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การศึกษาการเกิดโรคไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) และชนิดของพาหะ
โดยการส ารวจและเก็บตวัอยา่งสตัวช์นิดต่าง ๆ จากฟาร์มท่ีเล้ียงกุง้ดว้ยน ้ าความเคม็ต ่าในจงัหวดัราชบุรี จ านวน
ทั้งส้ิน 29 ฟาร์ม ยนืยนัผลการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองดว้ยเทคนิค RT-PCR, histopathology และ immunohistochemistry 
ผลการศึกษาพบสตัวท่ี์ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในธรรมชาติทั้งส้ิน 3 ชนิด คือ ปูนา (Somanniathelphusa germaini ), กุง้
กา้มกราม (Macrobrachium rosenbergii) และ กุง้ฝอย (Macrobrachium lanchesteri)  เม่ือน าเช้ือไวรัสท่ีตรวจพบมา
จ าแนกชนิดโดยวธีิการทางชีวโมเลกลุ พบวา่ เป็นไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ YHV1-b ส่วนการทดลองใน
หอ้งปฏิบติัการจะน าสตัวท่ี์พบวา่สามารถเป็นพาหะของไวรัสหวัเหลืองทั้ง 3 ชนิดมาศึกษาการเกิดโรค  ยนืยนัผล
การติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองดว้ยเทคนิค RT-PCR, histopathology และ immunohistochemistry โดยแบ่งการทดลอง
ออกเป็น 5 การทดลอง คือ  การทดลองท่ี 1 เป็นการศึกษาการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสในสตัวก์ลุ่มพาหะ
ไดแ้ก่ปูนา กุง้กา้มกราม และกุง้ฝอย โดยในปูนาและกุง้กา้มกรามจะใชว้ธีิฉีดเช้ือ ส่วนกุง้ฝอย จะใชว้ธีิการแช่เช้ือ จาก
การศึกษาพบวา่ สตัวท์ั้ง  3  ชนิด มีความทนทานต่อเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยไม่แสดงอาการของโรค และไม่พบการ
ตายของสตัวท์ดลอง โดยกุง้กา้มกรามและปูนาท่ีไดรั้บเช้ือสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดห้มดภายในเวลา 28 วนั 
ในขณะท่ีกุง้ฝอยสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดภ้ายในเวลา 21 วนั การทดลองท่ี 2 ใชว้ธีิท าใหติ้ดเช้ือโดยใหส้ตัว์
พาหะกินกุง้ขาวท่ีมีเช้ือไวรัสหวัเหลือง จากผลการทดลองพบวา่สตัวพ์าหะทั้ง 3 ชนิดติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากการ
ตรวจดว้ยวธีิ RT-PCR และไม่พบการตายของสตัวท์ั้ง 3 ชนิด เช่นเดียวกบัในการทดลองท่ี 1 โดยกุง้กา้มกรามและปูนา
ท่ีไดรั้บเช้ือสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดห้มดภายในเวลา 28 วนั ในขณะท่ีกุง้ฝอยสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวั
เหลืองไดภ้ายในเวลา 21 วนั ตามล าดบั  การทดลองท่ี 3 เป็นการศึกษาการถ่ายทอดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากพาหะสู่กุง้
ขาวแวนนาไมโดยวธีิการเล้ียงสตัวพ์าหะร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไม ผลการศึกษาพบวา่ สตัวพ์าหะทั้ง 3 ชนิดสามารถ
ถ่ายทอดเช้ือไวรัสไปยงักุง้ขาวแวนนาไมได ้การทดลองท่ี 4  ศึกษาการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสหวั
เหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมเม่ือไดรั้บเช้ือโดยวธีิการใหกิ้นสตัวพ์าหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง จากผลการทดลองพบวา่ 
สตัวพ์าหะทั้ง 3 ชนิด สามารถก่อใหเ้กิดการติดเช้ือ และการตายในกุง้ขาว ได ้การทดลองท่ี 5 เป็นการศึกษาความ
รุนแรงของการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมโดยวธีิการฉีดเช้ือและใหกิ้นเช้ือแลว้น าไปเล้ียงท่ีร ะดบั
ความเคม็ 5, 15 และ 30 พีพีที ผลการทดลองพบวา่กุง้ท่ีเล้ียงในน ้ าความเคม็ 5 พีพีที จะมีอตัราการตายท่ีรวดเร็วกวา่กุง้
ท่ีเล้ียงดว้ยน ้ าความเคม็ 15 และ 30 พีพีที ตามล าดบั 
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A study was conducted on the pathogenesis of yellow head virus (YHV) in Pacific white shrimp 

(Litopenaeus vannamei) focusing the carriers involved on disease pathogenesis by surveying and 

collection of samples from 29 shrimp farms of  low salinity culture area in Ratchaburi province. The 

infection of the virus was confirmed by RT-PCR, histopathology  and immunohistochemistry technique. 

Three crustacean species namely fresh water crab (Somanniathelphusa germaini), giant fresh water prawn 

(Macrobrachium rosenbergei) and Lanchester4s fresh water prawn (Macrobrachium lanchesteri) have 

been detected as carrier of  the virus  as these species harbour the infection for considerable periods 

without showing any clinical sign. The study  revealed the presence of YHV type 1-b by molecular 

method. The infection of carrier was also determined and confirmed by the same technology as was done 

in white shrimp. The study was divided in to five experiments. In experiment 1, among the 3 species of 

carriers, fresh water crab and giant fresh water prawn were infected by injecting the virus while 

Lanchester4s prawn were infected by immersion method. All the animals showed no mortality or clinical 

sign of infection and first 2 could eliminate the virus after 28 days and 3
rd

 one get rid of the virus after 21 

days. In experiment 2, the three carriers fed the infected (YHV infected) L. vannamei to establish the 

infection and the infection was confirmed by previous method. The result was same as showed in 

experimental 1, that no mortality or clinical sign exhibited and the virus was eliminated after a certain 

periods (mentioned before). In experiment 3, it was observed that there was successful transmission of 

virus from carriers to L. vannamei culture. The experiment 4 was about the establishment of infection in 

L. vannamei by feeding the infected carriers. The results obtained from the study indicated that 3 species 

of carriers can establish the infection and mortality in L. vannamei. The experiment 5 was determined the 

severity of YHV infection in L. vannamei by injection and feeding at different salinity levels (5, 15 and 

30 ppt).  Similar results were observed which the mortality in the low salinity group (5ppt) was faster than 

those of 15 and 30 ppt groups respectively. 
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�4!/����,�	�#�� 1b5$*������3;�ก�'�&�� ����A-&��A5, (FJ194949) 
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17 �,�#"���� lymphoid organ &��ก�'�&��5$*�f�,4!	���กA3'�	��=/+� YHV;�  

 
ก!�.-5$*�!$+,�3'�,�+�����-��L-�*�� �� pyknotic nuclei (!Jก0�=$+�$ 3�)  !� 
karryorrhexis (!Jก0�=$+�$�4!/��) &���<!!�������-�ก (H&E, bar =  50.0µm)  

 
66 



 (5)

��������� (���) 

���
�� 

 

 

�	
� 

 

18 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (18A) ���<!!���"���   

 

lymphoid organ &��ก�'�&��5$*�"3�=/+�-$!	ก2�� pyknotic nuclei (!Jก0�=$+) (bar 
= 200µm) ���$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ immunihistochemistry 
(18B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 
5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 200µm) 
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19 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (19A) ���<!!���"���  

 

lymphoid organ &��ก�'�&��5$*�"3�=/+�-$!	ก�� pyknotic nuclei  5�ก�,J.������
-�ก (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ immunihistochemistry 
(19B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 
5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 500µm)   
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20 �,�#"����&���4�/�กก�'�&��5$*�f�,4!	���กA3'�	��=/+� YHV ;�ก!�.-5$*�!$+,�  

 
3'�,�+�����-��L-�*�� ��ก����-�+�� !��� basophilic cytoplasmic inclusion 
�"3�$�+����"���กก��,'�-3'�,�$ (H&E, bar = 20.0µm) 
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21 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (21A) ���<!!���"���  

 

�4�/�กก�'�&��5$*�"3�=/+�-$!	ก2�� pyknotic nuclei (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก��
�����"�"�G	,3'�,�"#$ immunihistochemistry (21B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$
�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 
200µm)  
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22 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (22A) ��!	ก2�� basophilic   

 

cytoplasmic inclusion �"3�$�+����"��&'-;� �<!!���%"��4�/�ก !��<!!��-L3�!/�3&��
ก�'�&��5$*�"3�=/+�A��	�4	��4!/�� (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,3'�,�"#$  
immunihistochemistry (22B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$�+����!&��N-N�
N�!��!  ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 100µm) 
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23 �,�#"����&���	� !��	��.��ก�'�&��5$*�f�,4!	���กA3'�	��=/+� YHV;�ก!�.-  

 
5$*�!$+,�3'�,�+�����-��L-�*�� �� pyknotic nuclei 5$* interstitial cells ������-�ก 
(!Jก0�=$+) (H&E, bar = 50.0µm) 
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24 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (24A) ���<!!���"���  

 

interstitial cells &���	� !��	��.��ก�'�&��5$*�"3�=/+�-$!	ก2�� pyknotic nuclei 
������-�ก (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ 
immunihistochemistry (24B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$�+����!&��N-N�
N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 200µm) 
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25 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (25A) ��!	ก2��  

 

pyknotic nuclei ;���/+��,/*���"��� interstitial cells &���	� !��	��.��ก�'�&��
5$*�"3�=/+� (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,3'�,�"#$
immunihistochemistry (25B) ��ก���"3�=/+� YHV <1*��"3�$�+����!&��N-N�
N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV  ;���"���3	�ก!.�� (!Jก0�=$+) (bar 
= 500µm) 

 
 
 
 

82 
26  �3�ก����,&���<!!��-L3�!/�3-$!	ก2�� pyknotic  nuclei  !� karryorrhexis  

 

(!Jก0�=$+) ��"��� interstitial cells &�� �	� !��	��.�� !�;���	,����'���-L3
�!/�3&��ก�'�&��5$*�"3�=/+� YHV (H&E) (26A) ���$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,
3'�,�"#$ immunihistochemistry (26B) ���<!!�5$*�"3�=/+� �"3�$�+����!&��N-N�
N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+)  (bar = 200µm) 
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27  �3�ก����,&���<!!� epidermis  !�ก����/*�-&����/+��,/*��ก$*,��	���"���  

 

=	+�;�'��!/�ก&��ก�'�&��5$*�"3�=/+� (H&E) (27A) (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก��
�����"�"�G	,3'�,�"#$ immunihistochemistry (27B) ���<!!�5$*�"3 �=/+� YHV 
�"3�$�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) 
(bar = 100µm)  
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28 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (28A) ���<!!�ก!'�-��/+�  

 

&��ก�'�&��5$*�"3�=/+�-$!	ก2�� pyknotic nuclei (!Jก0�=$+) ���$,��5$,�ก	�ก��
�����"�"�G	,3'�,�"#$ immunihistochemistry (28B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV 
�"3�$�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) 
(bar =  200µm) 
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29 �,�#"����ก!'�-��/+�4	�;�&��ก�'�&��5$*�f�,4!	���กA3'�	��=/+� YHV;�ก!�.-  

 5$*�!$+,�3'�,�+�����-��L-�*���� pyknotic nuclei (!Jก0�=$+) (H&E, bar = 50.0µm) 86 

30  �3�ก����,&���<!!��-L3�!/�3;���"���ก!'�-��/+�4	�;�&��ก�'�&��5$*�"3�=/+�  

 
-$!	ก2�� pyknotic nuclei  (!Jก0�=$+) (H&E) (30A) ���$,��5$,�ก	�ก������
�"�"�G	,3'�,�"#$immunihistochemistry (30B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$�+����!
&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 500µm) 
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31 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (31A) ��ก����,&���<!!�  

 

��/+��,/*��ก$*,��	�&��ก�'�&��5$*�"3�=/+� (!Jก0�=$+)  ���$,��5$,�ก	�ก������
�"�"�G	,3'�,�"#$ immunihistochemistry (31B) ���<!!�5$*�"3�=/+� YHV �"3�$
�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 
200µm) 
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32 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (32A) ��"����4�/�ก&���J��  

 

5$*�"3�=/+�A-.�����-%"3�ก�"  �.�-/*����-������"�"�G	,3'�,�"#$ 
immunihistochemistry (32B) ��ก���"3�=/+� YHV ;���"���3	�ก!.��N3,��
ก���"3�$�+����!&��N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV  (!Jก0�
=$+) (bar = 50.0µm) 
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33 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (33A) ��"����4�/�ก&���J��  

 

A-.�����-%"3�ก�" �.�-/*����-����$,��5$,�ก	�ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ 
immunihistochemistry  (33B) ��ก���"3�=/+� YHV  ;���"���3	�ก!.��N3,��ก��
�"3�$�+����!&��N-N�!��!  ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV (!Jก0�=$+) (bar = 
200µm) 
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34  �3��<!!��	� !��	��.��&��ก�'�ก'�-ก��-5$*A3'�	��=/+� YHV <1*�A-.��  

 

���-%"3�ก�" (H&E) (34A)  �.�-/*����-������"�"�G	,3'�,�"#$ 
immunihistochemistry (34B) �� ก���"3�=/+�A��	�4	��4!/�� N3,��ก���"3�$
�+����!&�� N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV ;��<!!�3	�ก!.�� 
(!Jก0�=$+) (bar = 100µm) 
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35 ก�������"�"�G	,3'�,�"#$ histopathology (H&E) (35A) A-.���.�-$ก��%"3�ก�"  

 

&���<!!���"����4�/�ก&��ก�'�K�,  �.�-/*����-������"�"�G	,3'�,�"#$ 
immunihistochemistry (35B) ��ก���"3�=/+� YHV N3,��ก���"3�$�+����! 
&�� N-N�N�!��! ���"��3$ Y19 5$*��������.� YHV ;��<!!�3	�ก!.�� (!Jก0�
=$+) (bar = 100µm)  
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การศึกษาการเกดิโรคไวรัสหัวเหลอืง (Yellow-head virus;YHV) ในกุ้งขาวแวนนาไม
และพาหะบางชนิด 

 
Pathogenesis of Yellow-head Virus in Pacific White Shrimp  

(Litopenaeus vannamei) and Some Carriers 
 

ค าน า 
 
 ปัจจุบนัการเพาะเล้ียง สัตวน์ ้าในประเทศไทยไดข้ยายตวัเพิ่มอยา่ งรวดเร็ว เพื่อทดแทน
ปริมาณสัตวน์ ้าท่ีลดลงในธรรมชาติและความตอ้งการของผูบ้ริโภคท่ีนิยมบริโภคสัตวน์ ้ามากข้ึน 
โดยเฉพาะอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ ซ่ึงผลผลิตส่วนใหญ่ เพื่อการส่งออกยงัต่างประเทศและ
สามารถท ารายไดใ้หก้บัประเทศเป็นมูลค่าปีละหลายหม่ืนลา้นบาทจนถึง แสนลา้นบาทต่อปี ท าให้
ประเทศไทยเป็นผูน้ าดา้นการผลิตและการส่งออกกุง้รายใหญ่ท่ีสุดของโลกอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2535-2545 อยา่งไรก็ตามตั้งแต่ปี พ.ศ. 2542 เป็นตน้มา การเล้ียงกุง้กุลาด า (Penaeus monodon) 
ประสบปัญหากุง้โตชา้ ใหผ้ลผลิตต ่า เรียกวา่ กลุ่มอาการกุง้กุ ลาด าเจริญเติบโตชา้ (Monodon slow 
growth syndrome; MsGs (Chayaburakol et al., 2004; Flegel, 2006) กรมประมง กระทรวงเกษตร
และสหกรณ์จึงอนุญาตใหน้ าเขา้พอ่แม่พนัธ์ุกุง้ขาวแวนนาไมปลอดเช้ือเขา้มาในประเทศ ตั้งแต่วนัท่ี 
11 มีนาคม  พศ. 2545 ถึงวนัท่ี 28 กุมภาพนัธ์ 2546 ซ่ึงพบวา่การทดลองเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมของ
เกษตรกรใหผ้ลค่อนขา้งดี จึงมีเกษตรกรจ านวนมากเปล่ียนมาเล้ียงกุง้ขาวกนัมากข้ึน และท าใหมี้
การเล้ียงกุง้ชนิดน้ีเพิ่มข้ึนในทุกพื้นท่ี (ชลอและพรเลิศ, 2547) เน่ืองจากกุง้ขาวแวนนาไมไดผ้า่นการ
พฒันาสายพนัธ์ุมาเป็นเวลานาน  ท าให้เล้ียงง่าย มีการเจริญเติบโตรวดเร็ว ขนาดไล่เล่ียกนั สามารถ
เล้ียงไดใ้นอตัราความหนาแน่นสูง ท าใหไ้ดผ้ลผลิตสูง  จากขอ้มูลสถิติในปีพ.ศ. 2549 พบวา่ผลผลิต
การเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมมีจ านวนมากถึงประมาณ 500,000 ตนั ในขณะท่ี กุง้กุลาด ามีผลผลิต
ประมาณ 20,000 ตนัเท่านั้น ซ่ึง แนวโนม้การเล้ียงกุง้ขาว แวนนาไม ยงัคงไดรั้บความนิยมอยา่ง
ต่อเน่ืองจนกระทัง่ปัจจุบนัซ่ึง ในปี พ .ศ. 2553 ประเทศไทยสามารถผลิตกุง้ ขาวแวนนาไม ได้
ประมาณ 635,000 ตนั ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 99 เปอร์เซ็นต ์ของผลผลิตกุง้ทั้งหมด (สมศกัด์ิ, 2554)  
 

ถึงแมว้า่อุตสาหกรรมการเล้ียงกุ้งขาวแวนนาไมของไทยมีการเจริญเติบโต อยา่งรวดเร็ว แต่
ปัญหาเก่ียวกบัโรคระบาดในกุง้ก็เร่ิมมีความรุนแรงข้ึนตามไปดว้ย โดยเฉพาะ โรคท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ



 

2 

ไวรัส ซ่ึงไม่สามารถรักษาดว้ยยาปฏิชีวนะหรือสารเคมีใด ๆ ทั้งส้ินเช่นโรคดวงขาวซ่ึงเกิดจาก ไวรัส
ดวงขาว (White Spot Syndrome Virus; WSSV) และ โรคหวัเหลือง (Yellow Head Disease; YHD) 
ซ่ึงเกิดจากเช้ือไวรัสหวัเหลือง (Yellow - Head Virus; YHV) เป็นRNAไวรัสสายเด่ียว (ssRNA) พบ
รายงานการระบาดคร้ังแรกในฟาร์มเล้ียงกุง้กุลาด าแบบพฒันาในประเทศไทย (Limsuwan, 1991; 
Wongteerasupaya et al., 1995) ต่อมาพบระบาดในฟาร์มเล้ียงกุง้ทัว่ทวปีเอเชีย (Albaladejo  et al., 
1998 ; Walker et al., 2001) และในแถบอเมริกา (Lightner et al., 1997) Flegel  (1997) รายงานวา่
พบการระบาดของโรคหวัเหลืองในกุง้กุลาด าท่ีเล้ียงในประเทศไทย  ระหวา่งปี พ.ศ.2535-2536 โดย
กุง้กุล าด าท่ีป่วยเป็นโรคไวรัสหวัเหลืองจะมีอตัราการตายท่ีรวดเร็วและรุนแรง กุง้ท่ีติดเช้ือจะมี
ลกัษณะอาการส่วนหวัเป็นสีเหลือง มีการกินอาหารมากผดิปกติระยะหน่ึงก่อนท่ีจะพบกุง้ป่วยและ
ตายอยา่งรวดเร็วเป็นจ านวนมาก  ชลอ (2543) รายงานวา่การ ป้องกนัการระบาดของโรคไวรัสหวั
เหลืองนั้นสามารถท าไดโ้ดยการใชลู้กกุง้ท่ีปลอดเช้ือไวรัสและเล้ียง โดยใช้ระบบปิด ใชส้ารเคมีท่ีมี
ประสิทธิภาพเพื่อฆ่าเช้ือไวรัสพร้อมทั้งพาห ะของโรคท่ีปนเป้ือนมากบัน ้า ก่อนปล่อยลูกกุง้ลงเล้ียง 
วธีิน้ีสามารถป้องกนัการระบาดของโรคน้ีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพจนท าให้การระบาดของโรคไวรัส
หวัเหลืองในกุง้กุลาด าลดลงมาก อยา่งไรก็ตามหลงัจากท่ีกรมประมงอนุญาตใหมี้การน ากุง้ขาวแวน
นาไมปลอดเช้ือ เขา้มาเล้ียงในประเทศไทย ในปี พ .ศ. 2545 ต่อมาในปี พ .ศ. 2549 พบรายงานการ
ระบาดของโรคไวรัสหวัเหลือง อีกคร้ังในฟาร์มเล้ียงกุง้ขาว แวนนาไมในพื้นท่ีภาคกลางท่ีเล้ี ยงดว้ย
น ้าความเคม็ต ่าและระบบการระบายน ้าไม่ดี ไม่มีบ่อพกัน ้า (ปิยนุช, 2550) กุง้ท่ีติดเช้ือ ไวรัสหวั
เหลืองจะพบไดต้ั้งแต่อาย ุ 40 ถึง 60 วนั หลงัจากปล่อยลูกกุง้ลงเล้ียงโดยอตัราการตายของกุง้ขาว
แวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจะมีอตัราการตายชา้กวา่การติด เช้ือในกุง้กุลาด า และไม่พบการกิน
อาหารเพิ่มมากกวา่ปกติติดต่อกนัหลายวนัก่อนท่ีกุง้จะป่วย ดงัท่ีเคยมีรายงานในกุง้กุลาด า(ชลอ ,2543) 
อีกทั้งกุง้ท่ีป่วยก็ไม่แสดงอาการตบัและตบัอ่อน (hepatopancreas) มีสีเหลืองอยา่งชดัเจนเหมือนกบั
ท่ีพบในกุง้กุลาด า แต่จะมีการตายแบบทยอยตายไปเร่ือย ๆ ท าให้ตอ้งใชเ้วลาหลายวนัจึง จะทราบวา่
กุง้ป่วยจากการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองและ เม่ือมีการระบายน ้าออกจากฟาร์ม จึงส่งผลให้ เกิดการ
ระบาดของโรคไวรัสหวัเหลือง แพร่กระจายมากข้ึน สร้างความเสียหายอยา่งมาก  ส าหรับโรคไวรัส
หวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไม มีรายงาน ตั้งแต่จงัห วดัประจวบคีรีขนัธ์ เพชรบุรี รา ชบุรี ไปจนถึง
จงัหวดันครปฐมตั้ งแต่ พ.ศ. 2549 จนถึงปัจจุบนั ผลจากการศึกษาโดย Sittidilokratana et al.(2009) 
และ Senapin et al.(2010) พบวา่ไวรัสหวัเหลืองท่ีระบาด ในการศึกษาคร้ัง น้ีเป็นไวรัสสายพนัธ์ุใหม่
เรียกวา่ YHV-1b ซ่ึงแตกต่างจากสายพนัธ์ุYHV-1a ท่ีเคยพบระบาดในกุง้กุลาด าของไทย โดยไวรัส  
YHV-1b  น้ีจะขาดยนีท่ีควบคุมการสร้างโปรตีน gp116 ไป ท าใหมี้อะมิโนอะซิด สั้นกวา่ YHV-1a 
ไป 54  อะมิโนอะซิด และเป็นท่ีน่าสนใจอยา่งยิง่วา่เพราะเหตุใดการระบาดของโรคไวรัสหวัเหลือง
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ในคร้ังน้ีจึงจ ากดับริเวณเฉพาะในพื้นท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ต ่าเท่านั้น  เน่ืองจากเกษตรกรในพื้นท่ีน้ี
ส่วนใหญ่จะเป็นเกษตรกรรายยอ่ยซ่ึงขาดความรู้ ความเขา้ใจในการป้องกนัโรคท่ีดี ส่วนใหญ่เล้ียง
โดยไม่มีบ่อพกัน ้า อีกทั้งยงัไม่มีเงินทุนเพียงพอในการใชส้ารเคมีท่ีมี ประสิทธิภาพสูงแต่มีราคาแพง  
เพื่อฆ่าเช้ือในน ้าและพาหะก่อนปล่อยลูกกุง้ดงัท่ีเคยประสบความส าเร็จในการแกปั้ญหาการระบาด
ของไวรัสหวัเหลืองในกุง้กุลาด า   ดงันั้นการศึกษาอยา่งละเอียดถึงปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งต่อการระบาด
ของเช้ือไวรัสหวัเหลืองในฟาร์มเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมโดยเฉพาะการศึกษาชนิดของพาหะข องเช้ือ
ไวรัสท่ีอยูใ่นพื้นท่ีและการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการเพื่อใหท้ราบถึงความสามารถและระยะเวลาใน
การก าจดัเช้ือไวรัสของพาหะแต่ละชนิดตลอดจนความสามารถในการถ่ายทอดเช้ือไวรัสจากพาหะ
แต่ละชนิด ไปยงักุง้ขาวแวนนาไม จึงมีความส าคญั ต่อการแกปั้ญหาการเกิดโรคไวรัสหวัเหลือง ซ่ึง
ระบาดในการเล้ียงกุง้ขาวในพื้นท่ีภาคกลางในปัจจุบนั เป็นอยา่งมาก  ถึงแมท่ี้ผา่นมา จะมีผูร้ายงาน
เก่ียวกบัชนิดของพาหะของเช้ือไวรัสหวัเหลืองมาแลว้เป็นจ านวนมาก  (Lightner et al., 1998; Lu et 
al., 1994, 1997) แต่การศึกษาส่วนใหญ่เป็นการทดลองท าใหติ้ดเช้ือในหอ้งปฏิบั ติการเท่านั้น ยงัไม่
มีการตรวจพบการติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีในสัตวน์ ้าท่ีอยูใ่นธรรมชาติในพื้นท่ีท่ีพบการระบาดของโรค 
อีกทั้งยงัไม่พบวา่มีงานวจิยัใดท่ีใหค้  าตอบได้วา่พาหะของเช้ือไวรัสท่ีท าการศึกษานั้นสามารถก าจดั
ไวรัสชนิดน้ีท่ีอยูใ่นตวัไดห้รือไม่ ถา้ไดใ้ชร้ะยะเวลานานเท่าใดและพาหะสามารถถ่ายทอดเช้ือไวรัส
ในตวัไปยงักุง้ขาวแวนนาไมได้ นานเท่าใด  ดงันั้น ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวจิยัคร้ังน้ี จะสามารถ ใช้
วางแผนเพื่อป้องกนัและแกปั้ญหาการระบาดของโรคหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมในพื้นท่ีไดอ้ยา่ง
มีประสิทธิภาพต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพื่อศึกษาการเกิดโรคหวัเหลืองและชนิดของพาหะของโรคหวัเหลืองในฟาร์มเล้ียงกุง้ 
ขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ต ่าในจงัหวดัราชบุรี 

