
บทที่ 1

บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง
ปญหาโรคระบาดในกุงกุลาดํ านับวามีสวนสํ าคัญตอปริมาณผลผลิตและสงผลกระทบตอ

การสงออกกุงกุลาดํ าของประเทศ  โรคติดเชื้อหลายชนิดทํ าใหปริมาณผลผลิตลดลง เชน โรค
แบคทีเรียเรืองแสง โรคไวรัสหัวเหลือง โรคไวรัสเอ็มบีวี และโรคไวรัสตัวแดงดวงขาว เปนตน       
(Lin and Nash, 1996 ; Lightner, 1996)  โดยเฉพาะโรคติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีซึง่แพรกระจายในทุก
พืน้ทีท่ั่วโลก (Chen et al., 1989 ; Lightner and Redman, 1981 ; Lightner et al., 1983)  จาก
รายงานการศึกษาพบวา การติดเชื้อไวรัสเอม็บีวีในกุงกุลาดํ ามีผลใหกุงเจริญเติบโตลดลง รวมทั้งมี
อัตราการรอดตายตํ่ า  ซึ่งจะทํ าใหผลผลิตลดลง (Chang and Chen, 1994) แตยังไมมีรายงานที่ชัด
เจนในระดับการติดเชื้อที่จะสงผลตอการเจริญเติบโตและผลผลิต  อีกทัง้ยงัไมมีรายงานที่ชัดเจน
เกี่ยวกับผลของอาหารที่มีตอการแพรระบาดของไวรัสเอ็มบีวี อยางไรก็ตามมรีายงานที่ชี้ใหเห็นวา
เมื่อปลาหลายชนิดและกุงกุลาดํ าไดรับอาหารที่มีความอุดมสมบูรณของสารอาหารที่เหมาะสมจะ
สงผลใหความตานทานตอโรคเพิ่มข้ึนและทํ าใหปญหาเกี่ยวกับการเกิดโรคลดลง (Vogt, 1986 ; 
Sorgeloose, 2001) ในขณะเดยีวกันความเครียดจากคุณภาพนํ้ า อาหาร และสิ่งแวดลอมตางๆ
เปนปจจยัหนึ่งที่มีผลใหภูมิคุมกันของครัสตาเชียลดลงอันจะนํ าไปสูการเกิดโรคตางๆได  ( Moullac 
and Haffner, 2000) ดังนั้นการศึกษาผลของอาหารและปจจัยดานความเครียดตอการเปลี่ยน
แปลงการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีของกุงกุลาดํ า  ตลอดจนการศึกษาและการตรวจสอบผลของการติด
เชื้อที่มีตอการเจริญเติบโต  การรอดตาย และปริมาณผลผลิตกุงกุลาดํ าจึงเปนขอมูลสํ าคัญที่จะนํ า
มาใชประกอบการตัดสินใจและการคัดเลือกลูกพันธุกุงที่มีคุณภาพกอนนํ าลงปลอยเลี้ยงเพื่อใหได
ผลผลิตสูงสุดและเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตใหสูงขึ้นไดในอนาคต
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การตรวจเอกสาร

1. การเลีย้งกุงทะเลในประเทศไทย
การเพาะเลี้ยงกุงทะเลกลายมาเปนอุตสาหกรรมที่ยั่งยืนสํ าหรับประเทศไทยและประเทศ

อ่ืนๆในภูมิภาค แตเดิมการเพาะเลี้ยงกุงทะเลแบบธรรมชาติ (extensive) ในเอเชียมีมาเปนระยะ
เวลานานและประสบความสํ าเร็จเปนอยางยิ่ง ตอมาเริ่มมกีารพัฒนาการใหไดผลผลิตมากขึ้นหรือ
แบบกึง่พฒันา (semi-intensive) ทํ าใหเกิดผลตอบแทนทางเศรษฐกิจที่ดีมากขึ้น จนกระทั่งมีการ
พฒันามาเปนการเลี้ยงกุงแบบหนาแนน หรือแบบพัฒนา (intensive) ดังเชนในปจจุบัน ซึ่งในชวง
แรกก็ใหผลตอบแทนที่ดีเชนกัน ในไตหวันบางพืน้ทีป่ระสบความสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ า
แบบพัฒนา ผลผลิตเพิ่มข้ึนจากในอดีต 270 เมตริกตัน จนมีผลผลิตสูงสุด 95,000 เมตริกตัน ตอ
มาเมือ่ป 1988 ไตหวันประสบความลมเหลวในการเพาะเลี้ยงกุงแบบพัฒนา (intensive) เปนครั้ง
แรก และพบวาจากการลมเหลวในพื้นที่บางแหงนั้นไมสามารถฟนฟูกลับมาได มกีารตายของกุงใน
บอดินแพรกระจายอยางกวางขวางทํ าใหผลผลิตตกลงไป 30,000 เมตริกตัน ซึ่งพบวาการตายของ
กุงกลุาด ําบางสวนเปนผลมาจากการเกิดโรคระบาด  ในขณะเดียวกันประเทศไทยก็ประสบความ
ลมเหลวในลักษณะคลายๆกัน  (Flegel, 1997) ซึง่ชีใ้หเห็นวาขาดการวางแผนและการจัดการที่ดี 
ตอมาไดมกีารพฒันาการเลี้ยงกุงในพื้นที่ใหมเกิดขึ้น หันไปเลี้ยงกุงที่ลดความหนาแนนลงใหเหมาะ
สม ควบคมุปจจยัทางดานสิ่งแวดลอม อีกทั้งมีการตระหนักในเรื่องของการควบคุมและปองกันโรค
ระบาดมากยิง่ขึน้ พยายามที่จะแกปญหาที่สาเหตุของการเกิดโรค และระมัดระวังในผลกระทบตอ
ส่ิงแวดลอมซึง่จะนํ าไปสูแนวทางในการพัฒนาไปสูการเลี้ยงกุงอยางยั่งยืน

2. ระบบการเลี้ยง
การเลี้ยงกุงในประเทศไทยมีมาเปนระยะเวลานาน และมีระบบการเลี้ยงที่แตกตางกันไป

ตามยคุสมยัและการพัฒนาของสังคมและเศรษฐกิจ และเพื่อตอบสนองความตองการของผูบริโภค
อยางเพยีงพอ ระบบการเลี้ยงที่มีในประเทศไทย ไดแก (กลุมบัณฑิตเกษตรอาสา, 2539)

     2.1 การเลี้ยงกุงแบบธรรมชาติ
เปนการเลี้ยงกุงที่อาศัยลูกพันธุกุงจากธรรมชาติเปนหลัก โดยจะไดลูกพันธุมาพรอมกับ

การนํ านํ้ าเขาสูพื้นที่เลี้ยงซึ่งจะใชพื้นที่ในการเลี้ยงมาก ไมมีการใหอาหารเนื่องจากอาศัยอาหาร
จากธรรมชาต ิ เลี้ยงไวเปนเวลา1-2 เดือน ปริมาณผลผลิตที่ไดจะไมแนนอนขึ้นอยูกับลูกพันธุจาก
ธรรมชาติ
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     2.2 การเลี้ยงกุงแบบกึ่งหนาแนน
เนื่องจากการเลี้ยงกุงแบบใชลูกพันธุกุงจากธรรมชาติใหผลผลิตเฉลี่ยคอนขางตํ่ าและบาง

คร้ังก็ประสบปญหาลูกพันธุกงในธรรมชาติไมเพียงพอ จึงไดมีการนํ าการเลี้ยงกุงแบบกึ่งหนาแนน
มาใชเพื่อเพิ่มผลผลิต พื้นที่ในการเลี้ยงสวนใหญยังเหมือนกับการเลี้ยงกุงแบบธรรมชาติ และดัด
แปลงบางสวนมาใชกักเก็บนํ้ าทะเลเพื่อเปลี่ยนถายเปนครั้งคราว แตจะมีการควบคุมปจจัยการผลิต
ตางๆ ไดแก การนํ าพันธุลูกกุงจากโรงเพาะฟกมาปลอยเสริม การใหอาหาร การจัดการดานโรค 
การเปลีย่นถายนํ้ า รวมไปถึงการจัดการดูแลสภาพบอตางๆดวย

     2.3 การเลี้ยงกุงแบบหนาแนน
เปนระบบการเลี้ยงที่ใหผลผลิตสูง ดํ าเนินการโดยพยายามควบคุมปจจัยการผลิตทั้งหมด  

รวมไปถงึการจดัการดานอื่นๆ ไดแก การเพาะขยายพันธุลุกกุงเพื่อนํ ามาเลี้ยงในบอ การเตรียมบอ 
การใสปุยการอนบุาลลูกกุง การควบคุมระดับนํ้ า  การใหอาหาร รวมทั้งการปลอยลูกพันธุกุงที่หนา
แนนกวาการเลี้ยงกุงแบบอื่นๆ โดยมีอัตราสวนในการปลอยประมาณ 15 - 30 ตัวตอตารางเมตร  มี
การจดัการที่ดีในการเปลี่ยนถายนํ้ า การควบคมุโรค มีการใชเครื่องใหอากาศในนํ้ าและใชเวลาใน
การเลี้ยงจนไดขนาดตามความตองการของตลาด

3. ผลผลิตกุง
เมือ่พิจารณาตัวเลขผลผลิตรวมของกุงในป 1991 – 2000 มแีนวโนมผลผลิตกุงเพิ่มข้ึน ใน

ขณะที ่ ป 2000 มีจํ านวนผลผลิตกุงของโลกทั้งในสวนของผลผลิตที่ไดจากการจับและผลผลิตที่ได
จากการเพาะเลีย้ง รวมทั้งหมด 4,168,400 ตัน โดยเพิ่มข้ึนจากป 1999 เพียงเล็กนอย จากตารางที่ 
1 จะเหน็วาประเทศจีนเปนผูผลิตที่ใหญที่สุดในโลกโดยมีปริมาณการผลิตที่ 1,241,900 ตัน คิดเปน 
เกอืบ 30 เปอรเซ็นตของทั้งหมด อยางไรก็ตาม ถาพิจารณาเฉพาะผลผลิตที่ไดจากการเพาะเลี้ยง 
ในป 2001  ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตที่ใหญที่สุด โดยมีผลผลิตกุงที่ไดจากการเพาะเลี้ยงมาก
ถงึ 280,000 ตัน (ตารางที ่ 2) ซึ่งคิดเปน 32 เปอรเซ็นต (ภาพที่1) เมื่อเปรียบเทียบกับผูผลิตราย
ใหญอ่ืนๆไดแก ประเทศจีน  อินเดีย อินโดนเีชีย บังคลาเทศ และเวียดนาม
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ตารางที่ 1 ผลผลิตรวมของกุงการจับและการเพาะเลี้ยงในป 1991-2000
ประเทศ 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000
จีน 564.1 574.1 488.7 603.4 665.6 751.8 829.6 970.9 1227.7 1241.9
อินเดีย 300.5 290.4 363.0 446.6 406.1 415.6 366.6 413.1 423.3 405.7
ไทย 289.9 300.6 343.1 385.0 389.3 370.8 350.8 345.4 370.9 398.5
อินโดนีเซีย 296.8 312.1 300.7 317.1 334.7 343.3 382.2 345.5 384.5 398.4
อเมริกา 148.5 156.5 137.9 130.2 140.2 145.0 132.9 128.0 140.0 153.0
เวียดนาม 81.3 86.2 94.6 111.7 138.1 135.9 147.7 148.4 148.9 151.1
แคนนาดา 44.7 43.1 47.4 53.2 63.1 65.7 82.1 113.1 120.0 130.6
มาเลเซีย 104.7 129.4 109.8 106.4 99.6 108.0 101.0 57.1 102.7 111.9
เม็กซิโก 70.6 6.2 79.8 77.3 85.9 78.9 88.5 90.3 95.6 95.1
กรีนแลนด 73.1 81.9 76.5 79.8 81.9 72.0 63.9 69.6 79.2 81.5
ฟลิปปนส 84.9 118.8 130.1 126.6 127.5 113.2 74.5 72.3 73.1 79.4
นอรเวย 49.0 49.1 49.0 38.2 39.3 41.5 42.0 57.1 64.2 66.2
บังคลาเทศ 19.6 21.0 28.5 28.8 34.0 49.3 56.5 66.1 81.1 58.2
บราซิล 42.3 44.0 38.4 38.5 43.0 38.9 44.1 42.8 47.7 56.6
เอกวาดอร 118.8 127.0 97.5 98.7 112.1 112.9 137.2 147.4 121.0 51.4
เกาหลี 55.8 67.1 68.0 58.1 42.5 40.9 41.1 47.6 44.7 37.2
อื่นๆ 532.7 529.3 542.0 551.7 594.5 622.9 633.7 647.4 599.2 651.7
รวม 2877.3 2996.8 2995.0 3251.3 3397.4 3506.6 3574.4 3762.1 4118.9 4168.0
ทีม่า: www. foodmarketexchange.com
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ตารางที่ 2 ผลผลิตรวมของกุงที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในป 1992-2001
ประเทศ 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
ไทย 120.0 150.0 225.0 220.0 160.0 150.0 210.0 220.0 250.0 280.0
จีน 220.0 55.0 35.0 70.0 80.0 80.0 80.0 85.0 85.0 100.0
อินโดนีเซีย 150.0 80.0 100.0 130.0 90.0 80.0 80.0 85.0 85.0 90.0
อินเดีย 42.0 60.0 70.0 70.0 70.0 75.0 70.0 75.0 80.0 100.0
บังคลาเทศ 27.0 29.0 30.0 30.0 35.0 34.0 38.0 45.0 45.0 55.0
เอกวาดอร 110.0 90.0 100.0 100.0 120.0 130.0 155.0 80.0 40.0 20.0
เวียดนาม 39.0 41.0 50.0 50.0 30.0 30.0 25.0 35.0 35.0 42.0
เม็กซิโก 6.0 6.5 12.0 12.0 12.0 16.0 17.0 20.0 25.0 32.0
ฟลิปปนส 25.0 20.0 18.0 25.0 25.0 10.0 15.0 20.0 20.0 25.0
โคลัมเบีย 10.0 12.0 18.0 20.0 20.0 18.0 18.0 18.0 20.0 25.0
ไตหวัน 25.0 20.0 15.0 7.0 6.0 14.0 10.0 9.0 10.0 10.0
ฮอนดูรัส 5.2 5.7 6.5 10.0 10.0 12.0 12.0 10.0 10.0 12.0
ปานามา 4.2 4.4 4.6 10.0 10.0 10.0 10.0 9.0 8.0 5.5
กัวเตมาลา 2.5 2.7 3.0 7.0 7.0 7.0 7.0 6.0 6.0 4.5
เปรู 5.6 5.8 6.0 8.0 8.0 6.0 6.0 5.0 5.0 2.5
ญี่ปุน 3.5 3.5 3.6 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
อื่นๆ 45.0 51.2 50.0 14.0 30.0 35.0 55.0 54.0 50.0 47.0
รวม 840.0 636.8 746.7 788.0 718.0 712.0 813.0 781.0 779.0 855.0

ทีม่า: www. foodmarketexchange.com
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ทีม่า : www. foodmarketexchange.com

นอกจากนี้แลวเมื่อพิจารณาเฉพาะการผลิตผลผลิตกุงจากการเพาะเลี้ยงในประเทศไทยตั้ง
แตป 1992 –2001  พบวาผลผลติจากอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงในประเทศไทยมีการเจริญเติบ
โตอยางคงที่ โดยในป 1998 มีการเจริญเติบโตที่ 40 เปอรเซ็นต   ป 1999 มีผลผลิตเพิ่มข้ึน 5 
เปอรเซ็นต และในป 2000 และ 2001 มีผลผลิตเพิ่มข้ึน 14 และ 12 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ        
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4. ปญหาทีเ่กดิขึ้นในอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงในประเทศไทย
    4.1 การแพรระบาดของโรค

อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงทั้งในสวนของโรงเพาะฟกและบอดินมักจะประสบปญหาใน
ลักษณะคลายๆ กัน คือ ไดรับผลกระทบจากการเกิดการแพรระบาดของโรคตางๆ โรคที่พบทั่วไปใน
สวนของโรงเพาะฟก ไดแก โรคแบคทีเรีย โดยเฉพาะโรคแบคทีเรียเรืองแสงที่เกิดขึ้นจะสรางความ
เสียหายอยางมากโดยกอใหเกิดอัตราการตายสูงซึ่งโรคชนิดนี้สามารถเกิดไดทุกฤดูกาลตลอดทั้งป 
แตมกัจะพบมากกวาในชวงฤดูรอน และความเค็มสูง (สุภฏา และคณะ 2543)  โรคเชื้อรา  ไดแก 
แลกจินิเดียม Lagenidium sp.  และโรคปรสิตที่เกิดจาก ซแูทมเนียม Zoothamnium sp. ก็เปน
ปญหาทั้งในสวนของโรงเพาะฟกและบอดินที่มีส่ิงแวดลอมไมดีและมักจะเกิดในกุงที่ออนแอ       
ในสวนของบอดิน โรควิบริโอซสิกเ็ปนสาเหตุสํ าคัญเชนกัน โดยมักพบการติดเชื้อใน 1-2 เดือนหลัง
จากระยะโพสตลาวา 15 - 20 เชื้อวบิริโอทีม่กัพบในกุงและกอใหเกิดปญหาในประเทศไทย ไดแก 
V. parahaemolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus และ V. damsela  เปนตน (Lin and 
Nash, 1996 ; Lightner, 1996) นอกจากนี้โรคไวรสัทีเ่กดิขึ้นในระบบการเพาะเลี้ยงกุงในประเทศ
ไทยก็สรางความเสียหายใหกับเกษตรกรมิใชนอย โรคไวรสัที่มีความรุนแรงและพบการแพรระบาด
ไดแก โรคไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus) (Flegel et al., 1996 ;  Flegel, 
1997) โรคไวรัสหัวเหลือง (Yelow-Head Virus) (Flegel et al., 1995 ; Flegel et al., 1996) 
เปนตน นอกจากนี้ไวรัสที่ไมมีความรุนแรงมากนักแตสามารถสรางความเสียหายใหกับผลผลิตกุง 
โดยทํ าใหเกิดโรคแคระแกรน หรือ เปนสาเหตุใหกุงโตชามีขนาดแตกตางกัน และความผิดปกติใน
กุง ไดแก ไวรัสไอเอชเอชเอ็น (Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus)
(Kalaganya et al., 1991 ; Flegel, 1997)  ไวรัสเอชพีวี (Hapatopancreatic Parvo-like Virus) 
(Flegel  et al.,  1999)  และไวรัสเอ็มบีวี (Monodon baculovirus) (Chang and Chen, 1994)

    4.2 สิง่แวดลอม
ต้ังแตชวงป 1990 การเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ าแบบหนาแนนกลายเปนอุตสาหกรรมที่สํ าคัญ

ของโลก  ตอมามกีารแพรระบาดของโรคและมีอัตราการตายของกุงเพิ่มมากขึ้นในหลายๆพื้นที่ จาก
การศึกษาผลกระทบของการเลี้ยงกุงแบบหนาแนนพบวา ความบกพรองในการจัดการตะกอนดิน 
คุณภาพนํ ้า  การจัดการดานอาหาร คุณภาพของลูกพันธุ รวมไปถึงการใชยาและสารเคมี เปน
สาเหตุที่สงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมและเมื่อส่ิงแวดลอมเสื่อมโทรมลงก็จะสงผลกระทบตออุตสาห
กรรมการเลี้ยงกุงในระยะยาวดวย (Lin and Nash, 1996) ปญหาสิ่งแวดลอมที่เกิดขึ้นสวนใหญมัก
จะเปนมลพิษทางนํ้ าที่เกิดขึ้นเนื่องจากกิจกรรมชายฝง การเพาะเลี้ยงกุงเปนกิจกรรมหนึ่งที่สงผล



8

กระทบตอคุณภาพนํ้ าบริเวณชายฝง เนื่องมาจากการขาดความรูความเขาใจและการจัดการหรือ
การบํ าบัดนํ้ ากอนปลอยสูแหลงนํ้ าธรรมชาติ ของเสียจากการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าเปนพวกอาหารที่
เหลือและของเสียจากการขับถาย รวมทั้งตะกอนพื้นบอซึ่งสวนใหญเปนสารอินทรียเมื่อปลอยลงสู
แหลงนํ้ าจะเปนการเพิ่มสารอาหารใหแกแหลงนํ้ านั้นทํ าใหเกิดการเพิ่มจํ านวนของแพลงกตอน
อยางรวดร็ว เกิดภาวะออกซิเจนตํ่ าในแหลงนํ้ า หรือ แพลงกตอนบางชนิดอาจสงผลตอการเจริญ
เตบิโต หรือทํ าใหสัตวนํ้ าบางชนิดตายได (ประทักษ, 2542)

