
บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1   การแยกเชื้อไวรัส เพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส การกอโรค และความรุนแรงของเชื้อ

3.1.1  การแยกเชื้อไวรัส
     จากการนํ าเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อ WSSV และเชื้อ YHV มาทํ าการตรวจสอบการติด

เชื้อโดยวิธี PCR  และ RT-PCR พบวาใหผลบวกอยางชัดเจน และไมมีการติดเชื้อรวมของไวรัสทั้ง 
2 จงึน ํามาแยกเชื้อไวรัส และกรองผานเมมเบรนที่มีเสนผาศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร เพื่อกํ าจัดเชื้อ
แบคทีเรีย และใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการทดลองตอๆไป
         3.1.2  การเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส

      เมื่อนํ าเชื้อ WSSV  มาฉดีแมกุงกุลาดํ าขนาดเฉลี่ย 275 กรัม จํ านวน 4 ตัว พบวากุง
ทดลองแสดงอาการของโรคอยางชัดเจนในวันที่ 4  จึงเก็บเลือดกุงทั้งหมดในวันที่ 5 โดยเก็บตัว  
อยางเลือดไดเฉลี่ยตัวละ 10 มิลลิลิตร หลังจากเจือจางเลือดกุงในอัตราเลือด 1 สวนและสารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร 4  สวน และเก็บโดยแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส นํ าเลือดกุงกุลาดํ า 
2 หลอด มาตรวจวิเคราะหหาเชื้อ WSSV และ YHV โดยวธีิ PCR และ RT-PCR ซ่ึงตรวจพบผลเปน
บวกชัดเจนโดยไมมีพบการปนเปอนของเชื้อ YHV พบเพียงเชื้อแบคทีเรียกลุมวิบริโอที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะโคโลนีสีเหลืองเพียงเล็กนอย

สวนกุงกลุาดํ าขนาดเดียวกันที่ฉีดเชื้อ YHV พบวากุงแสดงอาการของโรคอยางชัดเจนและ
ไมกนิอาหารเลยในวันที่ 3 จึงเก็บตัวอยางเลือดในวันที่ 4  เมื่อนํ าตัวอยาง 2 หลอด มาตรวจวิเคราะห
หาเชื้อดังกลาวดวยวิธี RT-PCR ใหผลเปนบวก และใหผลลบเมื่อตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ 
WSSV แตพบเลือดกุงมีเชื้อแบคทีเรียปนเปอนเล็กนอย

กุงขนาดเดยีวกันจํ านวน 2 ตัวที่ไมไดทํ าการฉีดเชื้อ ยังคงกินอาหารปกติ ไมแสดงอาการติด
โรคในระยะเวลา 10 วัน และไมพบการปนเปอนเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด พบเพียงเชื้อแบคทีเรียกลุมวิบ
ริโอเล็กนอย

3.1.3   การกอโรคและความรุนแรงของเชื้อไวรัส
                    จากการนํ าสารละลายเชื้อ WSSV และเชื้อ YHV (ในขอ 3.1.2) มาทดสอบความรุนแรง
ของโรคในกุงกุลาดํ าขนาด 4-6 กรัม พบวาเชื้อไวรัสทัง้ 2 ชนิดทํ าใหกุงกุลาดํ าตาย 50 เปอรเซ็นต         
ในระยะเวลา 15 วัน มีคา LD50 5.12 x 10-6 และ 1.5 x10-9 สํ าหรับเชื้อ WSSV และ YHV ตามลํ าดับ    



ผลการตรวจสอบไมพบการติดเชื้อไวรัสรวมของทั้ง 2 ชนิด ในกุงทั้ง 2 ชุดการทดลอง แตพบเชื้อ
แบคทีเรียในตับบางเล็กนอย และเปนปริมาณที่ใกลเคียงกับปริมาณที่พบในกุงชุดควบคุมที่ฉีดสาร
ละลายฟอสเฟตบัพเฟอรและไมมีกุงทดลองตายเลย

3.2   การเหนีย่วนํ าใหเกิดการติดเชื้อไวรัสในหองปฏิบัติการ และการคงอยูของเชื้อไวรัสในตัวกุง
3.2.1  กุงกุลาดํ าติดเชื้อ WSSV

    การเหนีย่วนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV โดยวิธีฉีดที่ระดับความเขมขนตํ่ ากวาคา LD50

200 เทา (ชุดการทดลองที่ 1) ใหกุงกุลาดํ าขนาด 4-6 กรัม พบวากุงเริ่มตายในวันที่ 2 หลังการฉีด 
และตายทั้งหมดภายใน 18 วัน สวนกุงทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสเจือจางตํ่ ากวาคา LD50 1,000 เทา (ชุด          
การทดลองที่ 2) พบกุงเริ่มตายเมื่อฉีดเชื้อ 2-3 วัน และมีอัตราการตายสูงสุดวันที่ 15 และลดลงเหลือ 
วันละ 1-2 ตัว หลังวนัที ่21 ของการฉีดเชื้อ จนตลอดระยะ 45 วัน อัตรารอดตายของกุงทดลองหลัง
การเหนีย่วน ําใหเกิดการติดเชื้อ 25 วัน ประมาณ 26 เปอรเซ็นต สวนชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย
ประมาณ 78 เปอรเซ็นต