 
2. เพื่อศึกษาชนิดของไวรัสหวัเหลืองและการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองชนิดน้ีในพาหะใน 

หอ้งปฏิบติัการ 
 

3. เพื่อศึกษาการถ่ายทอดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากพาหะสู่กุง้ขาวแวนนาไมใน 
หอ้งปฏิบติัการ 
 

4. เพื่อศึกษาความรุนแรงของการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมในน ้าท่ีมี 
ระดบัความเคม็แตกต่างกนั 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. กุ้งขาวแวนนาไม 

 
          กุง้ขาวแปซิฟิกหรือกุง้ขาวแวนนาไม  (Litopenaeus vannamei) เป็นกุง้พนัธ์ุพื้นเมืองของ
ชายฝ่ังมหาสมุทรแปซิฟิกบริเวณอเมริกาใตแ้ละกลาง (Rosenberry, 1997) สามารถพบไดใ้นทาง
ตอนเหนือของประเทศเมก็ซิโกไปจนกระทัง่ถึงทางตอนเหนือของประเทศเปรูท่ีมีช่วงอุณหภูมิอยู่
ในช่วง 20 องศาเซลเซียสข้ึนไป (Holthuis, 1980) เป็นกุง้ท่ีเล้ียงง่าย โตเร็ว มีตน้ทุนในการเล้ียงต ่า 
เป็นกุง้ขนาดเล็กแต่ใหผ้ลผลิตสูงมาก ท าใหเ้ป็นท่ีนิยมเล้ียงกนัอยา่งแพร่หลายและมีแนวโนม้วา่จะมี
จ านวนเพิ่มมากข้ึนอีกในอนาคต ในทวปีเอเชียมีการน าเขา้ลูกกุง้ชนิดน้ีเขา้มาเล้ียงคร้ังแรกท่ีประเทศ
ไตห้วนัในปี พ .ศ. 2539 ส าหรับประเท ศไทยเกษตรกรเร่ิมน าลูกกุง้ขาวมาเล้ียงในปี พ .ศ. 2540 
แต่ป็นการลกัลอบน าเขา้จากประเทศไตห้วนั ประกอบกบัการเล้ียงกุง้กุลาด าในประเทศไทยตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2540 เป็นตน้มาประสบปัญหากุง้โตชา้และใหผ้ลผลิตต ่า จนกระทัง่มีความพยายามจากทาง
ภาคเอกชนเพื่อขออนุญาตน าเขา้พอ่แม่พนัธ์ุ กุง้ขาวปลอดเช้ือ (Specific Pathogen Free, SPF) จาก
ต่างประเทศเขา้มาทดลองเล้ียง เพื่อเพิ่มผลผลิตทดแทนกุง้กุลาด าท่ีก าลงัมีปัญหาผลผลิตตกต ่า ต่อมา
ในปี พ.ศ. 2545 กรมประมงไดอ้นุญาตใหน้ าพอ่แม่พนัธ์ุกุง้ขาวปลอดเช้ือเขา้มาในประเทศตั้งแต่
วนัท่ี 11 มีนาคม พ.ศ. 2545 ถึงวนัท่ี 28 กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2546 โดยอนุญาตใหน้ าเขา้พอ่แม่พนัธ์ุกุง้
ขาวไดจ้ากแหล่งท่ีกรมประมงรับรองแลว้เท่านั้น (มาลินี และสมยศ , 2548) หลงัจากมีการทดลอง
เล้ียงกุง้ขาว พบวา่ใหผ้ลผลิตค่อนขา้งดี  ท าใหเ้กษตรกรจ านวนมากเปล่ียนมาเล้ียงกุง้ขาวกนัมากข้ึน 
และท าใหมี้การเล้ียงกุง้ชนิดน้ีเพิ่มมากข้ึนในทุกพื้นท่ี (ชลอและพรเลิศ, 2547)  
 
          ชลอ และ พรเลิศ (2547) แบ่งรูปแบบการเล้ี ยงกุง้ขาวในประเทศไทย ตามความเคม็ของน ้า ท่ี
เล้ียงไดเ้ป็น 2 แบบ คือ แบบท่ี 1 การเล้ียงกุง้ขาวดว้ยน ้าความเคม็ต ่า เป็นการเล้ียงในเขตพื้นท่ีน ้าจืด 
เช่น พื้นท่ีทางภาคกลาง ใชน้ ้าความเคม็ต ่ามากจนเกือบจะเป็นระดบัท่ีถือวา่เป็นน ้าจืด โดยใชน้ ้าเคม็
จากนาเกลือท่ีมีความเคม็ 100-200 ส่วนในพนัส่วน (พีพีที ) มาเติมในน ้าจืดเพื่อใหไ้ดค้วามเคม็
ประมาณ 3-4 พีพีที แลว้ท าการเล้ียงในระบบปิด มีการถ่ายน ้านอ้ย ส่วนใหญ่จะกั้นค อกก่อน โดยใช้
ผา้พลาสติกพื้นท่ีประมาณ 15 ตารางเมตร ความลึกประมาณ 80 เซนติเมตร แลว้ เติมน ้าจากนาเกลือ
เขา้ไปในคอกจนไดค้วามเคม็ประมาณ 8-10 พีพีที หลงัจากนั้นจะใชลู้กกุง้ระยะโพสลาร์วา 10-12 ท่ี
ปรับความเคม็จากโรงเพาะฟักแลว้ มาปล่อยลงในคอก อนุบาลลูกกุง้ในคอกประมาณ  3-4 วนั จึง
เปิดคอก เน่ืองจากกุง้ขาวเป็นกุง้ท่ีกินอาหารเก่งและวา่ยน ้าตลอดเวลาอาจจะมีการกินกนัเอง 
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เพราะฉะนั้นจึงไม่นิยมอนุบาลนานเกินไป ส่วนอีกวธีิหน่ึงเกษตรกรจะเตรียมน ้าความเคม็ประมาณ 
3-5 พีพีที ทั้งบ่อ แลว้ใหท้างโรงเพาะฟักปรับความเคม็ของลูกกุง้ใหใ้กลเ้คียงกบัความเคม็ในบ่อท่ีจะ
ใหอ้ตัรารอดตายสูงกวา่ กล่าวคือถา้ปล่อยลูกกุง้ 100,000 ตวั จะมีผลผลิตประมาณ 1,000 กิโลกรัม
หรือมากกวา่ 1,000 กิโลกรัมเล็กนอ้ย ไดกุ้ง้ขนาด 60-80 ตวัต่อกิโลกรัม ภายในระยะเวลาการเล้ียง 3 
เดือน 
 
 แบบท่ี 2 การเล้ียงกุง้ขาวดว้ยน ้าความเคม็ปกติ  ซ่ึงเป็นน ้าท่ีมีความเคม็ 10 พีพีทีข้ึนไปใน
บริเวณพื้นท่ีริมชายฝ่ังทะเล โดยเฉพาะการเล้ียงทางภาคตะวนัออกและภาคใต ้ส่วนมากจะมีการ
ปล่อยลูกกุง้อยา่งหนาแน่นมากกวา่ 120,000 ตวัต่อไร่ ไดผ้ลผลิตประมาณ 2,000 กิโลกรัมต่อไร่ กุง้มี
อตัราการรอดตายสูงถึง 80 เปอร์เซ็นต ์ ผลผลิตดีกวา่เล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ต ่า เน่ืองจากตอ้งมีการถ่าย
น ้าในปริมาณมากในช่วงทา้ยของการเล้ียง 

 
2. คุณภาพน า้ทีส่ าคัญในการเลีย้งกุ้งขาวแวนนาไม 
 

      ปัจจยัส าคญัในการเพาะเล้ียงกุง้คือคุณภาพ ของน ้า ทั้งน้ีเพราะ คุณภาพน ้ามีผลต่อการ
เจริญเติบโตและสุขภาพของกุง้ เ น่ืองจากปัจจุบนัเกษตรกรส่วนใหญ่เล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม ดว้ย
ระบบพฒันา มีการปล่อยลูกกุง้ในอตัราความหนาแน่นสูง ท าใหมี้การสะสมของเสียท่ีพื้นบ่อเพิ่มข้ึน
เร่ือย ๆ คุณภาพน ้าจะเปล่ียนไปในทางท่ีไม่เหมาะสม กุง้จะกินอาหารลดลง ในท่ีสุดกุง้บางส่วนจะ
อ่อนแอและติดเช้ือป่วยเป็ นโรค ท าใหอ้ตัราการรอดตายลดลง (Boyd and Fast, 1992) คุณสมบติั
ของน ้าท่ีมีความส าคญัในการเล้ียงกุง้ไดแ้ก่  
 
 2.1 ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้า (Dissolved oxygen, DO) 
 

      ออกซิเจนเป็นปัจจยัส าคญัท่ีสุดส าหรับส่ิงมีชีวติทุกชนิดเน่ืองจากจ าเป็นตอ้งใช้
ออกซิเจนในกระบวนการต่าง  ๆ ภายในร่างกายเพื่อการเจริญเติบโต  รวมทั้งกระบวนการยอ่ยสลาย
ของเสียโดยแบคทีเรียก็ตอ้งใชอ้อกซิเจน เช่นกนั แต่ความสามารถในการละลายน ้าของออกซิเจนมี
จ ากดัและตอ้งข้ึนกบัความดนัของบรรยากาศ อุณหภูมิของน ้า และปริมาณเกลือแร่ต่าง ๆ ท่ีมีอยูใ่นน ้า 
(Boyd, 1982) โดยในบ่อเล้ียงกุง้การละลายของออกซิเจนในน ้าส่วนใหญ่เกิดข้ึนจากการใชเ้คร่ืองให้
อากาศ ในช่วงเวลากลางคืนปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้าจะลดลงและมีค่าต ่าสุดตอนเชา้มืด แต่
หลงัจากมีแสงแดดแพลงกต์อนพืชเร่ิมมีการสังเคราะห์แสง ท าใหป้ริมาณออกซิเจนเพิ่มมาก ข้ึน จึงมี
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ความจ าเป็นตอ้งเปิดเคร่ืองใหอ้ากาศในตอนกลางคืนเพื่อช่วยในการเพิ่มออกซิเจนใหอ้ยูใ่นระดบัท่ี
เหมาะสมและช่วยท าใหอ้ตัราการรอดตายเพิ่มมากข้ึนดว้ย (Madenjian, 1990) ปริมาณออกซิเจนท่ี
ละลายในน ้ามีผลต่อการกินอาหาร การเจริญเติบโตและสุขภาพของกุง้ ถา้ปริมาณออกซิเจนต ่า
เกินไปอาจมีผลท าใหกุ้ง้ตายได ้ปริมาณออกซิเจนในน ้าท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงกุง้ควรมีมากกวา่ 4 
มิลลิกรัมต่อลิตร (พุทธ, 2544)  ชลอ และ พรเลิศ (2547) ไดส้รุปปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้าซ่ึง มี
ผลต่อกุง้ไว ้ดงัน้ี ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้ามากกวา่ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร กุง้เจริญเติบโต ไดดี้ 
สารอินทรียส์ลายตวัไดเ้ร็ว ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้า 3-4 มิลลิกรัมต่อลิตร กุง้เจริญเติบโตชา้ลง 
การสะสมของสารอินทรียเ์พิ่มข้ึน ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้านอ้ยกวา่ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร กุง้กิน
อาหารนอ้ยลง การเจริญเติบโตชา้ โอกาสป่วยเพิ่มข้ึน ปริมาณออกซิเจนท่ี ละลายในน ้านอ้ยกวา่ 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร กุง้จะข้ึนมาอยูบ่ริเวณผวิน ้า กุง้ท่ีอ่อนแอจะลอกคราบแลว้ตายและปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายในน ้านอ้ยกวา่ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร กุง้จะตาย นอกจากน้ีความเคม็และอุณหภูมิท่ี
เพิ่มมากข้ึนท าใหค้วามสามารถในการละลายน ้าของออกซิเจนลดลง 
 
 2.2 ความเป็นกรดเป็นด่าง หรือ พีเอช (pH) 
 

      ความเป็นกรดเป็นด่างหรือพีเอช หมายถึง ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนอิออน (H+) ใน
น ้า โดยน ้าท่ีมีความเป็นกลางจะมีพีเอช 7 ถา้พีเอชต ่ากวา่ 7 แสดงวา่น ้าอยูใ่นสภาพเป็นกรด และถา้
น ้ามีพีเอชมาก กวา่ 7 แสดงวา่อยูใ่นสภาพเป็นด่าง (นิคม, 2546) การเปล่ียนแปลงของค่าพีเอชในบ่อ
เล้ียงกุง้จะถูกควบคุมโดยปริมาณคาร์บอนไดออกไซดแ์ละปริมาณอิออนท่ีมีอยูใ่นน ้า ซ่ึงในช่วง
กลางวนัแพลงกต์อนพืชจะใชค้าร์บอนไดออกไซดจ์ากไบคาร์บอเนตเพื่อการสังเคราะห์แสงท าให้
ค่าพีเอชสูงข้ึน ถา้แพลงกต์อนพืชมีปริมาณมากจะท าให้ ค่าพีเอชสูงในตอนบ่าย ส่วนในเวลา
กลางคืนคาร์บอนไดออกไซดจ์ะเพิ่มมากข้ึนจากกระบวนการหายใจโดยแพลงกต์อนพืชและ
ส่ิงมีชีวติท่ีอยูใ่นบ่อรวมทั้งกระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์จึงท าใหพ้ีเอชต ่าในตอนเชา้มืด (ชลอ, 
2543) พีเอชของน ้ามีความสัมพนัธ์กบัคุณภาพน ้าตวัอ่ืน  ๆ เช่น เ ม่ือพี เอชสูงข้ึนความเป็นพิษของ
แอมโมเนียจะมากข้ึน หากพีเอชมีค่าท่ีต ่าลงจะส่งผลใหค้วามเป็นพิษของไฮโดรเจนซลัไฟดเ์พิ่มข้ึน 
ซ่ึงเป็นอนัตรายต่อสัตวน์ ้า พีเอชของน ้าท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงกุง้ควรอยูร่ะหวา่ง 7.5-8.5 กล่าวคือ 
ค่าพีเอชท่ีต ่าสุดในรอบวนัไม่ควรต ่ากวา่ 7.5 และค่าพีเอชสูงสุดในรอบวนัไม่ควรเกิน 8.5 ซ่ึงความ
แตกต่างของพีเอชในรอบวนัไม่ควรมากกวา่ 0.5 (ชลอ และ พรเลิศ , 2547) และจากการศึกษาของ 
Boyd (1982) พบวา่ หากพีเอชของน ้านอ้ยกวา่ 4 หรือมากกวา่ 11 กุง้จะตาย หากพีเอชอยูร่ะหวา่ง   6-9 กุง้
จะมีการเจริญเติบโตดี 
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2.3 ความเป็นด่าง (Alkalinity) 
 
      ค่าความเป็นด่างของน ้า หมายถึง ความสามารถหรือคุณสมบติัของน ้าท่ีจะรับเอา

ไฮโดรเจนอิออน (H+) เพื่อท่ีจะท าใหก้รดเป็นกลาง หากพีเอชสูงข้ึนจะท าใหน้ ้ามีความเป็นด่างมาก
ข้ึน ค่าความเป็นด่างมีความส าคญักบัอตัรารอดและ การ เจริญเติบโตของกุง้ ภายในบ่อ โดยค่าท่ี
เหมาะสมของความเป็นด่างอยูร่ะหวา่ง 80-150 มิลลิกรัมต่อลิตร (ชลอ และ พรเลิศ , 2547) 
สอดคลอ้งกบั (Boyd, 1989) รายงานวา่ ความเป็นด่างของน ้าท่ีเหมาะสมในการเล้ียงสัตวน์ ้าควรอยู่
ในช่วง 100-120 มิลลิกรัมต่อลิตร เพราะโดยปกติในแหล่งน ้าจะประกอบดว้ยคาร์บอเนต (CO3

2-) ไบ
คาร์บอเนต (HCO3

-) และไฮดรอกไซด ์ (OH-) เป็นส่วนใหญ่ แต่อาจจะมีพวกบอเรต (borates) ซิ
ลิเกต (silicates) ฟอสเฟต (phosphate) และสารอินทรียต่์าง  ๆ อยูบ่า้ง แต่เป็นจ านวนนอ้ย ค่าพีเอช
ของน ้านั้นจะเป็นตวัก าหนดสารประกอบ alkalinity ท่ีละลายอยูใ่นน ้า โดยน ้าท่ีมีพีเอช 7.0-8.3 จะ
มีไบคาร์บอเนตมาก น ้าท่ีมีพีเอชตั้งแต่ 8.3 ข้ึนไปจะเร่ิมมีคาร์บอเนต น ้าท่ีมีพีเอช 9.5-10.5 จะมี
คาร์บอเนตมาก และน ้าท่ีมีพีเอช 11 จะมีไฮดรอกไซดม์าก ค่าความเป็นด่างเพียงตวัเดียวไม่ถือวา่เป็น
สารมลพิษ แต่จะมีผลเก่ียวเน่ืองกบัคุณสมบติัด้ านอ่ืนๆ เช่น พีเอช ความเป็นกรดและความกระดา้ง 
เป็นตน้ (Brawn et al., 1983) ดงันั้นความเป็นด่างของน ้าจึงเป็นค่าแสดงถึงความสามารถของน ้าท่ีจะ
ป้องกนัไม่ใหพ้ีเอชเปล่ียนแปลง  (buffer capacity) (Wedemeyer et al., 1976)  ค่าความเป็นด่างใน
แหล่งน ้าธรรมชาติจะแตกต่างกนัออกไป โดยมีค่าตั้งแต่ 25 จนถึง 400-500 มิลลิกรัมต่อลิตร (Boyd, 
1982; 1990) ค่าความเป็นด่างมีความส าคญัอยา่งมากในการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลทุกชนิด ซ่ึงมี
ความสัมพนัธ์กบัอตัราการรอดตายและเจริญเติบโต ซ่ึงค่าความเป็นด่างท่ีเหมาะสมกบัการเล้ียงกุง้
ควรอยูร่ะหวา่ง 80-150 มิลลิกรัมต่อลิตร (ชลอ และ พรเลิศ, 2547)  

 
 2.4 ความกระดา้ง (Hardness) 
 