    4.3 พอแมพันธุ
ในอดีตประเทศไทยใชลูกพันธุจากธรรมชาติ โดยกุงระยะโพสตลาวาจะถูกนํ ามาเลี้ยง

พรอมกับการสูบนํ้ าทะเลเขาบอเลี้ยง หรือนํ าลูกกุงที่จับไดจากทะเลไปเลี้ยง ตอมามีการเปลี่ยน
ระบบการเลีย้งจากการเลี้ยงกุงแบบธรรมชาติมาเปนการเลี้ยงกุงแบบหนาแนน ตองใชพันธุกุงมาก
ข้ึน ท ําใหตองอาศยัลกูพันธกุงจากโรงเพาะฟกเทานั้น ซึ่งจะมีการนํ าพอแมพันธุจากธรรมชาติมาเรง
ใหมีการสรางและการฟกของไข ปญหาโรคที่พบในพอแมพันธุจากธรรมชาติที่นํ ามาใชในโรงเพาะ
ฟกในประเทศไทยเปนอีกปญหาหนึ่งที่มีความสํ าคัญ เนื่องจากการใชพอแมพันธุที่เปนโรคหรือเปน
พาหะนํ าโรคจะสงผลกระทบตอลูกกุงรวมไปถึงผลผลิตกุงจากบอดินดวย จากรายงานการศึกษา
ของ Flegel และคณะ (1992) ไดทํ าการศึกษาการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในพอแมพันธุกุงกุลาดํ าที่
ไดจากธรรมชาติ โดยศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดในเซลลของตอมนํ้ าเหลือง (lymphoid organ) เกิด
ความผิดปกติในเซลลโดยเกิดกอนกลมขึ้นในเซลลของตอมนํ้ าเหลืองคิดเปน 90 เปอรเซ็นตของ
จ ํานวนตวัอยางที่นํ ามาศึกษาและพบอนุภาคไวรสั 1 ตัวอยางจาก 5 ตัวอยาง จากผลการศึกษานี้
แสดงใหเหน็วา พอแมพันธุที่นํ ามาจากธรรมชาติ อาจมีโรคหรือเปนพาหะของโรคตางๆ ซึ่งจะสงผล
กระทบตอลูกพนัธุ ดังนั้นควรจะมีการตรวจสุขภาพพอแมพันธุกอนนํ ามาใชทุกครั้ง นอกจากนี้ยังมี
ปญหาหนึ่งที่เกิดขึ้นในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ าในประเทศไทย ซึ่งจะสงผลกระทบตอ
ลูกพันธุดวยนั่นคือ การจับพอแมพันธุจากธรรมชาติที่มากขึ้นทุกวันทํ าใหมีปญหาพอแมพันธุใน
ธรรมชาติมีปริมาณลดลง และดวยเหตุนี้บางสวนจึงมีการหันมาใชพอแมพันธุที่ไดจากบอเลี้ยงซึ่ง
จากรายงานการศึกษาขนาดและแหลงที่มาของพอแมพันธุไมมีผลตอชวงระยะความสมบูรณเพศ 
แตอยางไรก็ตามจากรายงานการศึกษาของ Ruangpanit  และคณะ (1984) (อางโดย Menasveta 
et al., 1994) พบวา พอแมพันธุกุงกุลาดํ าที่ไดจากธรรมชาติเมื่อนํ ามาตัดกานตาจะสมบูรณเพศ
และใหลูกพนัธุภายใน 20-30 วัน และในการศึกษาของ AQUACOP (1983) ไดรายงานไววา พอแม
พนัธุทีไ่ดจากบอเลี้ยงสามารถใหลูกพันธุหลังจากตัดกานตาเปนเวลาเฉลี่ย 14-21 วัน
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    4.4 การเจริญเติบโตของกุง
จากรายงานการศึกษาของ Flegel และคณะ  (1997) ไดกลาวถึงปญหาของเกษตรกรใน

เร่ืองของสวนแบงตลาดของผลผลิตกุงที่มีผลกระทบตอเกษตรกรเปนอยางมาก  เนือ่งจากประสบ
ปญหากุงโตชาและหลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือนมีขนาดนอยกวา 5 กรัมเมื่อเปรียบเทียบกับ
ขนาดปกติที่ควรจะเปนคือ 20 –30 กรัม  จากขอมูลการศึกษาตั้งแตป 1989-1994 พบวาปญหากุง
โตชาท ําใหผลผลิตตํ่ าลง ไมตรงกับขนาดที่ตองการของตลาด นอกจากนี้ พบวายังมีปญหาเรื่องผล
ผลิตกุงที่ไดมีขนาดแตกตางกันซึ่งจากการสํ ารวจในป 1989 ขนาดกุงที่จํ าหนาย มีสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน (coefficient of variation)  ของขนาดกุง 30 เปอรเซ็นต สวนในป 1994ขนาดกุงที่
จ ําหนายออกสูตลาดมีสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนสูงถึง 40 เปอรเซ็นต

    4.5 สารตกคางและการกีดกันทางการคา
การเพาะเลีย้งกุงในประเทศไทยสามารถสงเปนสินคาสงออกไดเปนอันดับตนๆของโลก แต

ในปจจุบันผูเลี้ยงกุงและผูสงออกของไทยไดประสบปญหาการปนเปอนสารตกคางและราคาของกุง
ทีต่ํ่ าลง ซึง่ทางสหภาพยุโรปไดมีการกํ าหนดสารตองหามที่มิใหใชกับสัตวเลี้ยงเพื่อการบริโภคหลาย
ชนิด ไดแก ไนโตรฟูแรน (nitrofuran) และคลอแรมเฟนิคอล (chloram phenecal) เปนตน นอก
จากนี้แนวโนมตลาดโลกในอนาคตจะมีกฏระเบียบการนํ าเขาสินคาประเภทอาหารมากขึ้นซึ่งจะ
เปนไปในทางทีสิ่นคาประเภทอาหารจะตองสด สะอาด ปราศจากสารสารพิษหรือสารตกคางตางๆ
ทีก่อใหเกิดปญหากับผูบริโภคได และดวยเหตุนี้เองที่ประเทศไทยโดยกรมประมงไดเร่ิมสงเสริมใหมี
การเลี้ยงกุงในมาตรฐาน GAP (good aquculture practices ) และ CoC (code of conduct)

5. ไวรัสเอ็มบีวี (Monodon baculovirus ; MBV )
    5.1 สณัฐานวทิยาและชีววิทยาของไวรัสเอ็มบีวี

มรีายงานการพบเชื้อไวรัสในกลุมแบคคูโลไวรัส (baculovirus) ที่สรางออกคลูชั่นบอดี้ ในป
1974 ทัง้ทีพ่บในธรรมชาติและในฟารมเพาะเลี้ยงกุงทะเล (Couch, 1974b) จากการศึกษาโดย   
ใชเทคนิคจุลทรรศนอิเลคตรอนโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบทรานสมิชชั่น    ในการตรวจ
หาไวรัส  ทีส่รางออกคลชูัน่บอด้ีในเซลลที่ติดเชื้อ โดยศึกษาทางสัณฐานวิทยา แบคคูโลไวรัสที่พบ
ในครัสเตเซียจัดอยู ในแฟมิล่ีแบคคูโรวิริดี (Baculoviridae)  จีนัสนิวคลีโอโพลีฮีโดรไวรัส
(Nucleopolyhedrovirus)  ไวรัสพวกที่มีนิวคลีโอแคปสิด1ชั้น  และสรางออกคลูชั่นบอดีที่เปน
โปรตีนโพลฮีีดริน    (single nucleocapsid polyhedrosis virus)  ในตอนแรกแยกไดเปน 2 กลุม 
โดยแยกจากขนาดที่แตกตางกันของออกคลูชั่นบอดี้ กลุมแรกคือ กลุมไวรัสบีพี (Baculovirus 
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penaei : BP) มีออกคลูชั่นบอดีเปนแบบปรามิดฐานสี่เหลี่ยม tetrahedral  กลุมที่ที่สอง คือ กลุมไว
รัสเอ็มบีวี (Monodon baculovirus : MBV) มีออกคลชูัน่บอดี้เปนแบบกอนกลม เนื่องจากมีการ
รายงานการตรวจพบ ไวรัสพวกที่มีนิวคลโีอแคปสิด1ชั้นและสรางโปรตีนโพลีฮีดริน ในกุงชนิดตางๆ
ในหลายแหง  ทํ าใหทราบไดวาไมสามารถแยกกลุมของเชื้อไวรัสชนิดนี้ดวยการแยกจากขนาด   
ของออกคลูชั่นบอดี้ที่สรางขึ้น ดังนั้นจึงมีการปรับเปลี่ยนมาใช การจํ าแนกแบบมาตรฐาน
(International Committee on Taxonomy of Virus) ท ําใหสามารถแยกไดเปน  2 กลุม โดยศึกษา
ความแตกตางของโครงผลึกของโปรตีนในออกคลูชั่นบอดี (Crystalline structure) พบวาในกลุม ไว
รัสบีพี จะมีหนวยยอยเรียงกันในแนวขนาน สวนกลุมไวรัสเอ็มบีวีจะมีหนวยยอยเรียงกันเปนวง
คลายรูปดอกไม โดยมี 2 หนวยยอยที่ใชรวมกบัวงถัดไปกลายเปนวงที่ตอเนื่องกัน (Bonami, 1997)

ออกคลูชั่นบอดีที่สรางขึ้นภายในเซลลตับและตับออนของกุงที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี ประกอบ
ดวยรางแหของผลึกโพลีฮีดริน (polyhedrin) ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 17 ไมโครเมตร 
(Ramasamy et al.,1995)  ซึง่ภายในกอนโปรตีนนี้จะมีอนุภาคไวรสั มีลักษณะเปนรูปแทง มีผนัง
หุมชั้นเดียว  นิวคลีโอแคปสิดติดสีเขม   ขนาดของอนุภาคไวรสัมเีสนผานศูนยกลางประมาณ 75+4 
นาโนเมตร และยาวประมาณ 324+33 นาโนเมตร (Lu et al.,1995) จากรายงานวิจัยของ Chen 
และคณะ (1989) ในกุงกุลาดํ า Penaeus monodon พบวาขนาดอนุภาคไวรสัโดยวัดจากความ
ยาวของเอนเวลลอปได 325+20 นาโนเมตร กวาง 58+2 นาโนเมตร และในกุง Penaeus 
penicillatus พบวาอนุภาคไวรัสมีความยาว 265+12 นาโนเมตร กวาง 48+4 นาโนเมตร    
Ramasamy และคณะ (1995) ไดศึกษาทางจุลทรรศนอิเลคตรอนของเซลลตับออนที่ติดเชื้อพบ
ลักษณะโครงสรางของออกคลูชั่นบอดีเปนแบบโครงผลึกซึ่งมีลักษณะตอกันเปนรางแหของโปรตีน
โพลฮีดีริน  มขีนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 17 นาโนเมตร  ไวรัสที่พบมีรูปแทงมีทั้งแบบที่สราง
โปรตีนและไมสรางโปรตีนซึ่งแยกความแตกตางไดจากรายละเอียดโครงสรางและสัณฐานวิทยา  
และยังประกอบดวย เอนเวลลอปทีมีขนาดกวาง  83 + 0.02 นาโนเมตร   และยาว 299 + 0.02   
นาโนเมตร  นิวคลีโอแคปสดิมีขนาดกวาง 69 + 1.2 นาโนเมตร   และ ยาว 194 + 0.01 นาโนเมตร 
เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวาภายในกอนโปรตีนในนิวเคลียสจะมีอนุภาคไวรัส และ
มองเห็นบริเวณที่มีการสรางอนุภาคไวรัสเปนสีนํ้ าตาลดํ า นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียในนิวเคลียส
ของเซลลตับและตับออนที่ติดเชื้อดวย

    5.2 ลกัษณะทางชีวเคมีของออกคลูชั่นบอดี
ออกคลูชั่นบอดีเปนโพลิฮีดรินโปรตีนที่สรางจากโพลิฮีดรินยีนในดีเอ็นเอของไวรัสเอ็มบีวี 

การศกึษาทางชีวเคมีของออกคลูชั่นบอดีของเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่ถูกสรางขึ้นภายในเซลลที่ติดเชื้อ จะ
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สามารถท ําใหทราบถึงองคประกอบของโปรตีนตางๆในออกคลูชั่นบอดี จากการศกึษาลักษณะทาง
ชีวเคมีของออกคลูชั่นบอดีของเชื้อไวรัสเอ็มบีวี โดย Chang และคณะ (1992)  โดยนํ ากุงกุลาดํ าที่
ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีไปบดแลวแยกองคประกอบดวยเทคนิคการหมุนเหวี่ยงในสารละลายซูโครสที่มี
ความเขมขนตัง้แต 35-65 เปอรเซ็นต (sucrose gradient centrifugation) จากนัน้ทํ าการวิเคราะห 
จ ํานวนโพลเีปปไทด ของออกคลูชั่นบอดี โดยการทํ าเอสดีเอส-เพจ เจล (SDS-PAGE gel) พบวา
ออกคลูชั่นบอดีมีโพลีเปปไทด 12 หนวยยอย โดยหนวยโปรตีนหลักมีนํ้ าหนัก 62 กโิลดาลตัน   และ
หนวยโปรตนียอยอีก11 แถบ มีนํ้ าหนักดังตอไปนี้คือ 160, 125, 60, 55, 50, 45, 40, 34, 32 และ 
27 กิโลดาลตัน   จากนัน้ไดนํ าเอาออกคลูชั่นบอดีที่บริสุทธิ์ไปฉีดในกระตายเพื่อจะไดแอนติซีร่ัม
ของออกคลูชั่นบอดีของเชื้อไวรัสเอ็มบีวีแลวนํ ามาทํ าเวสเทิรน บลอท (western blot) โดยใชออกค
ลูชั่นบอดีที่บริสุทธิ์เปนมาตรฐานเปรียบเทียบกับตับบดของกุงที่ติดเชื้อและไมติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี 
พบวาเกิดแถบที่ 62 กโิลดาลตัน   ในสวนของตับบดที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี ดวยเหตุนี้เองทํ าให
สามารถทราบไดวา โปรตีน  โพลีฮีดริน เปนหนวยโปรตีนหลักที่มีขนาด 62 กโิลดาลตัน   และหนวย
โปรตนียอยที่พบเปนสวนของโพลีเปปไทดของไวรัสที่ประกอบอยูในออกคลูชั่นบอดี

    5.3 ชนดิของเจาบาน /การแพรกระจาย
5.3.1 ชนดิของเจาบาน (host species)
กุงที่ยอมรับตอเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจะอยูในระยะที่งายตอการติดเชื้อ คือ ระยะวัยออน          

โพสตลาวา  และระยะวัยรุน โอกาสในการติดเชื้อไวรัสเอม็บีวีจะลดลงเมื่อกุงอยูในระยะหลังจาก 
ระยะโพสตลาวา 25  กุงที่งายตอการติดเชื้อไดแก   Penaeus monodon , P.  esculentus , P. 
semisulcatus , P. penicillatus , P. kerathurus , P. plegejus  และ P. merguiensis 
(Lightner,1996)

5.3.2 การแพรกระจายของเชื้อ
เชื้อไวรัสเอม็บีวพีบอยางกวางขวางในแถบประเทศจีน ไตหวัน ฟลิปปนส มาเลเซีย สิงค

โปร ไทย ศรีลังกา อินเดีย อินโดนีเซีย และออสเตรเลีย นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวาพบเชื้อไวรัส
เอม็บีวใีนประเทศคูเวต โอมาน อิสราเอล อิตาลี เคนยา และแกมเบีย และกุงที่ถูกนํ าเขามาใน
ประเทศตาฮติิ ฮาวาย เม็กซิโก เอกวาดอร บราซิล เปอรโตริโก (Lightner, 1996)
     5.4 ระยะการติดเชื้อ

การศึกษาขอมูลจากโรงเพาะฟกพบวากุงวัยออนที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีมีอัตราการตายสูง
และมอัีตราการเจริญเติบโตชาลงกวาปกติ (Chang and Chen, 1994) ดวยเหตุนี้เองทํ าใหผลผลิต



12

ลดลง เพือ่คุณภาพของลกูกุงจึงจํ าเปนตองมีการกํ าจัดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจากโรงเพาะฟก ดังนั้นการ
ศึกษาสาเหตุที่ทํ าใหกุงติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีเปนสิ่งสํ าคัญ  Chen และคณะ (1992) ไดทํ าการศึกษา
หนทางที่ทํ าใหกุงติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี โดยนํ ากุงระยะนอเพลียส หรือไขที่เพิ่งฟก 7,000-10,000 ตัว
ตอตันลงเลีย้งในถัง ศึกษาการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในตับออนในแตละระยะของกุงกุลาดํ าตั้งแตซูเอีย
1 ถงึ โพสตลาวา 40 โดยใชวิธีทํ าน ําตบัมาบี้บนสไลด (squash mount) แลวยอมดวยสีมาลาไคท
กรีน  และวธิกีารศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาแลวยอมดวยสีฮีมาท็อกซิลินและ      อีโอซนิ ลูกกุงจะถูก
เลีย้งทีอุ่ณหภูมิ 28-33 องศาเซลเซียส โดยแบงเปนชุดการทดลองตางๆ พบวา ลูกกุงที่มาจากพอ
แมพันธุที่ปลอดเชื้อเอม็บีวี จะเกิดการติดเชื้อเอม็บีวีเมื่อเขาสูระยะโพสตลาวา15  ลูกกุงทีม่าจาก
พอแมพันธุที่ติดเชื้อเอ็มบีวีจะติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีต้ังแตระยะไมซิส 2  จะเหน็วาลูกกุงที่มาจากพอแม
พันธุที่ติดเชื้อเอ็มบีวีเชนเดียวกันแตมีการแชลูกกุงดวยฟอรมาลินและไอโอโดฟอร (iodophore) 
กอนและมีการดูแลความสะอาดของนํ้ าทะเลที่ใชเลี้ยง พบวากุงในกลุมนี้จะเริ่มติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
เมื่อเขาสูระยะ โพสตลาวา 12  นอกจากนีกุ้งในกลุมที่มาจากพอแมพันธุที่ปลอดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
แลวทํ าใหไดรับข้ีกุงที่มีเชื้อไวรัสเอ็มบีวี พบวาทํ าใหกุงติดเชื้อไดต้ังแตระยะไมซิส 2  จากผลการ
ทดลองนีเ้องแสดงใหเห็นวาลูกกุงไมไดติดเชื้อไวรัสโดยผานทางพอแมแตเนื่องมาจาก การกินออกค
ลูชั่นบอดี้หรือ อนุภาคไวรัสเขาไป จะเห็นวากุงกลุาด ําในระยะวัยออน การเกิดขึ้นและความรุนแรง
ต่ํ าท ําใหสามารถตรวจวินิจฉัยไดยาก นอกจากนี้ Ramasamy และคณะ (1995) ไดรายงานการ
สํ ารวจการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในธรรมชาติในระยะตางๆของกุงกุลาดํ า พบวากุงกุลาที่ติดเชื้อจาก
ประเทศฟลิปปนสและตาฮติิทีถู่กสํ ารวจจากระยะโพสตลาวา 5 – 40 มีการตดิเชื้อเพิ่มข้ึน  การเลี้ยง
กุงในสภาวะทีห่นาแนนจะทํ าใหงายตอการติดเชื้อและการพัฒนาการติดเชื้อ  การติดเชื้อและความ
รุนแรงจะลดลงเมื่อกุงอายุมากขึ้น จากผลการศึกษาจะเห็นวากุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อจากประเทศ
ไตหวันมีการติดเชื้อลดลงเรื่อยๆเมื่ออายุมากขึ้นโดยมีความยาวของเปลือกสวนหัวและอก
(carapace) มากขึ้น ในขณะที่ จากการศกึษาดงักลาวจะเห็นวา กุงกุลาดํ าในระยะวัยออนมักจะมี
การติดเชื้อและความรุนแรงของโรคตํ่ าทํ าใหไมสามารถตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไดจนกระทั่งเมื่อกุง
เขาสูระยะโพสตลาวา จะเริ่มตรวจพบการติดเชื้อและมีความรุนแรงเพิ่มข้ึนเรื่อยๆจนสูงสุดซึ่งใน
ระยะนีจ้ะมอัีตราการตายสูงดวย จากนั้นการติดเชื้อและความรุนแรงจะลดลงเมื่อกุงอายุมากขึ้น

    5.5 กลไกการเขาสูเซลลของเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
กลไกการเขาสูเซลลของเชื้อไวรัสเอ็มบีวียังไมเคยมีในรายงาน  ในแบคคูโลไวรัสที่ติดเชื้อใน

เซลลของแมลงจะเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลโดยทํ าใหเกิดการละลายของเมมเบรน จากนั้นไวรัส
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จะทิ้งเอนเวลลอปไวนอกเซลลแลวเขาสูเซลล สํ าหรับรูปแบบกลไกของวงชีวิตของไวรัสเอ็มบีวียังไม
มรีายงานชัดเจนแตไดมีรูปแบบที่นํ าเสนอไวดังภาพที่ 3

ภาพที่ 3 โมเดลสํ าหรับวงชีวิตของไวรัสเอ็มบีวี
ทีม่า : Vicker และคณะ (2000)

จากภาพที่ 3  กลไกการเขาสูเซลลมีดังนี้คือ 1) ไวรัสเขาสูเซลลโดยทิ้งเอนเวลลอป
(envelope)  ไวนอกเซลล  2) จะเหลือแตนิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid) ของไวรัสที่เขาสูเซลล  
3) นิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid)  จะเขาไปจับกับเมมเบรนของนิวเคลียส การเขาจับจะเขาจับ
ตรงสวนของนิวคลีโอพอร (nucleopore) และ 4) สงผานกรดนวิคลีอิค (nucleic acid) เขาสู
นวิเคลียส  5) การสังเคราะหอารเอ็นเอจากยนีของไวรัส (viral genome) เพือ่ส่ังใหมีการสราง viral 
protein   mRNA จะออกจากนิวเคลียสผานทางนิวคลีโอพอร (nucleopore)  และviral protein จะ
ถกูสัง่สังเคราะหข้ึนในไซโตพลาสซมึ  6) การขนสง viral protein เขาสูนิวเคลียสผานทาง nuclear 
targeting sequence โดยเกิดการมวนพับของเมมเบรนของนิวเคลียสเขาดานในเพื่อสงผาน viral 
protein เขาไป   7) แคปสิด (capsid) จะถกูสรางขึ้นพรอมกับเอนเวลลอป  8) มกีารสรางเสนใย    
ฟลาเมนตตรงกลาง (central filament) และยนีของไวรัส (viral genome) จะถูกใสลงในแคปสิด         
9) มีการขยายสวนของเอนเวลลอป จนชองถกูปดไว 10)อนุภาคของไวรัสบางตัวจะอยูในสวนที่
ก ําลงัมีการพัฒนาการสรางออกคลูชั่นบอดี (Vicker et al., 2000)

    5.6 พยาธิสภาพที่เกิด



14

         5.6.1 ผลตอสรีรวิทยา/เซลล
จากรายงานการวิจัยของ Chen และคณะ (1989) พบวาการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุง

กลุาดํ า (P. monodon) และกุงหางแดง (P. penicillatus) ท ําใหเกิดพยาธิสภาพของเซลลและมี
การสรางไวรสัในเซลลของตับออน โดยเซลลงายตอการติดเชื้อ คือ เซลลเอฟ เซลลบี และเซลลอาร  
โครงสรางไวรัสชนิดนี้ประกอบดวยกรดนวิคลีอิค  แคปสิด และเอนเวลลอป นอกจากนี้ยังมีการ
สรางออกคลูชั่นบอดีดวย  การสงัเกตุการติดเชื้อจะพบไดที่เมมเบรนของเซลลตับออน และการเกิด
นิวเคลียสบวมเนือ่งมาจากการเพิ่มจํ านวนของไวรัสและการสรางโปรตีนโพลีฮีดริน  อนุภาคไวรัส
และออกคลูชั่นบอดี จะถูกปลอยออกจากเซลลที่เสื่อมสลายแลวเขาสูทอตับไปยังทางเดินอาหาร 
และจากการศกึษาทางเนื้อเยื่อวิทยาของกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี  พบวาภายในเซลล       อิ
พิทีเรียลของตับและตบัออนที่ติดเชื้อ พบออกคลชูั่นบอดีอยูภายในเมื่อนํ าไปยอมสีพบวาติดสี     อี
โอซนิซึง่จะติดสีจางไปจนเขมจัด  เซลอิพิทีเรียลลจะเกิดการแตกสลายโดยเริ่มจากมีการบวมของ
นวิเคลยีสขึ้นในอัตราสวน 3:1 เมื่อเทียบกับไซโตพลาสซึม  พบแวคิวโอลมากมายภายในเซลล และ
มีขนาด 15 + 1 ไมโครเมตร  ภายในเซลลที่มีการติดเชื้ออยางรุนแรง จะเกิดเนื้อตายและการสลาย
ของเซลลอิพิทีเรียลและหลุดลอกของเซลลที่ติดเชื้อไปสูทอตับ การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่
เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจะเกิดขึ้นเฉพาะที่ตับและตับออนและทางเดินอาหารตอน
หนา (anterior midgut) ไมพบการเปลี่ยนแปลงที่เนื้อเยื่อบริเวณอื่น  และเมื่อศึกษาทางจุลทรรศนอิ
เลคตรอนโดย Ramasamy และคณะ (2000) ไดทํ าการศึกษาเซลลปกติของเซลลทางเดินอาหาร
ตอนหนาและเซลลอิพิทีเรียลของตับออนดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบทรานสมิชชั่น  พบ  
ไมโตคอนเดรีย      เอนโดพลาสมิกเรติคูร่ัม และเวสซิเคลิจ ํานวนมาก และเมื่อศึกษาในเซลลที่ติด
เชื้อไวรัสเอ็มบีวี พบไซโตพลาสซมึเล็กลง พบแวคคิวโอล กอลจิ เอนโดพลาสมิกเรติคูร่ัม ไรโบโซม  
จ ํานวนมาก และไมโตคอนเดรียลดลง  บริเวณผิวหนาเซลลสูญเสียไมโครวลิไลไป  นิวเคลียสบวม 
ภายในมีออกคลูชั่นบอดี ไซโตพลาสซมึติดสีจาง เสนใยโครมาตินพบเปนชิ้นเล็ก นิวคลีโอลัสจะอยู
บริเวณขอบ เมมเบรนของนวิเคลียสขยายขอบเขตกวางขึ้น และจาการศึกษาทางจุลทรรศนอิเลคต
รอนนีเ้องทํ าใหสามารถแยกออกคลูชั่นบอดีไดเปน 2 แบบ คือ แบบแรกพบกอนโปรตีน     โพลีฮีด
รินเรยีงเปนแนวอยูภายใน มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 14.5 นาโนเมตร  อนุภาคไวรัสเปนรูปแทง 
ทัง้ชนดิที่สรางโปรตีนและไมสรางโปรตีน  มเีอนเวลลอป 2 ชั้น   กวาง 78 + 3 นาโนเมตร  ยาว  
276 + 2     นาโนเมตร  ภายในอนุภาคไวรัส นิวคลโีอโปรตนีมองเห็นเปนสีเขม ในระยะลาวาจะพบ
แตโปรตีนที่ไวรัสสรางขึ้นอยูในโครงผลึก จะยังมองไมเห็นอนุภาคไวรัสภายใน  สวนออกคลูชั่นบอดี
แบบทีส่อง จะไมเปนโครงผลึก ภายในมีลักษณะคลายแกรนลู แตละอันมีขนาด 12 นาโนเมตร และ
ประกอบไปดวยอนุภาคไวรัสที่ไมสรางโปรตีน อนุภาคไวรัสมีเอนเวลลอป 1 ชั้น ยาว 326 + 4 นาโน
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เมตร  กวาง 72 + 1 นาโนเมตร ภายในมีนิวคลีโอแคปสิดยาว 295 + 1 นาโนเมตร กวาง 67 + 1
นาโนเมตร    Ramasamy และคณะ (2000) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลดวยเทคนิคทาง
จุลทรรศนอิเลคตรอน พบวาจากการสังเกตการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลหลังการติดเชื้อที่เกิดทํ าให
สามารถแบงระยะการติดเชื้อไดเปน 3 ระยะ ระยะแรก ไมมีการเกิดพยาธิสภาพของเซลล  อาจเกิด
นิวเคลียสบวมเพียงเล็กนอยประมาณ 44 เปอรเซ็นตและนิวคลีโอลสัจะเคลื่อนไปอยูบริเวณขอบ 
โครมาตนิเปนชิ้นเล็กๆ สวนนิวคลีโอพลาสยงัปกติ  การเกิดการรวมกันของโพลีฮีดรินและอนุภาคไว
รัสจนเกดิเปนออกคลูชั่นบอดีขนาดเล็กพบบางสวน  ไมพบการติดเชื้อแบคทีเรีย  ระยะที่สอง พบวา
โครมาตนิลดจ ํานวนลง เกิดออกคลูชั่นบอดีขนาดเล็กบริเวณกลางนิวเคลียสภายในพบที่มีและไมมี
อนุภาคไวรัส นิวคลีโอลสัแตกเปนชิ้นเล็กๆ เกิดการบวมของนิวเคลียสเพิ่มข้ึนเปน 116 เปอรเซ็นต 
สวนของไซโตพลาสซึมพบแวคคิวโอลมากมายปะปนไปกับออรแกนเนลลของเซลล และยังไมพบ
การตดิเชื้อแบคทีเรีย ระยะสุดทายเกิดนิวเคลียสบวมพอง ภายในไซโตพลาสซึมพบแกรนูลและเกิด
การสลายของเซลล  ทํ าใหออกคลูชั่นบอดีและอนุภาคไวรัสถูกปลอยออกมาจากเซลลที่ติดเชื้อ  
นอกจากนีแ้ลวการเกิดการเสื่อมสลายของเซลลยังทํ าใหเกิดการติดเชื้อซํ้ าจากเชื้อแบคทีเรีย

นอกจากนี้ Vogt (1992) ยังพบวา เมื่อกุงติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีพบวา มีการเปลี่ยนแปลงของ
เซลลบุผิว (epithelium cell) บริเวณ anterior midgut  โดยระยะแรกเซลลจะมีนิวเคลียสขนาด
ใหญ (hypertrophy) และเสนใยโครมาตนิจะถูกดันไปติดขอบเซลล (chromatin margination)  
ระยะที่สองจะเกิดการสรางออกคลชูั่นบอดีข้ึนภายในเซลล ซึ่งภายในจะมีอนุภาคไวรัสอยู   หนา
แนน   ดิกไทโอโซม (dictyosome) จะลดนอยกวาระยะแรก เนือ่งมาจากการถูกรบกวนบริเวณ         
ดิกไทโอโซม ซิสเตอรนี (dictyosome cisternae)  การเปลีย่นแปลงภายในเซลลอ่ืนๆมีเพียงเล็ก
นอย  โดยเกิดพยาธิสภาพของเซลลในระยะไลติก (lytic stage)    แสดงใหเห็นวาการทํ าหนาที่หลัก
ภายในเซลลเกิดขึ้นไมสมบูรณ นอกจากนี้ยังเกิดการเปลี่ยนแปลงในสวนของตับและตับออน 
(hepatopancreas) การเปลี่ยนแปลงที่นิวเคลียสของเซลลเอฟ และเซลลบี คลายกับในเซลลเยื่อบุ
ผิวของทางเดินอาหารตอนกลาง โดยเกดินิวเคลียสขนาดใหญ (hypertrophy)และเสนใยโครมาติน
จะถูกดันไปติดขอบเซลล (chromatin margination) และรวมเปนกอน  มกีารสรางออกคลูชั่นบอดี
เขาลอมอนุภาคไวรสั   พบวาเซลลจะมีพยาธิสภาพของการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีตามลํ าดับดังนี้

- การสรางไวโรจีนิก สโตรมา (Virogenic stroma) และกรดนิวคลีอิคของไวรัสใน
เซลลตับและตับออนของกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อ

เร่ิมตนจะมกีารสะสมกรานูลจะสังเกตุเห็นเปนสีเขมจํ านวนมากอยูในนิวคลีโอพลาส แตใน
ระยะนีจ้ะยงัไมพบการบวมของนิวเคลียส ตอมาจึงพบวา นิวเคลียสเริ่มบวมและโครมาตินไปรวม
อยูบริเวณขอบของนิวเคลียส และเกิดไวโรจีนิก สโตรมา ข้ึนในนวิเคลียสนั้น เมื่อนิวเคลียสเริ่มบวม
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มากข้ึนจะพบวาไมโครวิลไล (microvilli) ทีบ่ริเวณขอบของเซลลเร่ิมสลายตัวลง จะพบวา      ไวโรจี
นิก สโตรมา มลัีกษณะเปนรูปแทง ที่มีเสนผานศนุยกลาง 19.5 นาโนเมตร จากนั้นไวโรจีนิก สโตร
มา จะพฒันาไปเปนกรดนวิคลีอิคของไวรัสตอไป

- การสรางแคปสิดและนิวคลีโอแคปสิด
ภายในนิวเคลียสที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี จะสังเกตุเห็น แคปสิด มีลักษณะเปนทอ กวาง

ประมาณ 36.7 นาโนเมตร ภายใน แคปสดิ ติดสเีขม สวนที่มองเห็นเปนสีเขมเนื่องมาจากมีกรด   
นิวคลีอิค อยูภายใน แคปสิด นั้น   แคปสิด ที่ไมมีกรดนิวคลีอิกจะตดิสจีางมองเห็นเปนทอยาว

- การสรางเอนเวลลอปของไวรสัภายในเซลล
เอนเวลลอป เกิดขึ้นจากไตรลามินา เมมเบรน (trilaminar membrane) ในบริเวณไวโรจีนิก 

สโตรมา จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน พบวาไวรสัที่สรางสมบูรณจะมีเอนเวลลอป 
3 ชั้นลอมรอบนิวคลีโอแคปสิดอยู

- การสรางออกคลูชั่นบอดีในเซลลที่ติดเชื้อ
เมื่อตรวจสอบดวยกลองจุลทรรสนอิเลคตรอน พบวาในนิวเคลียสที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจะ

พบกอนโพลิฮีดรินโปรตีนมากมายอยูลอมรอบนิวคลีโอแคปสิดของไวรัสซึ่งมีเอนเวลลอป หุมอยู  
จะสงัเกตเหน็แถวผลึกของอนุภาคโพลิฮีดรินเรียงกันอยูในไซโตพลาสซึมสวนที่ติดกับนวิคลีโอพอร

การสรางอนุภาคโพลิฮีดรินโปรตีนจะเกิดขึ้นในไซโตพลาสซมึของเซลลที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี 
แลวอนุภาคเหลานี้จะถูกสงผานทางนิวคลีโอพอร ไปยังนิวเคลียสและสะสมไวสรางเปนออกคลูชั่
นบอดี  การขยายตัวของออกคลูชั่นบอดีจะขึ้นอยูกับการสะสมโพลิฮีดรินโปรตีนและอนุภาคไวรัสที่
เพิ่มข้ึน การขยายตัวของออกคลูชั่นบอดีและอนุภาคไวรัสในออกคลูชั่นบอดีและอนุภาคไวรัส
เดี่ยวๆ ที่เพิ่มข้ึนทํ าใหนิวเคลียสบวม การบวมของนิวเคลียสที่มากเกินไปจะทํ าใหเซลลตายและ
แตกสลาย

นอกจากการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจะทํ าใหเกิดการเพิ่มจํ านวนไวรัสในเซลลที่ติดเชื้อ การสะ
สมโพลิฮีดรินโปรตีนในนิวเคลียสทํ าใหเกิดเปนออกคลูชั่นบอดีและเกิดการแตกสลายของเซลลกุงที่
ติดเชือ้ ยงัมรีายงานที่กลาวถึงการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลที่ติดเชื้อ พบวา มีโครงสรางที่เรียกวา 
เมมเบรน ลาบิรินท (membrane labyrinth) เกดิขึ้นในเซลลที่ติดเชื้อ Baculovirus penaei (BP) 
และจะเกดิขึน้ เพิ่มจํ านวนและพัฒนาไปพรอมกับการเพิ่มจํ านวนของไวรสัในเซลล สํ าหรับหนาที่
ของ   เมมเบรน ลาบิรินท  ยงัไมทราบชดัเจนแตคาดวานาจะทํ าหนาที่ 1. ขนสงสารสํ าหรับการ
สรางไวรัส  2. ขนสงเอทีพี (ATP) 3. กลไกที่ขนสงอนุภาคไวรัสไปสูผิวเซลล  Lu และคณะ (1996) 
ไดศึกษาโครงสรางทางจุลทรรศนอิเลคตรอนและทางสัณฐานวิทยาของเมมเบรน   ลาบิรินท ใน
เซลลของกุงกุลาดํ าในระหวางการติดเชื้อและการพัฒนาเขาสูระยะตางๆของการติดเชื้อไวรัสเอ็มบี
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ว ีจากการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวา จะเกิด เมมเบรน ลาบิรินท ในเซลลตับและ   ตับออนที่ติด
เชื้อไวรัสเอ็มบีวี  และคาดวาเมมเบรน ลาบิรินท นาจะมาจากนิวเคลียส  เอนโด  พลาสมิค เรติคูลัม 
(endoplasmic reticulum) หรือ กอลจิแอปพาราตัส (Golgi apparatus)  แตเห็นเดนชัดคือ ใน
ระยะแรกจะสังเกตเห็นวา เมมเบรน ลาบิรินท มคีวามสัมพันธกับกอลจิ          แอปพาราตัส โดย
การสราง เมมเบรน ลาบิรินท เร่ิมจากการขยายกวางออกของ กอลจิเวสสิเคิล (golgi vesicle) 
กลายมาเปนโครงสรางที่ซอนกัน หรือซอนทับไปมา   ลักษณะเปนเมมเบรน 2 ชั้นที่หางกัน
ประมาณ 10-25 นาโนเมตร ซึ่งบางครั้งอาจมองเปนเมมเบรนชั้นเดียว และเมื่อตรวจสอบที่กํ าลัง
ขยายสูงๆ พบวาเมมเบรนแตละชั้นหนาประมาณ 5-8 นาโนเมตร

การพัฒนาไปพรอมๆกันของ เมมเบรน ลาบิรินท และการติดเชื้อเอม็บีว ีจะสังเกตุเห็นวามี
เฉพาะเซลลที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีเทานั้นที่พบ เมมเบรน ลาบิรินท ภายในเซลล เมมเบรน ลาบิรินท
เร่ิมตนสรางพรอมกับการที่ไวรัสทีอ่ยูภายในเซลลเร่ิมเพิ่มจํ านวนและเกิด ไวโรจีนิก สโตรมาพบการ
เพิ่มของ เมมเบรน ลาบิรินท ทีร่ะดบัสูงสดุเมื่อพบอนุภาคไวรัสและออกคลูชั่นเพิ่มจํ านวนมากใน
นวิเคลยีสจนกระทั่งพบในไซโตพลาสซึมดวย

การพัฒนาของ เมมเบรน ลาบิรินท ทีสั่มพนัธกบัการเพิ่มจํ านวนของไวรัส อาจแบงไดเปน
ระยะตาง ดังนี้

ระยะที่ 1 การติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่เร่ิมจากการกินอนุภาคไวรัสเขาไปแลวมีการสงผานดี
เอน็เอของไวรัสเขาสูนิวเคลียสของเซลล  หลงัจากนัน้จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางเซลลดัง
นี ้1) เสนใยโครมาตนิไปติดขอบเซลล เกิดกอนของ ไวโรจีนิก สโตรมา ในนวิเคลียส   2) เกิดรอยพับ
ตรงขอบดานนอกของเมมเบรนของนิวเคลียส  ในไซโตพลาสซมึจะเกิดการขยายของ              เอน
โดพลาสมิค เรติคูลัม  และ กอลจิแอปพาราตัส พบไรโบโซมมากมายที่หลุดลอยอิสระจาก    เอน
โดพลาสมิค เรติคูลัม ท ําใหพบไรโบโซมอยูเปนอิสระมากมายในเซลล

ระยะที ่2 การเพิ่มจํ านวนของ เมมเบรน ลาบิรินท และการเพิ่มจํ านวนของไวรัส ในระยะนี้
จะสงัเกตุเห็นวาโครงสรางของ เมมเบรน ลาบิรินท จะซบัซอนขึ้น และพบนิวคลีโอแคปสิด ของไวรัส
ทีส่มบรูณ แตในระยะนี้ยังไมมีการสรางออกคลูชั่นบอดี สวนในไซโตพลาสซมึ ไมโตคอนเดรียจะ
เกดิความผิดปกติและบางอันเกิดลักษณะคลายมกีอนอยูภายใน และมีจํ านวนไมโครฟลาเมนทเพิ่ม
ข้ึนมากมายและพบสวนประกอบของเซลลที่ยังปกติอยูดวย