 กุงทดลองที่ทํ าการฉีดเชื้อ WSSV เจือจาง 10,000 เทา (ชุดการทดลองที่ 3) แสดงอาการติด
เชือ้วนัที ่ 7 หลังการฉีด และทยอยตายอยางตอเนื่องตั้งแตวันที่ 10-17 หลังจากวันที่ 21 ของการ
ทดลองไมพบการตายของกุงในชุดดังกลาว โดยอัตรารอดตายของกุงทดลองหลังการเหนี่ยวนํ าให
เกดิการตดิเชื้อ 29 วัน ประมาณ 31 เปอรเซ็นต ขณะที่ชุดควบคุมมีอัตรารอดตายตายประมาณ 89 
เปอรเซ็นต

3.2.2   กุงกุลาดํ าติดเชื้อ YHV
      หลังฉีดเชื้อไวรัสดงักลาวที่ความเขมขนตํ่ ากวาคา LD50 100,000 เทา พบวากุงที่ไดรับ

เชื้อเร่ิมตายวันที่ 3 และมีอัตราการตายสูงสุดในวนัที่ 13-14 หลังฉีดเชื้อ จ ํานวนการตายลดลงเรื่อยๆ 
จนกระทัง่ไมมีกุงตายติดตอกัน 5 วัน ตั้งแตวันที่ 22-26 หลังการฉีด โดยอัตรารอดตายของกุงทดลอง
หลังการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ 26 วัน ประมาณ 60 เปอรเซ็นต ชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย
ประมาณ 95 เปอรเซ็นต

3.2.3  การคงอยูของเชื้อไวรัสในตัวกุง
    3.2.3.1 การคงอยูของเชื้อ WSSV ในตัวกุงกุลาดํ า
                เมือ่ตรวจสอบการติดเชื้อ WSSV ของกุงกุลาดํ าในชุดการทดลองที่ 2 พบวาหลัง

จากการฉีดเชื้อ 7  14  21 35 และ 45 วัน ยังคงพบเชื้อไวรัสชนิดเดิมอยูทุกตัว  (ตารางที่ 8) และไม
พบการปนเปอนของเชื้อไวรัสอืน่ในกุงชุดการทดลองและชุดควบคุม



ตารางที่ 8  การคงอยูของเชื้อ WSSV ในตัวกุงกุลาดํ าหลังจากเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อในหองปฏิบัติการ
    นานตางๆ 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

สวนชุดการทดลองที่ 3  พบวาหลังจากฉีดเชื้อ 2 วัน  กุงมีการติดเชื้อ 100 เปอรเซ็นต และ
ลดเหลือ 75  25 และ 16.7 เปอรเซ็นต ที่ 7 14 และ 21 วันตามลํ าดับ หลังจากนั้นตรวจไมพบเชื้อ  ไว
รัสในกุงชุดดังกลาว  (ตารางที ่9)  และไมพบการปนเปอนเชื้อไวรัสอื่นในกุงชุดทดลองและชุดควบ
คมุตลอดระยะเวลาการทดลอง



ตารางที่ 9  การคงอยูของเชื้อ WSSV ในตัวกุงกุลาดํ าหลังจากเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อในหองปฏิบัติการ
    นานตางๆ 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  การคงอยูของเชื้อ YHV  ในตัวกุงกุลาดํ า
                 หลังฉีดเชื้อไวรัสที่ความเขมขนตํ่ ากวาคา LD50 100,000 เทา พบกุงที่ตายระหวาง

วันที่ 4-21  ตดิเชือ้ YHV 100 เปอรเซ็นต ขณะที่กุงมีชีวิตในระยะเวลาเดียวกันยังมีเชื้อไวรัสชนิดเดิม
อยูในตวั 80 เปอรเซ็นต และผลการสุมตัวอยางหลังการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ 26 และ 32 วัน ตรวจพบ
กุงยังมีเชื้อไวรัสอยูในตัว 40 และ 16.7 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ หลังจากนั้นตรวจไมพบการติดเชื้อไว
รัสในตัวกุงรอดตายจากการสุมทุกๆ 14 วัน (ตารางที่ 10) ไมพบการปนเปอนเชื้อไวรัส WSSV ใน
กุงชุดทดลอง และไมพบเชื้อไวรัสทัง้ 2 ชนิดในกุงชุดควบคุมตลอดระยะเวลาการทดลอง



ตารางที่ 10   การคงอยูของเชื้อ YHV ในตัวกุงกุลาดํ าหลังจากเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อในหอง
ปฏิบัติการ

       นานตางๆ 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  กุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV/HPV
ตวัอยางกุงกุลาดํ าอายุ 55 และ 60 วัน ในบอเล้ียงของฟารมเอกชน อํ าเภอเมือง จังหวัด