      ความกระดา้งของน ้าส่วนใหญ่มกัเกิดจากตะกอนของแคลเซียมอิออน (Ca2+) และ
แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) ในน ้า ซ่ึงสามารถวดัออกมาเป็นปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 
ปริมาณความกระดา้งรวม หมายถึง  ผลรวมของความกระดา้งอนัเน่ืองมาจากผลรวมความเขม้ขน้
ของแคลเซียมและแมกนีเซียม ความกระดา้งท่ีเหมาะสมในการเล้ียงกุง้ไม่ควรต ่ากวา่ 1,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ศิริ เพญ็ , 2543) ความกระดา้งมีความสัมพนัธ์กบัค่าความเป็นด่างและพีเอช 
นอกจากน้ีความกระดา้งของน ้ายงัช่วยลดความ เป็นพิษไดเ้ช่นกนั ดงันั้นน ้ากระดา้งปานกลางหรือ
สูงจึงมีความเหมาะสมต่อการด ารงชีวติของกุง้ 
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 2.5 แอมโมเนีย (Ammonia) 
 

      แอมโมเนียในน ้า เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของสัตวน์ ้า กระบวนการเน่าสลาย
ของเศษอาหารท่ีเหลือ แพลงกต์อนท่ีตาย เศษซา กพืชซากสัตวแ์ละสารอินทรี ยอ่ื์น ๆโดยจุลินทรีย ์
(Boyd, 1982) แอมโมเนียท่ีพบในน ้าซ่ึง เป็นสารประกอบของไนโตรเจนถูกปล่อยออกมาจาก
กระบวนการ ammonification พบในรูปของแอมโมเนียมท่ีแตกตวัเป็นอิออน (ionize ammonia; NH +

4) 
ซ่ึงเป็นพิษต่อสัตวน์ ้าต ่า และแอมโมเนียท่ีไม่แตกตวัเป็นอิออน (unionize ammonia; NH3) ซ่ึงเป็น
พิษต่อสัตวน์ ้า การวดัแอมโมเนียโดยทัว่ไปจึงเป็นการวดัแอมโมเนียทั้งสองรูปน้ี ค่าท่ีวดัไดจ้ะ
เรียกวา่ค่าแอมโมเนียรวม (total ammonia nitrogen; TAN) ทั้งสองรูปนั้นจะเปล่ียนรูปกลบัไป
กลบัมา การท่ีจะอยูรู่ปใดนั้นข้ึนอยูก่บัค่าพีเอชและอุณหภูมิ ค่าพีเอชจะส่งผลต่อการแตกตวัเป็น
แอมโมเนียท่ีไม่แตกตวัเป็นอิออน มากกวา่อุณหภูมิ (Boyd, 1989) ระดบัของแอมโมเนียท่ีเหมาะสม
ต่อการเล้ียงกุง้ควรนอ้ยกวา่ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  เม่ือค่าของพีเอชสูง ปริมาณแอมโมเนียจะสูงข้ึน
ดว้ยจะส่งผลต่อกุง้คือ กุง้ขบัถ่ายแอมโมเนียไดน้้ อยลงท าใหเ้กิดการสะสมของแอมโมเนียในเลือด
และเน้ือเยือ่ท าใหก้ารใชอ้อกซิเจนในเน้ือเยือ่กุง้สูงข้ึน ส่งผลใหพ้ีเอชของเลือดเพิ่มข้ึนและมีผลต่อ
การท างานของเอนไซม ์แอมโมเนียจะไปท าลายเหงือกและความสามารถในการขนส่งออกซิเจน ท า
ใหกุ้ง้อ่อนแอและเป็นโรคในท่ีสุด (ชลอ และ พร เลิศ, 2547) ในทางตรงกนัขา้ม ถา้พีเอชของน ้า
ลดลง แอมโมเนียจะอยูใ่นรูปของแอมโมเนียมอิออนท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อสัตวน์ ้าลดลง 
  

2.6 ไนไตรท ์(Nitrite) 
 
      ไนไตรทเ์ป็นสารประกอบท่ีอยูใ่นรูปของไนโตรเจนจากกระบวนการไนตริฟิเคชนั 

(nitrification) ของแอมโมเนีย ในสภาพท่ี มีออกซิเจนแบคทีเรียพวกไนตริไฟอิงแบคทีเรีย 
(nitrifying bacteria) จะมีการใชแ้อมโมเนียในน ้าเป็นอาหาร โดยแอมโมเนียท่ีไม่แตกตวัเป็น            
อิออนหรือแอมโมเนียท่ีแตกตวัเป็นอิออนจะถูกออกซิไดซ์เป็นไนไตรท ์หลงัจากนั้น ไนไตรทจ์ะถูก
ออกซิไดซ์เป็นไนเตรท ในสภาพท่ีขาดออกซิเจนแบคทีเรียจะไม่สามารถท าการเปล่ียนแอมโมเนีย
ใหเ้ป็นไนไตรทแ์ละไนเตรทไดส้มบูรณ์ท าใหแ้อมโมเนียเหลืออยูใ่นแหล่งน ้า เป็นอนัตรายต่อกุง้ใน
บ่อ โดยทัว่ไป ไนไตรทจ์ะเปล่ียนเป็นไนเตรทอยา่งรวดเร็วจึงไม่สะสมอยูใ่นแหล่งน ้า แต่ในบาง
สภาวะมีอตัราการออกซิไดซ์แอมโมเนียเร็ วกวา่การออกซิไดซ์ไนไตรทก์็จะเกิดการสะสมของ      
ไนไตรทข้ึ์นได ้(ชลอ และพรเลิศ, 2547;  Boyd, 1982) โดยทัว่ไปจะพบไนไตรทใ์นบ่อเล้ียงปริมาณ
เพียงเล็กนอ้ย ไม่เป็นอนัตรายต่อการเล้ียงกุง้ แต่บางคร้ัง ในช่วงท่ีมีการตายของแพลงกต์อนพืช
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พร้อม ๆ กนัเป็นจ านวนมากหรือมีของเ สียในบ่อจ านวนมากจะพบวา่มีค่าไนไตรทสู์ง โดยปริมาณ
ไนไตรท์ท่ีสูงประมาณ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร จะเป็นอนัตรายต่อสัตวน์ ้า (Boyd, 1990) ความเป็นพิษ
ของไนไตรทจ์ะเพิ่มข้ึนเม่ือค่าออกซิเจนท่ีละลายในน ้าและพีเอชลดลง นอกจากน้ีค่าความเป็นพิษ
ของไนไตรทจ์ะถูกยบัย ั้งโดยคลอไรด์ ในน ้า ดงันั้นในน ้าทะเลซ่ึงมีคลอไรดสู์ง ความเป็นพิษของ
สัตวน์ ้าจึงค่อนขา้งต ่า (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) 
 
 2.7 ไฮโดรเจนซลัไฟด ์(Hydrogen Sulphide)  
 

      ไฮโดรเจนซลัไฟดเ์กิดจากของเสียท่ีสะสมอยูบ่ริเวณพื้นบ่อเกิดการเน่าสลาย จะพบเห็น
บริเวณพื้นบ่อเป็นสีด า และมีกล่ินเหมน็คลา้ยไข่เน่า เน่ือง จากในสภาวะท่ีขาดออกซิเจน แบคทีเรีย
บางชนิดสามารถเปล่ียนสารประกอบท่ีมีก ามะถนัเป็นส่วนประกอบ ใหอ้ยูใ่นรูปซลัไฟด ์ซ่ึงไดแ้ก่ 
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์ (H2S) ไฮโดรเจนซลัไฟดอิ์ออน (HS-) และไบซลัไฟดอิ์ออน (S2-) การเปล่ียนแปลง
น้ีก่อใหเ้กิดอนัตรายต่อสั ตวน์ ้าตามพีเอชของน ้า หากพีเอชของน ้าต ่า ซลัไฟดจ์ะอยูใ่นรูปของ
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์ซ่ึงมีความเป็นพิษต่อสัตวน์ ้า หากพีเอชสูงข้ึนจะมีสัดส่วนของไฮโดรซลัไฟดอิ์ออน
และไบซลัไฟดอิ์ออนเพิ่มมากข้ึน ความเป็นพิษต่ อสัตวน์ ้าก็จะลดลงตามไปดว้ย ระดบัสูงสุดของ
ไฮโดรเจนซลัไฟดท่ี์ไม่เป็นอนัตรายต่อกุง้คือ 0.033 มิลลิกรัมต่อลิตร (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) 
 

2.8 ความเคม็ (Salinity) 
 

      ความเคม็ คือ ความเขม้ขน้ของอิออนทั้งหมดท่ีละลายอยูใ่นน ้าแสดงในรูปมิลลิกรัมต่อ
ลิตร (mg/l) แต่นิยมใชใ้นรูปส่วนในพนัส่วน (พีพีที) (part per thousand: ppt) อิออนท่ีอยูใ่นน ้าท่ี
เป็นองคป์ระกอบในการก่อใหเ้กิดความเคม็ของน ้ามีอยู ่7 ชนิด ประกอบดว้ย โซเดียม โพแทสเซียม 
แมกนีเซียม แคลเซียม คลอไรด ์ซลัเฟต และไบคาร์บอเนต ความเคม็มีความส าคญัต่อการด ารงชีวติ
ของสัตวน์ ้ามากโดยจะมีผลต่อการควบคุมปริมาณน ้าในร่างกาย  และควบคุมปริมาณน ้า เขา้ออกจาก
ตวัของสัตวน์ ้า (ชลอ และ พรเลิศ , 2547) กุง้ขาวแวนนาไมสามารถ ทนทานต่อการเปล่ียนแปลง
ความเคม็ในช่วงกวา้ง (Castile et al., 1981) และสามารถอาศยัอยูไ่ดใ้นน ้าท่ีมีความเคม็ตั้งแต่ 0.5-4.0 
พีพีที (Smith and Lawrence, 1990; Bray et al., 1994; Samocha et al., 2001) ลูกกุง้ขาวระยะ         
โพสลาร์วาจะเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเคม็ประมาณ 20 พีพีที และเม่ือลดความเคม็ลงเหลือ 5 พีพีที 
หรือเพิ่มความเคม็ใหสู้งถึง 45 พีพีที การเจริญเติบโตจะลดลง แต่จากการศึกษาพบวา่กุง้ขาวจะ
เจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเคม็ 33 พีพีที ซ่ึงใกลเ้คียง กบัความเคม็ของน ้าทะเล สอดคลอ้งกบัท่ี         
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ชลอ และ พรเลิศ (2547) ท่ีรายงานวา่ การเล้ียงกุง้ขาวดว้ย น ้าท่ีมีความเคม็ปกติจะใหผ้ลดีกวา่น ้า
ความเคม็ต ่า 
 

2.9 การน าไฟฟ้า (Electrical Conductivity หรือ EC) 
 

      การน าไฟฟ้า คือ ความสามารถในการน าไฟฟ้าของน ้าหรือของเหลวอ่ื นซ่ึงข้ึนอยูก่บั
ปริมาณอิออน mobility valence และ relative concentration ของน ้าหรือของเหลว (สุธี, 2543) ซ่ึง
พบวา่สารประกอบอนินทรีย ์เช่น กรดอนินทรีย ์เบสและเกลือ เป็นตวัน าไฟฟ้าไดดี้  ตรงขา้มกบั
สารอินทรียซ่ึ์งไม่แตกตวัในน ้า ดงันั้ นจึงไม่น าไฟฟ้า ค่าการน าไฟฟ้า ของน ้าไม่ไดบ้อกใหท้ราบถึง
ชนิดของสารในน ้าแต่บอกเพียงวา่มีการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของสารในน ้าเท่านั้น (กรรณิการ์ , 2522) 
นอกจากน้ีค่าการน าไฟฟ้าของน ้าจะแปรผนัตามอุณหภูมิและพีเอชของน ้าดว้ย คือ น ้าท่ีมีค่าพีเอชสูง
กวา่ 9 หรือต ่ากวา่ 5 จะมีผลต่อการน าไฟฟ้ามากและถา้อุณห ภูมิสูงข้ึนสารต่าง  ๆ จะแตกตวัไดดี้ ท า
ใหค้่าการน าไฟฟ้าเพิ่มข้ึน จากการท่ีการน า ไฟฟ้ามีความสัมพนั ธ์กบัปริมาณอิออนชนิดต่าง  ๆ ซ่ึง
เป็นองคป์ระกอบหลกัในน ้าทะเล ท าใหส้ามารถน าค่าการน าไฟฟ้าน้ีมาใชใ้นการศึกษาหาขอบเขต
การแพร่กระจายความเคม็จากบ่อเล้ียงกุง้สู่บริเวณขา้งเคียงได ้(ประวทิย ์และ พิภพ, 2539) 
 

2.10 ความโปร่งแสง (Transparency) 
 

                   ความโปร่งแสง  คือ ค่าความลึกท่ีสามารถมองเห็นวตัถุแผน่กลม  (Secchi disc) ท่ีหยอ่น
ลงในน ้าจนถึงระดบัความลึกท่ีมองไม่เห็นวตัถุดงักล่าว  (ศิริเพญ็ , 2543) เป็นดชันีท่ีบ่ง บอกถึง
ปริมาณแพลงกต์อนพืชและตะกอน แขวนลอยในบ่อเล้ียงกุง้ หากน ้ามีความขุ่นมากแสงส่องลงได้
นอ้ยจะอ่านค่าความโปร่งแสงไดน้อ้ย ในทางกลบักนัแหล่งน ้าจืดท่ีขาดความสมบูรณ์ มีอาหาร
ธรรมชาตินอ้ย จะมีค่าความโปร่งแสงมาก  ซ่ึงค่าความโปร่งแสงท่ีเหมาะสมส าหรับบ่อเล้ียงกุง้ควร
อยูร่ะหวา่ง 25-50 เซนติเมตร (Brock and Main, 1994) 
  

2.11 อุณหภูมิของน ้า (Water Temperature) 
 

       อุณหภูมิของน ้าเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีควบคุมการเจริญเติบโตและการแพร่พนัธ์ุ ของพืชและ
สัตว ์ซ่ึงอุณหภูมิของน ้าตามธรรมชาติจะผนัแปรตามอุณหภูมิอากาศโดยข้ึนกบัฤดูกาล  ระดบัความ
สูง กระแสลม ความลึก ความเร็วของกระแสน ้าและสภาพแวดลอ้มทัว่ไปของแหล่งน ้า  นอกจากน้ี
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ยงัเป็นปัจจยัท่ีควบคุมปฏิกิริยาเคมีในน ้า  รวมทั้งควบคุมอตัราการสังเคราะห์แสง  อตัราการหายใจ  
อตัราการยอ่ยสลายและมีอิทธิพลโดยตรงต่อปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้า   (ศิริเพญ็, 2543)  เม่ือ
อุณหภูมิของน ้าสูงข้ึน  จะท าใหค้่าการน าไฟฟ้าสูงข้ึนเพราะเม่ืออุณหภูมิของน ้าสูงข้ึนจะท าใหก้าร
แตกตวัเป็นอิออนของเกลือมากข้ึน (สุธี, 2543) ปริมาณออกซิเจนจะละลายลดลง  และยงัมีผลท าให้
สารพิษประเภทต่าง  ๆ เช่น ยาก าจดัศตัรูพืช  และโลหะหนกัมีความรุนแรงมากข้ึน  อีกทั้งยงัช่วยเร่ง
ใหมี้การดูดซึมและการแพร่กระจายของสารพิษเขา้สู่ร่างกายไดเ้ร็ว  และจะท าใหแ้อมโมเนียในรูปท่ี
เป็นพิษ (un-ionized ammonia) แตกตวัเพิ่มมากข้ึน  (Boyd, 1982) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการเล้ียง
กุง้ขาวอยูร่ะหวา่ง 26-33 องศาเซลเซียส (Wickins and Lee, 2002) 

 
3.  โรคหัวเหลอืง (Yellow - head disease; YHD)  
 

    โรคหวัเหลืองมีรายงานการระบาดคร้ังแรกในฟาร์มเล้ียงกุง้กุลาด าในประเทศไทยท่ีมีการ
เล้ียงแบบพฒันา (Limsuwan, 1991) และต่อมาไดมี้การระบาดในกุง้ท่ีเพาะเล้ียงในเอเชีย (Albaladejo 
et al., 1998; Boonyaratpalin et al.,1993; Chantanachookin et al., 1993;  Mohan et al., 1998; Walker 
et al., 2001) นอกจากน้ียงัมีรายงานจากกุง้ท่ีเล้ียงในแถบอเมริกา  (Lightner et al., 1997; Loh et al., 
1998) ซ่ึงในระหวา่งปี พ.ศ. 2535-2536 การแพร่ระบาดของไวรัส YHV ไดก่้อใหเ้กิดความเสียหาย
ต่ออุตสาหกรรมเพาะเล้ียงกุง้กุลาด าในประเทศไทยกวา่ 40 ลา้นเหรียญ (Flegel et al., 1997)  

 
เช้ือไวรัส YHV เป็น RNAไวรัสสายเด่ียว (ssRNA) (Wongteerasupaya et al., 1995) อยูใ่นสกุล 

Okavirus วงศ ์Roniviridae อนัดบั Nidovirales (Cowley et al., 1999; Mayo, 2002) พบมีอยา่งนอ้ย  6 
สายพนัธ์ุ (genotype) (Walker et al., 2001) ตวัอยา่งเช่น เช้ือ YHV ท่ีมีรายงานในประเทศไทย มี
ความแตกต่างของล าดบัสารพนัธุกรรมกบัเช้ือไวรัส  gill-associated virus (GAV) จากออสเตรเลีย
ประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ (Cowley et al., 1999) รวมทั้งแตกต่างจากสายพนัธ์ุใหม่ท่ี พบในประเทศ
ไทยและเวยีดนาม  ไวรัสเหล่าน้ีถูกจดัรวมอยูใ่นกลุ่มของ  YHV-complex (Walker et al., 2001) แต่
สายพนัธ์ุท่ีมีความ รุนแรงคือ YHV-1 และการศึกษาส่วนใหญ่จะเนน้ใหค้วามส าคญักบั YHV-1 
เน่ืองจากก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อกุง้กุลาด าอยา่งมาก (Anantasomboon et al., 2008) ขอ้มูลจาก
การศึกษาดว้ยกลอ้ง จุลทรรศน์อิเล็คตรอน แบบส่องผา่น  (TEM) ของเน้ือเยือ่  ectoderm และ 
mesoderm ช้ีใหเ้ห็นวา่เช้ือ  YHV เป็นไวรัสในกลุ่ม  Baciliform ท่ีมีผนงัหุม้ มีขนาดความยาวตั้งแต่  
150 ถึง 200 นาโนเมตร และมีเส้นผา่นศูนยก์ลางของอนุภาคประมาณ  40 – 50 นาโนเมตร และพบ
อยูภ่ายใน  vesicle ในไซโ ทพลาสซึมของเซลลท่ี์ติดเช้ือและในช่องวา่งระหวา่งเซลล์  
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(Boonyaratpalin et al., 1993; Chantanachookin et al., 1993; Nadala et al., 1997b) อนุภาคไวรัส
พฒันามาจาก nucleocapsid ท่ีค่อนขา้งยาวและมี  filament (ขนาดประมาณ 15 x 130-800 นาโน
เมตร) ซ่ึงรวมกลุ่มกนัภายในไซโตพลาสซึมและสร้างผนงัหุม้  (envelope) บริเวณ endoplasmic 
reticulum เขา้ไปสู่ส่วน vesicle ภายในเซลล์  จากการยอ้มสี  พบวา่อนุภาคของ  YHV มี spike สั้น ๆ 
อยูบ่นส่วนของผนงัหุม้  YHV สามารถก่อใหเ้กิดการตายของกุง้ในกลุ่ม penaeid ท่ีเพาะเล้ียงหลาย
ชนิด มีการรายงานเช้ือไวรัสชนิดหน่ึงในประเทศออสเตรเลียซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยกบั  YHV คือ gill 
associated virus (GAV) พบคร้ังแรกในกุง้  P. monodon ท่ีใกลต้ายระหวา่งท่ีมีการระบาดของโรค  
Yellowhead-like disease (Spann et al., 1998) แต่ก่อนหนา้น้ีไดเ้คยมีรายงานพบในกุง้  P. monodon 
ปกติในออสเตรเลียมาก่อน  โดยใชช่ื้อ lymphoid organ virus (LOV) พบวา่รายงานเหล่าน้ีเป็นการ
คน้พบไวรัสชนิดเดียวกนั  แต่ในระดบัของการติดเช้ือต่าง  ๆ กนั คือ ระดบัเร้ือรัง  (chronic) ระยะไม่
แสดงอาการ และระดบัเฉียบพลนั  การติดเช้ือ GAV แบบเร้ือรังมกัพบในกุง้  P. monodon ปกติใน
ธรรมชาติทางภาคตะวนัออกของออสเตรเลีย  (Walker et al., 2001) และสามารถถ่ายทอดไปยงัลูก
ระหวา่งการวางไข่ได้ (Cowley et al., 2002) การติดเช้ือ GAV แบบเฉียบพลนัจะก่อใหเ้กิดอตัราการ
ตายสูง  แต่ลกัษณะอาการและพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ อาจจะแตกต่างไปจากการติดเช้ือ  YHV 
(Spann et al., 1998) การเปรียบเทียบล าดบัของ  DNA จากการท า  reverse-transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) ระหวา่ง YHV และ GAV พบวา่เป็นสายพนัธ์ุไวรัสท่ีใกลเ้คียงกนัมาก 
(Cowley et al., 1999; Sittidilokratna et al., 2002; Walker et al., 2001) ส่วนเช้ือ YHV สายพนัธ์ุท่ี
สาม มกัจะพบในกุง้    P. monodon ปกติในประเทศไทยและเวยีดนาม  แต่ไวรัสชนิดน้ีไม่ไดถู้กแยก
มาจากกุง้ท่ีแสดงอาการของ โรคหวัเหลืองไวรัสสายพนัธ์ุท่ีสามน้ีมีล าดบัของสารพนัธุกรรม
คลา้ยคลึงกบั  GAV มากกวา่  YHV ส่วนเช้ื อ YHV สายพนัธ์ุท่ีส่ี มีรายงานจากประเทศไทย        
(Sang-oum et al., 2003) โดยแยกไดจ้ากกุง้ท่ีมีอตัราการเจริญเติบโตชา้ จากการตรวจสอบล าดบัของ
สารพนัธุกรรมของไวรัสสายพนัธ์ุน้ี  พบวา่แตกต่างจาก  YHV และ GAV ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์
และยงัคงไม่มีขอ้มูลวา่ไวรัสชนิดน้ีเป็ นสาเหตุของการโตชา้ของกุง้หรือไม่  สายพนัธ์ุท่ีหา้ และหก
พบในกุง้ P. monodon ปกติจากประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และ ประเทศ โมแซมบิก 
ตามล าดบั (Chayaburakul et al., 2004; Cowlay et al., 2004b) ในบญัชีรายช่ือโรคของ  OIE ทั้ง 
GAV และไวรัสท่ีคลา้ยคลึงกนัไดถู้กจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่มของ YHVโดยสรุปพบวา่  YHV complex virus 
ประกอบดว้ยอยา่งนอ้ย  6 สายพนัธ์ุ จากการพิสูจน์ยนืยนัดว้ยเทคนิคทางชีว โมเลกุลของกุง้พื้นเมือง
ของออสเตรเลีย ไทย และเวยีดนาม และสายพนัธ์ุอ่ืน ๆ จากฟิลิปปินส์ อินเดีย และแถบอเมริกา 
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3.1 ลกัษณะอาการของโรคและพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ 
 