ระยะที่ 3 การพัฒนาของ เมมเบรน ลาบิรินท และการสรางออกคลูชั่นบอดี การพัฒนาของ 
เมมเบรน ลาบิรินท ในขัน้สงูสดุ จะเกิดการสรางเปนรูปทอ ซอนกัน เกิดเปนตุมและโครงสรางที่ซอน
ทับกัน พรอมกับมีการสรางออกคลูชั่นบอดีเปนรูปไขและมีปริมาณโพลิฮีดรินโปรตีนเพิ่มจํ านวน
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มากในนิวเคลียส จะสังเกตุเห็นไมโครฟลาเมนทอยูติดกับออกคลูชั่นบอดีในนิวเคลียสซึ่งพบวาไม
โครฟลาเมนทที่พบเปนสวนเดียวกันกับที่พบในไซโตพลาสซึม อยางไรก็ตามความสัมพันธระหวาง
ไมโครฟลาเมนทในนิวเคลียสและในไซโตพลาสซึมยังไมทราบแนชัด  นอกจากนี้ยังพบวามีการลด
ลงอยางมากของโครมาตนิในนิวเคลียส

ระยะที่ 4 การเสื่อมสลายของ เมมเบรน ลาบิรินท และการปลอยอนุภาคไวรัส ในขั้นตอน
สุดทายของการเพิ่มจํ านวนไวรัสนี้  เมมเบรน ลาบิรินท จะไมเกดิการพับ พบวาเซลลที่ติดเชื้อจะเกิด
การยอยสลาย  ออกคลูชั่นบอดี อนุภาคไวรสั และสวนประกอบอื่นๆของเซลลจะถูกปลอยออกสู
สวนชองวางที่เคยเปนขอบเขตของเซลลที่ติดเชื้อ

5.6.2 ผลกระทบตอการเจริญเติบโต
การติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีมีผลทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยาของกุงดังกลาว 

นอกจากการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวียังมีผลตอการเจริญเติบโตและอัตราการรอดของกุง จากรายงาน
การวจิยัของ Chang และ Chen (1994) ไดศึกษาถึงผลของการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่มีตอการเจริญ
เติบโตและอัตราการอดของกุงกุลาดํ าในระยะวัยออน  โดยนํ าตัวออนกุงระยะนอเพลียสที่ปลอด
เชื้อเอม็บีวีมาแชฟอรมาลินความเขมขน  200 สวนในลานสวน เปนเวลา 30 วนิาทีและ      ไอโอโด
ฟอร ความเขมขน 0.1 สวนในลานสวน เปนเวลา 1นาท ีเพือ่ทํ าใหปลอดเชื้อ นํ าลูกกุงประมาณ 5 x 
104 ตัวเลีย้งในถังขนาด 500 ลิตร จํ านวน 7 ถัง ดวยนํ้ าทีม่คีวามเค็ม 30 สวนในพันสวน ทีผ่านการ
กรองแลวและใหอาหารตามปกติ เพือ่ใหแนใจวากุงไดรับอาหารอยางเหมาะสมในแตละระยะและ
ไมเกดิภาวะขาดสารอาหาร ใช 4 ถังเปนชุดควบคุมและ 3 ถังเปนชุดการทดลองทํ าใหติดเชื้อไวรัส
เอม็บีวีโดยเติมออกคลูชั่นบอดี้ 3.2 x 105 ตอวันตั้งแตระยะซูเอีย 1-3 จากนัน้บนัทึกอัตราการเจริญ
เตบิโตโดยการวัดความยาว อัตราการตาย พบวากุงในกลุมที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีมีการเจริญเติบโต
ลดลงและอัตราการตายเพิ่มข้ึนระหวางการเลี้ยง โดยกุงในกลุมควบคุมมีอัตราการตาย 10 
เปอรเซน็ต สวนกุงในกลุมที่ติดเชื้อมีอัตราการตายอยูระหวาง 10 - 50 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบ
วากุงในกลุมที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีมีขนาดตัวที่แตกตางกันมากและมีสีตัวจางกวากลุมควบคุม โดย
กลุมควบคมุมคีวามยาวแตกตางกันอยูระหวาง 0.27 - 1.69 มิลลิเมตร สวนในกลุมที่ติดเชื้ออยู
ระหวาง 0.25 - 3.15 มิลลิเมตร

    5.7 การตรวจสอบโรคติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
การตรวจวินิจฉัยโรคกุงในปจจุบันและในการวิจัยตางๆจะใชวิธีการที่ทํ าสืบตอกันมา และ

การตรวจหาเชือ้ทีก่อโรคยังเปนวิธีที่พัฒนามาจากวิธีที่ใชในตรวจวินิจฉัยในปลา วิธีที่ใชตรวจรักษา
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สัตว และวิธีที่ใชในหองปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรคในมนุษย  การรกัษาและการตรวจวินิจฉัยโรคใน
กุงจะพจิารณาจากประวัติการเลี้ยง ลักษณะภายนอก พฤติกรรม และพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น การ
ตรวจสอบจะใชวิธีตางๆ ไดแก การตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนและจุลทรรศนอิเลคตรอน การตรวจ
ทางจุลชีววิทยา การเพาะเลี้ยงเซลลเพื่อดูความผิดปกติที่เกิดกับเซลล การตรวจสอบทางโลหิต
วิทยา  ซึ่งวิธีตางเหลานี้ลวนเปนวิธีที่เปนหลักสํ าคัญที่ใชในการวิจัยทางการแพทย การตรวจ
วินิจฉัยและการรักษาโรคแตก็มีบางวิธีที่เมื่อนํ ามาประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรคในกุงไดไม
สํ าเร็จหรือไมดีเทาที่ควร ไดแก การเพาะเลี้ยงเซลลและเนือ้เยือ่กุง และบางวิธีก็ไมสามารถนํ ามา
เปนวิธีตรวจวินิจฉัยโดยทั่วไปได (routine diagnostic)  เมือ่เปรียบเทียบกับการใชวิธีตรวจวินิจฉัย
ทางภูมิคุมกันวิทยา (การใชโพลิโคลนอล  หรือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี) โดยเฉพาะวิธีทาง       
อณูชีววิทยา (การใชยนีโพรบ และ เทคนิค PCR) พบวาเปนวิธีที่ใหความถูกตองและเปนวิธีมาตร
ฐานในการตรวจวินิจฉัยโรคและหาสาเหตุของโรคที่เกิดขึ้นในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงไดดี 
โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถใชในการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสในกุงไดอยางแมนยํ า

วธิกีารตรวจวินิจฉัยโรคไวรสัเอ็มบีวีในกุง
5.7.1 การตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน

-สควอส เมาท (squash mount)
การตรวจวินิจฉัยติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่ใชกันทั่วไปคือ วิธีสควอส เมาท ซึง่เปนวธิีที่ทํ าไดงาย

และรวดเร็ว จากรายงานวิจัยของ Fegan และคณะ (1991) พบวาออกคลูชั่นบอดี้ของไวรัสเอ็มบีวี
สามารถมองเห็นไดงายในการทํ าวิธีสควอส เมาท โดยนํ าลูกกุงมาบดบนสไลดแลวยอมสีดวย  
มาลาไคทกรีน แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  พบวาออกคลูชั่นบอดีติดสีเขียวลักษณะแวววาว 
โดยออกคลูชั่นบอดีจะอยูเปนกลุมๆสามารถแยกความแตกตางจากหยดไขมันไดชัดเจน

-อิมเพรสชัน่เสมยีร (impression smear)
จากรายงานการศึกษาของ Vicker และคณะ (1993) ไดทํ าการศึกษาการตรวจวินิจฉัยโรค

ไวรัสเอ็มบีวีในกุงออสเตรเลียดวยวิธีอิมเพรสชั่นเสมียร โดยนํ าตับออนของกุงระยะโพสตลาวา   
(โพสตลาวา 25 หรือ ต่ํ ากวา) มาบดแลวเกลี่ยบนสไลด  แลวยอมดวยสีฮีมาท็อกซีลินและอีโอซิน
(Haematoxylin & Eosin) ซึ่งวิธีนี้ไดใชตรวจวินิจฉัยไวรัสเอ็มบีวีในโรงเพาะฟกทางตอนใตของ  
รัฐควีนสแลนดและทางตอนเหนือของรฐัเวลลประเทศออสเตรเลีย  การศึกษาไดทํ าการตัดสวนของ
ตับออนภายใตกลองจุลทรรศน โดยแยกสวนหัวและอกออกจากสวนทอง แลวดึงตับออนมาบดและ 
เกลี่ยบนสไลด หยดนํ ้าทะเลเพื่อปองกันเนื้อเยื่อแหง จากนั้นถูกทํ าใหแหงโดยตะเกียง 10 นาที แลว
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แชในเมทานอล 5 นาท ีจากนั้นลางนํ้ า 2 นาที เขาสูกระบวนการดึงนํ้ าออกจากเซลลโดยใช 95% 
แอลกอฮอล 45 วินาที, 100 % แอลกอฮอล 1 นาที, ไซลีน 2 นาที จากนั้นปดสไลด็ดวย Permount 
และ กระจกปดสลด  สวนอีกการยอมวิธีหนึ่งจะใชสีอะคริดีน ออเรนท (acridine orange) โดย
เนือ้เยือ่จะถูกแชในสารละลายที่เอทธิลแอลกอฮอลผสมกับกรดอะซิติกความเขมขน  5 เปอรเซ็นต
เปนเวลา 5 นาที ลางนํ้ า 2 นาที แลวยอมดวยสีอะคริดีน ออเรนท ความเขมขน  0.1 เปอรเซ็นต
จากนั้นปดสไลดดวยนํ ายาเครป ริงเกอร (Krebs-Ringer solution) และนํ าไปตรวจดูภายใตกลอง
จุลทรรศน  ซึง่ใหแสงฟลอูอเรสเซนตที่ความยาวคลื่น 450-490 ไมโครเมตร

การทดลองใหกุงระยะโพสตลาวา 3-15 ติดเชือ้ โดยใชหัวเชื้อจากลูกกุงหรือตับกุงที่ติดเชื้อ
ตามธรรมชาติจากรัฐควีนสแลนด  น ํากุงที่ไปติดเชื้อไปทํ า อิมเพรสชั่นเสมียร ตรวจสอบดูเซลล   อิ
พิทีเรียล เมือ่เปรียบเทยีบกับเนื้อเยื่อกลุมที่ติดเชื้อ พบวา เซลลที่ติดเชื้อมีนิวเคลียสขนาดใหญข้ึน
หลงัจากติดเชื้อ 2-3 วัน ตรวจพบออกคลูชั่นบอดีเดี่ยวๆและเปนกลุมในเซลลอิพิทีเรียล ของกุง    
โพสตลาวา 6-25 ทีติ่ดเชือ้2-10วัน  นอกจากนี้ยังพบออกคลูชั่นบอดีภายนอกเซลลทั้งที่อยูเดี่ยวๆ
และเปนกลุมซึ่งนาจะเกิดจากขั้นตอนการทํ า อิมเพรสชั่นเสมียร ทํ าใหเซลลแตกและออกคลูชั่น  
บอดีหลุดออกมานอกเซลล

ออกคลูชั่นบอดีที่ทํ าอิมเพรสชั่นเสมียรและทํ าใหแหงแลวเมื่อนํ ามาดูภายใตกลอง
(Nomarsky optics) จะเหน็เปนรูปรางยาวเนื่องมาจากออกคลูชั่นบอดีเกิดการแตก และมีรูปราง
กลม สวนหยดไขมันจะมีลักษณะกลมและแวววาว  การตรวจดูออกคลูชั่นยังสามารถทํ าไดในกรณี
ที่ตับออนมีการติดเชื้อมากๆสามารถนํ าตับออนมาบี้บนสไลดแลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน
แบบเฟส คอนทราสท (phase contrast)  สวนวธิีที่ใชการยอมดวย สีอะคริดีน ออเรนท แลวดูดวย
กลองฟลูออเรสเซนต พบวา นิวเคลียสที่ติดเชื้อจะมีสีเขียวเรืองแสงและจะเห็นเปนสีเหลืองในเซลล
ที่ติดเชื้อ และมีการยอยสลายของเซลลตับและตับออนและจํ านวนออกคลูชั่นบอดีลดลง สีที่เห็น
แตกตางกันเนื่องมาจากนิวคลีโอพลาสซึม (nucleoplasm) ทีป่ดทับออกคลูชั่นบอดี และขึ้นกับ
จํ านวนดีเอ็นเอของไวรัส และอนุภาคไวรัสที่อยูภายในนิวเคลียส สวนไซโตพลาสซมึจะเห็นเปนสี
แดงและหยดไขมันจะเห็นสีดํ า

 จากรายงานขางตนพบวา การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยวิธีทางเนื้อเยื่อวิทยา
และการทํ าอมิเพรสชั่นเสมียรไดผลที่มีความไวเทากัน  จากการทดลองที่ทํ าใหกุงติดเชื้อจะสามารถ
ตรวจพบไดเร็วที่สุดใน 2 - 3 วนัโดยวธิทีัง้สอง และจากการทดลอง 12 คร้ัง พบวา มีอยางนอย 10 
คร้ังที่ตรวจพบไดวากุงติดเชื้อภายในวันที่4 หลังจากการทํ าใหติดเชื้อ  จะเห็นไดวา การตรวจ
วินิจฉัยดวยวิธีอิมเพรสชั่นเสมียรแลวยอมดวยสีฮีมาท็อกซีลินและอีโอซิน สามารถทํ าไดรวดเร็ว 
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(ไมเกิน 20 นาที) และงายในการตรวจสอบ อีกทั้งสามารถเห็นไดชัดเจนกวาวิธีที่ยอมสีมาลาไคทกรี
น  แตวธิีดังกลาวจะขึ้นอยูกับการมองเห็นออกคลูชั่นบอดี จึงไมสามารถตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส
เอม็บีวใีนระยะแรกๆที่เกิดการบวมของนิวเคลียสและในระหวางการสรางออกคลูชั่นบอดีได

5.7.2 การตรวจสอบทางเนื้อเยื่อวิทยา
ประเทศไทยมีการศึกษาและการพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยทางเนื้อเยื่อวิทยาของโรคไวรัส  

เอม็บีวใีนกุงกลุาดํ าวัยออนและตัวเต็มวัยรวมไปถึงพอแมพันธุมาตั้งแตป 1989 โดยเฉพาะทางภาค
ใตของประเทศไทย (Fegan et al., 1991) ไดมกีารเกบ็ตัวอยางพอแมพันธุที่จับจากทะเลอันดามัน
มาศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาเพื่อตรวจสอบโรคไวรัสเอ็มบีวี  โดยเก็บตัวอยางพอแมพันธุในเดือน
สิงหาคม 1989 พฤศจิกายน 1989 และ กุมภาพันธ 1990 พบวากุง 2 จาก 35 ตัวจะมี         ออกค
ลูชัน่บอดใีนเนื้อเยื่อตับคิดเปน 51 เปอรเซ็นตและ 17 เปอรเซ็นตของเซลลที่ติดเชื้อ สวนการตรวจ
ในระยะวัยออน โดยนํ ากุงกุลาดํ าระยะนอเพลียสจากโรงเพาะฟกตางๆทางใตของอาวไทยซึ่งทั้ง
หมดใชพอแมพันธุ จากทะเลอันดามันแลวนํ ามาฟกในโรงเพาะ ใหอาหารสํ าเร็จรู ปและ  
skeletonema จนกระทั่งถึงระยะโพสตลาวาจะใหอารทเีมยีแทน ตัวอยางลูกกุงจะถูกเก็บทุกวันเพื่อ
ตรวจหาออกคลูชั่นบอดีดวยวิธีสควอสเมาทและการตรวจสอบทางเนื้อเยื่อวิทยา ในการทดลองจะ
ดองลูกกุงดวย นํ ้ายาดองเดวิดสัน (Davidson ‘s fixative) 1 คืน จากนั้นเปลี่ยนเปนแอลกอฮอล 50 
เปอรเซ็นตแลวนํ าไปผานขบวนการนํ านํ้ าออกจากเซลลและฝงตัวอยางลงในพาราฟน จากการ
ศึกษาพบวามีออกคลชูัน่บอดใีนทางเดินอาหาร  และพบออกคลูชั่นบอดีบริเวณสวนปลายของทอ
ตับและไมพบออกคลชูั่นบอดีในสวนที่ไกลจากบริเวณทอตับหรือเซลลอี (generative cells :     E 
cell) เชนเดยีวกบัรายงานวิจัยของ Chen และคณะ (1989) ที่เคยรายงานไววาในเซลลตับและตับ
ออนของกุงกุลาดํ า (Penaeus monodon) และกุงหางแดง (Penaeus penicillatus) เซลลเอฟ 
เซลลบี และเซลลอาร เปนเซลลที่งายตอการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี

5.7.3 การตรวจสอบทางจุลทรรศนอิเลคตรอน
การศึกษาทางไวรสัวิทยาและเซลลวิทยาของไวรสัเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า P. monodon และ

กุงหางแดง P. penicillatus ในป 1989  Chen และคณะ ไดนํ าเนื้อเยื่อตับกุงกุลาดํ า และกุงหาง
แดง ทีติ่ดเชื้อมาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน พบวาตัวอยางกุงจะมีการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีและ อาจ
พบเชื้อไวรัสเอชพีวีดวย อยางไรก็ตาม พบวาเซลลอีจะไมมีการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี เมื่อยอมสี
เนือ้เยื่อดังกลาวดวยสีฮมีาทอกซิลินและอีโอซิน จะเห็นวาออกคลูชั่นบอดีติดสีแดง  ในขณะที่เซลล
อ่ืนที่ติดเชื้อไวรัสเอชพีวี ลักษณะภายในอินคลูชั่นบอดีติดสีนํ้ าเงินเขม  เมื่อตรวจดูดวยกลอง
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จุลทรรศนอิเลคตรอน เซลลที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจะเกิดนิวเคลียสบวม นิวคลีโอลัสกระจัดกระจาย  
โครมาตนิไปรวมติดอยูที่ขอบเซลล และเกิดไวโรจีนิก สโตรมา จากนัน้ สวนของฟลาเมนท  แคปสิด
ของไวรัสและเวสสิเคิล  เพิม่ข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญภายในนิวเคลียสที่ติดเชื้อ ตอมาจะเกิดการสราง         
ออกคลูชั่นบอดีและไวรัสที่มีเอนเวลลอป อยูภายในเซลลตับและตับออนที่ติดเชื้อ  จากการศึกษา
พบวาเซลลตับและตับออนที่ติดเชื้อไวรัสเอม็บีวีของกุงกุลาดํ า และกุงหางแดงจะมีลักษณะไมแตก
ตางกัน

เมื่อศึกษาเซลลที่ติดเชื้อแลวนํ ามาเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมติดเชื้อพบวา เอนโดพลาสมิค 
เรติคูลัม ในไซโตพลาสซึมของเซลลเอฟ ซึ่งปกติมีลักษณะยาวจะเปลี่ยนแปลงเปนรูปรางกลม 
จ ํานวนไมโตคอนเดรียและกอลจิ แอปพาราตัสลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ  นอกจากนี้สวนของคริสตี
(cristae) บวมและเพิ่มจํ านวนขึ้นในไมโตคอนเดรียของเซลลเอฟทีติ่ดเชื้อดวย

สวนไซโตพลาสซึมของเซลลบี ทีติ่ดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี เอนโดพลาสมิด เรติคูลัม  ซึ่งปกติมี
ลักษณะยาวจะเปลี่ยนแปลงเปนรูปรางกลม และ จะสงัเกตุเห็นเมมเบรนที่ขดเปนวง (membrane 
labyrinths) ซึ่งเชื่อวาเกิดมาจากกอลจิแอปพาราตัส เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลบี ทีป่กติ พบวา 
จ ํานวนไมโตคอนคอนเดรียในเซลลบีทีติ่ดเชือ้ลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ  และสวนของคริสตี (cristae) 
ในไมโตคอนเดรยี ผิดปกติและบวม ในไซโตพลาสซมึจะมีไมโครฟลาเมนทจ ํานวนมาก

เอนโดพลาสมิด เรติคูลัม  ของเซลลอาร เปลีย่นแปลงเปนรูปรางกลมเชนเดียวกับเซลลบี
และเซลลเอฟ  ไมโตคอนเดรยีบวมและเกิดการสลายตัว และพบไมโคฟลาเมนทเพิ่มข้ึนเชนเดียวกับ
ในเซลลอ่ืนๆที่ติดเชื้อ  ในเซลลที่มีการติดเชื้อในระยะแรกๆจะพบวามีหยดไขมัน 2 - 3หยดและกอน
ไกลโคเจน  แตเมือ่มีการพัฒนาระยะการติดเชื้อไปแลวจะไมมีหยดไขมันภายในเซลลอารที่ติดเชื้อ

