัตรา
รอดตายเพิ่มขึ้นเปน 40 33 และ 40 เปอรเซ็นต ที่ 32 46  และ 60 วัน หลังจากนั้นลดลงเหลือ 9.5 
เปอรเซ็นต ที ่73 วัน  (ภาพที่ 18)

     Time after the first injection (day)
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ภาพที่ 18   ความสามารถในการตานทานตอการติดเชื้อไวรัสซํ้ าของกุงปกติ และกุงรอดตายที่ผาน
    การติดเชื้อ YHV ในหองปฏิบัติการนาน 26 32 46 60 และ 70 วัน

Figure 18  The capability against re-challenging viruses in normal and survivor from YHV
                  induced under laboratory condition for 26, 32, 46, 60 and 73 days.

3.7  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ า
  3.8.1 องคประกอบเลือดกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหตดิเชื้อ WSSV

   กุงกลุาด ําที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV  18 วัน (ชุดการทดลองที่ 1) มีปริมาณเม็ดเลือด 
กลูโคสในเลือด โปรตีนในซีรัม และกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส เทากับ 0.34 ± 0.23 
เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร 13.13 ± 15.06 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต  57.87 ± 14.22 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 
83.10 ± 90.37 ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ ตํ ่ากวากุงชุดควบคุมทีม่ีปริมาณเม็ดเลือดรวม 
6.63 ± 2.46 เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร กลูโคสในเลือด 77.24 ± 41.56 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต โปรตีนใน
ซีรัม 93.47 ± 35.83 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส 485.49 ± 178.44
ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน อยางมีนัยสํ าคัญ  (p<0.05) (ตารางที่ 14)

สํ าหรับกุงกุลาดํ ารอดตายจากการเหนีย่วนํ าใหตดิเชื้อ WSSV  25 และ 45 วัน (ชุดการทด
ลองที่ 2) พบองคประกอบเลือดตางๆไมมีความแตกตางกันทางสถิติระหวางกุงชุดทดลองและชุด
ควบคุมที่เวลาเดียวกัน (ตารางที่ 15)

ผลขององคประกอบเลือดกุงรอดตายเทียบกับกุงปกติในชุดการทดลองที่ 3 พบเลือดกุง
ปกตแิละกุงรอดตายหลังเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 29 วันมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ ในขณะที่กุง
รอดตาย 43 วัน มีปริมาณของกลูโคสในเลือด และ กจิกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสเทากับ 

     Time after the first injection (day)



72.88 ± 47.12 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต และ 445.12 ± 120.49 ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน สูงกวาชุด
ควบคุมที่มีคา 32.22 ± 17.49 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต และ 324.41 ± 146.86 ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน 
อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) สวนปริมาณทองแดงในซีรัมกุงรอดตาย 57 วันมีคา 158.96 ± 42.46  
มิลลิกรัม/ลิตร  สูงกวาชุดควบคุมที่มีคา 120.46 ± 24.70 มิลลิกรัม/ลิตร แตระดับกลูโคสในเลือดของ
กุงรอดตายมีคา 33.21 ± 13.67 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต ตํ ่ากวาเลือดกุงปกติที่มีคา 45.47 ± 9.02  
มิลลิกรัมเปอรเซ็นต อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) สวนองคประกอบเลือดอื่นไมพบความแตกตาง
ระหวาง 2 ชุดการทดลอง (ตารางที่ 16)

ตารางที่ 14  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกตแิละกุงที่ติดเชื้อ WSSV ในหองปฏิบัติการ
     (ชดุการทดลองที่ 1*)

Table 14     Blood parameters in normal and WSSV-infected shrimps (Experiment 1*).
Sample

Parameters
Control Survivor

THC (x104 cell/mm3) 6.63 ± 2.46a 0.34 ± 0.23b

Blood glucose (mg%) 77.24 ± 41.56a 13.13 ± 15.06b

Serum protein (mg/ml) 93.47 ± 35.83a 57.87 ± 14.22b

PO activity (unit/min/mg prot) 485.49 ± 178.44a 83.10 ± 90.37b

* Sample collected from moribund shrimp after injection with WSSV for 18 day.
Means±SD. Values in the same row sharing a common superscript are not  statistically different (p>
0.05).
n = 30



ตารางที่ 15 องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตายที่ผานการเหนีย่วนํ าใหตดิเชื้อ WSSV นานตางกัน  (ชุดการทดลองที่ 2)
Table 15 Blood parameters of normal and WSSV-induced survivor from different period of infestation (Experiment 2).