      โรคหวัเหลืองเรียกช่ือตามลกัษณะของกุง้ป่วยซ่ึงมกัอยูต่ามริมขอบบ่อ  ล าตวัสีซีด                

มองเห็นส่วนหวัมีสีเหลือง (Boonyaratpalin et al., 1993; Chantanachookin et al., 1993; Limsuwan, 
1991) ในกุง้ทะเลกลุ่ม penaeid ท่ีป่วยเป็นโรคหวัเหลืองจะมีอายตุั้งแต่ 25 วนัข้ึนไปจนถึงประมาณ 70 
วนัโดยถา้เกิดกบักุง้กุลาด าอาย ุ25-30 วนั จะมีลกัษณะคลา้ยกบัโรคตายเดือนหรือโรคติดเช้ือแบคทีเรีย
แต่จะมีความรุนแรงมากกวา่  และถา้เกิดกบักุง้อายุ ประมาณ 50-70 วนั ก่อนท่ีจะเร่ิมมีกุง้ตายพบวา่กุง้
ในบ่อจะกินอาหารในปริมาณมากก่อนท่ีจะหยดุกินอาหารและเร่ิมมีการตายจนกระทัง่หมดบ่อ โดย
อตัราการตายจะเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วภายในเวลา 2-3 วนักุง้จะตายหมดบ่อและเม่ือเปรียบเทียบความ
รุนแรงของโรคท่ีท าความเสียหายใน การเล้ียงกุง้กุลาด าทุกชนิดพบวา่โรคหวัเหลืองท าใหกุ้ง้ตายเร็ว
และรุนแรงท่ีสุด ซ่ึงการแพร่กระจายในพื้นท่ีการเล้ียง แต่ละแหล่งจะรวดเร็วมาก (ชลอ และ พรเลิศ, 
2547)  และจากรายงานของ พรเทพ (2537) พบวา่กุง้บางส่วนท่ีเป็นโรคอาจไม่ไดแ้สดงอาการหวั
เหลือง แต่เม่ือท าการศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ พบวา่มีลกัษณะเหมือนกบัตวัอยา่ง
กุง้ท่ีเป็นโรคหวัเหลือง 

 
      อยา่งไรก็ตามพบวา่การตายของกุง้ท่ีเกิดจากเ ช้ือดงักล่าวเร่ิมลดลงตั้งแต่ปี พ.ศ. 2539 

เน่ืองจากมีการพฒันาการเล้ียงกุง้ จากระบบเปิดมาเป็นระบบปิดถ่ายน ้านอ้ยลงหรือใชร้ะบบปิดแบบน ้า
หมุนเวยีน แต่การแพร่ระบาดของไวรัสยงัคงมีอยูแ่ละก่อใหเ้กิดความเ สียหายกบัการเล้ียงกุง้ในเอเชีย 
(Lightner et al., 1997)  จากการศึกษาโรคในฟาร์มเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมดว้ยน ้าความเคม็ต ่าของปิยนุช 
(2550) พบวา่ลกัษณะอาการภายนอกของกุง้ท่ีติดเช้ือ YHV ล าตวัของกุง้มีสีซีด ส่วน หวัมีสีเหลือง
เน่ืองจากบริเวณตบัและตบัอ่อนมีสีซีดเหลือง ต่างจากกุง้ปกติท่ีจะมีตบัและตบัอ่อนสีน ้าตาล ล าตวัมีสี
ซีดกวา่ปกติ  และเม่ือยนืยนัผลดว้ยชุดทดสอบ immunogold test strip YHV/GAV พบวา่ใหผ้ลเป็นบวก
ในขณะท่ีกุง้บางส่วนท่ีส่วนหวัมีสีปกติใหผ้ลเป็นลบ 

 
                  พยาธิสภาพของเน้ือเยือ่กุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสโรคหั วเหลือง มีการตายของเซลล ์ (necrosis) 
กระจายอยูท่ ัว่ไป เช่น มีการ ตายของเซลลโ์ดยนิวเคลียสหดตวัเล็กลง และโครมาตินจะรวมตวัเป็น
กอ้น (nucleus pyknosis) หรือเกิดการแยกออกเป็นช้ิ น ๆ ของนิวเคลียสกระจายอยูท่ ัว่ไปในไซโ ท 
พลาสซึม (karyorrhexis) อยา่งเด่นชดั บริเวณเหงือ กและต่อมน ้าเหลือง (lymphoid organ) พบ 
basophilic cytoplasmic inclusion ติดสีน ้าเงินจากการยอ้มดว้ยสี  hematoxylin และ eosin (H&E) 
(Chantanachookin et al., 1993; Lu et al., 1994; ปิยนุช, 2550) ท่ีเหงือกพบวา่ เซลลเ์ยือ่บุ  (pillar cell) และ
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เมด็เลือดเกิดการตาย ซ่ึงจะแสดงลกัษณะ pyknosis และ karyorrhexis และจากรายงานของสิทธิและ
คณะ (2535) พบวา่มีการบวมน ้า และมีการขยายตวัของแอ่งเลือดท าใหซ่ี้เหงือกมีการขยายแผชิ่ด
ติดกนั มีการตายอยา่งรุนแรง คือ แสดงลกัษณะ pyknosis และ karyorrhexis ของเซลลด์งักล่าว (ชลอ
และคณะ, 2536)  
 

      นอกจากน้ียงัเกิดลกัษณะช่องวา่งในเซลล ์และลกัษณะกอ้นกลม ๆ ติดสีเขม้ทึบอยู่
ภายในไซโตพลาสซึมคลา้ยกบัอินคลูชัน่บอด้ี ซ่ึงเรียกลกัษณะดงักล่าววา่ spherical basophilic 
cytoplasmic inclusion, basophilic body หรือ dense body (Flegel and Sriurairatana, 1993; สิทธิ 
และคณะ , 2535) ซ่ึงเกิด ข้ึนทั้งเซลลข์อง อวยัวะต่อมน ้าเหลือง  และเซลลข์องเมด็เลือด  ลกัษณะ 
nuclear hypertrophy และ chromatin margination และการสร้างส่วนประกอบต่าง ๆ ของไวรัส 
(virogenic stroma) ท าใหบ้ริเวณนิวเคลียสใสวา่งเปล่า (eclips phase activity) และเม่ือศึกษาพยาธิ
สภาพของต่อมน ้าเหลือง พบการเกิด spheroid (ปิยนุช , 2550) นอกจากน้ียงัพบวา่มีการตายของ
เน้ือเยือ่เก่ียวพนัต่าง  ๆ ใตช้ั้นผวิอีพิเดอร์มีส กลา้มเน้ือลาย กลา้มเน้ือหวัใจ ผนงัหรือเยือ่บุกระเพาะ
อาหาร และทางเดินอาหารส่วนกลาง  และในอาร์เซลล ์ (R - cell) ของตบัและตบัอ่อนมีการสะสม
ไขมนัระดบัปานกลางจนถึงมาก นอกจากจะเกิดลกัษณะดงักล่าวขา้งตน้แลว้ ชลอและคณะ (2536) 
พบวา่กุง้ป่วยท่ีบริเวณขอบบ่อจากบ่อเล้ียงกุง้ท่ีป่วยเป็นโรคหวัเหลือง ยงัเกิดลกัษณะ encapsulation 
ของเมด็เลือดในบริเวณแอ่งเลือด ซ่ึงเกิดจากการรวมตวัของเมด็เลือ ดเพื่อก าจดัส่ิงแปลกปลอม และ
เก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงเป็นการติดเช้ือในลกัษณะท่ีเป็น secondary infection 

 
      เน้ือเยือ่บริเวณผนงักระเพาะอาหารมีการเปล่ียนแปลงโดยมีการตายของเซลลเ์ยือ่บุผนงั

กระเพาะอาหารและเน้ือเยือ่เก่ียวพนั (Nash et al., 1993) เน้ือเยือ่ ท่ีแทรกอยูร่ะหวา่งท่อ ตบัและตบั
อ่อนจะพบวา่มีเซลลต์ายโดยเกิดลกัษณะ necrosis  

 
     ลกัษณะทางพยาธิสภาพท่ีเกิดในอวยัวะสร้างเมด็เลือดจะพบวา่มีการตายของเน้ือเยือ่ 

(Nash et al., 1993) เซลลข์องเมด็เลือดมีการตาย คือ แสดงลกัษณะ pyknosis และ karyorrhexis บาง
เซลลมี์ขนาดใหญ่ ซ่ึงผดิปกติ บางเซลลมี์อินคลูชัน่บอด้ี (inclusion body) และปริมาณเมด็เลือดแดง
ของกุง้จะลดลงมาก เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณเมด็เลือดจากกุง้ปกติ 
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3.2 การแพร่กระจายและการระบาด 
 
      เช้ือ YHV สามารถก่อใหเ้กิดการติดเช้ือในเน้ือเยือ่กุง้ส่วนใหญ่ท่ีมีก าเนิดจากชั้น ectoderm 

และ mesodermได้ และไวรัสสามารถอยูใ่นน ้าและติดต่อไปยงัเจา้บา้นอ่ืน  ๆ ได้ (horizontal 
transmission) (Flegel et al., 1995) นอกจากน้ีการติดต่อแบบ  horizontal transmission อาจจะเกิด
จากการกินกุง้ท่ีใกลต้ายหรือตายแลว้  และการกินพาหะท่ีติดเช้ื อเขา้ไป (Flegel et al., 1995) น ้าจาก
แหล่งท่ีมีการระบาดของโรคสามารถท่ีจะก่อใหเ้กิดการติดเช้ือไดเ้ป็นระยะเวลา  4 วนั (Flegel et al., 
1995) จากขอ้มูลพบวา่  YHV สามารถถูกถ่ายทอดผา่นรังไข่ท่ีติดเช้ือ  รวมทั้ง spermatophore ได ้
(vertical transmission) (Cowley et al., 2002)  และจากการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการพบวา่ เช้ือไวรัส
ชนิดน้ีจะอยูใ่นน ้าทะเลโดยปราศจากตวัโฮสต์  (host)ไดเ้ป็นระยะเวลาไม่ต ่ากวา่ 12 ชัว่โมง แต่ไม่
เกิน 24 ชัว่โมง และเช้ือไวรัสโรคหวัเหลืองสามารถท่ีจะอยูไ่ดทุ้กระดบัความเคม็ คือ 10, 20 และ 30 
พีพีที (พรเทพ, 2537) 
 

    มีรายงานการติดเช้ือ  YHV ของกุง้ในธรรมชาติไดแ้ก่  P. monodon, P. japonicus,                         
P. merguiensis, P. setiferus, Metapenaeus ensis, Palaemon styliferus และ Euphasia superba 
(Flegel, 1997) ผลจากการทดลองพบวา่  YHV ยงัสามารถก่อใหเ้กิดอั ตราการตายสูงในกุง้กลุ่ม  
penaeid อ่ืน ๆ ไดแ้ก่ P. vannamei, P. stylirostris, P. aztecus และ P. duorarum (Lightner et al., 
1998; Lu et al., 1994, 1997) และในกุง้กลุ่ม palaemonid มีการยอมรับการติดเช้ือ YHV 
คือ Macrobrachium sintangense, P. styliferus  และ P. serrifer รวมทั้ง P. pugio มีการยอมรับการ
ติดเช้ือ YHV (Ma. et al., 2009)  แต่ในกุง้ M. rosenbergii และ M. lanchesteri  มีตา้นทานการต่อ
โรค YHV (Longyant et al., 2005) เช้ือ GAV มีรายงานเฉพาะในกุง้  P. monodon ในออสเตรเลีย  ซ่ึง
เป็นกุง้เพียงชนิดเดียวท่ีพบการติ ดเช้ือชนิดน้ี (Owens, 1997; Spann et al., 1998; Spann et al., 1995; 
Walker and Cowley ,2000) นอกจากน้ียงัมีรายงานการติดเช้ือ  GAV และการตายของกุง้                  
P. esculentus, P. japonicus, P. merguiensis และ P. vannamei จากการทดลอง  (Spann et al., 2000; 
Tang et al., 2002) เช้ือ YHV สามารถก่อใหเ้กิดการติดเช้ือในกุง้ท่ีเพาะเล้ียงไดต้ั้งแต่ช่วงปลายของ
ระยะโพสลาร์วาเป็นตน้ไป แต่ในประเทศไทยอตัราการตายสูงมกัจะพบในกุง้ระยะ  juvenile และยงั
พบวา่มีสัตวน์ ้ากลุ่ม  crustacean หลายชนิดท่ีเป็นพาหะของ  YHV (Flegel, 1997)  กุง้ในกลุ่ม          
M. affinis ท่ีไดรั้บการฉีดเช้ือ YHV ตายภายใน  10 วนั แต่ M. brevicornis สามารถมีชีวติอยูไ่ด ้ 30 
วนัหลงัจากฉีดเช้ือ แต่ในกลุ่มปูไม่มีการติดเช้ือ YHV (Longyant et al., 2006)  กุง้ในระยะวยัอ่อนจะ
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ทนทานต่อการติดเช้ือ  ในขณะท่ีกุง้ระยะโพสลาร์วา 15  ข้ึนไปจะติดเช้ือไดง่้าย  (Kongpradit et al., 
1995) 
 

     ความรุนแรงของเช้ือ YHV ต่อกุง้ขาวแวนนาไม  ท่ีแยกไดใ้นช่วงแรก  ๆ ของการระบาด 
ก่อใหเ้กิดอตัราการตายสูง  ส าหรับการทดลองกบักุง้ขาวแวนนาไม  ในหอ้งปฏิบติัการ  (Lu et al., 
1994, 1997)  แต่จากการทดลองในกุง้  P. esculentis และ P .japonicus พบวา่ความรุนแรงของเช้ือน้ี
จะมีความสัมพนัธ์กบัชนิดและช่วงชีวติของกุง้  (Spann et al., 2000) นอกจากน้ี Anantasomboon et 
al. (2008) ไดท้  าการสกดัเช้ือ YHV จากกุง้กุลาด าท่ีเป็นโรคหวัเหลืองแลว้ฉีดเช้ือในกุง้ขาวแวนนา
ไม พบวา่กุง้ไม่แสดงอาการของโรค แต่ใหผ้ลบวกเม่ือตรวจดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (RT-PCR )  

 
3.3 การตรวจโรค Yellow Head Disease (YHD)  

 
             การตรวจโรคหวัเหลืองตามวธีิของ OIE (2010)ใชเ้ทคนิค Reverse Transcriptase 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ซ่ึงมีทั้งหมด 3 วธีิ  
 

             3.3.1 One step RT-PCR ดดัแปลงจาก Wongteerasupaya et al. (1997) วธีิน้ีใชใ้นการยนืยนั
เฉพาะเช้ือ YHV ในกุง้ป่วย ไม่สามารถใชต้รวจเช้ือ GAV หรือจีโนไทป์อ่ืนได้ 
 
             3.3.2 Multiplex nested PCR ดดัแปลงจาก Cowley et al. (2004) ใชต้รวจแยกเช้ือไวรัสได้
ทั้ง YHV และ GAV ในกุง้ป่วย หรือกุง้ท่ีมีเช้ือแต่ไม่ปรากฏอาการ (healthy carrier) แต่วธีิน้ีไม่
สามารถตรวจเช้ือในกลุ่มไวรัสหวัเหลือง (yellow head complex) ไดทุ้กจีโนไทป์ท่ีปรากฏวา่มี
รายงาน (known genotype) และการตรวจวธีิน้ีจีโนไทป์ 3 อาจใหผ้ลเป็น GAV 
 
              3.3.3 Multiplex RT-nested PCR โดย Wijegoonawardane et al. (2008) ใชต้รวจหาเช้ือกลุ่ม
ไวรัสหวัเหลืองในกุง้ปกติ (healthy shrimp) ไดท้ั้ง 6 จีโนไทป์ท่ีปรากฏรายงานการพบรวมทั้ง YHV 
และ GAV แต่ไม่สามารถบอกความแตกต่างระหวา่งจีโนไทป์ได้ หากตอ้งการทราบจีโนไทป์ 
จะตอ้งน าผลผลิตจาก RT-PCR ไปวเิคราะห์หาล าดบัเบส (nucleotide sequence analysis) ใน
ขั้นตอนต่อไป 
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อยา่งไรก็ดียงัไม่ปรากฏรายงานของเช้ือ GAV ในประเทศไทย ดงันั้นการตรวจเช้ือ YHV 
สามารถใชเ้ทคนิคท่ีดดัแปลงจาก Wongteerasupaya et al. (1997) ได ้นอกจากน้ีผูต้รวจสามารถใช้
ชุดทดสอบ (test kit) ท่ีผา่นการตรวจสอบและการรับรองโดย OIE ซ่ึงสามารถตรวจสอบรายช่ือของ
ชุดทดสอบดงักล่าวไดจ้ากเวบ็ไซตข์อง OIE  ส าหรับรายละเอียดของการตรวจเช้ือ YHV ในท่ีน้ีจะ
สรุปเฉพาะเทคนิคของ Wongteerasupaya et al. (1997) และ Cowley et al. (2004) ซ่ึงเพียงพอ
ส าหรับการตรวจโรคน้ีในประเทศไทย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

19 

   ตารางที ่1  สัตวใ์นกลุ่มครัสเตเซียนหลายชนิดท่ีสามารถติดเช้ือ YHV 
 

กลุ่ม ชนิด การติดเช้ือ วธีิการตรวจ 
  ธรรมชาติ ทดลอง  
กุง้กลุ่ม 
Peneaid 

Penaeus monodon 
Penaeus esculentus 
Penaeus japonicus 
Penaeus merguiensis 
Penaeus vannamei 
Penaeus stylirostris 
Penaeus setiferus 
Penaeus aztecus 
Penaeus duorarum 
Metapenaeus ensis 
Metapenaeus bennettae 
Metapenaeus brevicornis 
Metapenaeus affinis 
Macrobrachium lanchesteri 
Macrobrachium sintangense 
Palaemon atyliferus 
Palaemon serrifer 
Acetes sp. 

X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
 
 
 
 
 
 
 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 
 
X 
 
X 

RT-PCR, IHC 
ISH 
TEM 
ISH,histopathology 
histopathology 
TEM, histopathology 
histopathology 
histopathology 
histopathology 
histopathology 
RT-PCR, histopathology 
RT-PCR, IHC 
RT-PCR, IHC 
RT-PCR, IHC 
RT-PCR, IHC 
RT-PCR, IHC 
RT-PCR, IHC 
RT-PCR, histopathology 

 
  หมายเหตุ:  reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR), immunohistochemistry         
                  (IHC) , in situ hybridization (ISH) 
 
  ทีม่า: Boonyaratpalin et al. (1993); Chantanachookin et al. (1993); Flegel et al. (1995a,b);    
           Lightner et al. (1998); Longyant et al.(2005); Longyant et al.(2006); Lu et al. (1994);   
           Munro and Owens (2007); Pantoja and Lightner (2003); Sithigorngul et al. (2000); Spann  
          et al. (2000); Tang and Lightner (1999); Walker et al. (2001); Wang et al. (1996) 
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4.สายพนัธ์ุของไวรัสหัวเหลอืง 
 

ปัจจุบนัไดมี้การจ าแนกไวรัสหวัเหลืองออกไดเ้ป็น 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 
 
4.1 สายพนัธ์ุท่ี 1 พบในกุง้ juvenile จากการระบาด YHD ในประเทศไทย (THA-00-D11)  

และประเทศไตห้วนั (TWN-00-D1, TWN-00-D2, TWN-00-D3) 
 

4.2 สายพนัธ์ุท่ี 2 คือ สายพนัธ์ุ GAV (Gill Associated Virus) พบคร้ังแรกในกุง้จาก 
ประเทศออสเตรเลีย 
 

4.3 สายพนัธ์ุท่ี 3 พบระบาดในกุง้ระยะโพสลาร์วา จากประเทศไทย และ เวยีดนาม 
 
4.4 สายพนัธ์ุท่ี 4 ตรวจพบในโรงเพาะฟักในประเทศอินเดีย 

 
4.5 สายพนัธ์ุท่ี 5 พบจากประเทศมาเลเซีย (MYS-03-H4), ประเทศไทย (THA-03-SG21)  

และฟิลิปปินส์ (PHL-03-H8) 
 

4.6 สายพนัธ์ุท่ี 6 พบในกุง้จากประเทศ โมเซมบิก (Wijegoonawardane et al., 2008) 
 
ในปัจจุบนัพบวา่ไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุท่ี 1 ท่ีพบระบาดในพื้นท่ีเลย้งกุง้ในประเทศไทย

นั้นสามารถแยกออกไดเ้ป็น  2 สายพนัธ์ุคือ  YHV1-a ซ่ึงพบระบาดในการเล้ียงกุง้กุล าด าเดิมและ 
YHV1-b ซ่ึงพบระบาดในพื้นท่ี ๆ เล้ียงกุง้ ขาวแวนนาไม ดว้ยน ้าความเคม็ต ่า ในจงัหวดั นครปฐม
และจงัหวดัราชบุรี ( Sittidilokratana et al., 2009; Senapin et al., 2010) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 
 1. การศึกษาการเกดิโรคหัวเหลอืง (Yellow-head Disease; YHD) และชนิดของพาหะในฟาร์มเลีย้ง
กุ้งขาวแวนนาไมด้วยน า้ความเค็มต ่า  
 