สงขลา และ อํ าเภอหนองจิก จังหวัดปตตานี จากการสอบถามพื้นที่ที่ทํ าการเลี้ยงทั้ง 2 แหง มีประวัติ
การระบาดของโรคติดเชื้อ WSSV มากอน ตัวอยางกุงกุลาดํ าที่นํ ามาทดลองมีขนาดแตกตางกันชัด
เจน โดยพบกุงกุลาดํ าที่เจริญเติบโตปกติมีขนาด 3.5-5 กรัม และกุงที่โตชาซึ่งมีขนาด 1-2 กรัม  กุง
ขนาดเล็กมีการตอบสนองตอการกระตุน เชนการดีดตัวจากการยกยอหรือการสัมผัสปกติ          แต
ลักษณะภายนอกของกุงดังกลาวมีสีเขมกวา เชนเดียวกับลักษณะของกุงทดลองอายุ 50 วัน ในบอ
เล้ียงของสถานีวิจัยทางวาริชศาสตร อํ าเภอละงู จังหวัดสตูล ที่พืน้ทีก่ารเลี้ยงไมมีประวัติการระบาด
ของโรคไวรัสที่รุนแรงมากอน เมื่อสุมตัวอยางกุงที่มีขนาดเล็กและใหญมาตรวจสอบการติดเชื้อ 
MBV/ HPV บริเวณตับและตับออนโดยยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน พบกุงขนาดเล็กจากพื้นที่
ตางๆ  ติดเชื้อ MBV/HPV ดังขอมูลในตารางที่ 11 ไมพบการปนเปอนเชื้อ WSSV และ YHV ในกุง
ทุกชุดการทดลอง



ตารางที่ 11  ผลการติดเชื้อ MBV/HPV บริเวณตับและตับออนกุงกุลาดํ าจากพื้นที่ตางๆ
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  ความสามารถในการตานทานตอโรคของกุงกุลาดํ ารอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ
       ไวรัสในหองปฏิบัติการ
       3.4.1  ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงรอดตายจากการติดเชื้อ WSSV

   เมือ่นํ ากุงกุลาดํ าที่รอดตายจากการติดเชื้อ WSSV 25 วนั (ชุดการทดลองที่ 2) มาทดสอบ
ความตานทานตอเชื้อไวรัส ผลการทดลองพบกุงรอดตาย และกุงชุดควบคุมไมสามารถตานทานตอ
เชือ้ YHV ที่ติดซํ้ า โดยกุงชุดควบคุมตาย 100 เปอรเซ็นต ภายใน 7 วัน และกุงรอดตายจากติดเชื้อ 
WSSV ตายหมดภายใน 10 วัน สวนการทดสอบความตานทานตอเชื้อไวรัสชนิดเดิมเปนระยะเวลา 
15 วนั พบกุงรอดตายจากการติดเชื้อคร้ังแรกมีอัตรารอดตาย 20 เปอรเซ็นต ตํ่ ากวากุงจากชุดควบคุม
ทีม่ีอัตรารอดตาย 50 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 1)

เมื่อทํ าการทดสอบความตานทานตอเชื้อไวรัสในกุงกุลาดํ าที่รอดตายหลังติดเชื้อคร้ังแรก
นาน 45 วัน พบวาทัง้กุงที่รอดตายและกุงจากชุดควบคุมไมมีความตานทานตอเชื้อ YHV เชนเดียว
กนั โดยกุงทดลองตาย 100 เปอรเซ็นต ภายใน 5 วัน สวนความตานทานตอเชื้อ WSSV ไมพบความ
แตกตางระหวางชุดทดลองและชุดควบคุม เมื่อครบระยะเวลา 15 วัน โดยมีอัตรารอดตาย 15 
เปอรเซ็นต เทากัน (ภาพที่ 2)

การทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงกุลาดํ าที่รอดตายหลังฉีดเชื้อ 
คร้ังแรก 29 วนั จากกุงชุดการทดลองที่ 3 ที่ตรวจไมพบเชื้อคงอยูในตัวกุงกอนนํ ามาเหนี่ยวนํ าใหติด
เชือ้ซ้ํ าโดยการฉีด พบวากุงชุดทดลองมีอัตรารอดตาย 22 และ 6 เปอรเซ็นต เมื่อฉีดซํ้ าดวยเชื้อ
WSSV และ YHV ตามลํ าดับ สวนกุงชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย 32 เปอรเซ็นต จากการฉีดซํ้ าดวย 
เชือ้ WSSV และไมมีกุงรอดตายเมื่อฉีดซํ้ าดวยเชื้อ YHV สวนกุงรอดตายจากชุดทดลองและกุงใน



ชุดควบคุมที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรแทนการฉีดเชื้อไวรัส มีอัตรารอดตาย 100 และ 80 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 3)