Sample from day 25 Sample from day 45
Parameters

Control Survivor Control Survivor
Total haemocyte count (x104 cell/mm3)*   5.76 ± 2.38a 4.16 ± 1.91a 2.73 ± 2.11a 4.68 ± 2.90a

Blood glucose (mg%)* 26.98 ± 9.05a 29.69 ± 10.89a 43.42 ± 31.08 a 44.10 ± 19.56 a

Serum protein (mg/ml)*   73.81 ± 26.46a 75.24 ± 23.08a 79.18 ± 36.95 a 78.43 ± 29.78 a

Copper (mg/L)** 132.80 ± 46.40a        139.70 ± 40.90a 91.50 ± 51.50 a 111.10 ± 46.30 a

PO activity (unit/min/mg prot.)*   678.06 ± 226.41a  712.77 ± 511.38a 203.81 ± 119.93 a 263.14  ± 182.89 a

Means±SD. Values in the same row sharing a common superscript are not  statistically different (p>0.05).
  * n = 30
** n = 20



ตารางที่ 16  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ WSSV นานตางกัน (ชุดการทดลองที่ 3)
Table 16  Blood parameters of normal and WSSV-induced survivor from different period of infestation (Experiment 3).

Sample from day 29 Sample from day 43 Sample from day 57
Parameters

Control Survivor Control Survivor Control Survivor
Total haemocyte count

 (x104 cell/mm3)
4.38 ± 3.95a

(15)
5.49 ± 2.55a

(14)
3.69 ± 2.09a

(13)
4.90 ± 2.07a

(12)
5.82 ± 1.43a

(15)
4.83 ± 2.83a

(12)
Blood glucose

 (mg%)
28.32 ± 11.70a

(12)
19.25 ± 11.29 a

(12)
32.22 ± 17.49b

(12)
72.88 ± 47.12a

(12)
45.47 ± 9.02a

(15)
33.21 ± 13.67b

(15)
Serum protein

 (mg/ml)
120.25 ± 30.32 a

                (15)
97.79 ± 43.82 a

(13)
125.71 ± 26.57a

(14)
 120.69 ± 31.99a

(13)
86.62 ± 17.57a

(15)
97.18 ± 28.19a

(15)
Copper
 (mg/L)

123.37 ± 41.65 a

(10)
82.01 ± 62.09 a

(8)
 188.25  ± 31.49a

(9)
182.27 ± 37.71a

(9)
120.46 ± 24.70b

(10)
158.96 ± 42.46a

(8)
PO activity

 (unit/min/mg prot.)
195.62 ± 98.19 a

(12)
208.37 ± 127.20a    

(12)
 324.41 ± 146.86b

(12)
445.12 ± 20.49a

(12)
420.57 ± 57.21a

(13)
430.97 ± 172.34a

(11)
Means±SD. Values in the same row sharing a common superscript are not  statistically different (p>0.05).
Value in parentheses = n



 3.8.2 องคประกอบเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV
  ผลการวิเคราะหตัวอยางเลือดกุงกุลาดํ ารอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV 32 46 และ 60 วัน 

เทยีบกบัเลือดกุงปกติในชุดควบคุม พบวาปริมาณกลูโคสในเลือด โปรตีนและทองแดงในซีรัม รวม
ทัง้กจิกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส มีคาไมแตกตางกันทางสถิติ เวนแตปริมาณเม็ดเลือดรวม
ของกุงรอดตาย 46 วัน มีคา 9.30 ± 1.84 เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร สูงกวากุงปกติในชุดควบคุมที่มีคา 
6.32 ± 1.63 เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) (ตารางที่ 17)



ตารางที่ 17  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตายที่ผานการเหนีย่วนํ าใหตดิเชื้อ YHV นานตางกัน
Table 17 Blood parameters of normal and YHV induced survivor from different period of infestation.

Sample from day 32 Sample from day 46 Sample from day 60
Parameters

Control Survivor Control Survivor Control Survivor
Total haemocyte count

(x104 cell/mm3)
6.87 ± 1.81a

(14)
6.52 ± 2.26a

(14)
6.32 ± 1.63a

(14)
9.30 ± 1.84b

(11)
6.37 ± 2.60a

(13)
7.51 ± 1.87a

(13)
Blood glucose

(mg%)
34.76 ± 14.08a

(15)
38.61 ± 11.24a

(15)
40.20 ± 13.30a

(12)
37.71 ± 7.56a

(14)
41.29 ± 26.26a

(13)
47.57 ± 12.99a

(13)
Serum protein

(mg/ml)
120.86 ± 25.33a

(16)
124.55 ± 28.65a

(15)
95.14 ± 29.84a

(15)
99.97 ± 22.68a

(15)
120.86 ± 25.33a

(18)
125.77 ± 41.76a

(15)
Copper
(mg/L)