 เก็บตวัอยา่งและติดตามขอ้มูลก ารเกิดโรคไวรัสหวัเหลืองในฟาร์มเล้ียงกุง้ ต่าง  ๆ ใน
ประเทศไทยโดยเฉพาะบริเวณท่ีมีการระบาดของโรคในพื้นท่ีจงัหวดัราชบุรี รวมทั้งส้ิน 29 ฟาร์ม ๆ
ละ 60 ตวัอยา่ง โดยตลอดระยะเวลาการศึกษา ตั้งแต่ 1 สิงหาคม พ.ศ. 2552ถึง มกราคม พ.ศ. 2554 จะ
เก็บตวัอยา่งกุง้ท่ีมีอาการป่วยท่ี สังเกตไดห้รือมีอาการผดิปกติ เช่น ล าตวัของกุง้มีสีซีด ส่วน หวัมีสี
เหลืองเน่ืองจากบริเวณตบัและตบัอ่อนมีสีซีดเหลือง   หรืออาจไม่ไดแ้สดงอาการของโรคหวัเหลือง
แต่พบกุง้ป่วยจะลอยบริเวณผวิน ้า ไม่ มีแรงดีดตวัพร้อมทั้งบนัทึกรายละเอียดต่าง ๆ ของบ่อเล้ียงและ
สภาพการเล้ียงทัว่ไปเพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานก่อนท่ีจะเก็บตวัอยา่งกุง้ป่วย ท่ียงัมีชีวติ ใส่กล่องโฟมท่ีมี
เคร่ืองใหอ้ากาศพอเพียง  พร้อมกบัรวบรวมพาหะหรือตวัอยา่งส่ิงมีชีวติสัตวน์ ้าท่ีพบใน ธรรมชาติ
รอบบริเวณบ่อเล้ียงกุง้  เช่น กุง้และปูชนิดต่าง ๆ  บนัทึกอาการ ของตวัอยา่งสัตวน์ ้าท่ี รวบรวมได ้
รวมทั้งตวัอยา่งกุง้กา้มกรามจากฟาร์มเล้ียงท่ีอยูใ่นบริเวณท่ีมีการระบาดของโรคจากนั้น   ล าเลียงไป
ยงั หอ้งปฏิบติัการศูนยว์จิยั ธุรกิจเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า ภาควชิาชีววิ ทยาประมง คณะประมง 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ โดยท่ีตวัอยา่งกุง้ป่วยและพาหะส่วนหน่ึง จะน าไปตรวจสอบการติดเช้ือ
ไวรัสหวัเหลืองในขณะท่ีตวัอยา่งอีกส่วนหน่ึงจะ เก็บไวใ้นตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส เพื่อท าการ
สกดัและจ าแนกชนิดไวรัสหวัเหลืองต่อไป ส าหรับสัตวน์ ้าอ่ืน ๆ ซ่ึงอาจจะเป็นพาหะของโรคจะถูก
น าไปเล้ียงต่อใน หอ้งปฏิบติัการ โดยปรับเตรียมคุณภาพน ้าต่าง ๆ  ใหใ้กลเ้คียงกบัท่ีฟาร์มเล้ียง 
จากนั้นน ามาศึกษาตามวธีิการต่าง ๆ ดงัน้ี 

 
1.1 การศึกษาการติดเช้ือ YHV โดยใชเ้ทคนิค reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 

 

การสกดั total RNA 

ตดัเหงือกและรยางคว์า่ยน ้าคู่ท่ี 2 ของกุง้ป่วยและกลา้มเน้ือของสัตวพ์าหะท่ียงัมีชีวติอยูม่า

ศึกษาหาการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองดว้ยเทคนิค   RT-PCR โดยน าตวัอยา่งกุง้และพาหะท่ีรวบรวมได้
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จากฟาร์มเล้ียงกุง้ในจงัหวดัราชบุรี จ  านวน 29 ฟาร์ม โดยเก็บตวัอยา่งสัตวน์ ้าฟาร์มละ 60 ตวัอยา่งมา

สกดั RNA ดว้ย TRI-reagent มีขั้นตอน ดงัน้ี 

 
1. น าตวัอยา่งมาลา้งดว้ยน ้ากลัน่ใหส้ะอาด แลว้น ามาตดัเป็นช้ินเล็ก ๆ ประมาณ 0.5 กรัม 

น าใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมี Tri-reagent ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
 

      2. บดตวัอยา่งใหล้ะเอียดใน Tri-reagent 500 ไมโครลิตร แลว้ทิ้งไว ้2 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 
      3.  เติม BCP (basal core promoter) ปริมาณ 250 ไมโครลิตร ใส่หลอดตวัอยา่งแลว้ทิ้งไว ้5  

นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

      4. น าหลอดตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ /นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

      5.ใชปิ้เปตดูดส่วนใสจากกน้หลอด มาใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม Iso-propanol 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด ทิ้งไว ้5 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

      6. น าหลอดตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาที 
 
            7.ไดต้ะกอนสีขาวของ RNA จะตกท่ีกน้หลอด เทเอาสารละลายส่วนใสดา้นบนออก 
หลงัจากนั้นเติมแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ท่ี 75  ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงในหลอด 
 
            8. น าไปป่ันเหวีย่ง ดว้ยความเร็ว 7,500 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5
นาที 

 
9. เทสารละลายส่วนใสดา้นบนออก คว  ่าหลอด ทิ้งหลอดไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 15-20 

นาทีเพื่อใหส้ารละลายท่ีเหลือระเหยหมด 
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10. ละลายตะกอน RNA ดว้ย DEPC (diethylpyrocarbonate) ddH2O ปริมาตร 250  
ไมโครลิตร  น าไปใชใ้นขั้นตอน RT-PCR ต่อไป หรือเก็บตวัอย่ าง RNA ท่ีสกดัไวท่ี้ -80 องศา
เซลเซียสจนกวา่จะใชง้าน 

 
            Nested RT-PCR 
 
           น าตวัอยา่ง RNA ท่ีไดม้าตรวจเช้ือไวรัสในการ amplify รอบแรกดว้ยวธีิ one step RT-PCR 
โดยใช้ SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen) และไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือไวรัสหวัเหลือง รายละเอียดของล าดบัเบสในไพรเมอร์ 
และปริมาณของสารท่ีใชใ้นการเตรียม  PCR master mix แสดงไวใ้นตารางท่ี 1 ส าหรับโปรแกรม
ของ RT-PCR ท่ีใชใ้นการ amplify  มีดงัน้ี 
 

1.   Reverse transcription ท่ี 50 ºC เป็นเวลา 30 นาที 
            2.  Pre-denaturation ท่ี 94 ºC เป็นเวลา 2 นาที 

   3.  Amplification (จ านวน 35 รอบ) 
                 - denaturation ท่ี 94 ºC เป็นเวลา 30 วนิาที 
                 - annealing ท่ี 50 ºC เป็นเวลา 45 วนิาที 
                 - extension ท่ี 72 ºC เป็นเวลา 90 วนิาที 

   4.  Final extension ท่ี 72 ºC เป็นเวลา 5 นาที 
 
ตารางที ่2  รายละเอียดของไพรเมอร์และปริมาณของส่วนประกอบใน RT-PCR  
 

PCR master mix ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
2X Reaction mix  12.5 
10 µM   F: 5’CTATCAACGTGCAACAACACAA 3’ 1 
10 µM   R : 5’ GTGTGGATGCATAAATTTCAT 3’ 1 
SuperScriptTM III with Platinum Taq  1 
RNase free water 8.5 
RNA  1 
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ตรวจสอบ PCR product ดว้ย 1.5 เปอร์เซ็นต์  agarose gel electrophoresis และอ่านผล
ภายใตเ้คร่ือง UV โดยเปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp พร้อมทั้งบันทึกภาพ PCR 
product ท่ีพบวา่มีการติดเช้ือไวรัส YHV จะถูกน ามาใชเ้ป็นสารตั้งตน้ (template) เพื่อตรวจสอบดว้ย
การ amplify รอบท่ีสองวา่เช้ือท่ีก่อโรคคร้ังน้ีเป็น isolation ใหม่ของไวรัส YHV โดยมีรายละเอียด
ของไพรเมอร์ และปริมาณของสารท่ีใชใ้น master mix แสดงในตารางท่ี 2 ส าหรับรายละเอียดของ
โปรแกรม PCR มีดงัน้ี 
 

1. Pre-denaturation ท่ี 94 ºC เป็นเวลา 5 นาที 
2. Amplification (จ านวน 30 รอบ) 

- denaturation ท่ี 94 ºC เป็นเวลา 45 วนิาที 
                  - annealing ท่ี 55 ºC เป็นเวลา 45 วนิาที 
                  - extension ท่ี 72 ºC เป็นเวลา 30 วนิาที 

3. Final extension ท่ี 72 ºC เป็นเวลา 5 นาที 
 

ตารางที ่3  รายละเอียดของไพรเมอร์และปริมาณของส่วนประกอบใน PCR รอบท่ีสอง 
 

PCR master mix ปริมาณ (ไมโครลิตร)/1X 
10 X buffer  2 
50 mM MgCl2 
10 µM dNTP  

0.6 
2 

10 µM forward primer, F: 5’ CCTATCGCTARATCYTTCAT 3’ 1 
10 µM reverse primer, R: 5’ GTATTTRATRGCKTGTGT 3’ 1 
DNA Taq polymerase  
water 

0.4 
12.5 

DNA  0.5 
 

ตรวจสอบ PCR product ดว้ย 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบ
ผลท่ีไดก้บัดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp และอ่านผลภายใตเ้คร่ือ ง UV พร้อมทั้งบนัทึกภาพ PCR 
product 
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2.  การจ าแนกสายพนัธ์ุของไวรัสหัวเหลอืงในกุ้งขาวแวนนาไมโดยการโคลนยนี 
 

2.1 การโคลนยนี  
 

                 1. น า PCR product ligate เขา้ vector (pCR® 2.1-TOPO®, Invitrogen) โดยผสม
สารละลาย ตามอตัราส่วน ดงัน้ี PCR product (4ไมโครลิตร), Salt solution (1ไมโครลิตร), vector 
(1ไมโครลิตร) และเติมน ้าใหไ้ดป้ริมาตรรวม 6 ไมโครลิตร  
 

2.  น าหลอดไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง (22-23 องศาเซลเซียส)  เป็นเวลา 30 นาที   
 

3. น าหลอดวางบนน ้าแขง็ ดูดสารละลายจากหลอด ปริมาตร 2 ไมโครลิตรใส่ในหลอด  
competent cell (One Shot®TOP 10 Competent E.coli Invitrogen) 
 

4. วางหลอดบนน ้าแขง็นาน 30 นาที 
 

5. หลงัจากนั้นน าหลอดไปแช่ในน ้าอุ่นอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
แลว้น ามาวางบนน ้าแขง็ 
 

6.  เติม S.O.C. medium ลงไปในหลอด ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
 

7. น าหลอดไปบ่มใน incubator shaker ท่ีความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 

8. หลงัจากนั้นใชปิ้เปตดูดสารละลายในหลอดปริมาตร 50 ไมโครลิตร มา spread ลง 
บน LB plate ท่ีมี Ampicillin ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร และ X-gal ความเขม้ขน้ 40 
มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ผสมไวแ้ลว้ 
 

      9.  น า LB plate ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 16-18 ชัว่โมง 
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     10. เลือกโคโลนีเด่ียว ๆ สีขาวใส่ในหลอด LB medium ท่ีผสม Ampicillin ความเขม้ขน้  
100 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร ไวแ้ลว้น าหลอดไปบ่มใน incubator shaker ท่ีความเร็ว 250 rpm อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง 
 

     11. หลงัจากนั้นน าเซลลท่ี์ไดม้าสกดัพลาสมิดโดยใชชุ้ดสกดั QIAprep Spin Miniprep  
Kit 
 

2.2  การสกดัพลาสมิด DNA  
 
     ใชชุ้ด QIAprep Spin Miniprep Kit โดยมีขั้นตอนต่าง ๆ ดงัน้ี 
 

1. น าเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดจ้ากการเล้ียงมาผสมกบั บฟัเฟอร์ P1 (250ไมโครลิตร) แลว้ 
ยา้ยลงในหลอด microcentrifuge  
 

2. เติมบฟัเฟอร์ P2 (250ไมโครลิตร) ผสมใหเ้ขา้กนัโดยคว  ่าหลอดกลบัไปกลบัมา 4-6  
คร้ัง (หา้ม vortex) 
 

3. เติมบฟัเฟอร์ N3 (350ไมโครลิตร) และผสมใหเ้ขา้กนัทนัที โดยการคว  ่าหลอด 
กลบัไปกลบัมา 4-6 คร้ัง 
 

4. น าไปหลอดไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000xg เป็นเวลา 10 นาที  
 

5. ปิเปตหรือเทของเหลวใสท่ีอยูด่า้นบนในหลอดใส่ลงไปใน QIAprep spin column  
 

6. น าหลอดในขอ้ 5 ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000xg เป็นเวลา 30-60 วนิาที แลว้เท 
ของเหลวท่ีผา่น column ทิ้ง 
 

7. ลา้ง QIAprep spin column โดยการเติมบฟัเฟอร์ PB 0.5 มิลลิลิตร แลว้ป่ันเหวีย่งท่ี 
ความเร็ว 13,000xg เป็นเวลา 30-60 วนิาที แลว้เทของเหลวท่ีผา่น column ทิ้ง 
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8. ลา้ง QIAprep spin column โดยเติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร แลว้น าไป 
ป่ันเหวีย่ง ท่ีความเร็ว 13,000x g เป็นเวลา 30-60 วนิาที 
 

9. เทของเหลวกน้หลอดออก แลว้น าไปป่ันเหวีย่งอีกคร้ัง ท่ีความเร็ว 13,000xg เป็น 
เวลา 1 นาที เพื่อก าจดับฟัเฟอร์ส่วนท่ีเหลือออก 
 

10. บรรจุ QIAprep column ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ หลงัจากนั้นเติม 
บฟัเฟอร์ EB (10 mM Tris·Cl, pH 8.5) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หรือน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ท่ีกลาง
หลอด QIAprep spin column ทิ้งไว ้2 นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งอีกคร้ังท่ีความเร็ว 13,000xg เป็น
เวลา 2 นาที 

 
2.3  การหาล าดบัเบสของเช้ือไวรัสหวัเหลือง 

 
       น าพลาสมิดท่ีไดจ้ากขั้นตอนขา้งตน้ไปหาล าดบัเบสโดยส่งตั วอยา่งไปท่ี Macrogen 
ประเทศเกาหลี น าผลของล าดบัเบสท่ีไดม้าท าการเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของเช้ือไวรัสหวัเหลือง
ท่ีมีการรายงานใน GenBank (Accession No. EF156405, FJ848673 และ FJ194949) โดยการ 
Alignment ดว้ยโปรแกรม ClustalW2 (EMBL-EBI) 
 
3.  การศึกษาพาหะการเกดิโรคหัวเหลอืงในห้องปฏิบัติการ 

 
3.1  การเตรียมเช้ือไวรัสหวัเหลืองเร่ิมตน้ 

        
                  แยกเช้ือ YHV  จากกุง้ป่วยซ่ึงไดต้รวจยนืยนัการติดเช้ือไวรัสดว้ยการใชเ้ทคนิค  RT-PCR 
(Reverse transcriptase polymerase chain reaction) รวมทั้งตรวจสอบวา่กุง้ท่ีติดเช้ือดงักล่าวไม่มีการ
ปนเป้ือนเช้ืออ่ืน แลว้น ากุง้ท่ีติดเช้ือมาแยกเหงือก และน ามาบดใน TN buffer (20 mM Tris-HCL, 400 
mM NaCl, pH 7.4) ในอตัราส่วน 1 : 10 (w/v) แลว้น ามาป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี 3,000x g เป็น
เวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกส่วนของเหลวใสท่ีไดม้าป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง 
centrifuge อีกคร้ังหน่ึง ท่ีอตัรา 8,000xg เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกส่วน
ของเหลวใสท่ีได ้(supernatant) มากรองผา่นเมมเบรนขนาด  0.45 ไมโครเมตร  แบ่งสารละลายใส่
หลอด  หลอดละ 50 มิลลิลิตร และจดัเก็บในตูแ้ช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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3.2  การเพิ่มปริมาณเช้ือไวรัสหวัเหลือง 
 

     น าสารละลายเช้ือท่ีเตรียมและจดัเก็บไวท่ี้ -80 องศาเซลเซียส มาวางใหล้ะลายท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เจือจางเช้ือ 1: 100 เท่าดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.4 แลว้ฉีดเขา้
กลา้มเน้ือกุง้ขาวแวนนาไม บริเวณกลา้มเน้ือปลอ้งท่ี 3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อกุง้  1 ตวั (ใชกุ้ง้
ขาวขนาด 10-15 กรัม) หลงัจากฉีดเช้ือเม่ือกุง้แสดงอาการของโรคชดัเจนหรือเร่ิมมีอาการของโรค 
ดูดเลือดเจือจางและจดัเก็บดว้ยกระบอกฉีดยาโดยจะดูดเลือดบริเวณ โคนขาเดินคู่ท่ี 3แลว้เจือจาง
เลือด 1 ส่วนดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์  4 ส่วน รวมเลือดจากกุง้ทุกตวัผสมใหเ้ขา้กนัดีแลว้แบ่งใส่
หลอดไครโอ หลอดละ 1 มิลลิลิตร  ส่วนตวักุง้ท่ีเหลือจดัเก็บในตูแ้ช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนต่อไป ตวัอยา่งเลือดท่ีเจือจ างแลว้น ามาตรวจยนืยนัการติดเช้ือไวรัสหวั
เหลือง และไม่มีการปนเป้ือนเช้ือไวรัสอ่ืน 

 
3.3  การศึกษาการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสในสัตวก์ลุ่มพาหะโดยการฉีดเช้ือ  

และ การกิน  
 
      ในการศึกษาน้ี ประกอบดว้ย 2 การทดลอง โดยแบ่งเป็นการศึกษาการเกิดโรคและความ

รุนแรงของเช้ือไวรัสในกลุ่มสัตวพ์าหะ โดยการฉีดเช้ือ YHV เขา้ทางกลา้มเน้ือในกลุ่มสัตวพ์าหะ 
และการใหส้ัตวพ์าหะปกติกินกุง้ขาวท่ีติดเช้ือ YHV  มีรายละเอียด ดงัน้ี 

 
3.3.1 การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสในสัตวก์ลุ่มพาหะโดยการฉีด

เช้ือ 
        เตรียมสัตวพ์ าหะท่ีปลอดเช้ือไวรัสหวัเหลือง (ทดสอบโดยวธีิ RT-PCR) ท่ีผา่นการ

ตรวจสอบแลว้เบ้ืองตน้จากการทดลองท่ี 1 วา่สามารถเป็นพาหะของโรคไวรัสหวัเหลืองมาเล้ียงในตู้
กระจก (ขนาด 30x75x40 เซนติเมตร) ภายในบรรจุน ้าจืดและดิน (จดัสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสม
กบัชนิดของสัตวพ์าหะท่ีท าการ ทดลอง ) และมีเคร่ืองใหอ้ากาศตลอดเวลา โดยจดั การทดลองใน
สัตวพ์าหะแยกเป็นชนิด ซ่ึงแต่ละชนิด ใชจ้  านวน 4 ตู ้ๆ ละ 10 ตวั โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มการทดลอง 
ดงัน้ี 

กลุ่มการทดลองท่ี 1 ประกอบดว้ยสัตวพ์าหะท่ีเล้ียงในตูก้ระจกจ านวน 3 ตู ้เป็นกลุ่มทดลอง 
โดยน าสัตวพ์าหะมาศึกษาการเกิดโรคของเช้ือ YHV โดยน าสารละลายท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.2 มาวาง
ใหล้ะลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไป ป่ันเหวีย่งแยกเมด็เลือดดว้ยเคร่ือง centrifuge ดว้ยความเร็ว 
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1600Xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าส่วนใสมาเจือจางดว้ยสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พีเอช 7.4 ใหไ้ดเ้ป็น 10-5 เก็บเช้ือท่ีเจือจางแลว้ในน ้าแขง็ ฉีดเขา้สัตวท์ดลอง ในระดบัความ
เขม้ขน้ละ 30 ตวั หากเป็นกุง้ขนาดเล็ก เช่น กุง้ฝอยจะใชว้ธีิการแช่เช้ือในอตัราส่วน เช้ือ YHV 1 
มิลลิลิตร ต่อน ้าจืด 1 ลิตร  

 
กลุ่มการทดลองท่ี 2 เป็นกลุ่มควบคุม ประกอบดว้ยสัตวพ์าหะท่ีเล้ี ยงในตูก้ระจก จ านวน 1 

ตู ้โดยสัตวพ์าหะกลุ่มควบคุมจะฉีดสารละลายบฟัเฟอร์ พีเอช 7.6 ในปริมาตรเท่ากนั  
 
สังเกตอาการ บนัทึกจ านวนสัตวท่ี์ตายเป็นเวลา 30 วนั  ท าการสุ่มตวัอยา่ งสัตวพ์าหะ

ดงักล่าว  ในวนัท่ี 3, 7, 21 และ 30 วนั  เพื่อตรวจสอบการคงอยูข่องเช้ือไวรัสในตวั สัตวพ์าหะดว้ย
วธีิ RT-PCR สัตวพ์าหะส่วนหน่ึงจะถูก  fix ดว้ย Davidson’s fixative เพื่อท าการศึกษาทาง พยาธิ
สภาพของเน้ือเยือ่ต่อไปตามวธีิของ Bell and Lightner (1998)  
 

3.3.2  การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสในสัตวก์ลุ่มพาหะโดยการกิน 
 
         เตรียมสัตวพ์าหะชนิดต่าง ๆ ท่ีเป็นพาหะของโรคไวรัสหวัเหลืองจากผลการทดลองท่ี 

1 ซ่ึงปลอดเช้ือไวรัสหวัเหลือง (ทดสอบโดยวธีิ RT-PCR) มาเล้ียง ในตูก้ระจก (ขนาด 30x75x40 
เซนติเมตร) ภายในบรรจุน ้าจืดและดิน (จดัสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสมกบัชนิดของสัตวพ์าหะท่ีท า
การทดลอง) และมีเคร่ืองใหอ้ากาศตลอดเวลา โดยจดัการทดลองในสัตวพ์าหะแยกเป็นชนิด ซ่ึงแต่
ละชนิด ใชจ้  านวน 4 ตู ้ๆ ละ 10 ตวั โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มการทดลอง ดงัน้ี 

 
        กลุ่มการทดลองท่ี 1 ประกอบดว้ยสัตวพ์าหะท่ีเล้ียงในตูก้ระจกจ านวน 3 ตู ้เป็นกลุ่ม

ทดลองโดยจะใหส้ัตวพ์าหะกินกุง้ขาวแวนนาไมท่ีผา่นการเพิ่มจ านวนเช้ือไวรัสจากขอ้ 3.2 เป็นเวลา 
3 วนั ๆ ละ 1 คร้ัง หลงัจากนั้นใหอ้าหารเมด็ส าเร็จรูป  
 
 กลุ่มการทดลองท่ี 2 เป็นกลุ่มควบคุม ประกอบดว้ยสัตวพ์าหะท่ีเล้ียงในตูก้ระจก จ านวน 1 
ตู ้โดยสัตวพ์าหะกลุ่มควบคุมจะ ใหกิ้นเน้ือกุง้ ขาวแวนนาไม ท่ีไม่มีการปนเ ป้ือนเช้ือไวรัส ใหกิ้น
ติดต่อกนั 3 วนั หลงัจากนั้นใหอ้าหารเมด็ส าเร็จรูป   
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สังเกตอาการ บนัทึกจ านวนสัตวท่ี์ตายเป็นเวลา 30 วนั  ท าการสุ่มตวัอยา่ งสัตวพ์าหะ
ดงักล่าว  ในวนัท่ี 3, 7, 21 และ 30 วนั  เพื่อตรวจสอบการค งอยูข่องเช้ือไวรัสในตวัสัตวพ์าหะ ดว้ย
วธีิ RT-PCR สัตวพ์าหะส่วนหน่ึงจะถูก  fix ดว้ย Davidson’s fixative เพื่อท าการศึกษาทาง พยาธิ
สภาพของเน้ือเยือ่ต่อไปตามวธีิของ Bell and Lightner (1998)  