สํ าหรับกุงรอดตาย 43 วันมีอัตรารอดตาย 85 และ 75 เปอรเซ็นต หลังการฉีดเชื้อ WSSV 
และ YHV ตามลํ าดับ ในขณะที่กุงชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย  60 และ 55 เปอรเซ็นต  หลังการฉีด
เชือ้เดยีวกนั สวนกุงจากชุดการทดลองและชุดควบคุมที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรแทนเชื้อไว
รัสมอัีตรารอดตาย 90 เปอรเซ็นต  เทากัน (ภาพที่ 4) สํ าหรับกุงรอดตายหลังจากติดเชื้อคร้ังแรก 57 
วนั มอัีตรารอดตายหลังจากฉีดเชื้อเดิมซํ้ า 12 เปอรเซ็นต  และมีอัตรารอดตายเมื่อฉีดเชื้อ YHV    7 
เปอรเซ็นต  สวนชุดควบคุมมีอัตรารอดตาย 20 และ 60 เปอรเซ็นต หลังการฉีดเชื้อ WSSV และ 
YHV ซ้ํ าเปนระยะเวลา 15 วัน สวนกุงชุดทดลองและชุดควบคุมที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร
มอัีตรารอดตาย 85 และ 70 เปอรเซ็นต  (ภาพที่ 5)
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ภาพที่ 1  อัตรารอดตายหลังการ
 ทีผ่านการติดเชื้อ 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 ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
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
  ทีผ่านการติดเชื้อ W

Figure 2  Survival rate after r
  a period of 45 day o
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ภาพที่ 3   อัตรารอดตายหลังก
  ทีผ่านการติดเชื้อ 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 ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
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 ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
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
                ทีผ่านการติดเชื้อ W
Figure 4 Survival rate after r

a period of 43 day 
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ภาพที ่5   อัตรารอดตายหลังก
  ทีผ่านการติดเชื้อ 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 ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
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
�����
����� Normal
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����� Survivor

ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
SSV 57 วัน (ชุดการทดลองที่ 3)
e-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after
f WSSV injection ( Experiment 3).



เมือ่คํ านวณหาคาประสิทธิภาพการตานทานตอโรค (Relative percent survival, RPS) ในแต
ละชวงเวลาที่ทํ าการติดเชื้อไวรัสซํ ้า พบวากุงที่รอดตายหลังการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV 
29 และ 57 วัน ไมมีประสิทธิภาพในการตานตอเชื้อไวรัสชนิดเดิม แตที่รอดตายนาน 43 วัน มี             
ประสทิธภิาพในการตานทานตอเชื้อเดิมถึง 67 เปอรเซ็นต  สวนประสิทธิภาพในการตานทานตอ
เชือ้ YHV ของกุงรอดตายชุดเดียวกัน พบวาหลังติดเชื้อคร้ังแรกนาน  29 และ 43  57 วัน กุงมีประ
สิทธภิาพในการตานทานเชื้อ YHV ซ่ึงตางชนิดกับเชื้อที่กุงไดรับครั้งแรกเพียง  6  และ 37.5  
เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ตารางที่ 12)

ตารางที่ 12  ประสิทธิภาพการตานทานตอเชื้อ WSSVและ YHV ของกุงรอดตายจากการ
เหนี่ยวนํ า

                   ใหติดเชื้อ WSSV ในหองปฏิบัติการ
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  ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงรอดตายจากการติดเชื้อ YHV
 เมือ่น ํากุงรอดตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ YHV ในหองปฏิบัติการ มาทํ า

การติดเชื้อไวรัสชนดิเดิมและเชื้อ WSSV ซ้ํ า พบกุงรอดตาย 26 วัน ไมมีความสามารถในการตาน 
ทานตอเชื้อไวรัสทัง้ 2 ชนิด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (ภาพที่ 6) สํ าหรับกุงรอดตาย 32 วัน สามารถ
ตานทานตอเชื้อ WSSV ได  66.7 เปอรเซ็นต สูงกวาชุดควบคุมที่ติดเชื้อเดียวกันซํ้ า มีอัตรารอดตาย 
53.3 เปอรเซ็นต และพบกุงชุดดังกลาวตานทานตอเชื้อไวรัสชนิดเดิมที่ติดซํ้ าไดเพียง 40 เปอรเซ็นต 
นอยกวาชุดควบคุมที่มีอัตรารอดตาย 53.3 เปอรเซ็นต  (ภาพที่ 7) เมื่อทดสอบความสามารถในการ
ตานทานตอโรคของกุงรอดตาย 46 วัน พบใหผลเชนเดียวกับครั้งที่ 2    (32 วัน) โดยกุงรอดตายตาน
ทานตอเชื้อ WSSV 67 เปอรเซ็นต สูงกวากุงชุดควบคุม ซ่ึงมีอัตรารอดตาย 47 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 8) 
กุงรอดตาย 60 วัน มีอัตรารอดตายเมื่อฉีดเชื้อ WSSV 42.9 เปอรเซ็นต ตํ่ ากวากุงชุดควบคุมที่กุงมี
อัตรารอดตาย 46.7 เปอรเซ็นต สวนกุงรอดตาย 73 วันมีอัตรารอดตายเมื่อฉีดเชื้อ WSSV ซ้ํ าเทากับ
กุงในชุดควบคุม 12.5 เปอรเซ็นต ผลการทดลองพบกุงรอดตาย 60 วัน มีอัตรารอดตายถึง 40 
เปอรเซ็นต  เมื่อฉีดดวยเชื้อชนิดเดิมซํ้ า สูงกวาชุดควบคุมที่มีอัตรารอดตายเพียง 33.3 เปอรเซ็นต 
สวนที ่ 73 วัน มีอัตรารอดตาย 9.5 เปอรเซ็นต  สูงกวาชุดควบคุมที่ไมมีกุงรอดตายเลย  (ภาพที่ 9  
และ 10)
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ภาพที ่6    ที่อัตรารอดตายหล
   ผานการเหนี่ยวนํ 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 ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
หติดเชื้อ YHV 26 วัน
re-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after a
 YHV injection.