157.16 ± 41.93a

(10)
157.90 ± 30.14a

(10)
163.65 ± 29.66a

(10)
154.60 ± 25.66a

(10)
167.77 ± 42.48a

(9)
162.31 ± 19.99a

(10)
PO activity

(unit/min/mg prot.)
237.82 ± 93.36a

(10)
260.92 ± 80.09a

(10)
664.01 ± 110.37a

(10)
754.88 ± 135.52a

(10)
360.61 ± 76.56a

(14)
291.88 ± 74.99a

(14)
Means±SD. Values in the same row sharing a common superscript are not  statistically different (p>0.05).
Value in parentheses = n



3.8  การเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ า
ผลการตรวจสอบพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตอมนํ้ าเหลือง (lymphoid organ) กุงกุลาดํ าโดยการ

ยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซินพบวาทอนํ้ าเหลือง (lymphoid organ, LO) ของกุงปกติที่ไมฉีดสิ่ง
แปลกปลอมมีลักษณะการเรียงตัวของเซลลนํ้ าเหลืองที่มีลักษณะเปน eosinophilic รอบๆ ทอเลือดที่
เรียกวา lumen (ภาพที่ 19) ในขณะที่กุงในชุดควบคุมซึ่งฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรพบทอนํ้ าเหลือง
บางทอกลายเปนกอนกลมที่ไมมี lumen ตรงกลาง (spheroid, LOS) แตยังพบทอนํ้ าเหลืองปกติกระจาย
อยูทั่วไป (ภาพที่ 20) สวนกุงรอดตายจากการติดเชื้อ WSSV และ YHV 4-7 สัปดาห พบทอนํ้ าเหลือง
สวนใหญกลายเปน spheroid ที่มีเซลลจับกินกับที่ เซลลเม็ดเลือด และเศษเซลลตางๆ รวมกัน บางทอ
พบเซลลที่ยอมไมติดสีแทรกอยูภายใน และพบเซลลเม็ดเลือดที่เขามาหอมลอม spheroid มากขึ้น (ภาพ
ที ่ 21-22) เมื่อกุงรอดตายนานขึ้น 8-10 สัปดาห สามารถพบทอนํ้ าเหลืองปกติไดมากขึ้น (ภาพที่ 23) 
สวนเนื้อเยื่ออ่ืนของกุงรอดตายจากการเตรียมตัวอยางและยอมสีดังกลาวไมพบการเปลี่ยนแปลงที่ชัด
เจนเมื่อเทียบกับกุงปกติ

สํ าหรับพยาธสิภาพของเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ าที่ติด MBV/HPV พบ spheroid และทอนํ้ าเหลืองปกติ
กระจายอยูทั่วไป (ภาพที่ 24) เซลลตับและตับออนมีการเปลี่ยนแปลงตางจากกุงปกติอยางชัดเจน ทอตับ
ทีต่ิดเชื้อ MBV และมกีอนโปรตีนของไวรัสอยู มลัีกษณะลีบเล็ก มีเซลลแวคคิวโอล (vacuolated cell) 
และ reserves cell (R-cell) จํ านวนนอย ชองวางภายในทอตับกวางขึ้น สวนทอตับของกุงที่ติดเชื้อ HPV 
จะมกีารเปลี่ยนแปลงลักษณะดังกลาวเดนชัดกวากุงที่ติดเชื้อ MBV (ภาพที่ 25-27)  สวนเนือ้เยื่ออ่ืนๆ ไม
พบการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับกุงปกติ



ภาพที่ 19    เนือ้เยื่อตอมนํ้ าเหลืองข
     lymphoid  organ  tube

Figure 19   The lymphatic tube w
     lymphoid organ  tube;

ภาพที่ 20 เนือ้เยื่อตอมนํ้ าเหลืองข
พบทอนํ ้าเหลืองสวนใ
spheroid;  Lum, lume
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องกุงกุลาดํ าปกติ ทอนํ้ าเหลืองมี  lumen  ตรงกลางทอ  (LO,
;  Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative, bar = 50 µm)
ith central lumen of normal Penaeus monodon (LO,
  Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative, bar  = 50 µm).

องกุงกุลาดํ าผานการฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร 32 วัน
หญปกติ (LO, lymphoid organ  tube; LOS, lymphoid organ
n;  H&E;  Davidson’s fixative, bar  = 50 µm)
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Figure 20   Lymphoid organ of Penaeus  monodon with a period of 32 day of PBS injection,
the figure showed numerous lymphatic tube with a central lumen. (LO, lymphoid
organ tube; LOS,  lymphoid organ spheroid;  Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s
fixative, bar = 50 µm).