 
4.  การศึกษาการถ่ายทอดเช้ือไวรัสหัวเหลอืงจากพาหะสู่กุ้งขาวแวนนาไมในห้องปฏิบัติการ 
 

4.1 การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของ เช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไม
จากสัตวก์ลุ่มพาหะโดยการน ามาเล้ียงร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไม 

 
      เตรียมกุง้ขาวแวนนาไมท่ีผา่นการตรวจเช้ือวา่ไม่มีไวรัสชนิดต่าง ๆ น ามาปรับความเคม็ 

เล้ียงในตูก้ระจก  (ขนาด 30x 75x 40 เซนติเมตร) ภายในบรรจุน ้าความเคม็ 3-5 พีพีที ปริมาตร 80 
ลิตรและมีเคร่ืองใหอ้ากาศ จ านวน 20 ตู ้ๆ ละ 10 ตวั โดยแบ่งเป็น 5 กลุ่มการทดลอง ดงัน้ี 

 
     กลุ่มการทดลองท่ี 1  เล้ียงร่วมกบักลุ่มสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง มาแลว้ 3 วนั 

ดงัน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตูท่ี้ 1: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 

ตูท่ี้ 4: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 

ตูท่ี้ 3: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 

เล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือ 
YHV 3 วนั 
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    กลุ่มการทดลองท่ี 2 เล้ียงร่วมกบัสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง มาแลว้ 7 วนั 
ดงัน้ี 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
     กลุ่มการทดลองท่ี 3 เล้ียงร่วมกบัสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง มาแลว้ 14 วนั 

ดงัน้ี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
     กลุ่มการทดลองท่ี 4 เล้ียงร่วมกบัสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง มาแลว้ 21 วนั 

ดงัน้ี 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

ตูท่ี้ 1: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 

ตูท่ี้ 4: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 

ตูท่ี้ 3: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 

เล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือ 
YHV 7 วนั 

ตูท่ี้ 1: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 

ตูท่ี้ 4: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 

ตูท่ี้ 3: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 

เล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือ 
YHV 14 วนั 

ตูท่ี้ 1: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 

ตูท่ี้ 4: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 

ตูท่ี้ 3: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 

เล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือ 
YHV 21 วนั 
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     กลุ่มการทดลองท่ี 5 เล้ียงร่วมกบัสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง มาแลว้ 28 วนั 
ดงัน้ี   

 
 
 
  
 

 
     สุ่มเก็บตวัอยา่งรยางคข์องพาหะแต่ละชนิดในแต่ละช่วงเวลาท่ี 3, 7, 14, 21 และ 28 วนั

หลงัจากไดรั้บเช้ือ เพื่อตรวจสอ บการคงอยูข่องไวรัส YHV ในพาหะดว้ยวธีิ  RT-PCR ก่อนน าไป
เล้ียงร่วมกบักุง้ทดลอง จากนั้น สังเกตอาการ บนัทึกจ านวนกุง้ท่ีตายเป็นเวลา 7 วนั และท าการสุ่ม
เก็บตวัอยา่งขาวา่ยน ้าของคู่ท่ี 2 ของกุง้ เพื่อตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไม
ดว้ยวธีิ RT-PCR ส่วนท่ีเหลือ fix ดว้ย Davidson’s fixative เพื่อท าการศึกษาทาง พยาธิสภาพของ
เน้ือเยือ่ต่อไปตามวธีิของ Bell and Lightner (1998) 

 
     4.2 การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนา

ไมจากสัตวก์ลุ่มพาหะโดยการกิน 
 
          เตรียมกุง้ขาวแวนนาไ มท่ีผา่นการตรวจเช้ือวา่ไม่มีไวรัสชนิดต่าง ๆ  น ามาปรับความ

เคม็ เล้ียงในตูก้ระจก (ขนาด 30x75x40 เซนติเมตร) ภายในบรรจุน ้าความเคม็ 3-5 พีพีที ปริมาตร 80 
ลิตรและมีเคร่ืองใหอ้ากาศ จ านวน 20 ตู ้ๆ ละ 10 ตวั โดยแบ่งเป็น 5 กลุ่มการทดลอง ดงัน้ี 

 
    กลุ่มการทดลองท่ี 1  ใหกิ้นเน้ือสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองมาแลว้ 3 วนั ดงัน้ี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตูท่ี้ 1: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 

ตูท่ี้ 4: ใหกิ้นพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 

ตูท่ี้ 3: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 
ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 3 วนั 

ตูท่ี้ 1: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 

ตูท่ี้ 4: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 

ตูท่ี้ 3: เล้ียงร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 

เล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือ 
YHV 28 วนั 
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  กลุ่มการทดลองท่ี 2 ใหกิ้นเน้ือสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองมาแลว้ 7 วนั ดงัน้ี 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
  กลุ่มการทดลองท่ี 3 ใหกิ้นเน้ือสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองมาแลว้ 14 วนั ดงัน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 
   กลุ่มการทดลองท่ี 4 ใหกิ้นเน้ือสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองมาแลว้ 21 วนั ดงัน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

ตูท่ี้ 1: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 

ตูท่ี้ 4: ใหกิ้นพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 

ตูท่ี้ 3: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 
ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 14 วนั 

ตูท่ี้ 1: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 

ตูท่ี้ 4: ใหกิ้นพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 

ตูท่ี้ 3: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 
ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 7 วนั 

ตูท่ี้ 1: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 

ตูท่ี้ 4: ใหกิ้นพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 

ตูท่ี้ 3: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 

ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 21 วนั 
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กลุ่มการทดลองท่ี 5 ใหกิ้นเน้ือสัตวก์ลุ่มพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองมาแลว้ 28 วนั ดงัน้ี 

 
 
 
  
 
 
 

 
 
     สุ่มเก็บตวัอยา่งรยางคข์องพาหะแต่ละชนิดในแต่ละช่วงเวลาท่ี 3, 7, 14, 21 และ 28 วนั

หลงัจากไดรั้บเช้ือ เพื่อตรวจสอบการคงอยูข่องไวรัส YHV ในพาหะดว้ยวธีิ  RT-PCR ก่อนน าไปให้
กุง้ทดลองกิน จากนั้นสังเกตอาการ บนัทึกจ านวนกุง้ท่ีตายเป็นเวลา 7 วนั และท าการสุ่ม เก็บตวัอยา่ง
ขาว่ายน ้า คู่ท่ีสองของกุง้ เพื่อตรวจสอบการ ติดเช้ือไวรัส หวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมดว้ยวธีิ RT-
PCR ส่วนท่ีเหลือ fix ดว้ย Davidson’s fixative เพื่อท าการศึกษาทาง ทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่
ต่อไปตามวธีิของ Bell and Lightner (1998) 
 
5.  การศึกษาความรุนแรงของการติดเช้ือไวรั สหัวเหลอืงในกุ้งขาวแวนนาไมจากการฉีดเช้ือไวรัส
และ การให้กุ้งปกติกนิกุ้งทีป่่วยแล้วน าไปเลีย้งในน า้ทีม่ีระดับความเค็มแตกต่างกนั 
  

ใชกุ้ง้ขาวแวนนาไมปลอดเช้ือขนาดประมาณ 8-10 กรัม จากฟาร์มเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม
ดว้ยน ้าความเคม็ต ่ามามาเล้ียงไวใ้นถงัไฟเบอร์กลาส  แลว้น ามาปรับสภาพใหไ้ดต้ามความเคม็ในถงั
ท่ีบรรจุน ้าความเคม็  5, 15 และ 30 พีพีที เป็นเวลา 7 วนั ก่อนท่ีจะแบ่งการทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม
ทดลอง แต่ละกลุ่มมี  3 ซ ้ า กลุ่มท่ี 1 น ากุง้ทดลองมาเล้ียงในตูก้ระจกปริมาตร  100 ลิตร บรรจุน ้า
ความเคม็ 5 พีพีที ปริมาตรประมาณ 80 ลิตรจ านวน 3  ตูแ้ต่ละตูใ้ส่กุง้ตูล้ะ 10 ตวั ในขณะท่ีกลุ่มท่ี 2 
และ กลุ่มท่ี 3 ท าการเล้ียงเช่นเดียวกบักลุ่มท่ี 1 ทุกอยา่ง แต่ใชน้ ้าความเคม็ 15 และ 30 พีพีที ในการ
เล้ียงกุง้ตามล าดบั จากนั้นเล้ียงกุง้ทั้ง 3 กลุ่มเป็นเวลา 10 วนัก่อนท่ีจะฉีดเช้ือไวรัสหวัเหลืองซ่ึงสกั ด
มาจากกุง้ท่ีป่วยเป็นโรคไวรัสหวัเหลืองจากจงัหวดัราชบุรี ในปี พ .ศ. 2552 ตามวธีิของ OIE (2009) 
ก่อนท่ีจะฉีดเช้ือไวรัสหวัเหลืองท่ีสกดัได ้เขา้ไปในกลา้มเน้ือปลอ้งท่ี 5 ของกุง้ทดลองทุกตวั ใน
ปริมาตรตวัละ 0.1 มิลลิลิตร ส าหรับกลุ่มควบคุมจ านวน 3 ตูบ้รรจุน ้าความเคม็  5, 15 และ30 พีพีที 

ตูท่ี้ 1: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 

ตูท่ี้ 4: ใหกิ้นพาหะท่ีปลอดเช้ือ 

ตูท่ี้ 2: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 

ตูท่ี้ 3: ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 

ใหกิ้นพาหะท่ีติดเช้ือ YHV 28 วนั 
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ปริมาตรประมาณ 80 ลิตรใส่กุง้ตูล้ะ 10 ตวัและฉีดน ้าเกลือ 0.5 เปอร์เซ็นต์เขา้ไปในกลา้มเน้ือปลอ้ง
ท่ี 5 ของกุง้ทดลองทุกตวั ในปริมาตรตวัละ 0.1 มิลลิลิตรจากนั้นเปรียบเทียบอตัราการรอดตายของ
กุง้แต่ละกลุ่ม พร้อมทั้งเก็บตวัอยา่งกุง้จากแต่ละกลุ่มกา รทดลองเพื่อศึกษาทางพยาธิสภาพของ
เน้ือเยือ่ตามวธีิของ  Bell and Lightner (1998)  รวมทั้งศึกษาการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยวธีิ       
RT-PCR 
 
6.  การศึกษาทางพยาธิสภาพของเนือ้เยือ่สัตว์ทดลองทีต่ิดเช้ือ YHV 
 
 น าตวัอยา่งสัตวท์ดลอง มาฉีดดว้ยน ้ายาคงสภาพเดวดิสัน (Davidson’s fixative) เขา้ไปใน
ช่องปาก ส่วนหวัดา้นหลงัใตเ้ปลือก ตบัและตบัอ่อน ส่วนทอ้งบริเวณขาเดินคู่ท่ี 3 ถึงขาเดินคู่สุดทา้ย
และล าตวัทั้งดา้นทอ้งและดา้นหลงัใหท้ัว่ ตดัเปลือกกุง้ตามแนวยาวตั้งแต่เปลือกช่วงทอ้งปลอ้งท่ี 6 
จนถึงส่วนหวั หลงัจากนั้นแช่ตวัอยา่งในน ้ายา  Davidson’s fixative เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยให้
น ้ายามีปริมาตร 10-20 เท่าของปริมาณเน้ือเยือ่ เม่ือครบก าหนดยา้ยตวัอยา่งกุง้ไปแช่ในเอธิล
แอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง ตดัช้ิน
เน้ือกุง้บริเวณท่ีตอ้งการศึกษา บรรจุใน embedding cassette แลว้น าไปผา่นขั้นตอนการดึงน ้าออก 
(dehydration), clearing และ infiltration ดว้ยเคร่ือง automatic tissue processor ตามวธีิการมาตรฐาน
ของ Bell and Lightner (1998) จากนั้นน าช้ินเน้ือ มาท าใหเ้ป็นแท่งดว้ยพาราฟิน (embedding) ตดั
ดว้ยเคร่ือ งตดัช้ินเน้ือ (microtome) ใหมี้ความหนาประมาณ 4-5 ไมโครเมตร น าไปยอ้มดว้ยสี 
hematoxylin และ eosin (H&E) และท าเป็นสไลดถ์าวร แลว้น าไปศึกษาทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ต่อไป (Lightner, 1996) 
 
7.  การศึกษาการติดเช้ือ YHV ด้วยวธีิ immunohistochemistry 
 
 น าสไลด ์ท่ีมีเน้ือเยือ่ท่ีตอ้งการศึกษามาละลายเอาพาราฟินออกจากเน้ือเยือ่ (deparaffization) 
เติมน ้าเขา้ (rehydration) และผา่นกระบวนการส าหรับการยอ้ม indirect peroxidase immunohistochemistry 
หยดโมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (Sithigorngul et al., 2002) หลงัจากนั้นลา้ง
แอนติบอดีตวัท่ีหน่ึงออกจากเน้ือเยือ่แลว้หยดแอนติบอดีตวัท่ีสอง ไดแ้ก่ goat anti- mouse- HRP 
antibody ท่ีเจือจางกบั  calf serum 10 เปอร์เซ็นต์ในอตัราส่วน 1: 1000 แลว้น าเน้ือเยือ่มาท าปฏิกิริยา
กบัสารละลายสับเสตรทท่ีประกอบดว้ย 3, 3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 0.03 
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เปอร์เซ็นต ์และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์0.006 เปอร์เซ็นต ์ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จากนั้น
ยอ้มดว้ย eosin และท าเป็นสไลดถ์าวร น าไปศึกษาการติดเช้ือ YHV ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ต่อไป 
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สถานทีแ่ละระยะเวลาท าการวจัิย 
 
1. สถานทีท่ าการวจัิย 
 

1.1 ศูนยว์จิยัธุรกิจเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า ภาควชิาชีววทิยาประมง คณะประมง  
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  กรุงเทพมหานคร 
 

1.2 หอ้งปฏิบติัการเน้ือเยือ่วทิยา ไวรัสวทิยาและแบคทีเรียวทิยา สถาบนัวจิยัสุขภาพสัตว ์
น ้าจืด กรมประมง กรุงเทพมหานคร 
 

1.3 หอ้งปฏิบติัการภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ  
กรุงเทพมหานคร 
 
2. ระยะเวลาท าการวจัิย  
 

ด าเนินการทดลองระหวา่งเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2552- มกราคม พ.ศ. 2554 
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ภาพที ่1  ฟาร์มท่ีท าการเก็บตวัอยา่งสัตวพ์าหะในจงัหวดัราชบุรี 
 

 
 
ภาพที ่2  การล าเลียงสัตวพ์าหะจากฟาร์มเล้ียงกุง้จงัหวดัราชบุรี 
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ภาพที ่3  การเล้ียงสัตวพ์าหะท่ีมีเช้ือ YHV (ปูนา) ในตูก้ระจก 

 

 
 

ภาพที ่4  การท าใหส้ัตวพ์าหะ (ปูนา) ติดเช้ือไวรัส YHV โดยวธีิการฉีดเช้ือ  
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ภาพที ่5  กุง้ฝอยท่ีท าใหติ้ดเช้ือไวรัสโดยใหกิ้นกุง้ขาวท่ีมีเช้ือ YHV 
 

 
 
ภาพที ่6  การทดลองเล้ียงสัตวพ์าหะท่ีมีเช้ือ YHV ร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไม 
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ภาพที ่7  การหยดโมโนโคลนอลแอนติบอดีลงบนเน้ือเยือ่ในเทคนิค immunohistochemistry 
 

 
 
ภาพที ่8  การน าเน้ือเยือ่มายอ้มดว้ยสี eosin ในเทคนิค immunohistochemistry 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การศึกษาการเกดิโรคหัวเหลอืง (Yellow-Head Disease; YHD) และชนิดของพาหะในฟาร์มเลีย้ง
กุ้งขาวแวนนาไมด้วยน า้ความเค็มต ่า  

 
ในการศึกษาการเกิดโรคหวัเหลืองและชนิดของพาหะในฟาร์มเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมใน

พื้นท่ี ๆ เคยพบการระบาดของโรคไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมตลอดปี พ.ศ. 2552 ในจงัหวดั
ราชบุรี ทั้งหมด 29 ฟาร์ม มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

 
ตารางที ่4  พิกดัท่ีตั้งของแต่ละฟาร์มในจงัหวดัราชบุรี 
 

พกิดัของจุดเกบ็ตัวอย่าง 
สถานี E N 

099594376 1342567 ฟาร์มท่ี 1 
099513100 1337387 ฟาร์มท่ี 2 
099528350 1337977 ฟาร์มท่ี 3 
099526623 1338331 ฟาร์มท่ี 4 
099528947 1338560 ฟาร์มท่ี 5 
099535747 1339036 ฟาร์มท่ี 6 
099540208 1337462 ฟาร์มท่ี 7 
099575910 1341616 ฟาร์มท่ี 8 
099567195 1342332 ฟาร์มท่ี 9 
100003867 13388999 ฟาร์มท่ี 10 
099598899 13391995 ฟาร์มท่ี 11 
099598294 13392821 ฟาร์มท่ี 12 
100004842 13390755 ฟาร์มท่ี 13 
099599343 13395514 ฟาร์มท่ี 14 
099599412 13395433 ฟาร์มท่ี 15 
100001729 13396280 ฟาร์มท่ี 16 
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ตารางที ่4 (ต่อ)   
  

พกิดัของจุดเกบ็ตัวอย่าง 
สถานี E N 

100011221 13392795 ฟาร์มท่ี 17 
100014747 13396077 ฟาร์มท่ี 18 
100012428 13394587 ฟาร์มท่ี 19 
100011156 13392102 ฟาร์มท่ี 20 
100011272 13392052 ฟาร์มท่ี 21 
100018264 13399622 ฟาร์มท่ี 22 
100019240 13398755 ฟาร์มท่ี 23 
100019658 13379092 ฟาร์มท่ี 24 
100003134 13394755 ฟาร์มท่ี 25 
100003747 13384684 ฟาร์มท่ี 26 
100012361 13400385 ฟาร์มท่ี 27 
100001757 13401826 ฟาร์มท่ี 28 

100005918 13396993 ฟาร์มท่ี 29 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

  ภาพที ่9  แผนท่ีแสดงจุดเก็บตวัอยา่งจากฟาร์มทั้ง 29 ฟาร์มในจงัหวดัราชบุรี 44 



ฟาร์มท่ี 1 พิกดัท่ี   13° 42.5670’ N    099° 59.4376’E  ตั้งอยูท่ี่ต  าบลดอนใหญ่ อ าเภอบาง
แพ จงัหวดัราชบุรี ประกอบดว้ยบ่อเล้ียงกุง้จ  านวน 30 บ่อ ปัจจุบนัเล้ียงปลานิลรวมกบักุง้ขาวและกุง้
กา้มกราม   
           

ฟาร์มท่ี 2  พิกดัท่ี 13° 37.387’ N   099° 51.310’E  ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลดอนทราย อ าเภอโพ
ธาราม จงัหวดัราชบุรี เป็นค ลองน ้าทิ้งร่วมของฟาร์มกุง้ขนาดเล็กจ านวน 3 ฟาร์ม มีจ านวนบ่อเล้ียง
ทั้งหมดประมาณ 6 บ่อ  มีรายงานพบกุง้ตายก่อนหนา้น้ีประมาณ 2 สัปดาห์ ปัจจุบนัก าลงัเตรียมน ้า
ก่อนจะปล่อยกุง้เพื่อเล้ียงในรอบต่อไป 
 

ฟาร์มท่ี 3 พิกดัท่ี 13° 37.977’ N  099° 52.835’ E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลดอนทราย อ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบุรี เป็นคลองน ้าทิ้งของฟาร์ม จ านวน 2 
ฟาร์มมีจ านวนบ่อกุง้ทั้งหมด 5 บ่อ ปัจจุบนัก าลงัเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม 

 
ฟาร์มท่ี 4  พิกดัท่ี 13° 38.3316’ N   099° 52.6623’ E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บ

ตวัอยา่ง ตั้งอยูบ่ริเวณต าบลบา้นสิงห์  อ าเภอโพธาราม  จงัหวดัราชบุรีเป็นคลองน ้าทิ้งร่วมของ 2 
ฟาร์ม มีจ านวนบ่อกุง้ทั้งหมด 6 บ่อ เพิ่งพบกุง้ตายจึงจบักุง้ 

 
ฟาร์มท่ี 5  พิกดัท่ี  13° 38.5605’ N   099° 52.8947’ E   ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บ

ตวัอยา่ง ตั้งอยูบ่ริเวณต า บลบา้นสิงห์ อ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบุรี เป็นคลองสาธารณะท่ี
เกษตรกรจะสูบน ้าเขา้ไปใชใ้นฟาร์ม ปัจจุบนัก าลงัเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม  มีจ  านวนบ่อกุง้ทั้งหมด 2 
บ่อ 

 
ฟาร์มท่ี 6 พิกดัท่ี  13° 39.0368’ N   099° 53.5747’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลบา้นสิงห์ อ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบุรี เป็นคลองสาธารณะอยูห่นา้ฟาร์มซ่ึง
เกษตรกรจะสูบน ้าเขา้ไปใชใ้นฟาร์ม มีจ านวนบ่อกุง้ทั้งหมด 6 บ่อ 

 
ฟาร์มท่ี 7  พิกดั 13° 37.4622’ N   099° 54.0208’ E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณต าบลบา้นสิงห์ อ าเภอโพ ธาราม จงัหวดัราชบุรีเป็นคลองน ้าทิ้งของฟาร์ม มีจ านวนบ่อ
กุง้ทั้งหมด 20 บ่อ ปัจจุบนัเพิ่งพบกุง้ตายจึงจบักุง้จ  านวน 1 บ่อ 
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ฟาร์มท่ี 8  พิกดัท่ี 13° 41.6163’ N   099° 57.5910’ E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
เป็นฟาร์มเอกชน ตั้งอยูบ่ริเวณต าบลดอนเซ่ง  อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีบ่อเล้ียงจ านวน 30 บ่อ 
เล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมจนอายปุระมาณ 40 วนั พบกุง้ป่วยจึงปล่อยกุง้กา้มกรามลงไปเล้ียงเสริม 
คณะผูว้จิยัจึงเก็บตวัอยา่งกุง้ขาวและกุง้กา้มกรามในบ่อเพื่อตรวจเช้ือรวมทั้งเก็บตวัอยา่งสัตวพ์าหะ
ในบ่อพกันั้นเพื่อตรวจเช้ือ 