 

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

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

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

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

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

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

0

20

40

60

80

100

Su
rvi

val
 (%

)

ภาพที ่7    อัตรารอดตายหลังก
   ทีผ่านการเหนี่ยวนํ า

Figure 7   Survival rate after 
   period of 32 day of
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ภาพที ่8    อัตรารอดตายหลังก
   ทีผ่านการเหนี่ยวนํ า

Figure 8   Survival rate after 
   period of 46 day of
     PBS injection             YHV injection            WSSV injection
�����
����� Normal

�����
����� Survivor

ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
ใหติดเชื้อ YHV 32 วัน

re-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after a
 YHV injection.
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                PBS injection             YHV injection          WSSV injection
�����
����� Normal

�����
����� Survivor

ารติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
ใหติดเชื้อ YHV 46 วัน

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

Figure 9   Survival rate afte
   period of 60 day
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ภาพที ่10  อัตรารอดตายหล
   ทีผ่านการเหนี่ยว

Figure 10 Survival rate afte
   period of 73 day
0
           PBS injection            YHV injection            WSSV injection
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ังการติดเชื้อ WSSV และ YHV ซ้ํ า ของกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตาย
นํ าใหติดเชื้อ YHV 60 วัน
r re-challenge with WSSV and YHV of normal and survivor after a

 of YHV injection.
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เมื่อคํ านวณหาคาประสิทธิภาพการตานทานตอโรคในแตละชวงเวลาที่ทํ าการทดลองฉีด
เชือ้ไวรัสซํ ้า พบวากุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ YHV 26  60 และ 73 วนัไมมีประ
สิทธภิาพในการตานทานตอโรค WSSV ในขณะที่กุงรอดตาย 32 และ 46 วัน มีคา RPS ตอเชื้อ 
WSSV คดิเปน  28.6 และ 37.5 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ สํ าหรับคา RPS ตอเชื้อเดิมพบวาที่ 26 และ 32 
วนั กุงรอดตายไมมีประสิทธิภาพในการตานทานเชื้อเดียวกันที่ติดซํ้ า แตหลังรอดตายจากการเหนี่ยว
ใหเกดิการติดเชื้อ 46 60 และ 73 วัน  กุงรอดตายมีประสิทธิภาพในการตานตอเชื้อชนิดเดิม 10 12.1 
และ 9.5 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ตารางที่ 13) 

ตารางที ่13  ประสิทธิภาพการตานทานตอเชื้อ WSSV และ YHV ของกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ า
                    ใหติดเชื้อ YHV ในหองปฏิบัติการ
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 ความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงท่ีติดเชื้อ MBV/HPV
 เมือ่ทดสอบความสามารถในการตานทานตอโรค WSSV และ YHV ของกุงกุลาดํ าที่ติด

เชือ้ MBV/HPV จากจังหวัดสงขลา พบวากุงที่ติดเชื้อดังกลาวมีอัตรารอดตายหลังจากฉีดเชื้อ WSSV 
54.7 เปอรเซน็ต ในขณะที่กุงปกติที่ฉีดเชื้อเดียวกันมีอัตรารอดตาย 77.1 เปอรเซ็นต สวนกุงทั้ง 2 ชุด
ที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรแทนเชื้อไวรัสอัตรารอดตาย 82.7 และ 81.5 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ 
(ภาพที ่ 11) กุงติดเชื้อจากจังหวัดปตตานี เมื่อนํ ามาฉีดเชื้อ WSSV ซ้ํ า พบวากุงมีความสามารถตาน
ทานตอโรคชนิดนี้ตํ่ ากวากุงปกติโดยไมมีกุงรอดตายเลย ในขณะที่กุงปกติมีอัตรารอดตาย 10 
เปอรเซ็นต เมื่อนํ ากุงชุดเดียวกันมาฉีดเชื้อ YHV  พบกุงติดเชื้อ MBV/HPV มีอัตรารอดตาย 13.3 
เปอรเซ็นต ในขณะที่กุงปกติมีอัตรารอดตาย 5 เปอรเซ็นต สวนกุงที่ติดเชื้อและกุงปกติที่ฉีดสาร
ละลายฟอสเฟตบัพเฟอรมีอัตรารอดตาย 80  และ 85 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ภาพที่ 12) สํ าหรับกุง
กุลาดํ าที่ติดเชื้อ MBV/HPV จากสตูลมอัีตรารอดตาย 15  0 และ 78.9 เปอรเซ็นต ในขณะที่กุงปกติมี
อัตรารอดตาย 23.8  10.5 และ 90.9 เปอรเซ็นต หลังการฉีดเชื้อ WSSV  YHV และสารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร ตามลํ าดับ (ภาพที่ 13)
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ภาพที ่11   อัตรารอดตายหลังกา
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3.5 ปฏิกิริยาการลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตาย  (Neutralization test)
 3.5.1  การลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ WSSV