จากรายงานของ Vicker และคณะ (2000) ไดศึกษาทางเซลลวิทยา โลหิตวิทยา และการ
เพิ่มจํ านวนของไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ าจากออสเตรเลีย  การศกึษาไดใชเทคนิคทางจุลทรรศนอิ
เลคตรอน โดยตัดตับออนของกุงที่ติดเชื้อมาดองในนํ้ ายาดองทีม่ีสวนผสมของกลูตารอัลดีไฮน 2.5 
เปอรเซ็นต พาราฟอรมอลดีไฮน 2.5 เปอรเซ็นต ในบฟัเฟอรคาโคไดเลท   (cacodylate buffer) 
หลงัจากยอมแลวนํ ามายอมดวยออสเมียมเตตระออกไซด ความเขมขน 1% (osmium tetraoxide) 
จากนั้นนํ าไปผานกระบวนการเอานํ้ าออกโดยใชแอลกอฮอลระดับตางๆจากนั้นนํ าตัวอยางไปฝงลง
ในแอลอาร ไวท เรซิน (LR White resin) นํ าชิ้นเนื้อที่ตัดแลวไปยอมสีดวยยูรานิลอะซีเตด              
5 เปอรเซ็นต  ในเมทานอล 50 เปอรเซ็นต และเรยโนลลีดซิเตรท (Reynold’s lead citrate) แลวนํ า
ไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบทรานสมิชชั่น (Hitachi H-800)  เมื่อตรวจสอบเซลล
ตับและตบัออนที่ติดเชื้อพบวามีนิวเคลียสขนาดใหญข้ึน และภายในมีออกคลูชั่นบอดี 1-3 อัน รวม
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ไปถึงมีอนุภาคไวรัสกระจายอยูบริเวณกลางนิวเคลียสหางจากขอบเยื่อหุมนิวเคลียส  สวนการ
ศึกษาโครงสรางของไวรสัตัวเตม็วัย พบวา มีลักษณะเปนรูปแทงมีเยื่อหุมแคปสิด เอนเวลลอปของ
ไวรัสบางอนุภาคมียอดเปนรูปกรวย ซึ่งจะขึ้นอยูกับรูปรางของนิวคลีโอแคปสิด ไวรัสหลายอนุภาคมี
การขยายออกดานขาง หรือดานปลาย ไดงายเนื่องจากประกอบดวย ฟลาเมนท  เมื่อนํ าแคปสิดมา
ตัดตามขวางพบฟลาเมนทซึ่งเคยมีรายงานในแบคคูโลไวรัสในครัสเตเซีย แตสามารถแยกความ
แตกตางของฟลาเมนทออกจากโปรตีนในโครงสรางไวรัสที่มีรูปรางไมแนนอนไดยาก

5.7.4 การตรวจสอบทางอณูชีววิทยา (molecular biology)
- ปฎกิริิยาลูกโซโพลิเมอรเรส (Polymerase Chain Reaction : PCR)

เทคนิคพีซีอาร (PCR) เปนเทคนิคใหมทางดานอณชูวีวิทยาเชนเดียวกับการคนพบเทคนิค
ตางๆ เชน เซาทเทิรน บลอทติ้ง (Southern blotting)   การโคลนนิ่งโมเลกุล (molecular cloning) 
ซึ่งทํ าใหเกิดการพัฒนาวิธีการที่จะศึกษาถึงขบวนการตางๆของสิ่งมีชีวิตในระดับโมเลกุลใหทํ าได
งายขึ้น  เทคนิคพีซีอารเปนวธิกีารเพิม่ดีเอ็นเอเฉพาะสวนอยางจํ าเพาะในหลอดทดลอง เปนเทคนิค
ใหมทีท่ ําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงในการวิเคราะห หรือศึกษายีนตางๆ เนื่องจากยีนแตละชนิดจะมี
เปนสวนนอยในจโีนม (genome) ดังนัน้ถาศกึษายนีใดๆ จะตองมีวิธีเพิ่มจํ านวนของดีเอ็นเอชิ้นนั้น
ใหมากขึน้และน ํามาทํ าการทดลองตางๆได วิธีปกติที่ใชเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอสวนที่ตองการ คือ การ
โคลนนิ่งโมเลกุล  โดยการเพิม่จ ํานวนดีเอ็นเอสวนที่ตองการในแบคทีเรีย ซึ่งเปนวิธีที่ทํ าไดยากมี
หลายขัน้ตอนใชเวลานานและยังตองมีวิธีการที่จะพิสูจนวาดีเอ็นเอสวนที่เพิม่จ ํานวนขึ้นมา ไดเปน
ดีเอ็นเอสวนที่ตองการหรือไม แตเทคนิคพีซีอารสามารถทํ าใหเราศึกษายีนตางๆไดงายขึ้นโดยการ
เพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอสวนที่ตองการไดอยางไมจํ ากัดจํ านวนโดยไมตองใชวิธีโคลนนิ่ง (cloning)   
เทคนิคพีซีอาร คิดขึ้นโดย Kary B. Mullis นกัเคมวีเิคราะหชาวอเมริกัน ในป ค.ศ. 1985 (อางโดย 
นเรศวร สุขเจริญ และคณะ, 2541) โดยทางทฤษฎีของพีซีอาร จะคลายกับการจลองดีเอ็นเอ (DNA 
replication) ภายในเซลล คือ เปนวิธีที่ดีเอ็นเอโพลิเมอเรส สรางดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอตนแบบ โดย
การตอสายโอลิโกนิวคลีโอไทด ไพรเมอร (oligonucleotide primers) แตขบวนการพีซีอาร อาศัย
โอลิโกนิวคลีโอไทด ไพรเมอร 2 เสน ซึง่แตละเสนจะจับกับสายดีเอ็นเอเสนตรงขามกัน จากนั้นจะ
เกิดการสรางดีเอ็นเอขึ้นโดยการตอปลายจากไพรเมอรทั้งสองเสน ตามดีเอ็นเอตนแบบจนกระทั่ง
สุดปลายดเีอน็เอตนแบบ โดยการสรางดีเอ็นเอ จะทํ าไดในทิศทางเดียวคือ จาก 5’ ไป 3' ผลที่ไดคือ 
สายดเีอ็นเอคูใหมที่เกิดจาก สายดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน (complementary) กบัดีเอ็นเอตนแบบ

จากรายงานการวิจัยของ Belcher และ Young (1998) ไดพัฒนาเทคนิคเนสเตดพีซีอาร
(Nested PCR) เพือ่ตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่มีปริมาณตํ่ าในลูกกุงกุลาดํ า  การทดสอบ
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ความไว (sensitivity) ทํ าโดยใชสารละลายดีเอ็นเอมาทํ าใหเจือจาง 10 เทา ต้ังแต 100 พิโคกรัม ถึง 
0.001 เฟนโตกรัม โดยใชไพรเมอร 2 คู คือ MBV1.4F, MBV1.4R สํ าหรับไพรมารี พีซีอาร (primary 
PCR) และ MBV1.4NF, MBV1.4NR สํ าหรับเนสเตดพีซีอาร (ตารางที่ 3) แลวนํ าสารละลายดัง
กลาวมาผานขั้นตอนไพรมารี พีซีอาร

ตารางที่ 3  ดีเอ็นเอตนแบบจํ าลองทีใ่ชในเทคนิคพีซีอาร

ไพรเมอร ลํ าดับนิวคลีโอไทด
MBV1.4F 5’-CGA TTC CAT ATC GGC CGA ATA-3’
MBV1.4R 5’-TTG GCA TGC ACT CCC TGA GAT-3’
MBV1.4NF 5’-TCC AAT CGC GTC TGC GAT ACT-3’
MBV1.4NR 5’-CGC TAA TGG GGC ACA AGT CTC-3’

ทีม่า : Belcher and Young (1998)

การทํ าไพรมารีพีซีอาร ท ําไดโดยน ําดีเอ็นเอรวมของกุงที่ติดเชื้อ มาทํ าใหเสียสภาพในนํ้ า
เดอืดเปนเวลา 3 นาทีแลวนํ าไปแชบนนํ้ าแข็ง ดีเอ็นเอจํ านวน 100 นาโนกรัม จะถกูใชเปนดีเอ็นเอ 
ตนแบบในการทํ า ไพรมารีพีซีอาร ซึง่มสีวนผสมดังนี้คือ 50mM KCl, 10mM Tris-HCl (pH9.0), 
0.1% Triton x-100, 0.2mM dNTP, 1.5mM MgCl2 , 0.25 uM Primer MBV1.4F และ MBV 1.4R, 
2.5 unit  Taq  สวนผสมทัง้หมดนีจ้ะถูกทํ าใหปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร  นํ าไปทํ าการเพิ่ม
ปริมาณทอนดีเอ็นเอโดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยเริ่มจากที่ 96 °C เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทํ า 
40 รอบ ที่อุณหภูมิตางๆดังนี้ 94°C  30 วนิาที, 65°C  30 วนิาที และ 72°C  60 วนิาทหีลังจาก
เสร็จส้ินในรอบสุดทายแลวใหทิ้งไวที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 7 นาที หลังจากการเสร็จส้ินขั้นตอน
ดังกลาวในสวนของไพรมารีพีซีอาร จะไดทอนดีเอ็นเอที่มีขนาด 533 คูเบส

การท ําเนสเตดพีซีอาร โดยขัน้ตอนนี้จะใชดีเอ็นเอที่มีขนาด 533 คูเบส ทีไ่ดจากขั้นตอนการ
ทํ า ไพรมารีพีซีอาร มาเปนดีเอ็นเอตนแบบ มสีวนผสมดังนี้คือ 50mM KCl, 10mM Tris-HCl 
(pH9.0), 0.1% Triton x-100, 0.2mM dNTP, 1.5mM MgCl2 , 0.25uM Primer MBV1.4Fและ 
MBV 1.4R, 2.5 unit  Taq  สวนผสมทั้งหมดนี้จะถูกทํ าให ปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตรและ
น ําไปท ําการเพิ่มปริมาณทอนดีเอ็นเอโดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยเริ่มจากที่ 96 °C เปนเวลา 5 
นาท ีจากนั้นทํ า 40 รอบ ที่อุณหภูมิตางๆดังนี้   94°C  30 วินาที   65°C  30 วนิาที และ 72°C  60 
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วินาที  หลังจากเสร็จส้ินในรอบสุดทายแลวใหทิ้งไวที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 7 นาที จากนั้นเก็บดี
เอ็นเอที่ได จากการทํ าเนสเตดพีซีอาร นํ าไปผานขั้นตอนการทํ าเจลอิเลคโตรโฟรีซิส (gel 
electrophoresis)  แลวนํ าไปยอมสี พบวาผลผลิตที่ไดเปนดีเอ็นเอขนาด 361 คูเบส  นอกจากนี้
การวัดความไวในการตรวจจับเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยวิธีพีซีอาร ยังสามารถทํ าไดโดยการนํ าดีเอ็นเอ
ตนแบบมาท ําใหเจือจางที่ความเขมขนตางๆจากนั้นนํ าไปผานขั้นตอนพีซีอาร จะเห็นวาไพรเมอรที่
ใชสามารถจบักับดีเอ็นเอแลวถูกเพิ่มปริมาณไดก็จะเห็นเปนแถบที่ความเขมขนตางๆ ความเขมขน
ของดเีอ็นเอของเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจสอบไดในไพรมารีพีซีอาร คือ 100 พิโค
กรัม และใน เนสเตดพีซีอาร คือ 0.1 เฟนโตกรัม

-เทคนิค ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay )
การปองกันการติดเชื้อเอ็มบีวีในโรงเพาะเปนปญหาสํ าคัญที่ตองทํ าใหรัดกุมเพื่อปองกัน

การแพรกระจายของเชื้อ ดังนั้นจึงตองมีการตรวจพอแมพันธุเพื่อใหแนใจวาปลอดเชื้อเอ็มบีวี มี
หลายๆวธิทีีถ่กูพฒันาขึน้เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสเอ็มบีวี ทั้งนี้ ELISA ก็เปนเทคนิคหนึ่งที่ไดนํ ามา
ใชในการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า จากรายงานวิจัยของ Chang และ Chen 
(1994) ไดศึกษาถึงผลของการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่มีตอการเจริญเติบโตและการอยูรอดของกุง
กลุาดํ าในระยะตัวออน  โดยน ําตวัออนกุงระยะนอเพลียสที่ปลอดเชื้อเอ็มบีวีมาแชฟอรมาลินความ
เขมขน  200 สวนในลานสวน  30 วนิาทีและไอโอโดฟอร ความเขมขน 0.1 สวนในลานสวน 1นาที 
เพือ่ท ําใหปลอดเชื้อ นํ าลูกกุงประมาณ 5 x 104ตัวเลีย้งในถังขนาด 500 ลิตร จํ านวน 7 ถัง ดวยนํ้ า
เค็ม 30 สวนในพันสวน ที่ผานการกรองแลวและใหอาหารที่เหมาะสมตามความตองการแตละ
ระยะ เพื่อใหแนใจวากุงไดรับอาหารอยางเหมาะสมในแตละระยะและไมเกิดภาวะขาดสารอาหาร 
ใช 4 ถงัเปนชุดควบคุมและ 3 ถังเปนชุดการทดลองทํ าใหติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีโดยเติมออกคลูชั่นบอ
ด้ี 3.2 x 105 ออกคลูชั่นบอดี ตอมิลลิตร ตอวัน ต้ังแตระยะซูเอีย 1-3 จากนัน้บันทึกอัตราการเจริญ
เตบิโตโดยการวดัความยาว อัตราการตาย และเก็บตัวอยางเพื่อตรวจสอบทางเนื้อเยื่อวิทยาเปรียบ
เทยีบกบัการใชเทคนิค ELISA   พบวากุงในกลุมที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีจะมีสีตัวจางและมีขนาดตัว
แตกตางกนั สวนในกลุมควบคุม จะมีอัตราการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน รายงานนี้ไดใชเทคนิคการ
ตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอม็บีวี คือ เทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา โดยตรวจสอบความผิดปกติที่
เกดิขึน้ภายในเซลลที่ติดเชื้อในอวัยวะเปาหมาย เปรียบเทียบกับการใชเทคนิค ELISA ซึ่งจะพบวา
เทคนคิ ELISA สามารถตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีไดต้ังแตในระยะซูเอีย1 สวนเทคนิค
ทางเนือ้เยื่อวิทยาสามารถตรวจพบออกคลูชั่นบอดีไดในระยะซูเอีย 2 การตรวจวินิจฉัยทางเนื้อเยื่อ
วทิยาสามารถตรวจสอบการติดเชื้อได 3 เปอรเซ็นต ในระยะโพสตลาวา 1 และพบการติดเชื้อถึง 90 
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เปอรเซ็นต ในระยะโพสตลาวา19 สวนการตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค ELISA จะใชเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม จะเห็นวาการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยเทคนิค ELISA มีความไวดีกวา
เทคนคิการตรวจวินิจฉัยทางเนื้อเยื่อวิทยา

การทํ า ELISA สํ าหรับออกคลูชั่นบอดีของไวรัสเอ็มบีวี (Hsu et al., 2000) จะใช           
โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyconal antibodies) ตอเชื้อเอ็มบีวีที่ไดมาจากการฉีดเชื้อเอ็มบีวีที่
บริสุทธิ์เขาไปในมามของกระตายหลังจากฉีดเปนเวลา 3 สัปดาหจึงทํ าการเก็บแอนติบอดี การ
ทดสอบ ELISA ทํ าโดยนํ าออกคลชูัน่บอดีบริสุทธิ์ประมาณ 0.2 ไมโครกรัมในสารละลายโซเดียม
คารบอเนต พีเอช 9.6 มาเคลือบบนไมโครไตเตอรเพลท แบบ 96 หลุม ที่ 4 องศาเซลเซียสทิ้งไวขาม
คืน จากนั้นเติม โปรตีนอลับูมิน 3 เปอรเซ็นต ที ่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมง ใสซีรัม 
กระตายที่มีแอนติบอดีตอไวรัสเอ็มบีวี (Rabbit anti-mbv serum) ทิง้ไว 1 ชั่วโมงแลวใสซีร่ัมแพะที่
มีแอนติบอดีตอ Ig G ของกระตาย (Goat anti-rabit IgG serum) ทีติ่ดฉลากดวยเอนไซมฮอสราดิช 
เปอรออกซิเดส (horseradish peroxidase)  ทิง้ไว 1 ชั่วโมง จากนั้นใสเตตราเมทิล เบนซิดีน
(tetramethyl benzidine) เพือ่ใหเกิดสี แลวหยุดปฏิกิริยาที่เกิดสีโดยใชกรดซลัฟูริก 1 นอรมอล  วัด
คาการดดูกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA Reader  ทํ าการเปรียบเทียบการทํ า 
ELISA โดยใส แอนติเจนลงไปแลวท ําตามขั้นตอนดังกลาว ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาจะไดแอน
ติบอด้ีปริมาณมากที่สุดหลังจากฉีดเอ็มบีวีบริสุทธิ์ได 4 สัปดาห และเมื่อทํ าการทดสอบความไวของ      
โพลิโคลนอลแอนติบอดี โดยน ํามาเจอืจาง 10 เทา ที่ความเขมขนตางๆแลวนํ ามาเปรียบเทียบโดย
การท ํา ELISA พบวาแอนติซีรัมที่ใชสามารถตรวจจับไวรัสเอ็มบีวีไดที่ระดับนาโนกรัม

 สํ าหรับผลการทดสอบแอนติเจนซึ่งจะใชสารผสมระหวางแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
(Anti-MBV serum) เจอืจาง 1000 เทา กับแอนติเจน (ออกคลูชั่นบอดีของไวรสัเอ็มบีวี) ที่ความเขม
ขนตางๆ (0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.2) มาเติมลงในแอนติบอดีไตเตอรเพลทที่มีเชื้อไวรัส    เอ็มบีวี
เคลือบอยูเพื่อใหแอนติบอดีที่เหลือในสารผสมทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจนในเพลท จะเห็นวาในสาร
ผสมที่เติมลงไปในกรณีที่ใสแอนติเจนในความเขมขนสูงขึ้นก็จะเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดี
และแอนติเจนในเพลทนอยลง ทํ าใหคาการดูดกลืนแสงลดลง เมื่อทดสอบดวยการใสเนื้อเยื่อตับที่
ความเขมขน 10, 20, 30, 40และ 50 ไมโครกรัม ผสมกับแอนติบอดี แลวนํ าสารผสมนี้ไปทํ าตามวิธี
ขางตน พบวา กราฟคาการดูดกลืนแสงที่ไดมีคาใกลกับตัวอยางที่ไมไดเติมแอนติเจนในกราฟมาตร
ฐาน แสดงใหเห็นวาเนื้อเยื่อตับที่ใสลงไปในสารผสมไมไดทํ าปฏิกิริยากับแอนติบอดีและในทํ านอง
เดยีวกนัเมือ่ใสเชื้อตัวแดงดวงขาว (WSSV) ลงไปในสารผสมกอนทํ าตามขั้นตอนดังกลาวนั้นจะให
ผลการทดลองในลกัษณะเดียวกัน แสดงใหเห็นวา แอนติบอดีที่ใชมีความจํ าเพาะเจาะจงตอเชื้อไว
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รัสเอ็มบีวีเทานั้น เมื่อทดลองใสเนื้อเยื่อตับกุ งที่ผสมกับออกคลูชั่นของไวรัสเอ็มบีวีลงไปใน
แอนติบอดีที่มีความเขมขนเทากับในตอนแรกของการทดลองแลวนํ าไปทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจนที่
เคลอืบอยูในเพลท แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน พบวาคาการดูดกลืนแสงที่ไดมีคาใกลเคียง
กันและมีแนวโนมลดลงตามความเขมขนของแอนติเจนที่ใสกอนจะทํ าปฏิกิริยาในเพลท สรุปไดวา 
rabbit antiserum ที่ใชมีความจํ าเพาะกับเชื้อไวรัสเอ็มบีวีและวิธีการนี้เองสามารถใชเปนวิธีการ
ตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีไดดีอีกวิธีหนึ่ง

-เทคนิค Dot Blot Hybridization
จากรายงานวิจัยของ Chang และคณะ (1993) ไดทํ าการศึกษาดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสเอ็มบี