 
ฟาร์มท่ี 9  พิกดัท่ี  13° 42.3320’ N  099° 56.7195’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลดอนเซ่ง อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี เป็นบ่อเล้ียงท่ีติดกบัคลองชลประทาน มี
จ านวนบ่อทั้งหมด 12 บ่อ   

 
ฟาร์มท่ี 10  พิกดัท่ี  13°38.8999’ N  100°00.3867’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
ร่วมกบักุง้ขาว พึ่งปล่อยกุง้ลงเล้ียงได ้1 เดือน 

 
 ฟาร์มท่ี 11  พิกดัท่ี  13°39.1995’ N  099°59.8899’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บ

ตวัอยา่ง ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้
กา้มกรามร่วมกบักุง้ขาว พึ่งปล่อยกุง้ลงเล้ียงได ้75 วนั 

 
ฟาร์มท่ี 12  พิกดัท่ี  13°39.2821’ N  099°59.8294’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหั ก อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ โดยเล้ียงกุง้
กา้มกรามร่วมกบักุง้ขาว 1 บ่อ ส่วนบ่อท่ีเหลือ เล้ียงกุง้กา้มกรามอยา่งเดียว  

 
ฟาร์มท่ี 13  พิกดัท่ี  13°39.0755’ N  100°00.4842’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 5 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
ร่วมกบักุง้ขาว   

 
ฟาร์มท่ี 14  พิกดัท่ี  13°39.5514’ N  099°59.9343’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ โดยเล้ียงกุ้ ง
กา้มกรามร่วมกบักุง้ขาว  
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ฟาร์มท่ี 15  พิกดัท่ี  13°39.5433’ N  099°59.9412’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 2 บ่อ โดยเล้ียงกุง้
กา้มกรามร่วมกบักุง้ขาว  

 
ฟาร์มท่ี 16  พิกดัท่ี  13°39.6280’ N  100°00.1729’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
กบักุง้ขาว 
 

ฟาร์มท่ี 17  พิกดัท่ี  13°39.2795’ N  100°01.1221’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยู่บริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ โดยเล้ียงกุง้
กา้มกรามร่วมกบักุง้ขาว  

 
ฟาร์มท่ี 18  พิกดัท่ี  13°39.6077’ N  100°01.4747’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้ งหมด 6 บ่อ โดยเล้ียงกุง้
กา้มกรามลว้น  

 
ฟาร์มท่ี 19  พิกดัท่ี  13°39.4587’ N  100°01.2428’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 6 บ่อ โดยเล้ียงกุง้
กา้มกรามเพียงอยา่งเดียว 

 
ฟาร์มท่ี 20  พกิดัท่ี  13°39.2102’ N  100°01.1156’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ โดยเล้ียงกุง้
กา้มกรามร่วมกบักุง้ขาว  

 
ฟาร์มท่ี 21  พิกดัท่ี  13°39.2052’ N  100°01.1272’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของ จุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 2 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
ร่วมกบักุง้ขาว  
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ฟาร์มท่ี 22  พิกดัท่ี  13°39.9622’ N  100°01.8264’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว  

 
ฟาร์มท่ี 23  พิกดัท่ี  13°39.8755’ N  100°01.9240’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 4 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว 

 
  ฟาร์มท่ี 24  พิกดัท่ี  13°37.9092’ N  100°01.9658’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 5 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว 
 

ฟาร์มท่ี 25  พิกดัท่ี  13°39.4755’ N  100°00.3134’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว แต่มีประวติัเคยพบโรคหวัเหลืองระบาดตอนเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมมาก่อน 

 
ฟาร์มท่ี 26  พิกดัท่ี  13°38.4684’ N  100°00.3747’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 5 บ่อ เล้ียงกุง้ขาว
ร่วมกบักุง้กา้มกราม มีประวติัพบโรคหวัเหลือง 2 เดือนก่อนท่ีจะเก็บตวัอยา่ง 

 
ฟาร์มท่ี 27  พิกดัท่ี  13°40.0385’ N  100°01.2361’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 4 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว 

 
ฟาร์มท่ี 28  พิกดัท่ี  13°40.1826’ N  100°00.1757’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 

ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว 
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ฟาร์มท่ี 29  พิกดัท่ี  13°39.6993’ N  100°00.5918’E  ลกัษณะโดยทัว่ไปของจุดเก็บตวัอยา่ง 
ตั้งอยูบ่ริเวณ ต าบลโพหกั อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี มีจ  านวนบ่อทั้งหมด 3 บ่อ เล้ียงกุง้กา้มกราม
เพียงอยา่งเดียว ไม่มีประวติัวา่เป็นโรคมาก่อน 
 

หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งสัตวท์ั้งหมดมาตรวจหาเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยวธีิ RT-PCR จาก
การศึกษาคร้ังน้ีพบการติดเช้ือหวัเหลืองใน ทุกตวัอยา่งท่ีรวบรวมจากฟาร์มท่ี 8  ฟาร์มท่ี 9 และ  
ฟาร์มท่ี 24 โดยสัตวท่ี์ตรวจพบ การติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในฟาร์มดงักล่าวไดแ้ก่ กุง้กา้มกราม  
(Macrobrachium rosenbergii) ซ่ึงมีเล้ียงกนัมากบริเวณท่ีเก็บตวัอยา่งและเกษตรกรหลายรายนิยม
เล้ียงร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไม นอกจากน้ีพาหะอ่ืน  ๆ ท่ีตรวจพบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดแ้ก่ กุง้
ฝอย (Macrobrachium lanchesteri) และปูนา (Somanniathelphusa germaini ) ดงัแสดงในรายละเอียด
ต่อไปน้ี 

 

 
 

ภาพที ่10  กุง้กา้มกราม (Macrobrachium rosenbergii) 
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ภาพที ่11  กุง้ฝอย (Macrobrachium lanchesteri) 
 

 
 

ภาพที ่12  ปูนา  (Somanniathelphusa germaini) 
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ตารางที ่5  แสดงชนิดและจ านวนของสัตวท่ี์ท าการส ารวจและสัตวท่ี์ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในฟาร์ม 
 
ช่ือวทิยาศาสตร์ของสัตวท่ี์ท า

การส ารวจ 
ช่ือสามญั จ านวนทั้งหมด/

จ านวนท่ีติดเช้ือ 
Somaniathelphusa 
Hemiptera (order) 
Gerridae(family) 
Epitheca (genus) 
Chironomidae (family) 
Macrobrachium rosenbergii 
Macrobrachium lanchesteri 
Litopenaeus vannamei 
Gambusia affinis 
Trichogaster trichopterus 
Filopaludina martensi 

Freshwater crab (ปูนา) 
Water strider (แมลงดานา) 
Pond skaters (จิงโจน้ ้า) 
Basket tails (แมลงปอ) 
Blood worm (หนอนแดง) 
Giant freshwater prawn (กุง้กา้มกราม) 
Lanchester’s freshwater prawn (กุง้ฝอย) 
Pacific white shrimp (กุง้ขาวแวนนาไม) 
Mosquito fish (ปลากินยงุ) 
Three spot Gourami (ปลากระด่ีหมอ้) 
River snail (หอยขม) 

25/10 
267/0 
160/0 
44/0 

405/0 
345/225 
225/10 

40/5 
90/0 

105/0 
34/0 

 
จากผลการศึกษาดงักล่าว จึงไดเ้ลือกปูนา  (Somanniathelphusa germaini), กุง้กา้มกราม 

(Macrobrachium rosenbergii) และกุง้ฝอย (Macrobrachium lanchesteri) ซ่ึงพบการติดเช้ือจาก
พื้นท่ีการเล้ียงเป็นสัตวต์วัอยา่งท่ีน ามาศึกษาการมีชีวติอยูข่องไวรัสหวัเหลืองในพาหะเหล่าน้ีและ
การถ่ายทอดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากพาหะทั้งสามชนิดน้ีไปยงักุง้ขาวแวนนาไมในหอ้งปฏิบติัการ 
 
2.  การจ าแนกชนิดของไวรัสหัวเหลอืงในกุ้งขาวแวนนาไมโดยวธีิทางชีวโมเลกุล 
 

ผลจากการศึกษา ล าดบัเบสของ PCR- product ซ่ึงเป็น envelope structural glycoprotein ยนี
ของเช้ือไวรัสหวั เหลืองท่ีท าการศึกษาน้ี  โดยวธีิ DNA Sequencing โดยบริษทั Macrogen ประเทศ
เกาหลี แลว้ท าการเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของเช้ือไวรัสหวัเหลืองท่ีมีการรายงานใน GenBank 
(Accession No. EF156405, FJ848673 และ FJ194949) โดยการ Alignment ดว้ยโปรแกรม 
ClustalW2 (EMBL-EBI) พบวา่เช้ือไวรัสหวัเหลืองท่ีท าการศึกษาน้ีเป็นเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ YHV1-b 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Senapin et al.(2010) แสดงในภาพท่ี 13 เห็นไดว้า่ล าดบัเบสของไวรัส
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หวัเหลืองท่ีท าการศึกษามีส่วนท่ีเหมือนกบั ไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ 1-b เกือบ100 เปอร์เซ็นตแ์ละ
แตกต่างกบัสายพนัธ์ุ 1-a อยา่งชดัเจนตรงท่ีมีล าดบัเบสของ โปรตีน gp116 ท่ีขาดหายไป 

 
EF156405        ------------------------------------------------------ATGCAA 6 

FJ848673        TCCAATTAATTGGTCAATTACAACCTAAATTTTCGTAACAAAGCAGGCCTAGCTATGCAA 21000 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        TCCAATTAATTGGTCAATTACAACCTAAATTTTCGTAACAAAGCAGGCCTAGCTATGCAA 471 

                                                                             

 

EF156405        TGTTCGCGATCATTCACCATGCACTTCTCATCCTTTCGCTCCCAGCCATTTTCATCTTCT 66 

FJ848673        TGTTCGCGATCATTCACCATGCACTTCTCATCCTTTCGCTCCCAGCCATTTTCATCTTCT 21060 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        TGTTCGCGATCATTCACCATGCACTTCTCATCCTTTCGCTCCCAGCCATTTTCATCTTCT 531 

                                                                             

 

EF156405        ACTGGGCTGCGGGGCTTATTTCTGACCTTCCTCTTATCTACTTTACTCTCTGGTTCTGGG 126 

FJ848673        ACTGGGCTGCGGGGCTTATTTCTGACCTTCCTCTTATCTACTTTACTCTCTGGTTCTGGG 21120 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        ACTGGGCTGCGGGGCTTATTTCTGACCTTCCTCTTATCTACTTTACTCTCTGGTTCTGGG 591 

                                                                             

 

EF156405        GTTCATGGCTTCTTGCTACAATTTGCTACTCCCTCACATTCTCTGGACGCAGGCGCAACA 186 

FJ848673        GTTCATGGCTTCTCTCTACAATTTGCTACTCCCTCACATTCTCTGGACGCAGGCGCAACA 21180 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        GTTCATGGCTTCTTGCTACAATTTGCTACTCCCTCACATTCTCTGGACGCAGGCGCAACA 651 

                                                                             

 

EF156405        AGGACAAATTCTATTATTCTATCAACGTGCAACAACACAATCCGTACAATAAAAGAATCT 246 

FJ848673        AGGACAAATTCTACTATTCTATCAACGTGCAACAACACAATCCGTACAATAAAAGAATCT 21240 

YHV             ------------------CTATCAACGTGCAACAACACAATCCGTACAATAAAAGAATCT 42 

FJ194949        AGGACAAATTCTATTATTCTATCAACGTGCAACAACACAATCCGTACAATAAAAGAATCT 711 

                                  ****************************************** 

 

EF156405        TGTCATCTAAGTTCGCTTAAGTCTGAGGTCTCCTGCTTTTACGATGAACACATTCATGAC 306 

FJ848673        TGTCATCTAAGTTCGCTTAAGTCTGAGGTCTCCTGCTTTTACGATGAACACATTCATGAC 21300 

YHV             TGTCATCTAAGTTCGCTTAAGTCTGAGGTCTCCTGCTTTCACGATGAACACATTCATGAC 102 

FJ194949        TGTCATCTAAGTTCGCTTAAGTCTGAGGTCTCCTGCTTTCACGATGAACACATTCATGAC 771 

                *************************************** ******************** 

 

EF156405        ATTTCTGCACCAGGCTCGCATATCATTTATACAATTGGTTTTGCTTACCTGAAAACAGAT 366 

FJ848673        ATTTCTGCACCAGGCTCGCATATCATTTATACAATTGGTTTTGCTTACCTGAAAACAGAT 21360 

YHV             ATTTCTGCACCAGGCGCGCATATCATTTATACAATTGGTTTTGCTTACCTGAAAACAGAT 162 

FJ194949        ATTTCTGCACCAGGCGCGCATATCATTTATACAATTGGTTTTGCTTACCTGAAAACAGAT 831 

                *************** ******************************************** 

 

EF156405        TATGAATGTAAAGAAGGATATCCTCCCGCCAACACCGTCCAACGATACTTCCTTGCTATT 426 

FJ848673        TATGAATGTAACGAAGGATATCCTCCCGCCAACACCGTCCAACGATACTTCCTTGCTATT 21420 

YHV             TATGAATGTAAAGAAGGATATCCTCCCGCCAACACCGTCCAACGATACTTCCTTGCTATT 222 

FJ194949        TATGAATGTAAAGAAGGATATCCTCCCGCCAACACCGTCCAACGATACTTCCTTGCTATT 891 

                *********** ************************************************ 

 

EF156405        TTATACCTTAGCATCTGTTCTCTTCTAGCCTACATTTTCACTAAAATCACTCCTATCGCT 486 

FJ848673        TTATACCTTAGCATCTGTTCTCTTCTAGCCTACATTTTCACTAAAATCACTCCTATCGCT 21480 

YHV             TTATACCTTAGCATCTGTTCTCTTCTAGCCTACATTTTCACTAAAATCACTCCTATCGCT 282 

FJ194949        TTATACCTTAGCATCTGTTCTCTTCTAGCCTACATTTTCACTAAAATCACTCCTATTGCT 951 

                ******************************************************** *** 

 

EF156405        AAATCCTTCATCTCTTCATGCTTTCAAACTGAATATATCATGGAAACGATCGAAACTGAA 546 

FJ848673        AAATCCTTCATCTCTTCATGCTTTCAAACTGAATATATCATGGAAACGACCGAAACTGAA 21540 

YHV             AAATCCTTCATCTCTTCATGCTTTCAAACTGAATATATCACGGAAACGATCGCAACTGAA 342 

FJ194949        AAATCCTTCATCTCTTCATGCTTTCAAACTGAATATATCATGGAAACGATCGCAACTGAA 1011 

                **************************************** ******** ** ******* 

 

EF156405        AAAGGCCAAGTGACTGTTGCCCATGATAGACATAAGCTCACACCAACAAGTTGCCATTCT 606 

FJ848673        AAAGGCCAAGTGACTGTTGCCCATGATAGACATAAGCTCACACCAACAAGTTGCCATTCT 21600 

YHV             AAAGGTCAAGTGACTGTTGCCCATGATAGACATAAGCTCACACCAACAAGTTGCCATTCT 402 

FJ194949        AAAGGTCAAGTGACTGTTGCCCATGATAGACATAAGCTCACACCAACAAGTTGCCATTCT 1071 

                ***** ****************************************************** 



 

53 

 

EF156405        ATTCTCAACTCCACTTTCAATCTTCTAGTTATTGGATGTTTCATATTTCTATGTTTCTTC 666 

FJ848673        ATTCTCAACTCCACTTTCAATCTTCTAGTTATTGGATGTTTCATATTTCTATGCTTCTTC 21660 

YHV             ATTCTCAACTCCACTTTCAATCTTCTAGTTATTGGATGTTTCATATTTCTATGTTTCTTC 462 

FJ194949        ATTCTCAACTCCACTTTCAATCTTCTAGTTATTGGATGTTTCATATTTCTATGTTTCTTC 1131 

                ***************************************************** ****** 

 

 

EF156405        ATCACTCCTGCTTTCGCCACGATTCTAAGTGGAATTCCTGAAAAAGACAAGTCAGTCCTC 726 

FJ848673        ATCACTCCTGCTTTCGCCACGATTCTAAGTGGAATTCCTGCAAAAGACAAGTCAGTCCTC 21720 

YHV             ATCACTCCTTCTTTCGCCACGATTCTAAGTGGAATTCCTGAAAAAGA------------- 509 

FJ194949        ATCACTCCTGCTTTCGCCACGATTCTAAGTGGAATTCCTGAAAAAGA------------- 1178 

                ********* ****************************** ******              

 

EF156405        ATGGCTCCCCACGTGCTTTTTGAGGCCGGTCAACCAACTGAGCTTTCAGACTGCATCCAT 786 

FJ848673        ATGGCTCCCCACGTGCTTTTTGAGGCCGGTCAACCAACTGAGCTTTCAGACTGCATCCAT 21780 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

EF156405        TGGGCTGCTAATGGTGACTGTTTCTGCAACTCTACCAACTGCGACTGGAGTGAACACGTT 846 

FJ848673        TGGGCTGCTAATGGTGACTGTTTCTGCAACTCTACCAACTGCGACTGGAGTGAACACGTT 21840 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

EF156405        CAAACTCTTTGTCCTCAAACCTGTAACACATCATCTCCCACTACAACTTCTTCTACTACA 906 

FJ848673        CAAATTCTTTGTCCTCAAACCTGTAACACATCATCTCCCACTACAACTTCTTCTACTACA 21900 

YHV             -----------------------------ATCATCTCCCACTACAACTTCTTCTACTACA 540 

FJ194949        -----------------------------ATCATCTCCCACTACAACTTCTTCTGCCACA 1209 

                                             ************************* * *** 

 

EF156405        CAATCTCTTCCGTCTTCCACTCCTTCTAGTGACGCCGATAATCCTTGTGTTGCACAGGAC 966 

FJ848673        CAATCTCTTCCGTCTTCCACTCCTTCTAGTGACGCCGATAATCCTTGTGTTGCACAGGAC 21960 

YHV             CAATCCCTTCCGTCTTCCACTCCTTCTAGTGACGCCGATAATCCTTGTGTTGTACAGGAC 600 

FJ194949        CAATCTCTTCCGTCTTCCACTCCTTCTAGTGACGCCGATAATCCTTGTGTTGCACAGGAC 1269 

                ***** ********************************************** ******* 

 

EF156405        GATGCCGGTTGTTACAGCTATCTTAATGACTATGACGAATCAAAACGTACACAAGCCATT 1026 

FJ848673        GATGCCGGTTGTTACAGCTATCTTAATGACTATGACGAATCAAAACGTACACAAGCCATT 22020 

YHV             GATGCCGGTTGTTACAGCTATCTTAATGACTATGACGAATCAAAACGTACACAAGCCATT 660 

FJ194949        GATGCCGGTTGTTACAGCTATCTTAATGACTATGACGAATCAAAACGTACACAAGCCATT 1329 

                ************************************************************ 

 

EF156405        AAATACACATACACACTCAGCACAAAGAAAACACCACATATGAATGCAATCCTAACTACT 1086 

FJ848673        AAATACACATACACACTCAGCACAAAGAAAACACCACGTATGAATGCAATCCTAACTACT 22080 

YHV             AAATACACATACACACTCAGCACAAAGAATACACCACATATGAATGCAATCCTAACTACT 720 

FJ194949        AAATACACATACACACTCAGCACAAAGAATACACCACATATGAATGCAATCCTAACTACT 1389 

                ***************************** ******* ********************** 

 

EF156405        GAGCAATTTGAAGAAATGTCTTTAGATGAAGCAAGATACTCTGACATTGTATCTTTATAC 1146 

FJ848673        GAGCAATTTGAAGAAATGTCCTTAGATGAAGCAAGATACTCTGACATTGTATCTTTATAC 22140 

YHV             GAGCAATTTGAAGAAATGTCTTTAGATGAAGCAAGATACTCTGACATTGTATCTTTATAC 780 

FJ194949        GAGCAATTTGAAGAAATGTCTTTAGATGAAGCAAGATACTCTGACATTGTATCTTTATAC 1449 

                ******************** *************************************** 

 

EF156405        CGAATCAATAACATAACATCAGTCCCTGGCTGTATGTACAATCCAGTATCATACTATCTC 1206 

FJ848673        CGAATCAATAACATAACATCAGTCCCTGGCTGTATGTACAATCCAGTATCATACTATCTC 22200 

YHV             CGAATCAATAACATAACATCAGTCCCTGGCTGTATGTACAATCCAGTATCATACTATCTC 840 

FJ194949        CGAATCAATAACATAACATCAGTCCCTGGCTGTATGTACAATCCAGTATCATACTATCTC 1509 

                ************************************************************ 

 

EF156405        CATGGCGACTCTGTTCCTGTTACTTGTCCATCAACACCAAGATCTTTCGGTACAACCTAC 1266 

FJ848673        CATGGCGACTCTGTTCCTGTTACTTGTCCACCAACACCAAGATCTTTCGGTACAACCTAC 22260 

YHV             CATGGCGACTCTGTTCCTGTTACTTGTCCATCAACACCAAGATCTTTCGGTACAACCTAC 900 

FJ194949        CATGGCGACTCTGTTCCTGTTACTTGTCCATCAACACCAAGATCTTTCGGTACAACCTAC 1569 

                ****************************** ***************************** 

 

EF156405        AATCATCAAATCAGTAGTCAAATTTTGTATAATCACAAAATGGTAAATGTTACAGTAGAT 1326 

FJ848673        AATCATCAAATCAGTAGTCAAATTTTGTATAATCACAAAATGGTAAATGTTACAGTAGAT 22320 

YHV             AATCATCAAATCAGTAGTCAAATTTTGTATAATCACAAAATGGTAAATGTTACAGTAGAT 960 

FJ194949        AATCATCAAATCAGTAGTCAAATTTTGTATAATCACAAAATGGTAAATGTTACAGTAGAT 1629 

                ************************************************************ 
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EF156405        CAACGTTGCAAAACACATTCTGATAACTGTTGGGCTTATTATAACAAGGCATCGAAAAGC 1386 

FJ848673        CAACGTTGCAAAACACATTCTGATAACTGTTGGGCTTATTATAACAAGGCATCGAAAAGC 22380 

YHV             CAACGTTGCAAAACACATTCTGATAACTGTTGGGCTTATTATAACAAGGCATCGAAAAGC 1020 

FJ194949        CAACGTTGCAAAACACATTCTGATAACTGTTGGGCTTATTATAACAAGGCATCGAAAAGC 1689 

                ************************************************************ 

 