  เมือ่น ํานํ้ าเลือดกุงกุลาดํ ารอดตายหลังการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 45 วัน (ชุดการทด
ลองที่ 2) ผสมกับเชื้อไวรัสชนดิเดมิ แลวฉีดเขากุงกุลาดํ าปกติ เปรียบเทียบกับการใชนํ้ าเลือดกุงปกติ
ผสมเชื้อไวรัส ผลการทดลองพบวานํ้ าเลือดจากกุงรอดตายและกุงปกติ มีผลลดปริมาณเชื้อ WSSV 
ไดไมแตกตางกัน โดยหลังการทดลองกุงมีอัตรารอดตาย 20 เปอรเซ็นต เทากัน สํ าหรับกุงชุดเดียว
กนัที่ฉีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร นํ้ าเลือดกุงปกติ และนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ไมผสมกับเชื้อ
ไวรัสมีอัตรารอดตาย 95 80 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ภาพที่ 14)  สํ าหรับนํ ้าเลือดกุงกุลาดํ า
รอดตายหลงัการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV  43 วัน (จากชุดการทดลองที่ 3) เมื่อนํ ามาผสมกับเชื้อ
ชนดิเดมิแลวฉีดเขากุงปกติ พบกุงมีอัตรารอดตาย 50 เปอรเซ็นต สูงกวากุงชุดที่ไดรับเชื้อไวรัสผสม
กบันํ ้าเลอืดกุงปกติ ที่มีอัตรารอดตายเพียง 40 เปอรเซ็นต  ไมมีกุงรอดตายเลยเมื่อฉีดดวยสารละลาย
เชือ้ YHV ที่ผสมกับนํ้ าเลือดกุงปกติ และนํ้ าเลือดกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV มา
กอน ในขณะที่เมื่อฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรกุงมีอัตรารอดตาย 90 เปอรเซ็นต   (ภาพที่ 15)

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

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

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

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

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

0

20

40

60

80

100

Treatment 

Su
rvi

val
 (%

)

�����
����� PBS

����
���� Normal serum�����

Survivor serum
����

Normal serum + WSSV�����
Survivor serum + WSSV

ภาพที่ 14   อัตรารอดตายของกุงกุลาดํ าปกติหลังฉีดเชื้อ  WSSV ที่ทดสอบการลบลางฤทธิ์ดวย
    นํ ้าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ 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   อัตรารอดตายของกุงกุลาดํ าปกติหลังฉีดเชื้อ  WSSV และ YHV ทีท่ดสอบการลบลาง
     ฤทธิด์วยนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ 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  การลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV
 เมื่อนํ านํ้ าเลือดกุงกุลาดํ ามาผสมกับเชื้อ YHV และ WSSV แลวนํ าไปฉีดเขากุงกุลาดํ าปกติ 

พบนํ ้าเลือดกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV มากอนสามารถลบลางเชื้อไวรัสได โดย
หลังฉีดนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผสมเชื้อ  WSSV กุงมอัีตรารอดตาย 40  เปอรเซ็นต สูงกวาชุดที่ฉีดดวย
นํ ้าเลอืดกุงปกติผสมเชื้อเดียวกันที่อัตรารอดตายของกุงเหลือเพียง 20 เปอรเซ็นต  สวนอัตรารอดตาย
ของกุงปกติที่ฉีดดวยนํ้ าเลือดกุงรอดตายผสมเชื้อ YHV และนํ ้าเลือดกุงปกติผสมเชื้อเดียวกันมีคาเทา
กนั 10 เปอรเซ็นต และอัตรารอดตายของกุงที่ฉีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร  สารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอรผสมเชื้อ WSSV และ สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรผสมเชื้อ YHV มีคา 90 10 และ 
20  เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ภาพที่  16)
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ภาพท่ี 16   อัตรารอดตายของกุงกุลาดํ าปกติหลังฉีดเชื้อ  WSSV และ YHV ทีท่ดสอบการลบลาง
     ฤทธิด์วยนํ้ าเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ 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 ผลของระยะเวลาตอความสามารถในการตานทานโรคไวรสัของกุงรอดตาย
 3.6.1 ระยะเวลาตอความสามารถตานทานโรคไวรัสของกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ  WSSV