วแีละท ําการเพิ่มปริมาณขึ้น โดยมีการสกัดอนุภาคไวรัสและออกคลูชั่นบอดีใหบริสุทธดวยการหมุน
เหวี่ยงในสารละลายซีเซี่ยมคลอไรดที่มีความเขมขน 30-50 เปอรเซ็นต ซึง่พบวาอนุภาคไวรัสเอ็มบีวี
มคีวามหนาแนน 1.28-1.29 กรัมตอมล. จากนั้นทํ าการออกแบบไพรเมอรเพือ่เพิ่มปริมาณทอนดี
เอน็เอโดยใชเทคนิค PCR จํ านวน 35 รอบ ทํ าใหไดทอนดีเอ็นเอขนาด 600 คูเบส แลวยังไดทํ าการ
ตรวจสอบโดยใชไพรเมอรเดยีวกนันีไ้ปใชตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า โดยนํ าดี
เอน็เอทีส่กดัจากกุงที่ติดเชื้อและกุงไมติดเชื้อมาตรวจสอบโดยใชเทคนิค PCR พบวาเมื่อนํ าผลผลิต
จาก PCRไปวิเคราะหดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟลิซิส โดยใช เจลอะกาโรส พบวากุงที่ติดเชื้อจะ
เกิดแถบบนเจลขนาด 564 คูเบส เมือ่เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน สวนกุงไมติดเชื้อจะไมพบแถบดัง
กลาว นอกจากนี้แลวยังใชเทคนิค Dot Blot Hybridization โดยใชผลผลิตจาก PCR  มาเปน   โพ
รบ เพื่อตรวจสอบวาลํ าดับเบสในทอนดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ าวามีบางสวนของ
ลํ าดับเบสที่เหมือนกับในดีเอ็นเอของยนีโพลีฮีดรินของแบคคูโลไวรัสในแมลง  จึงใชไพรเมอรที่ออก
แบบจาก ยีนโพลฮีีดรินของแบคคูโรไวรัสในแมลง  แลวนํ าไปตรวจสอบความสามารถในการตรวจ
จับไวรัสเอม็บีวีในกุงกุลาดํ า โดยใชเทคนิค Dot Blot Hybridization พบวาไพรเมอรทีใ่ชสามารถ
เกิด ไฮ บริไดเซชั่นกบัไวรัสเอม็บีวใีนกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อได  จากผลดังกลาวทํ าใหยืนยันสมมุติฐาน
ไดวาบางสวนของดีเอ็นเอในไวรัสเอ็มบีวีมีสวนที่เหมือนกับสวนของยนีโพลีฮีดรินในแมลง เนื่องมา
จากไพรเมอรทีผ่ลิตจากยนีโพลีฮีดรินในแมลง สามารถเกิดไฮบริไดเซชั่น กับเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุง
ได   จากการศกึษาวิจัยดังกลาวแสดงใหเห็นวาการใชเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและนํ า
มาใชเปน ดีเอ็นเอโพรบ (DNA probe) ในการท ํา Dot Blot Hybridization เพื่อการตรวจวินิจฉัยโรค
ไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ าจะมีความถูกตองแมนยํ าและเปนอีกวิธีหนึ่งสามารถตรวจวินิจฉัยการติด
เชือ้ในระยะแรกได เนื่องจากการติดเชื้อในระยะแรกของเชื้อไวรัส    เอม็บีวีจะไมสามารถตรวจสอบ
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ไดดวยเทคนิคทั่วไป เชน เทคนิค squash mount และเทคนคิทางเนื้อเยื่อวิทยา (Chang and 
Chen,1994)

จากรายงานวิจัยของ Lu และคณะ (1993) ไดทํ าการแยกอนุภาคไวรัสเอ็มบีวีและ    ออกค
ลูชั่นบอดีใหบริสุทธิ์จากการสกัดโดยใชสารละลายกลูโคสที่มีความเขมขนในชวง 35 - 70 
เปอรเซ็นต จากนั้นนํ าอนุภาคไวรัสและออกคลูชั่นบอดีที่ไดไปสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี Proteinase K 
เพื่อใหไดดีเอ็นเอนํ าไปเปนดีเอ็นเอตนแบบ สํ าหรับการเพิ่มปริมาณทอนดีเอ็นเอที่มีขนาด 670      
คูเบส ดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่ไดมาจากลํ าดับเบสของยีนที่สรางโปรตีนโพลิฮีดริน
(polyhedrin) ในแมลง เมื่อทํ าการเพิ่มปริมาณทอนดีเอ็นเอโดยใหมีการติดฉลากดวยดอีอกซีจินิน
(digoxigenin) แลวจงึนํ าทอนดีเอ็นเอดังกลาวไปใชเปนโพรบ (Probe) เพือ่ใชในการตรวจหาเชื้อไว
รัสเอม็บีวใีนกุงกุลาดํ า  โดยใชเทคนิค Dot Blot Hybridization ซึ่งการทดลองนี้จะใชดีเอ็นเอ
บริสุทธิ์ของไวรสัเอ็มบีวีจํ านวน 50 พโิคกรมั เปนมาตรฐานเทียบกับดีเอ็นเอรวมของกุงในวัยออน
และตวัเตม็วยัที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี และดีเอ็นเอรวมของกุงในวัยออนและตัวเต็มวัยที่ไมติดเชื้อ จาก
การนํ าสารละลายดีเอ็นเอดังกลาวมาหยดลงบนไนลอนเมมเบรนแลวใชโพรบทีท่ ําไวในตอนแรกมา
จับกับดีเอ็นเอของเชื้อในตัวอยางแลวผานกระบวนการทํ าใหเกิดสี จากผลการทดลองพบวาตัว
อยางดีเอ็นเอของกุงที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีทั้งในกุงวัยออนและตัวเต็มวัยเกิดสีเชนเดียวกันเมื่อเทียบ
กบัสารละลายดีเอ็นเอไวรัสบริสุทธิ์

นอกจากวธิีการทํ า Dot Blot Hybridization จะสามารถตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
ในกุงวัยออนและในตัวเต็มวัยไดแลวนั้นยังสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสที่พบในปริมาณนอยๆได 
โดยจากการนํ าดีเอ็นเอของเชื้อไวรัสบริสุทธิ์มาเจือจางที่ความเขมขนตางๆแลวนํ าไปตรวจสอบ
ความสามารถในการจับของโพรบดังกลาว พบวา สามารถตรวจจับปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อไวรัส
เอม็บีวีไดที่ความเขมขน 0.1 พโิคกรมั จากผลการทดลองขางตนทํ าใหสรุปไดวา การใชเทคนิค Dot 
Blot Hybridization เปนอกีเทคนคิหนึ่งที่สามารถนํ ามาใชตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า 
อีกทั้งโพรบที่เตรียมขึ้นดวยวิธีดังกลาวยังสามารถจับจํ าเพาะกับเชื้อไวรัสเอ็มบีวีและสามารถตรวจ
สอบเชือ้ไดทีป่ริมาณตํ่ า ในทํ านองเดียวกันจากรายงานวิจัยของ Lu และคณะ (1995) ซึ่งใชเทคนิค
เดยีวกนันีต้รวจสอบความสามารถในการตรวจจับเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในปริมาณตํ่ าที่ 1 พิโค กรัมเชน
เดยีวกนั และยังทํ าการตรวจสอบความสามารถในการจับจํ าเพาะของโพรบเดยีวกนักับที่ใชขางตน 
โดยทดลองใหจับกบัพลาสมิด pBluescript (pBR328) พบวาไมมีตะกอนและสีเกิดขึ้นเมื่อเทียบกับ
การใหจับกับดีเอ็นเอของเอ็มบีวีซึ่งจะมีตะกอนและสีฟาอมมวงเกิดขึ้น แสดงใหเห็นวาโพรบที่
เตรยีมดวยวิธีเดียวกันนี้เองมีความจํ าเพาะเจาะจงตอเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
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-In situ Hybridization
In situ Hybridization (ISH) เปนเทคนคิทางอณูชีววิทยาที่พัฒนาขึ้น ต้ังแตป พ.ศ. 2512 

(คศ.1969) โดยมีจุดประสงคเร่ิมแรกเพื่อการศึกษาหรืออานลํ าดับการเรียงตัวของกรดนิวคลีอิค ทั้ง 
ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอของเซลลตางๆ ตลอดจนศึกษาหรืออานลํ าดับการเรียงตัวของดีเอ็นเอของ  
ไวรัส โดยที่โครงสรางเซลลไมถูกทํ าลาย เทคนิคในการทํ า ISH ในระยะแรกใชสารกัมมันตรังสี 
(radioisotope) เชน 125 I,  32 P,  35S เปนตน ในการตรวจหาสัญญาณ  ตอมามีการนํ าสาร          
อกัมมันตรังสี (non-radioisotope) มาใชในการตรวจหาสัญญาณ ไดแก fluorochromes, 
chemiluminescences, enzymes และ metallic compound เปนตน ทั้งนี้เพื่อความสะดวกและ
ปลอดภัย

เทคนิคการใชสารเรืองแสง (fluorochromes)        เรียกวา    Fluorescence   In   situ
Hybridization  (FISH)  จดัอยูในกลุมnon-isotopic In situ hybridization (NISH) เพิง่ถูกพัฒนา
ข้ึนมาในระยะ 10 ปนี้ ปจจุบันเปนเทคนิคสํ าคัญที่ถูกนํ ามาใชตรวจวิเคราะหคนควาวิจัยในระดับ
อณูชวีวิทยาอยางแพรหลาย

หลกัการของ Fluorescence In situ Hybridization  (FISH)
หลกัการ คือ สวนของดีเอ็นเอหรืออารเอน็เอสายเดี่ยวที่ติดฉลากที่เรียกวา labeled probe 

มีการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดที่เปนคูสม (complementary) กับดีเอ็นหรืออารเอ็นเอเปาหมาย 
สามารถจับ (Hybridization) กับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอเปาหมายนั้นเกิดเปน “hybrids” ภายใต
สภาวะที่เหมาะสม

ชนิดของ Fluorescence In situ Hybridization  (FISH)
สามารถแบงตามวิธีการตรวจหาสัญญาณจาก โพรบ (probe) ทีติ่ดฉลากดวยสารเรืองแสง 

ซึง่ท ําหนาทีเ่ปนตัวรายงานหรือตรวจจับสัญญาณนั่นเอง แบงเปน 2 ชนิด คือ direct method และ 
indirect method  วธิ ี direct method นั้น สารเรืองแสงจะจับหรือติดอยูกับโพรบโดยตรง ทํ าให
ตรวจหาสัญญาณไดทันทีหลังจากเกิดไฮบริไดเซชั่น สวนวธิี indirect method นั้น โพรบจะติด
ฉลากดวยสารเฮปเทน (haptens) เชน ไบโอติน (biotin) , ดีออกซีจีนิน (digoxiginin) , โฟโต       
ไบโอติน (photobiotin) , โบรโมดีออกซี-ยูริดีน (bromodeoxy-uridine) , อะเซทิลอะมิโนฟลูโอเรน 
(acetylaminofluorence) เปนตน แลวจึงตรวจหาสัญญาณ โดยการติดสารเรืองแสงไวกับ
แอนติบอดีที่จํ าเพาะเจาะจง (specific antibodies) ตอเฮปเทนนั้น มีรายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับ
การนํ าเทคนิค Fluorescence In situ Hybridization  (FISH) มาใช  Lu และคณะ (1995) ไดนํ า
เทคนิคนี้มาใชเพื่อตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า โดยใชโพรบที่จํ าเพาะเจาะจง
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กับเชื้อไวรัสเอ็มบีวี การนํ าสวนของโปรตีนโพลีฮีดิน (polyhedrin)  มาติดฉลากดวยดอีอกซีจินิน นํ า
มาตรวจจับเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในเนื้อเยื่อของกุงกุลาดํ า จากการทดลองพบวา โพรบที่เตรียมขึ้น
สามารถตรวจจับดีเอ็นเอของไวรัสที่อยูในเนื้อเยื่อของกุงกุลาดํ าวัยออนได โดยจะสังเกตุเห็นการ
เปลีย่นแปลงที่เกิดขึ้นภายในเซลล มีสีมวงอมฟาในสวนของนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม สีที่เกิดขึ้น
คือ มีการไฮบริไดเซชั่นของโพรบที่ติดฉลาก กบั นวิคลโีอไทดของไวรัสในเนื้อเยื่อนั้นและนํ าไปผาน
การทํ าปฏิกิริยาใหเกิดสี จากการศึกษาพบวาในสวนของเนื้อเยื่อที่ไมติดเชื้อเมื่อนํ าไปผานขั้นตอน
การไฮบริไดเซชั่นจะไมเกิดสีข้ึน  ในทํ านองเดียวกัน  ถานํ าเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีมา             
ไฮบริไดเซชั่น กับ พลาสมิด pBluescript (pBR328) ทีติ่ดฉลากดวยดีออกซีจินินกไ็มทํ าใหเกิดสี 
เนือ่งจากไมเกิดการจับกันของพลาสมิดกับนิวคลีโอไทดของไวรัสในเนื้อเยื่อ

6. อาหารกับสุขภาพสัตวนํ้ า
ในปค.ศ. 1933 เร่ิมมีการทดลองเพาะฟกกุงคุรูมา Penaeus japonicus ในประเทศญี่ปุน

แตลูกกุงวยัออนสวนใหญมักจะตายมีสวนนอยเทานั้นที่รอดหลังจากระยะไมซิส (Fujinaga, 1967 ; 
Shigueno,1976) จากนัน้กไ็ดมีการศึกษาเพื่อที่จะเพิ่มอัตรารอดของกุง โดยในปค.ศ. 1941 ไดมี
การเพาะเลี้ยง Skeletonema costatum เพือ่ใชเปนอาหารกุงในระยะซูเอียเปนผลใหลูกกุงมีอัตรา
รอด 30 เปอรเซ็นต ที่ระยะไมซสิ เปรียบเทยีบกับกอนหนานี้ที่มีอัตรารอดเพียง 1 เปอรเซ็นต ทํ าให
พบวา S.  costatum เปนอาหารที่เหมาะสมสํ าหรับลูกกุงที่ระยะซูเอีย (Matsue, 1954) ในป    
ค.ศ. 1956  Hudinaga ไดนํ านอเพลียสของอารทีเมีย Artemia salina มาใชเลี้ยงลูกกุงในระยะไม
ซสิและกอนเขาสูระยะโพสตลาวา โดยมีการให S.  costatum ในระยะซเูอยีดวยซึ่งใหผลการเลี้ยง
ที่ดี (Fujinaga, 1967; Shigueno,1976) อยางไรก็ตามการเลี้ยง S.  costatum ในบางฤดูกาลทํ า
ใหเก็บเกี่ยวผลผลิตไดนอย (Hudinaga and Kittaka, 1975อางโดย Mcvey,1993) แตในปค.ศ. 
1964 ไดมีการเติมสารอาหารที่จํ าเปนตอการเลี้ยงไดอะตอมนี้จึงทํ าใหประสบความสํ าเร็จในการ
ผลิตในปริมาณมาก  และไดมีการปรับเปลี่ยนใชแพลงกตอนพืชชนิดอื่น  (Simon, 1978) โรติเฟอร 
และ อาหารส ําเร็จรูปอ่ืนๆมาเลี้ยงลูกกุง ซึ่งตอมามีการทดลองใชอาหารสํ าเร็จรูปที่ผสมดวยแพลงก
ตอน (Liao  et al., 1988) ,อาหารสํ าเร็จรูปขนาดเล็กชนิด microencapsulated  (Kurmaly et al., 
1989), สาหรายอบแหงดวยเทคนิค spray - dried (Biedenback et al., 1990), อาหารสํ าเร็จรูป
ขนาดเล็กชนิด microbound  (Liao  et al., 1990) และอาหารสํ าเร็จรูปขนาดเล็กชนิด
microparticulate (Kanazawa, 1991 อางโดย Mcvey, 1993) น ํามาใชแทนอาหารมีชีวิต ซึ่งก็พบ
วา กุงกุลาดํ าที่ใหกินอาหารสํ าเร็จรูปขนาดเล็กชนิด microparticulate เพยีงอยางเดียวมีอัตรารอด 
77 เปอรเซ็นตในชวงตั้งแตระยะซูเอีย 1 ถึงระยะโพสตลาวา 10 อยางไรก็ตามอาหารสํ าเร็จดังกลาว
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บางชนดิมกัพบการปนเปอนยาปฏิชีวนะ และสารพวกสเตรยีรอยด จากรายงานในประเทศไตหวัน 
พบวาผลจากสารปนเปอนเหลานี้ในอาหารสํ าเร็จที่ใชทํ าใหผลผลิตลูกกุงกุลาดํ าออนแอและมีการ
ตายอยางมากในเวลาเดียวกัน (Chen, 1990) อยางไรกต็าม อาหารมีชีวิตพวกสาหรายขนาดเล็ก 
โรติเฟอร และอารทีเมียยังคงเปนอาหารหลักที่มีความสํ าคัญตอการผลิตพันธุกุงที่มีคุณภาพ

สาหรายทีน่ยิมใชเปนอาหารสํ าหรับลูกกุงวัยออน ไดแก สาหรายสีเขียวพวกแฟลกเจลเลต 
Tetraselmis sp. และพวกไดอะตอม Skeletonema costatum, Chaetoceros sp. และ 
Thalassiosira  weissflogii  (Griffith et al., 1973; Simon, 1978; Emmerson, 1980; Gallagher, 
1983; Chu, 1989) สาหรายเปนอาหารมีชีวิตที่เปนแหลงอาหารที่สํ าคัญในการอนุบาลกุงพีเนียส
ในระยะวัยออน แตการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศสงผลตอการเพาะเลี้ยงสาหรายทํ าใหเปน
อุปสรรคในการผลติสาหรายใหเพียงพอตอความตองการของลูกกุง ดวยเหตุนี้เองทํ าใหมีการศึกษา
การใชอาหารสํ าเร็จอ่ืนๆทดแทน จากรายงานวิจัยของ Biedenbach และคณะ ไดทํ าการทดลองให
ลูกกุงขาว P. vannamei กนิสาหรายเตตราเซลมิส ซสิูกา (Tetraselmis suecica ) แบบสํ าเร็จรูปที่
ใชเทคนิคสเปรยดราย (spray-died) เพื่อทดแทนการใชสาหรายสดทั้งหมดหรือบางชวงของการ
เลีย้ง พบวาการใชสาหรายเตตราเซลมิส ซสิูกา ทดแทนสาหรายสดที่ 33 และ 66 เปอรเซ็นตไมมีผล
ตออัตรารอดและการเปลี่ยนแปลงระยะเขาสูระยะโพสตลาวา แตที่การทดแทนดวยสาหรายแหงนี้ 
100 เปอรเซน็ต พบวาลูกกุงจะมีเปอรเซ็นตการรอดตํ่ ากวาชุดการทดลองอื่นๆ  สวนชุดการทดลอง
ทีม่กีารใหสาหรายรวมกับอารทเีมยี พบวาลูกกุงในชุดการทดลองที่มีการให  อารทีเมียกับสาหราย
สดมีการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงเขาสูระยะตางในอัตราที่มากกวาชุดการทดลองที่ทด
แทนดวยสาหรายเตตราเซลมิส ซสิูการวมกับการใหอารทีเมีย