 
ภาพที่ 21   เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าที่ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ   YHV 32 วัน พบ

ทอนํ้ าเหลืองแบบ spheroid ขนาดตางๆ รอบทอนํ้ าเหลืองปกติ (LO, lymphoid organ
tube; LOS, lymphoid organ spheroid; Lum, lumen; H&E; Davidson’s fixative, bar =
50 µm).

Figure 21    Lymphoid organ of Penaeus monodon induced by YHV after a 32 day period, the
figure showed the several spheroids around normal lymphatic tube (LO, lymphoid
organ tube; LOS, lymphoid organ spheroid; Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s
fixative, bar = 50 µm).
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ภาพที่ 22  เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าที่ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 43 วัน มีทอ
นํ ้าเหลืองสวนใหญแบบ spheroid หลายขนาดและรูปแบบ (LO, lymphoid organ tube;
LOS, lymphoid organ spheroid; Lum, lumen;  H&E; Davidson’s fixative, bar = 50 µm).

Figure 22  Lymphoid organ of shrimp induced by WSSV after a 43 day period,  the lymphatic 
showed several sizes and formation of spheroid (LO, lymphoid organ tube; LOS,
lymphoid organ  spheroid; Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative, bar = 50 µm).

                                  
ภาพที่ 23   เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าที่ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ  WSSV 57 วัน พบ

 ทอนํ้ าเหลืองแบบ spheroid มากกวาทอปกติ บางทอพบเซลลยอมไมติดสี (ศรชี้) บริเวณ
 spheroid (LO, lymphoid organ tube;  LOS,  lymphoid organ spheroid;  Lum, lumen;
 H&E;  Davidson’s fixative, bar = 50 µm)
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Figure 23 Lymphoid organ of shrimp induced by WSSV after a 57 day period, the lymphatic showed
numerous spheroids with no affinity for the stain of the cells (arrow). (LO, lymphoid organ
tube;  LOS,  lymphoid organ spheroid;  Lum, lumen;  H&E;
Davidson’s fixative, bar = 50 µm).

ภาพที่ 24   เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV/HPV ทอนํ้ าเหลืองที่กลายเปน spheroid
    มรูีปแบบและขนาดไมแตกตางกัน  (LO, lymphoid organ tube; LOS,  lymphoid organ
     spheroid,  Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative,  bar = 100 µm)

Figure 24  Lymphoid organ of MBV/HPV infected Penaeus monodon, the figure showed spheroid
    with not difference in size and formation. (LO, lymphoid organ tube; LOS, lymphoid
    organ spheroid,  Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative,  bar = 100 µm).

ภาพที่ 25   เนือ้เยือ่ตับของกุงกุลาดํ าปกติพบ reserve cell (R-cell) (ศรชี)้ จํ านวนมากชองวางกลาง
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                  เซลลเปนรูปดาว (Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative, bar =100 µm)
Figure 25   Normal hepatopancreas of normal Penaeus monodon, noted were numerous reserve

cells (R-cell) (arrow) with star shaped of central lumen. (Lum, lumen;  H&E;
Davidson’s fixative,  bar  = 100 µm).

ภาพที่ 26   เนือ้เยื่อตับของกุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV ที่มกีอนโปรตีนของไวรัส (occlusion bodies)
(ศรชี)้ พบชองวางภายในทอตับกวางขึ้น เซลลตับลีบ ภายในทอตับพบเซลลแวค
คิวโอล และ R-cell จ ํานวนนอย (Lum, lumen;  H&E; Davidson’s  fixative, bar =

     100 µm).
Figure 26   Hepatopancreas of MBV infected Penaeus monodon, the figure showed occlusion

bodies of virus (arrow), and dilation of intertubular spaces of hapatopancreas with
atrophied, small  vacuoles and R-cell. (Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative,
bar = 100 µm).
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ภาพที่ 27   เนือ้เยื่อตับของกุงกุลาดํ าติดเชื้อ HPV มีกอนไวรัส (inclusion bodies) (ศรชี้) พบชอง
    วางภายในทอตับกวางขึ้น เซลลตับลีบ ภายในทอตับไมพบเซลลแวคคิวโอล และ

R-cell (Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative bar = 100 µm).
Figure 27  Hepatopancreas of HPV infected Penaeus monodon, the figure showed inclusion

bodies of virus (arrow), and dilation of intertubular spaces of hepatopancreas with
atrophied, without vacuole and R-cell. (Lum, lumen;  H&E;  Davidson’s fixative,
bar = 100 µm).
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