  เมื่อทํ าการเปรียบเทียบความสามารถในการตานทานตอเชื้อไวรัสของกุงที่ถูก
เหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV มากอนเปนระยะเวลาตางๆ กัน พบวาหลังกุงกุลาดํ า
ที่ติดเชื้อ WSSV 29 วัน มีความสามารถในการตานทานตอเชื้อเดิมไดเพิ่มขึ้นเล็กนอย
ดวยอัตรารอดตาย 22 เปอรเซ็นต และสามารถตานทานตอเชื้อเดิมเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยมี
อัตรารอดตาย 85 เปอรเซ็นต หลังจากติดเชื้อนาน   43 วัน และความสามารถลดลงเหลือ 
12 เปอรเซ็นต ที่ 57 วัน เชนเดียวกับความสามารถในการตาน ทานตอเชื้อ YHV ที่กุง
รอดตาย 29 43 และ 57 วัน มีอัตรารอดตายหลังฉีดเชื้อดังกลาวซํ้ า 0 60 และ 20 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 17)
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ภาพที่ 17   ความสามารถในการตานทานตอการติดเชื้อไวรัสซํ้ าของกุงปกติและกุงรอดตายที่ผาน
    การติดเชื้อ WSSV ในหองปฏิบัติการนาน 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 ระยะเวลาตอความสามารถตานทานโรคไวรัสของกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV
  ผลการทดลองพบวากุงกุลาดํ ารอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV 26 วัน มีการตอบ
สนองของระบบภูมิคุมกันโดยท ําใหกุงตานทานตอเชื้อ WSSV และ YHV ดวยอัตรารอดตาย 10 
เปอรเซ็นตเทากัน หลังจากนั้นความสามารถในการตานทานตอเชื้อ WSSV ของกุงรอดตายมีคาสูง
ขึน้โดยมีอัตรารอดตาย 66.7 และ 67 เปอรเซ็นต  ที่ 32 และ 46 วัน แลวลดลงเหลือ 42.9 และ 12.5 
เปอรเซ็นต หลังรอดตาย 60 และ 73 วัน สวนความสามารถในการตานทานตอเชื้อเดิมพบกุงมีอัตรา
รอดตายเพิ่มขึ้นเปน 40 33 และ 40 เปอรเซ็นต ที่ 32 46  และ 60 วัน หลังจากนั้นลดลงเหลือ 9.5 
เปอรเซ็นต ที ่73 วัน  (ภาพที่ 18)

     Time after the first injection (day)
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ภาพที่ 18   ความสามารถในการตานทานตอการติดเชื้อไวรัสซํ้ าของกุงปกติ และกุงรอดตายที่ผาน
    การติดเชื้อ YHV ในหองปฏิบัติการนาน 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  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ า
  3.8.1 องคประกอบเลือดกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหตดิเชื้อ WSSV

   กุงกลุาด ําที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV  18 วัน (ชุดการทดลองที่ 1) มีปริมาณเม็ดเลือด 
กลูโคสในเลือด โปรตีนในซีรัม และกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส เทากับ 0.34 ± 0.23 
เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร 13.13 ± 15.06 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต  57.87 ± 14.22 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 
83.10 ± 90.37 ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ ตํ ่ากวากุงชุดควบคุมทีม่ีปริมาณเม็ดเลือดรวม 
6.63 ± 2.46 เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร กลูโคสในเลือด 77.24 ± 41.56 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต โปรตีนใน
ซีรัม 93.47 ± 35.83 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส 485.49 ± 178.44
ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน อยางมีนัยสํ าคัญ  (p<0.05) (ตารางที่ 14)

สํ าหรับกุงกุลาดํ ารอดตายจากการเหนีย่วนํ าใหตดิเชื้อ WSSV  25 และ 45 วัน (ชุดการทด
ลองที่ 2) พบองคประกอบเลือดตางๆไมมีความแตกตางกันทางสถิติระหวางกุงชุดทดลองและชุด
ควบคุมที่เวลาเดียวกัน (ตารางที่ 15)

ผลขององคประกอบเลือดกุงรอดตายเทียบกับกุงปกติในชุดการทดลองที่ 3 พบเลือดกุง
ปกตแิละกุงรอดตายหลังเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 29 วันมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ ในขณะที่กุง
รอดตาย 43 วัน มีปริมาณของกลูโคสในเลือด และ กจิกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสเทากับ 

     Time after the first injection (day)



72.88 ± 47.12 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต และ 445.12 ± 120.49 ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน สูงกวาชุด
ควบคุมที่มีคา 32.22 ± 17.49 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต และ 324.41 ± 146.86 ยูนติ/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน 
อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) สวนปริมาณทองแดงในซีรัมกุงรอดตาย 57 วันมีคา 158.96 ± 42.46  
มิลลิกรัม/ลิตร  สูงกวาชุดควบคุมที่มีคา 120.46 ± 24.70 มิลลิกรัม/ลิตร แตระดับกลูโคสในเลือดของ
กุงรอดตายมีคา 33.21 ± 13.67 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต ตํ ่ากวาเลือดกุงปกติที่มีคา 45.47 ± 9.02  
มิลลิกรัมเปอรเซ็นต อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) สวนองคประกอบเลือดอื่นไมพบความแตกตาง
ระหวาง 2 ชุดการทดลอง (ตารางที่ 16)

ตารางที่ 14  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกตแิละกุงที่ติดเชื้อ WSSV ในหองปฏิบัติการ
     (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 องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตายที่ผานการเหนีย่วนํ าใหตดิเชื้อ WSSV นานตางกัน  (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  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ WSSV นานตางกัน (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 องคประกอบเลือดกุงรอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV
  ผลการวิเคราะหตัวอยางเลือดกุงกุลาดํ ารอดตายที่ผานการติดเชื้อ YHV 32 46 และ 60 วัน 

เทยีบกบัเลือดกุงปกติในชุดควบคุม พบวาปริมาณกลูโคสในเลือด โปรตีนและทองแดงในซีรัม รวม
ทัง้กจิกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส มีคาไมแตกตางกันทางสถิติ เวนแตปริมาณเม็ดเลือดรวม
ของกุงรอดตาย 46 วัน มีคา 9.30 ± 1.84 เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร สูงกวากุงปกติในชุดควบคุมที่มีคา 
6.32 ± 1.63 เซลล/ลูกบาศกมิลลิลิตร อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) (ตารางที่ 17)