โรติเฟอรเปนอาหารที่จํ าเปนและมีความสํ าคัญมากสํ าหรับลูกปลาทะเลวัยออนและเปน
อาหารสํ าหรับกุงในระยะไมซิสดวย โรติเฟอรชนิดที่เหมาะสมที่สุดสํ าหรับใชเปนอาหารสัตวนํ้ า    
วัยออนไดแก โรติเฟอร (Brachionus plicatilis) ซึง่มขีนาดอยูระหวาง 100 – 400 ไมโครเมตร        
โรติเฟอรชนดินีส้ามารถแยกไดเปน 3 สายพันธุ ที่มีขนาดแตกตางกัน คือ ชนิด L มีขนาด 190-320 
ไมโครเมตร ชนิด S มขีนาด 140-220 ไมโครเมตร และชนิด SS มขีนาด 100-160 ไมโครเมตร 
(Lubzens,1987; Lubzens et al., 1989)  B. plicatilis สามารถพบไดในธรรมชาติ ในบอเลี้ยงปลา
ไหลที่มีความเค็มมากกวา 3.7 ppt โรติเฟอรเพศเมียและไขสามารถอยูรอดไดที่ความเค็มสูงถึง     
98 ppt อยางไรก็ตามชวงความเค็มที่เหมาะสมสํ าหรับโรติเฟอรชนิดนี้ คือ 10-35 ppt (Hirayama 
and Ogawa, 1972)
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นอเพลียสของอารทเีมีย เปนอาหารที่ดีที่สุด  สํ าหรบัลูกกุงวัยออนซึ่งมักจะกินอาหารที่มี
ขนาด 0.5 มิลลิเมตร  Seal (1933) และ Rollefsen (1939) อางโดย Sorgeloos  (1980) รายงาน
วา นอเพลียสของ Artemia salina ที่เพิ่งฟกใหมๆเปนอาหารที่มีคุณคาสํ าหรับลูกปลาวัยออน           
A. salina  มมีากกวา 50 สายพันธุ จากพื้นที่ตางกันในทวีปและประเทศตางๆ ไดแก แอลจีเรีย เคน
ยา ตูนเีซยี อารเจนตินา บราซิล แคนาดา เม็กซิโก เปรู เปอรโตริโก อเมริกา เวเนซูเอลา อินเดีย อิห
ราน อิรัก อิสราเอล ญ่ีปุน จีน ออสเตรเลีย บัลแกเรีย ฝร่ังเศส อิตาลี สเปน รัสเซีย และประเทศอื่นๆ
อีกมากมาย ไขของอารทเีมยีสามารถนํ ามาเพาะฟกไดงายที่นํ้ าทะเลที่มีความเค็ม 35 ppt อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นอกจากนี้อารทเีมยีสามารถอยูไดในนํ้ าจืดเปนเวลา 1 วัน 
และเจริญเติบโตไดที่ความเค็ม 5-150 ppt (Tunsutapanich,1992 อางโดย Mcvey,1993) และ
สามารถปรบัตัวอยูไดที่ชวงอุณหภูมิ 6-35 องศาเซลเซียส อีกทั้งยังสามารถอยูรอดไดในนํ้ าที่มีคา
ออกซเิจนละลายนํ้ าตํ่ ากวา 1 สวนในลานสวน (ppm)  (Persoone and Sorgeloos, 1980 อางโดย 
Mcvey, 1993) ดวยเหตุที่อารทีเมียเปนสัตวที่มีคุณลักษณะที่สามารถอาศัยอยูไดในสภาวะ
อุณหภูมิและความเค็มที่มีชวงกวางและที่มีออกซิเจนละลายนํ้ าในระดับต่ํ า ทํ าใหอารทีเมียเปน
อาหารที่เหมาะสมสํ าหรับทั้งกุงนํ้ าจืดและกุงนํ้ าเค็มในระหวางการขนสงและเหมาะสํ าหรับใชเปน
อาหารอนุบาลลูกกุงและลูกปลาวัยออนในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ า เนื่องจากสามารถ
เกบ็รักษาไขในสภาพแหง (cyst) และใชไดสะดวก นอกจากอารทีเมียจะเปนอาหารที่มีคุณคาและ
เปนอาหารหลกัทีใ่ชในการเพาะเลี้ยงลูกกุงในระยะโพสตลาวา  ยังพบวา   อารทีเมียที่ไดจากแหลง
ตางกนัจะมีองคประกอบของกรดไขมันที่ตางกัน (Leger et al., 1986)   อารทีเมียโตเต็มวัย
สามารถใชเปนอาหารในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าได โดยใชเปนวัสดุอาหารในการทํ าอาหารสํ าเร็จรูป  
สวนอารทเีมยีมีชีวิตใชเปนอาหารสํ าหรับลูกกุงระยะโพสตลาวาทีดี่กวาอาหารสํ าเร็จรูปทั้งหมด อีก
ทัง้ยงัท ําใหคุณภาพนํ้ าที่ใชเลี้ยงดีและทํ าใหอัตรารอดของลูกกุงเพิ่มข้ึน       อารทีเมียที่ระยะโตเต็ม
วัยจะมีคุณคาทางอาหารมากกวาอารทีเมียที่ระยะนอเพลียสซึ่งเพิ่งฟกออกจากไข  คุณคาทาง
อาหารของอารทเีมยีจะมีการเปลี่ยนแปลงระหวางการเจริญเติบโต โดยปริมาณไขมันจะลดลงจาก 
20 เปอรเซน็ตเหลอืนอยกวา 10 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับนํ้ าหนักแหง ในขณะที่โปรตีนจะเพิ่มข้ึน
จาก 42 เปอรเซ็นตจนถึงมากกวา 60 เปอรเซ็นต  ในขณะเดียวกันอารทเีมียที่เพิ่งฟกใหมๆจะขาด
กรดอะมิโน ฮิสติดีน เมทไทโอนีน ฟนลิอะลานีน และ ทรีโอนีน สวนอารทเีมียโตเต็มวัยจะอุดมไป
ดวยกรดอะมิโนที่จํ าเปนทั้งหมด (Sorgeloos, 1980)

Kim และคณะ (1996) ไดทํ าการศึกษาผลของอาหารที่ใหปลาในระยะวัยออน  โดยใช  
อารทเีมียโตเต็มวัยมาเลี้ยงลูกปลาโคโฮแซลมอน (coho salmon, Oncorhyncus kisutch) ทดลอง
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ใหอาหารแตกตางกัน 4 สูตร คือ สูตรที่1 อารทีเมียมีชีวิตระยะนอเพลยีส  สูตรที่ 2   อารทีเมียมีชีวิต
โตเตม็วยั สูตรที่ 3 อาหารสํ าเร็จรูปสํ าหรับลูกปลาเบอร 2 และ เบอร 3 สูตรที่ 4  อารทีเมียโตเต็มวัย
ชนดิอาหารแหง เปนเวลา 6 สัปดาห   พบวา ลูกปลาโคโฮแซลมอนที่เลี้ยงดวยอาหารสูตรที่2 ใน
ระยะแรกมกีารเจริญเติบโตดีกวาสูตรอื่นๆ โดยมีคานํ าหนักเฉลี่ยเพิ่มข้ึน 5.8 เปอรเซ็นตตอวันในที่
สูตรอื่นๆ มีคาเฉลี่ย 4.0 เปอรเซ็นตตอวัน

Callan และคณะ (2003) ไดทํ าการศึกษาการใชอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปขนาดเล็กมาใชทด
แทนเพือ่ลดการใชอารทีเมีย ในการเลี้ยงลูกปลาแอตแลนติกคอด Gadus morhua  โดยแบงเปน 4 
ชดุการทดลอง  ในชุดการทดลองที่ 1 เปนชุดการทดลองที่มีการใหอารทเีมียทั้งหมด ชุดการทดลอง
ที ่ 2 จะใหอารทเีมยี 50 เปอรเซ็นตรวมกับการใหอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปขนาดเล็ก ชุดการทดลองที่ 3 
จะใหอารทเีมยี 25 เปอรเซ็นตรวมกับการใหอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปขนาดเล็ก สวนชุดการทดลองที่ 4 
จะใหอาหารเมด็สํ าเร็จรูปขนาดเล็กเพียงอยางเดียว จากผลการทดลองพบวา เปอรเซ็นตการเจริญ
เตบิโตและการรอดตายไมมีความแตกตางกันในชุดการทดลองที่ 1 2 และ 3 สวนชุดการทดลองที่ 4 
พบวามเีปอรเซ็นตการเจริญเติบโตและการรอดตายนอยกวาในชุดการทดลองอื่นๆอยางมีนัยสํ าคัญ
แสดงใหเหน็วา การใหอาหารสํ าเร็จรูปเพื่อทดแทนการใชอารทีเมียสามารถทดแทนไดบางสวนเทา
นัน้ เนือ่งจากจะชวยในการลดตนทุนการผลิตในชวงที่อารทเีมียมีราคาแพง แตอยางไรก็ตามอารที
เมยีกย็งัเปนอาหารที่มีคุณคาและมีความสํ าคัญในการใชเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าวัยออน

 นอกจากนี้มีรายงานการใชไขของหอยนางรมหรือตัวออนหอยนางรมระยะโทรโคฟอร 
ลาวา (trochophore larvae) น ํามาอนุบาลลูกกุงกุลาดํ าในไตหวัน (Chen, 1990) รวมทั้งมีการใช
โคพิพอด และโพลีคีดบางชนิดมาใชเปนอาหารในบางชวงระยะการเจริญเติบโตของกุงดวย 
(Mcvey,1993) ในขณะเดียวกันการใหโคพิพอด Tisbe holothuriae จะชวยใหการเจริญเติบโตและ
อัตรารอดของลูกปลาเทอรบอท (turbot) วยัออนเพิ่มมากขึ้น (Stottrup and Norsker, 1997)

7. สภาพแวดลอมกับการเปลี่ยนแปลงทางสรรีวิทยาและการเกิดโรค
ครัสเตเซยีทีอ่าศัยอยูในทะเลจะไดรับอิทธิพลจากปจจัยสิ่งแวดลอมที่มีการเปลี่ยนแปลงอยู

เสมอ ไดแก การเปลี่ยนแปลงระหวางวัน ตามฤดูกาล และความเครียดที่มาจาการไดรับมลพิษซึ่ง
เปนปจจัยที่สํ าคัญที่จะสงผลกระทบตอรางกายสัตวและเปนสาเหตุที่จะเพิ่มการเกิดโรคใน        
ครัสเตเซยี การเปลีย่นแปลงสภาพอากาศ การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางฟสิกสและเคมีของนํ้ า ซึ่ง
การเปลีย่นแปลงคุณภาพนํ้ านี้เองจะสงผลตอเมตาบอลิซึม การเจริญเติบโต การลอกคราบ ซึ่งสิ่ง
เหลานี้สามารถสงผลตอระบบภูมิคุมกัน (Moullac and Haffner, 2000)
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ความเครยีดทางสิ่งแวดลอมจากมลภาวะตาง ๆ เปนปจจัยสํ าคัญที่จะทํ าใหประสิทธิภาพ
ของระบบภูมิคุมกันลดลง โดยสิ่งที่แสดงใหเห็นวาภูมิคุมกันลดลงคือ การติดเชื้อหรือการเกิดโรค
เพิ่มข้ึนในครัสเตเซีย ผลจากการติดเชื้อมาจากการไดรับเชื้อกอโรคและความตานทานโรคลดลง   
การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าเปนการนํ าเอาสัตวมาเพาะฟกอนุบาลและเลี้ยงในพื้นที่จํ ากัดในอัตราความ
หนาแนนทีม่ากกวาสภาพธรรมชาติหลายเทา  การดํ าเนินการเชนนี้สงผลใหมีการเปลี่ยนแปลงคุณ
ภาพนํ้ าในการเพาะเลี้ยง ซึ่งจะตองมีการดูแลจัดการเพื่อคงคุณภาพนํ้ าไวใหอยูในชวงระดับที่
เหมาะสม การเปลี่ยนแปลงคุณภาพนํ้ าที่เกิดขึ้นมีสาเหตุโดยตรงจากวิธีการที่นํ ามาใชในการเพาะ
เลี้ยง การเลี้ยงสัตวนํ้ าในบอขนาดเล็ก การขับถายของเสียของสัตวนํ้ าที่สะสมอยูในบอ การเนา
สลายของเศษอาหารเหลือ การที่มีพื้นที่จํ ากัดทํ าใหสัตวนํ้ ามีสภาพหนาแนนและการใหอาหารใน
ปริมาณสูงจะทํ าใหเกิดปญหาคุณภาพนํ้ า  ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอตัวสัตวนํ้ าทํ าใหมีการเปลี่ยน
แปลงตางๆในรางกายเพื่อปรับสภาพรางกายใหเหมาะสม และถาปญหาคุณภาพนํ้ าที่เกิดขึ้นมาก
กวาทีสั่ตวนํ ้าสามารถปรับตัวและทนอยูไดก็จะทํ าใหถึงตายได  ปจจัยที่สงผลตอการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพนํ ้าซึ่งจะทํ าใหเกิดผลกระทบตอสัตวนํ้ า ไดแก

    7.1 อุณหภูมิ
ในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าในประเทศไทยที่เกิดปญหาเกี่ยวกับอุณหภูมินํ้ าก็คือ ในชวง

อุณหภูมิต่ํ าในฤดูหนาวซึ่งมีผลใหการพัฒนาเขาสู ระยะตางๆและการเจริญเติบโตของลูกกุ ง
กามกราม ลูกกุงกลุาดํ า ลูกกุงแชบวยวัยออนเปนไปอยางคอนขางชา กุงกุลาดํ าที่เลี้ยงในบอจะลด
การกนิอาหารลงเมื่อ อุณหภูมิลดตํ่ ากวา 20 องศาเซลเซียส และการเจริญเติบโตก็ลดลง (ยนต, 
2542)  เมือ่อุณหภูมิสูงขึ้นกุงกุลาดํ าจะสรางฮโีมไซยานิน (Haemocyanin) เพิม่ข้ึน ทํ าใหมีการ
บริโภคออกซิเจนเพิ่มข้ึน แตเมื่อสูงขึ้นถึงระดับหนึ่ง การสรางฮโีมไซยานนิจะหยดุชะงักลง รางกาย
จะสรางฮอรโมนเพื่อยับยั้งการสรางฮโีมไซยานนิ มผีลทํ าใหกุงมีอาการออนเพลีย กินอาหารนอยลง 
(ประจวบ, 2537)   อุณหภูมิจะสงผลตอการเจริญเติบโต ระดับโปรตีนในเลือด และมีผลตอระบบ
ภูมิคุมกันของกุง คือมีผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดส และยังมีผลตอ
เวลาทีใ่ชในการแข็งตัวของเลือด (clotting time) และจํ านวนเม็ดเลือดรวม (total haemocyte 
number) ในปู Uca pugilator (Dean and Vernberg, 1966) มผีลใหความเปนพิษของโครเมี่ยม 
นิเกลิและ สังกะสี มเีพิม่มากขึ้นในไมสิด(Praunus flexuosus) เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น (McLusky and 
Hagerman, 1987) จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสในปูสีนํ้ าเงิน 
(Carcinus maenas) ทีเ่ปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงฤดูกาล โดยจะเก็บตัวอยางเลือดมาตรวจ
วัดเอนไซมโปรฟนอลและปรมิาณเม็ดเลือด  วัดความเค็มและอุณหภูมิของนํ้ า รวมไปถึงหาความ
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หนาแนนของจ ํานวนแบคทีเรียในมวลนํ้ า ผลการทดลองชี้ใหเห็นวาปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่มีความ
สัมพนัธกบัความวองไวของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดส คือ จํ านวนแบคทีเรีย เมื่อจํ านวนแบคทีเรีย
ในนํ ้าเพิ่มข้ึนก็จะสงผลใหมีปริมาณเอนไซมโปรฟนอลมากขึ้น (Hauton et al., 1997)    ในทํ านอง
เดยีวกนักับรายงานวิจัยของ  Cheng และคณะ (2003) ไดศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอระบบ
ภูมิคุมกันของกุง Macrobrachium rosenbergii    โดยเลีย้งกุงที่อุณหภูมิ 20  25 30 และ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  พบวากุงที่เลี้ยงที่อุณภมู ิ 20 และ 35 องศาเซลเซียส มีคาความ
วองไวในการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดตํ่ ากวา กุงที่เลี้ยงที่อุณภูมิ 25 องศาเซลเซียส เชน
เดยีวกนัพบวาความสามารถในการกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียของนํ้ าเลือดของกุงที่เลี้ยงอุณหภูมิ 20 และ 
35 องศาเซลเซยีส มีคาความสามารถในการกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียของนํ้ าเลือดลดลง 118 และ 283  
เปอรเซน็ต ตามลํ าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกุงที่ไดรับอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  คาความวองไวใน
การจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดและคาความสามารถในการกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียของนํ้ า
เลอืดทีม่คีาตํ ่าลงเนื่องมาจากอุณหภูมิ 20 และ 35 องศาเซลเซียส จะสงผลใหกุงมีการยอมรับตอ
เชื้อ Lactococcus garvieae เพิม่มากขึน้แสดงใหเห็นวาที่อุณหภูมิดังกลาวทํ าใหระบบภูมิคุมกัน
ของกุงมปีระสทธิภาพลดลง ในทํ านองเดียวกันจาก รายงานการวิจัยของ Vargas-Albores และ
คณะ (1998)    โดยศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอความเขมขนของโปรตีนในนํ้ าเลือด และปริมาณ
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสทัง้หมดในเซลลเม็ดเลือดของกุง Penaeus californiensis โดยนํ ากุง
กลุมละ 10 ตัวมาเลี้ยงไวเปนเวลา 20 วัน ทดลองในอุณหภูมิระดับตางๆ คือ 18, 22, 25, 28 และ 
32 องศาเซลเซียสที่ความเค็ม 36 สวนในพันสวน  พบวา เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดส    จะลดลง
อยางมนียัส ําคัญที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และปริมาณโปรตีนที่เพิ่มข้ึนที่อุณหภูมิ 28 และ 32 
องศาเซลเซยีส โดยที่28 องศาเซลเซียส การเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนจะไมเกี่ยวของกับการทํ างาน
ของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสแตที่อุณภูมิ 32 องศาเซลเซียสที่มีการเปลี่ยนแปลงของระดับ
โปรตีนเพิ่มข้ึน จะมีการลดลงของการทํ างานของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดส ทัง้นีเ้นื่องจากปกติ
แลวกุงขาวสามารถรักษาการทํ างานของเอนไซมนี้ไดอยางเพียงพอที่ระดับอุณหภูมิที่เหมาะสมได 
ดังนั้นเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณภูมิที่ไมเหมาะสมทํ าใหกุงไมสามารถรักษาความสมดุลในการ
ทํ างานของเอนไซมนี้ไดจะสงผลใหกุงจะเกิดการติดเชื้อไดมากขึ้นที่อุณหภูมิที่สูงขึ้น  นอกจากนี้ 
การศึกษาในปูสีนํ ้าเงิน (Carcinus maenas) ยงัพบวา การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตามฤดูกาลมีผล
ตอความตานทานตอแบคทีเรียของเม็ดเลือด ซึ่งมีระดับความตานทานตํ่ าในเดือนกุมภาพันธและ
สิงหาคม ซึ่งมีอุณหภูมินํ้ าตํ่ าสุดและสูงสุดในรอบป (Chisholm and Smith, 1994 อางโดย  
Moullac and Haffner, 2000)
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Coman และคณะ (2002) ไดทํ าการทดลองผลของอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตและอัตรา
รอดของกุง โดยใชกุง Penaeus japonicus สายพนัธุตางกันโดยนํ ามาจากพื้นที่ตางๆกัน  โดยใน
การทดลองแรกจะนํ ากุงทั้ง 6 สายพันธุมาเลี้ยงที่อุณหภูมิตางกันคือ 24  27 และ 30 องศาเซลเซียส 
พบวาอัตรารอดของสูงสุดที่สุดที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียสและอัตรารอดตํ่ าสุดที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส สวนการเจริญเติบโตสูงสุดที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียสและการเจริญเติบโตตํ่ าสุด
ทีอุ่ณหภมู ิ 24 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบวามีความสัมพันธระหวางชนิดของสายพันธุและ
อุณหภมูโิดยมบีางสายพันธุสามารถทนตออุณหภูมิในชวงกวาง ซึ่งความแตกตางกันของสายพันธุ
จะสมัพนัธกบัการเจริญเติบโต การรอด และนํ าหนักที่เพิ่มข้ึนในแตละอุณหภูมิดวย และผลจากการ
ใชอุณหภูมิในชวงกวางทํ าใหทราบไดวามีผลตอการรอดมากกวาการเจริญเติบโต ในขณะที่เมื่อ
ศึกษาในการทดลองที่สอง ซึ่งทํ าการทดลองผลของอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตและอัตรารอดของ
กุงทัง้ 6 สายพันธุเชนเดียวกันแตใชชวงอุณหภูมิที่แคบลง คือ 27.5  29.2 และ31.2 ซึ่งพบวามีผล
กระทบตอทั้งการเจริญเติบโตและการรอดโดยที่อุณหภูมิ 31.2 องศาเซลเซียสจะมีการเจริญเติบโต
และการรอดตํ่ ากวาที่อุณหภูมิ 27.5 และ 29.2 องศาเซลเซียส

    7.2 ความเค็ม
ส่ิงมีชีวิตสามารถปรับตัวและทนอยูไดในระดับความเค็มของนํ้ าที่แตกตางกัน สัตวทะเล