ตารางที่ 17  องคประกอบเลือดกุงกุลาดํ าปกติและกุงรอดตายที่ผานการเหนีย่วนํ าใหตดิเชื้อ YHV นานตางกัน
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  การเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ า
ผลการตรวจสอบพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตอมนํ้ าเหลือง (lymphoid organ) กุงกุลาดํ าโดยการ

ยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซินพบวาทอนํ้ าเหลือง (lymphoid organ, LO) ของกุงปกติที่ไมฉีดสิ่ง
แปลกปลอมมีลักษณะการเรียงตัวของเซลลนํ้ าเหลืองที่มีลักษณะเปน eosinophilic รอบๆ ทอเลือดที่
เรียกวา lumen (ภาพที่ 19) ในขณะที่กุงในชุดควบคุมซึ่งฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรพบทอนํ้ าเหลือง
บางทอกลายเปนกอนกลมที่ไมมี lumen ตรงกลาง (spheroid, LOS) แตยังพบทอนํ้ าเหลืองปกติกระจาย
อยูทั่วไป (ภาพที่ 20) สวนกุงรอดตายจากการติดเชื้อ WSSV และ YHV 4-7 สัปดาห พบทอนํ้ าเหลือง
สวนใหญกลายเปน spheroid ที่มีเซลลจับกินกับที่ เซลลเม็ดเลือด และเศษเซลลตางๆ รวมกัน บางทอ
พบเซลลที่ยอมไมติดสีแทรกอยูภายใน และพบเซลลเม็ดเลือดที่เขามาหอมลอม spheroid มากขึ้น (ภาพ
ที ่ 21-22) เมื่อกุงรอดตายนานขึ้น 8-10 สัปดาห สามารถพบทอนํ้ าเหลืองปกติไดมากขึ้น (ภาพที่ 23) 
สวนเนื้อเยื่ออ่ืนของกุงรอดตายจากการเตรียมตัวอยางและยอมสีดังกลาวไมพบการเปลี่ยนแปลงที่ชัด
เจนเมื่อเทียบกับกุงปกติ

สํ าหรับพยาธสิภาพของเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ าที่ติด MBV/HPV พบ spheroid และทอนํ้ าเหลืองปกติ
กระจายอยูทั่วไป (ภาพที่ 24) เซลลตับและตับออนมีการเปลี่ยนแปลงตางจากกุงปกติอยางชัดเจน ทอตับ
ทีต่ิดเชื้อ MBV และมกีอนโปรตีนของไวรัสอยู มลัีกษณะลีบเล็ก มีเซลลแวคคิวโอล (vacuolated cell) 
และ reserves cell (R-cell) จํ านวนนอย ชองวางภายในทอตับกวางขึ้น สวนทอตับของกุงที่ติดเชื้อ HPV 
จะมกีารเปลี่ยนแปลงลักษณะดังกลาวเดนชัดกวากุงที่ติดเชื้อ MBV (ภาพที่ 25-27)  สวนเนือ้เยื่ออ่ืนๆ ไม
พบการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับกุงปกติ



ภาพที่ 19    เนือ้เยื่อตอมนํ้ าเหลืองข
     lymphoid  organ  tube

Figure 19   The lymphatic tube w
     lymphoid organ  tube;

ภาพที่ 20 เนือ้เยื่อตอมนํ้ าเหลืองข
พบทอนํ ้าเหลืองสวนใ
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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   เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าที่ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ   YHV 32 วัน พบ

ทอนํ้ าเหลืองแบบ spheroid ขนาดตางๆ รอบทอนํ้ 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  เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าที่ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 43 วัน มีทอ
นํ ้าเหลืองสวนใหญแบบ 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   เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าที่ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ  WSSV 57 วัน พบ

 ทอนํ้ าเหลืองแบบ spheroid มากกวาทอปกติ บางทอพบเซลลยอมไมติดสี (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   เนือ้เยือ่ตอมนํ้ าเหลืองของกุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV/HPV ทอนํ้ าเหลืองที่กลายเปน spheroid
    มรูีปแบบและขนาดไมแตกตางกัน  (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   เนือ้เยือ่ตับของกุงกุลาดํ าปกติพบ reserve cell (R-cell) (ศรชี)้ จํ านวนมากชองวางกลาง
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                  เซลลเปนรูปดาว (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   เนือ้เยื่อตับของกุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV ที่มกีอนโปรตีนของไวรัส (occlusion bodies)
(ศรชี)้ พบชองวางภายในทอตับกวางขึ้น เซลลตับลีบ ภายในทอตับพบเซลลแวค
คิวโอล และ R-cell จ ํานวนนอย (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).

Lum

   
 1

00
 µ

m



ภาพที่ 27   เนือ้เยื่อตับของกุงกุลาดํ าติดเชื้อ HPV มีกอนไวรัส (inclusion bodies) (ศรชี้) พบชอง
    วางภายในทอตับกวางขึ้น เซลลตับลีบ ภายในทอตับไมพบเซลลแวคคิวโอล 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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