บางชนิดสามารถอาศัยอยูไดในระดับความเค็มต่ํ าเชนกุงกุลาดํ า กุงตะกาด จากการที่ส่ิงมีชีวิต
สามารถทนอยูไดในระดับความเค็มของนํ้ าที่ตางกันและทนตอการเปลี่ยนแปลงชวงความเค็มตาง
กนั จงึท ําใหการเปลี่ยนแปลงความเค็มของนํ้ ามีอิทธิพลเปนอยางมากตอระบบนิเวศในนํ้ าและสัตว
นํ ้า เมือ่ความเค็มของนํ้ าเปลี่ยนแปลงไปอยูนอกชวงความเค็มที่เหมาะสมของสัตวทะเลหรือสัตวนํ้ า
กรอย  ความรุนแรงของผลกระทบที่มีตอสัตวนํ้ าจะขึ้นอยูกับความแตกตางของความเค็มที่เปลี่ยน
ไป และความสามารถของสัตวนํ้ าชนิดนั้นที่สามารถปรับระบบในรางกายใหสามารถรับการเปลี่ยน
แปลงความเคม็ได ถาการเปลี่ยนแปลงความเค็มนั้นมากเกินกวาที่สัตวนํ้ าชนิดนั้นๆจะสามารถปรับ
ตัวไดกจ็ะท ําใหสัตวนํ้ าตาย แตถาการเปลี่ยนแปลงความเค็มนั้นยังอยูในระดับที่สัตวนํ้ าทนได สัตว
นํ ้ากย็งัคงมชีวีติอยูได แตก็จะมีอัตราการเจริญเติบโตที่ลดลง เนื่องจากสูญเสียพลังงานสวนหนึ่งใน
การปรับสมดุลเกลือแรในสัตวนํ้ า (ยนต, 2542) นอกจากนีย้งัทํ าใหสัตวนํ้ าออนแอลงซึ่งมีผลตอการ
เกิดโรคและอัตราการรอดตายของสัตวนํ้ า   จากรายงานการวิจัยของ Vargas-Albores และคณะ 
(1998) โดยศึกษาผลของความเค็มมีตอความเขมขนของโปรตีนในนํ้ าเลือด และปริมาณเอนไซม
โปรฟนอลออกซิเดสทัง้หมดในเซลลเม็ดเลือดของกุง Penaeus californiensis โดยนํ ากุงกลุมละ 
10 ตัวมาเลีย้งไวเปนเวลา 20 วัน ทดลองในความเค็มระดับตางๆ คือ 28, 32, 36, 40 และ 44 สวน
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ในพันสวน   ที่ความเค็ม 25 สวนในพันสวน  พบวา  กิจกรรมของเอนไซมโปรฟนอลออกซิเดสจะ
เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญเมื่อความเค็มสูงขึ้น และปริมาณโปรตีนเปลี่ยนแปลงไมสัมพันธกับความ
เค็มที่เพิ่มข้ึน การเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนจะไมเกี่ยวของกับการทํ างานของเอนไซมโปรฟนอล
ออกซิเดส นอกจากนี้  Cheng และคณะ (2003) ไดศึกษาผลของความเค็มที่มีตอระบบภูมิคุมกัน
ของกุง Macrobrachium rosenbergii    โดยไดรับความเค็มที่ 0  5 10 และ 15 สวนในพันสวน
เปนเวลา 7 วัน  พบวากุงที่ไดรับความเค็ม 5 และ 10 สวนในพันสวน มคีาความวองไวในการจับกิน
ส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดมากกวา กุงที่ไดรับความเค็มที่ 0 และ 15 สวนในพันสวน นอกจากนี้
พบวาความสามารถในการกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียของนํ้ าเลือดของกุงที่ไดรับความเค็มที่ 5 และ 10 
สวนในพนัสวน มคีาเพิ่มข้ึน 77 และ 74 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกุงที่อยูในนํ้ าจืด 
ในขณะที่กุงที่ไดรับความเค็ม 15 สวนในพันสวน มคีาความสามารถในการกํ าจัดเชื้อแบคทีเรียของ
นํ ้าเลอืดลดลง 26 เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับกุงที่เลี้ยงในนํ้ าจืด  ในขณะที่ Villarreal และคณะ 
(2003) ไดศึกษาผลของความเค็มตอการเจริญเติบโต การรอด และการใชออกซิเจน ของกุงสีนํ้ า
ตาลระยะวัยรุน (Farfantepenaeus californiensis) โดยเลี้ยงกุงที่ความเค็มตางๆ คือ 25 35 45 
และ 55 สวนในพนัสวน เปนเวลา 75 วัน พบวากุงที่เลี้ยงที่ความเค็ม 55 สวนในพันสวน มีการ
เจริญเตบิโตตํ ่าที่สุดและการเลี้ยงความเค็มสูงที่ 45 และ 55 สวนในพันสวน มีอัตราการอดตํ่ ากวา
การเลีย้งทีค่วามเคม็ 25 และ 35 สวนในพันสวน ซึ่งอัตราการตายของกุงที่เลี้ยงที่ความเค็มสูงเปน
ผลมาจาก  การสูญเสียความสามารถในการปรับสมดุล     ออสโม ติกในรางกาย  ในขณะเดียวกัน
กุงที่เลี้ยงที่ความเค็มสูงมีการใชออกซิเจนมาก โดยพบวาเมื่อวัดคาออกซิเจนละลายในนํ้ าของชุด
การทดลองทีเ่ลีย้งที่ความเค็มสูงจะเหลือออกซิเจนละลายนํ้ า 1.5 มิลลิกรัมตอลิตรซึ่งมีคานอยที่สุด
เมื่อเทียบกับชุดการทดลองอื่นๆ การใชออกซิเจนมากขึ้นของกุงที่เลี้ยงที่ความเค็มสูงจะสงผล
กระทบตอการตอบสนองของความสามารถในการปรับสมดุลของอวัยวะตางๆและทํ าใหเกิดความ
ไมสมดุลของอิออนในรางกาย

Samocha และคณะ (1998) ศึกษาผลของอายุตอความตานทานความเค็มต่ํ าในกุงขาว
Penaeus vannamei ในระยะโพสตลาวา โดยเลีย้งกุงโพสตลาวา1 และ2 ที่ความเค็ม 16.8 สวนใน
พนัสวน สํ าหรับกุงโพสตลาวา3 เลี้ยงที่ความเค็ม 14.3 สวนในพันสวน  กุงโพสตลาวา4 เลี้ยงที่
ความเค็ม 10.3 สวนในพันสวน  กุงโพสตลาวา 5 เลี้ยงที่ความเค็ม 8.3 สวนในพันสวน  กุง          
โพสตลาวา 6 เลี้ยงที่ความเค็ม 4.5 สวนในพันสวน และสํ าหรับกุงโพสตลาวา 7 เลี้ยงที่ความเค็ม 
3.0 สวนในพันสวน จากผลการศกึษาแสดงใหเห็นวากุงจะมีความตานทานตอความเค็มต่ํ าเพิ่มข้ึน
เมือ่อายุมากขึ้นโดยเพิ่มจากกุงระยะโพสตลาวา 2 จนถงึ 7  นอกจากนี้ยังมีรายงานอื่นๆ ไดแก 
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Charmantier และคณะ (1988)  พบวากุงครุุมา Penaeus japonicus  มคีวามสามารถในการทน
ตอความเค็มต่ํ าเมื่ออายุเพิ่มข้ึนจากระยะโพสตลาวา 1 ไปจนถึงโพสตลาวา 6 และระดับความเค็มที่
ท ําใหกุงคุรูมาตายเหลือ 50 เปอรเซนต ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ระยะ โพสตลาวา 1  คือ 25 
สวนในพันสวน และที่ระยะโพสตลาวา 6 คือ 7-10  สวนในพันสวน  นอกจากนี้ AQUACOP และ
คณะ (1991) อางโดย Samocha และคณะ (1998) ไดท ําการทดสอบความเครียดของกุงในระยะ      
โพสตลาวา และจากการศึกษาชี้ใหเห็นวา กุงในระยะโพสตลาวา 7 สามารถทนทานตอ
ความเครียดไดดีกวากุงที่อายุออนกวาและยังเปนอายุที่เหมาะสมสํ าหรับการขนสงและการนํ าไป
เพิ่มผลผลิต

    7.3 ออกซิเจน
เนื่องจากออกซิเจนเปนปจจัยที่สํ าคัญในการดํ ารงชีวิตของสัตวนํ้ า และเปนปจจัยที่มีอิทธิ

พลตอขบวนการทางชีวเคมีตางๆที่เกิดขึ้นในนํ้ า ระดับออกซิเจนที่มีอยูในนํ้ าจึงมีผลกระทบโดยตรง 
ตอส่ิงมีชีวิตในนํ้ าและคุณภาพนํ้ าซึ่งอาจมีผลตอส่ิงมีชีวิตตางๆในแหลงนํ้ าและทํ าใหเกิดการเปลี่ยน
แปลงทางรางกายไดแก การเปลี่ยนแปลงของจํ านวนเม็ดเลือด การเปลี่ยนแปลงสมดุลตางๆในราง
กาย  โดยพบวา จากรายงานการวิจัยของ Zou และคณะ (1996) ไดศึกษาผลของการขาด
ออกซิเจนที่มีตอแลคเตทและระดับกลูโคสในเลือดของปูนํ้ าจืด Eriocheir sinensis พบวาเมื่อใหปู
อยูในสภาพที่ขาดออกซิเจนจะทํ าใหความเขมขนของแลคเตทในเลือดเพิ่มข้ึน และระดับกลูโคสก็
เพิม่ข้ึนดวย สาเหตุดังกลาวนี้เกิดขึ้นเนื่องจาก ในสภาวะที่ขาดออกซิเจนสัตวกลุม        ครัสตาเซีย
จะมีการเผาผลาญพลังงานแบบไมใชออกซิเจน (anaerobic glycolysis) ซึง่จะทํ าใหไกลโคเจน
เปลี่ยนเปนแลคเตท นอกจากนี้ Herrie (1980)  อางโดย Zou และคณะ (1996) รายงานวาสัตวจะ
ตองใชพลังงานอยางมากเพื่อที่จะกํ าจัดแลคเตทที่สะสมอยูในรางกายในภายหลัง และสาเหตุที่มี
กลูโคสในเลือดสูงเกิดขึ้นเนื่องจากสัตวจะตองเปลี่ยนไกลโคเจนใหเปนกลูโคสในปริมาณมากกวา
ปกติเนื่องจากในการเผาผลาญพลังงานแบบไมใชออกซิเจนจะตองใชกลูโคสในปริมาณมากกวา
ปกติเพื่อใหไดพลังงานเพียงพอ ในขณะที่ Moullac และคณะ (1998) ศึกษาผลของสภาวะ
ออกซเิจนตํ่ าตอการเปลี่ยนแปลงของระบบภูมิคุมกันในกุง พบวาเมื่อใหกุงขาวอเมริกา (Penaeus 
stylirostris) อยูในสภาวะที่มีออกซิเจนตํ่ า (hypoxia) ที่ 1 มลิลิกรัมออกซิเจนตอมิลลิลิตร  เปนเวลา 
24 ชัว่โมง ทํ าใหเกิดจํ านวนเม็ดเลือดรวม (total haemocyte) ลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ  (p < 0.05) 
และเม็ดเลือดชนิด เซมกิรานูลาร (semi-granular cells : SGC) และเซลลไฮยาลิน (Hyalin cells : 
HC) มีความสามารถในสรางซูเปอรออกไซดแอนอิออนไดลดลง  นอกจากนี้เมื่อวัดกจิกรรมของ
เอนไซมโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase activity) พบวามีคาเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ   
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(p < 0.01)  จากนัน้เมื่อนํ าไปฉีดเชื้อวิบริโอ Vibrio alginolyticus  พบวากลุมที่อยูในสภาพที่มี
ออกซิเจนปกติมีการตาย 32 เปอรเซ็นต ขณะที่กลุมที่อยูในนํ้ าที่มีออกซิเจนตํ่ ามีการตาย 48 
เปอรเซ็นต เชนเดียวกันจากรายงานของ Direkbusarakom และ Donayadol (1998) ไดศึกษา
เกี่ยวกับผลจากระดับออกซิเจนตํ่ าที่มีตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํ า โดยกลุมควบคุมจะมีคา
ออกซิเจนละลายนํ้ า (dissolved oxygen) 6 สวนในลานสวน และกลุมที่ไดรับออกซิเจนตํ่ าจะมีคา
ออกซิเจนละลายนํ้ า ประมาณ 1.8 - 2 สวนในลานสวน ในระหวางการทดลอง จะมีพีเอชอยู
ระหวาง 7.9 - 8.1 และอณุหภมูนิํ้ า 29 - 30 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอยางเลือดมาดศึกษา
ความสามารถในการจับกินของเม็ดเลือด (phagocytic activity) และประสิทธิภาพในการกํ าจัด
แบคทีเรียในนํ้ าเลือด พบวา ความสามารถในการจับกินของเม็ดเลือดของกลุมที่ไดรับออกซิเจนตํ่ า 
มีคา 25 - 31เปอรเซ็นต ต่ํ ากวาในกลุมควบคุมซึง่มีคา 32 - 37 เปอรเซ็นต สวนความสามารถใน
การกํ าจัดแบคทีเรียในนํ้ าเลือดเปนไปในทางเดียวกันคือ ในกลุมที่ไดรับออกซิเจนตํ่ ามีคาตํ่ ากวาใน
กลุมควบคุม 12.45 - 143.29 เปอรเซ็นตและอตัราการตายในกลุมที่ไดรับออกซิเจนตํ่ าคือ 17 - 37 
เปอรเซ็นต จากผลดงักลาวแสดงใหเห็นวา ออกซิเจนที่ละลายในนํ้ า เปนปจจัยที่สํ าคัญที่มีผลตอสรี
รวทิยา ท ําใหกุงกุลาดํ าเกิดความเครียดและตายในที่สุด นอกจากนี้ยังมีผลตอระบบภูมิคุมกันในกุง
กลุาด ําดวย การศึกษาการจับกินสิ่งแปลกปลอมยังเปนระบบภูมิคุมกันดานเซลลที่สํ าคัญใน ครัส
ตาเซีย ซึ่งจากผลก็แสดงใหเห็นวา กุงที่ไดรับออกซิเจนตํ่ า ทํ าใหไปลดความสามารถของระบบ
ภูมคุิมกนั จึงนํ าไปสูการติดเชื้อแบคทีเรียได ซึ่งก็เปนสาเหตุใหกุงตายในที่สุด

    7.4 พีเอช
พีเอชของนํ้ าสงผลโดยตรงตอปริมาณและชนิดของสิ่งมีชีวิตในนํ้ า การเปลี่ยนแปลงของพี

เอชอาจมีสาเหตุเนื่องมาจากการผลิตและการใชคารบอนไดออกไซดในแหลงนํ้ าซึ่งเกิดจากการ
หายใจ การสงัเคราะหแสง รวมถึงการเนาสลายของสารอินทรีย การเปลี่ยนแปลงพีเอชที่ไมเหมาะ
สมจะสงผลโดยตรงตอสัตวนํ้ า โดยความเปนกรดอาจทํ าใหเนื้อเยื่อเหงือกกุงถูกทํ าลาย พบวาเกิด
ลักษณะเนื้อเยื่อตาย (necrosis) เกิดการสะสมเมลานินทํ าใหเห็นเปนรอยแผลสีดํ า (McVey, 
1993)  นอกจากนีย้งัท ําใหเกิดความไมสมดุลในกระบวนการแลกเปลี่ยนนํ้ าและเกลือแร และทํ าให
เลือดอยูในสภาวะเปนกรด ระดับพีเอชอาจเปนสาเหตุที่ไมทํ าใหสัตวนํ้ าถึงตายแตก็มีผลตอการ
เจริญเติบโตและความตานทานโรคของสัตวนํ้ า
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    7.5 แอมโมเนีย ไนไตรท และไนเตรท
แอมโมเนยีมผีลตอการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าทั้งทางตรงและทางออม การที่ในบอเลี้ยงสัตวนํ้ า

มีปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนจะกอใหเกิดผลคือ เปนปุยใหกับแพลงกตอนพืชและพันธุไมนํ้ า ซึ่ง
สามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนในการเจริญเติบโตแพรพันธุ ทํ าใหเกิดอาหารธรรมชาติซึ่งอาจจะสง
ผลใหผลผลิตสตัวนํ้ าเพิ่มข้ึน ซึ่งบางครั้งมีการเพิ่มปริมาณของแพลงกตอนพืชมากเกินไปจนมีผลตอ
คุณภาพนํ ้าอืน่ๆ เชน การเปลี่ยนแปลงปริมาณออกซิเจน การเปลี่ยนแปลงพีเอชของนํ้ า  โดยเฉพาะ
อยางยิ่งเมื่อแพลงกตอนหนาแนนมากๆ ตายลงและเนาสลายก็จะทํ าใหนํ้ าขาดออกซิเจนและเกิด
สารพษิชนดิตางที่เปนอันตรายตอสัตวนํ้ า  นอกจากนี้แอมโมเนียในปริมาณมากๆยังเปนพิษตอตัว
สัตวนํ ้าโดยตรง  ซึ่งอาจจะมีผลทํ าใหอัตราการเจญิเติบโตและอัตราการรอดตายตํ่ า หรือทํ าใหสัตว
นํ ้าตายในระยะเวลาสั้นๆหรือทํ าใหเกิดผลกระทบที่เกิดจากความเปนพิษเร้ือรังอยางอื่น แอมโมเนีย
ทีร่ะดบัต่ํ าในระดับ 0.09 มิลลิกรัม/ลิตร มีผลทํ าใหการเจริญเติบโตของกุงกามกรามลดลง (ยนต, 
2542)

ไนไตรทในบอเลี้ยงสัตวนํ้ าปกติจะเปนผลิตผลที่เกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงของ
แอมโมเนยีในสภาพที่มีออกซิเจน หรือบางครั้งอาจเกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงของไนเตรทใน
สภาพขาดออกซเิจน ดังนั้นแหลงที่มาของไนไตรทในสภาพปกติจึงมาจากการออกซิไดซแอมโมเนีย
และสูญเสียไปโดยการถูกออกซิไดซืไปเปนไนเตรท และแหลงที่มาในสภาพที่ขาดออกซิเจนจะได
จากการรีดิวซไนเตรทและสูญเสียไปโดยถูกรีดิวซตอเปนกาซไนโตรเจน  ไนตรัสออกไซด หรือ
แอมโมเนยี  การสะสมไนไตรทจะเกิดขึ้นไดเมื่อแหลงนํ้ าหรือบอมีการเนาสลายของสารอินทรียและ
ปลอยแอมโมเนยีออกมามาก ในสภาวะที่มีออกซิเจน แอมโมเนียจะถูกเปลี่ยนเปนไนไตรทและใน
กรณีที่นํ้ ามีพีเอชสูงกวา8.0 ประสิทธิภาพการเปลี่ยนไนไตรทใหเปนไนเตรทจะลดลงทํ าใหเกิดการ
สะสมไนไตรทในนํ้ า   ซึ่งไนไตรทเปนสารพิษที่เปนพิษตอสัตวนํ้ า ไนไตรทจะถูกดูดซึมเขาสูสัตวนํ้ า
ผานทางเหงอืก  เมื่อไนไตรทถูกดูดซึมเขาไปในตัวปลาจะไปทํ าปฏิกิริยากับฮีโมโกลบินในเลือด ทํ า
ใหไมสามารถขนถายออกซิเจนได ระดับความเขมขนที่ปลอดภัยตอกุงกุลาดํ าอยูที่ระดับ 4.5 
มิลลิกรัมตอลิตร ไนไตรทในระดบัความเขมขนที่ต่ํ ากวาระดับที่ทํ าใหสัตวนํ้ าตาย จะทํ าใหสัตวนํ้ า
ออนแอและติดโรคไดงาย

จากรายงานการวิจัยของ Prosser (1991) อางโดย Alcaraz และคณะ(1997) พบวา
แอมโมเนียทํ าใหความสามารถของกุงในการทนตออุณหภูมิที่สูงขึ้นไดนอยลงและที่ความเขมขนสูง
สุดของแอมโมเนียพบวามีอัตราการตาย 30 %  การสญูเสยีความสมดุลเปนการตอบสนองที่ข้ึนอยู
กบัระบบประสาท แอมโมเนียเปนสารประกอบที่เปนพิษตอระบบประสาทโดยทํ าใหสารสื่อประสาท
ไมสามารถทํ างานได และไนไตรททํ าใหลดความสามารถในการทนตออุณหภูมิในกุ งขาว 
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(Penaens setiferus) ไนไตรทมีตอการตอบสนองตออุณหภูมิในปลากดอเมริกัน (Ictalurus 
punctatus) เพราะเกิดการสราง methaemoglobin แลวท ําใหความสามารถในการนํ าออกซิเจน
ภายไปสูในเนื้อเยื่อต่ํ าซึ่งเปนสาเหตุของการขาดออกซิเจน(hypoxia)ในเนื่อเยื่อ ในครัสตาเซีย    
เชื่อวาไนไตรทจะทํ าใหเกิดการสราง methaemocyanin ท ําใหเกิดการขาดออกซิเจนในเนื้อเยื่อและ
ท ําใหกระบวนการหายใจ (respiratory metabolism) ไมสมบูรณ นอกจากนี้การที่กุงสามารถทน
ตออุณหภูมิสูงสุดที่จุดวิกฤตมีคาลดลง เนื่องจากเกิดการออกซิไดสฮีโมไซยานนิและทํ าใหเกิดการ
ขาดออกซิเจนในรางกาย นอกจากนี้การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมินํ้ าระหวางการทดลองความสามารถ
ในการทนตออุณหภูมิสูงสุดของกุง  ทํ าใหเพิ่มอัตราเมตาบอลิซึม และเกิดการสะสมแอมโมเนียและ
ไนไตรทในนํ้ าก็ยิ่งทํ าใหเปนพิษตอกุง
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