EF156405        ATTTTTATCCAATTCCATCCCAGCTATGCTCAGAAGTATCATAATAGAATATTAGAGCCC 1446 

FJ848673        ATTTTTATCCAATTCCATCCCAGCTATGCTCATAAGTATCATAATAGAACATTAGAGCCC 22440 

YHV             ATTTTTATTCAATTCCATCCCAGCTATGCTCAGAAGTATCATAATAGAATATTAGAGCCC 1080 

FJ194949        ATTTTTATCCAATTCCATCCCAGCTATGCTCAGAAGTATCATAATAGAATATTAGAGCCC 1749 

                ******** *********************** **************** ********** 

 

 

EF156405        ACTACATTAATTATTCCATTCTATCCTCCCAGAGACACTAAAACACTAGCCACACATCTT 1506 

FJ848673        ACTACATTAATTATTCCATTCTATCCTCCCAGAGACACTAAAACACTAGCCACACATCTT 22500 

YHV             ACTACATTAATTATTCCATTCTATCCTCCCAGAGACACTAAAACACTAGCCACTCATCTT 1140 

FJ194949        ACTACATTAATTATTCCATTCTATCCTCCCAGAGACACTAAAACACTAGCCACACATCTT 1809 

                ***************************************************** ****** 

 

EF156405        GGTCCTCGCGTTCTTCGTAATGCCGGTGATTATCAAATTTTCCTTGAACCTGGCTGGCTC 1566 

FJ848673        GGTCCTCGCGTTCTTCGTAATGACGGTGATTATCAAATTTTCCTTGAACCTGGCTGGCTC 22560 

YHV             GGTCCTCGCGTTCTTCGTAATGCCGGTGATTATCAAATTTTCCTTGAACCTGGCTGGCTC 1200 

FJ194949        GGTCCTCGCGTTTTCCGTAATGCCGGTGATTATCAAATTTTCCTTGAACCTGGCTGGCTC 1869 

                ************ * ******* ************************************* 

 

EF156405        GGTAGAACATACCTTGACGGTTATTCTTATCATGAAATTTATGCATCCACACGTCACGAT 1626 

FJ848673        GGTAGAACATACCTTGACGGTTATTCTTATCATGAAATTTATGCATCCACACGTCACGAT 22620 

YHV             GGTAGCACATACCTTGACGGTTATTCTTATCATGAAATTTATGCATCCACAC-------- 1252 

FJ194949        GGTAGAACATACCTTGACGGTTATTCTTATCATGAAATTTATGCATCCACACGTCACGAT 1929 

                ***** **********************************************         

 

EF156405        TGCCGTTGCAACATGATGTCCGGCGACAATAAGTATGGTATTAACCTCGGAGATGACGTC 1686 

FJ848673        TGCCGTTACAACATGATGTCCGGCGACAATAAGTATGGTACTAACCTCGGAGATGATGTC 22680 

YHV             ------------------------------------------------------------ 

FJ194949        TGCCGTTACAACATGATGTCCGGCGACAATAAGTATGGTATAAACCTCGGAGATGACGTC 1989 

 
ภาพที ่13  การท า Alignment ของล าดบัเบสของ  envelope structural glycoprotein ยนีของเช้ือไวรัส  
               หวัเหลืองท่ีท าการศึกษาในคร้ังน้ีกบั เช้ือไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ 1-a ท่ีระบาดในประเทศ 
               ไทย (EF156405, FJ848673) และเช้ือไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ 1-b ท่ีพบระบาดในกุง้ขาว 

   แวนนาไมของไทย( FJ194949) 
         
3. การศึกษาการติดเช้ือไวรัสหัวเหลอืงในพาหะของโรคหัวเหลอืงในห้องปฏิบัติการ 
 

3.1 การศึกษาการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสในสัตวก์ลุ่มพาหะไดแ้ก่ปูนา กุง้
กา้มกราม และกุง้ฝอย  (โดยในปูนาและกุง้กา้มกรามจะใชว้ธีิฉีดเช้ือ ส่วนกุง้ฝอย เน่ืองจากมีขนาด
เล็กจะใชว้ธีิการแช่เช้ือ) 

 
       เม่ือน าปูนา  (Somanniathelphusa germaini), กุง้กา้มกราม (Macrobrachium 
rosenbergii) ท่ีปลอดเช้ือไวรัสมาฉีดดว้ยเช้ือไวรัสหวัเหลืองท่ีสกดัจากกุง้ขาวแวนนาไม และกุง้ฝอย  
(Macrobrachium lanchesteri)ปลอดเช้ือ  มาแช่ดว้ยเช้ือไวรัสหวัเหลือง ท่ีสกดัจากกุง้ขาวแว นนาไม
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จากนั้นสังเกตอตัราการตายและตรวจการติดเช้ือไวรัสดงักล่าวพบวา่สัตวพ์าหะทั้ง 3 ชนิด ติดเช้ือ
ไวรัสหวัเหลืองจากการตรวจดว้ยวธีิ RT-PCR อยา่งไรก็ตามสัตวพ์าหะทั้งหมดท่ีท าการศึกษาไม่
แสดงอาการป่วยและไม่พบการตายของสัตวท์ดลองทุกตวัท่ีผา่นการฉีด ดว้ยเช้ือไวรัสหวัเหลือง
แตกต่างจากกลุ่มควบคุม  (กุง้ขาวแวนนาไม )ซ่ึงพบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองและกุง้ทดลองตาย
หมดภายในเวลา 7 วนั ดงัแสดงในตารางท่ี 6 
 
ตารางที ่6  อตัราการตายสะสมและการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองสะสมของสัตวท์ดลองหลงัจากผา่น 
                การฉีดและแช่ดว้ยเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 7, 14, 21และ 28 วนั 
 

สัตวท์ดลอง (30) อตัราการตายสะสมของสัตว ์
วนั   7      14      21     28 

จ านวนสัตวท่ี์ติดเช้ือ YHVสะสม 
วนั     7      14      21     28 

กุง้ขาวแวนนาไม 
กุง้กา้มกราม 
กุง้ฝอย 
ปูนา 

            30       -        -       - 
              0       0        0       0 
              0       0        0       0 
              0       0        0       0 

                 30       -        -        - 
                 30     30      30      0 
                 30     30        0      0 
                 30     30      30      0 

 
ผลการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่สัตวพ์าหะทั้ง 3 ชนิดท่ีท าการศึกษานั้น ทนทานต่อเช้ือ

ไวรัสหวัเหลืองโดยสามารถมีชีวติอยูไ่ดห้ลงัจากไดรั้ บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลากวา่  28 วนัโดย
กุง้กา้มกรามและปูนาท่ีไดรั้บเช้ือสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดห้มดภายในเวลา 28 วนั 
ในขณะท่ีกุง้ฝอยทั้งหมดสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดภ้ายในเวลา 21 วนั 
 

3.2  การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือไวรัสในสัตวก์ลุ่มพาหะโดยการให้
กินกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง 
  

เม่ือน าปูนา กุง้กา้มกรามและกุง้ฝอยท่ีปลอดเช้ือไวรัสมาใหกิ้นกุง้ขาวแวนน าไมท่ีติดเ ช้ือ
ไวรัสหวัเหลืองจากนั้นสังเกตอตัราการตายและตรวจการติดเช้ือไวรัสดงักล่าวพบวา่สัตวพ์าหะทั้ง 3 
ชนิด ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากการตรวจดว้ยวธีิ RT-PCR อยา่งไรก็ตามสัตวพ์าหะทั้งหมดท่ี
ท าการศึกษาไม่แสดงอาการป่วยและไม่พบการตายของสัตวท์ดลองทุกตวัท่ีกินกุ้ งขาวแวนนาไมท่ี
ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (กุง้ขาวแวนนาไม)ซ่ึงพบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง
และท าใหกุ้ง้ทดลองตาย ดงัแสดงในตารางท่ี 7 
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ตารางที ่7  อตัราการตายสะสมของสัตวท์ดลองและจ านวนสัตวท่ี์ติดเช้ือ YHV สะสมหลงัจากให ้
                กินกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 7, 14, 21 และ28 วนั 
 
สัตวท์ดลอง (30) อตัราการตายสะสมของสัตว ์

     วนั    7      14      21     28 
 จ  านวนสัตวท่ี์ติดเช้ือ YHVสะสม 
   วนั        7     14      21     28 

กุง้ขาวแวนนาไม 
กุง้กา้มกราม 
กุง้ฝอย 
ปูนา 

             11     30        -       - 
               0       0        0       0    
               0       0        0       0    
               0       0        0       0    

              30     30        -       - 
              30     30      13       0 
              30     18        0       0 
              30     22        9       0 

 
 ผลการศึกษาคร้ังน้ีคลา้ย กบัผลการฉีดเช้ือไวรั สหวัเหลืองเขา้ไปในสัตวพ์าหะแต่ละกลุ่ม
โดยกุง้กา้มกรามท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยการกินสามารถก าจดัไวรัสหวัเหลืองออกจากตวั
ทั้งหมดภายในเวลา 28 วนัในขณะท่ีกุง้ฝอยและปูนาท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยการกินกุง้ท่ีติ ด
เช้ือสามารถก าจดัไวรัสออกจากตวัทั้งหมดไดเ้ป็นเวลา 21 วนัและ 28 วนัตามล าดบั อยา่งไรก็ตาม
กลุ่มสัตวพ์าหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสจากการฉีดจะสามารถก าจดัไวรัสออกจากตวัไดช้า้กวา่กลุ่มสัตว์
พาหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสจากการกิ นกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองทั้งน้ี เน่ืองจากปริมาณไวรัสหวัเหลือง
ท่ีสัตวพ์าหะแต่ละตวัไดรั้บ จากการฉีดเขา้ไปในร่างกายโดยตรงน่าจะมีปริมาณมากกวา่ การไดรั้บ
เช้ือผา่นการกินกุง้ท่ีติดเช้ือและสัตวทุ์กตวัจะไดรั้บปริมาณเช้ือไวรัสในปริมาณท่ีเท่ากนั แตกต่างจาก
การไดรั้บเช้ือโดยการกินกุง้ท่ีติดเช้ือเพราะ สัตวท์ดลองแต่ ละตวัสามารถกินกุง้ขาวท่ีติดเช้ือใน
ปริมาณท่ีไม่เท่ากนั ท าใหไ้ดรั้บไวรัสเขา้สู่ร่างกายในปริมาณท่ีแตกต่างกนัส่ง ผลท าให้สัตวท์ดลอง
แต่ละตวั ใชเ้วลาในการ ก าจดัไวรัสหั วเหลือง ออกจากตวัได้ ไม่เท่า กนัดว้ย โดยจะเห็นไดว้า่ กุง้
กา้มกรามบางตวัท่ีกินกุง้ขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดใ้นปริมาณนอ้ยก็จะมีเช้ือไวรัสใน
ตวันอ้ยจึงสามารถก าจดัไวรัสดงักล่าวออกจากตวัได้ เร็วภายในเวลาเพียง 21 วนั ในขณะท่ีกุง้ฝอย
จ านวน12 ตวัและปูนาจ านวน 8 ตวัสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองออกจากตวัไดภ้ายในเวลาเพียง 
14 วนั ผลการศึกษาคร้ังน้ีมีความแตกต่าง จากการศึกษาของ Longyant et al. (2005) ซ่ึงทดลองฉีด
เช้ือไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ YHV-1a เขา้ไปในกุง้กา้มกราม กุง้ฝอย พบวา่กุง้กา้มกรามไม่ติดเช้ือ
ไวรัสหวัเหลืองในขณะท่ีกุง้ฝอยติดเช้ือไวรัสแต่ไม่พบการตาย นอกจากน้ีการทดลองฉีดเช้ือไวรัส
หวัเหลืองในปูนาและใหปู้นากิ นกุง้ขาวท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองพบวา่ปูนาท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี
ติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง  แตกต่างจากการศึกษาของ Longyant et al. (2006) ซ่ึงศีกษาการติดเช้ือไวรัส
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หวัเหลืองในปูจ านวน 16 ชนิดในพื้นท่ีจงัหวดัสมุทรปราการและรายงานวา่ปูทุกชนิดท่ีท าการศึกษา
ไม่ติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง ผลการศึกษาท่ีแตกต่างกนัน้ี น่าจะเน่ืองมาจากสายพนัธ์ุของเช้ือไวรัสหวั
เหลืองท่ีท าการศึกษามีความแตกต่างกนั จึงมีความสามารถในการยอมรับพาหะแต่ละชนิดแตกต่าง
กนัโดยส าหรับสายพนัธ์ุเช้ือไวรัสหวัเหลืองในการศึกษาคร้ังน้ีคือ YHV-1b ซ่ึงมีความแตกต่างจาก
ไวรัสหวัเหลือง YHV-1a ท่ีระบาดในการเล้ียงกุง้กุลาด าตามรายงานของ Longyant et al. (2005, 
2006) ตรงท่ีไกลโคโปรตีน gp116 ซ่ึงเป็นโปรตีนหุม้จีโนมของไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ YHV-1a 
ไดห้ายไปในไวรัส YHV-1b ซ่ึงปกติแลว้ไกลโคโปรตีนท่ีมีหนา้ท่ีหุม้จีโนมของไว รัสแต่ละชนิดจะ
มีบทบาทในการจดจ าเจา้บา้นท่ีจ าเพาะต่อไวรัสชนิดนั้น  ๆ ดว้ย (Chuchird et a.l, 2002) จึงน่าจะ
ส่งผลใหก้ารยอมรับของเจา้บา้นของไวรัสทั้งสองชนิดน้ีจึงแตกต่างกนั  
 
4.  ศึกษาการถ่ายทอดเช้ือไวรัสหัวเหลอืงจากพาหะสู่กุ้งขาวแวนนาไม 

 
4.1  การทดสอบการเกิดโรคหวัเหลืองโดยการเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือ 

ไวรัสหวัเหลือง 
 
       เม่ือน ากลุ่มสัตวพ์าหะทั้ง  3 ชนิดไดแ้ก่ กุง้ก้ ามกราม กุง้ฝอยและปูนาท่ีท าใหติ้ด เช้ือ
ไวรัสหวัเหลือง โดยวธีิการกินกุง้ขาวท่ีติดเช้ือ เป็นเวลา 3, 7, 14, 21 และ 28 วนัก่อนน าไปเล้ียง
ร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไมขนาด 8-10 กรัมท่ีปลอดเช้ือจ านวน  20 ตู ้ๆ ละ10 ตวั (ต่อพาหะหน่ึงชนิด )
แบ่งการทดลองเป็น 5 กลุ่ม ๆ ละ 4 ตูโ้ดยเล้ียงกุง้ร่วมกบัพาหะแต่ละชนิดเป็นเวลา 7 วนัแลว้สังเกต
อตัราการตายและทดสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองดว้ยวธีิ RT-PCR ไดผ้ลตามท่ีแสดงไว้ในตาราง
ท่ี 8  
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ตารางที ่8  จ  านวนของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีตายหลงัจากเล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะทั้งสามชนิดท่ีติดเช้ือ  
                YHV เป็นเวลา 7 วนั 
 

ชนิดของ
สัตวพ์าหะท่ี
เล้ียงร่วม 

จ านวนวนั
หลงัจากสัตว์
พาหะไดรั้บ

เช้ือ 

กลุ่มทดลอง  
ค่าเฉล่ีย 

 
ค่า

เบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

กลุ่มควบคุม 
 
 
 ซ ้ าท่ี 

1 
ซ ้ าท่ี 

2 

 
 

ซ ้ าท่ี 
3 

ปูนา 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 7 6 7 6.67 0.57 0 
 21 2 0 1 1 0 0 
กุง้กา้มกราม 3 10 10 10 10 0 0 
 7 8 6 7 7 1 0 
 14 3 1 1 1.67 1.15 0 
 21 1 1 1 1 0 0 
กุง้ฝอย 3 10 10 10 10 0 0 
 7 6 9 7 6.33 0.57 0 
 14 1 2 1 1.33 0.57 0 

 
หมายเหตุ: ปูนาและกุง้กา้มกรามท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 28 วนั และกุง้ฝอยท่ีไดรั้บเช้ือ 
                ไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 21วนัสามารถก าจดัเช้ือไวรัสดงักล่าวออกจากตวัไดห้มดจากการ 

    ตรวจการติดเช้ือโดยวธีิ RT-PCR จึงไม่ไดน้ าสัตวพ์าหะกลุ่มดงักล่าวมาเล้ียงร่วมกบักุง้ 
    ขาวแวนนาไม 
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ตารางที ่9  ผลการตรวจพบเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมดว้ยวธีิ RT-PCR หลงัจากเล้ียง 
                ร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 7 วนั  
 

ชนิดของ
สัตวพ์าหะท่ี
เล้ียงร่วม 

จ านวนวนั
หลงัจากสัตว์
พาหะไดรั้บเช้ือ 

กลุ่มทดลอง ค่าเฉล่ีย ค่า
เบ่ียงเบน
มาตรฐาน กลุ่มควบคุม 

ซ ้ าท่ี 
1 

ซ ้ าท่ี 
2 

ซ ้ าท่ี 
3 

ปูนา 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 10 10 10 10 0 0 
 21 10 10 10 10 0 0 
กุง้กา้มกราม 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 10 10 10 10 0 0 
 21 10 10 10 10 0 0 
กุง้ฝอย 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 10 10 10 10 0 0 

 
หมายเหตุ: ปูนาและกุง้กา้มกรามท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 28 วนั และกุง้ฝอยท่ีไดรั้บเช้ือ 
                ไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 21วนัสามารถก าจดัเช้ือไวรัสดงักล่าวออกจากตวัไดห้มดจากการ 

    ตรวจการติดเช้ือโดยวธีิ RT-PCR จึงไม่ไดน้ าสัตวพ์าหะกลุ่มดงักล่าวมาเล้ียงร่วมกบักุง้   
    ขาวแวนนาไม 
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การศึกษาคร้ังน้ีจะเห็นไดว้า่ การเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมท่ีปลอดเช้ือร่ว มกบักุง้กา้มกรามกุง้
ฝอยและปูนาท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง นั้น สามารถท าใหเ้กิดการ ถ่ายทอดเช้ือไวรัสหวัเหลืองสาย
พนัธ์ุ YHV-1b จากพาหะดงักล่าวไปยงักุง้ปกติได้  โดยกุง้ขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะ ท่ี
ไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 3 วนั จะสามารถถ่ายทอดเช้ื อไวรัสไปยงักุง้ทดลองไดม้ากท่ีสุด
เห็นไดจ้ากอตัราการตายของกุง้ทดลองท่ีสูงกวา่ กลุ่มอ่ืนๆ และอตัราการตายของกุง้ทดลองจะลดลง
เร่ือยๆถา้เล้ียงร่วมกบัสัตวพ์าหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลานานข้ึนคือ 7, 14 และ 21 วนั 
อยา่งไรก็ตามเม่ือตรวจสอบการติดเช้ือของไวรัสหวัเหลืองในกุง้ทดลองท่ีท าการศึกษาทั้งหมดพบวา่
กุง้ทุกตวัมีการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองแสดงในตารางท่ี 9  
 

4.2 การทดสอบการเกิดโรคหวัเหลืองโดยการใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมกินพาหะท่ีติดเช้ือไวรัส
หวัเหลือง 
 
      เม่ือน ากลุ่มสัตวพ์าหะทั้ง 3 ชนิดไดแ้ก่ กุง้กา้มกราม กุง้ฝอยและปูนาท่ีท าใหติ้ดเช้ือไวรัส
หวัเหลืองโดยวธีิการฉีดเช้ือหลงัจากนั้นเล้ียงไวเ้ป็นเวลา 3, 7, 14, 21 และ 28 วนัก่อนน าไปสับใหกุ้ง้
ขาวแวนนาไมขนาด 8-10 กรัมท่ีปลอดเช้ือกินติดต่อกนัเป็นเวลา 3 วนัโดยเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม
จ านวน 20 ตู ้ๆ ละ10 ตวั (ต่อพาหะหน่ึงชนิด ) แบ่งการทดลองเป็น 5 กลุ่ม ๆ ละ 4 ตู ้หลงัจากนั้น 7 
วนัสังเกตอตัราการตายและทดสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองดว้ยวธีิ RT-PCR ผลการศึกษาแสดง
ไวใ้นตารางท่ี 10 และ 11 
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ตารางที ่10  จ  านวนของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีตายหลงัจากกินสัตวพ์าหะทั้งสามชนิดท่ีติดเช้ือ YHV  
                  เป็นเวลา 3 วนั 
 

ชนิดของ
สัตวพ์าหะท่ี
ใหกุ้ง้ขาว

กิน 

จ านวนวนั
หลงัจากสัตว์
พาหะไดรั้บ

เช้ือ 

กลุ่มทดลอง 

ค่าเฉล่ีย 

ค่า
เบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

กลุ่ม
ควบคุม 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 
 

ซ ้ าท่ี 3 
ปูนา 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 9 10 9.67 0.57 0 
 14 6 6 7 6.33 0.57 0 
 21 2 0 1 1 0 0 
กุง้กา้มกราม 3 10 10 8 9.33 1.15 0 
 7 5 6 7 6 1 0 
 14 1 2 2 1.67 0.57 0 
 21 1 0 1 0.67 0.57 0 
กุง้ฝอย 3 9 9 10 9.33 0.57 0 
 7 6 9 7 7.33 0.53 0 
 14 1 1 2 1.33 0.57 0 

 
หมายเหตุ: ปูนาและกุง้กา้มกรามท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 28 วนั และกุง้ฝอยท่ีไดรั้บเช้ือ 
                ไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 21วนัสามารถก าจดัเช้ือไวรัสดงักล่าวออกจากตวัไดห้มดจากการ 
                ตรวจการติดเช้ือโดยวธีิ RT-PCR จึงไม่ไดน้ าสัตวพ์าหะกลุ่มดงักล่าวมาเล้ียงร่วมกบักุง้ 
                ขาวแวนนาไม 
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ตารางที ่11  ผลการตรวจพบเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมดว้ยวธีิ RT-PCR หลงัจากกิน 
                 สัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 3 วนั  
 

ชนิดของ
สัตวพ์าหะท่ี
เล้ียงร่วม 

จ านวนวนั
หลงัจากสัตว์
พาหะไดรั้บ

เช้ือ 

กลุ่มทดลอง ค่าเฉล่ีย ค่า
เบ่ียงเบน
มาตรฐาน กลุ่ม

ควบคุม  ซ ้ าท่ี 2 

 
 

ซ ้ าท่ี 2 

 
 

ซ ้ าท่ี 3 
ปูนา 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 10 10 10 10 0 0 
 21 10 10 10 10 0 0 
กุง้กา้มกราม 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 10 10 10 10 0 0 
 21 10 10 10 10 0 0 
กุง้ฝอย 3 10 10 10 10 0 0 
 7 10 10 10 10 0 0 
 14 10 10 10 10 0 0 

 
หมายเหตุ: ปูนาและกุง้กา้มกรามท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 28 วนั และกุง้ฝอยท่ีไดรั้บเช้ือ 
               ไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 21วนัสามารถก าจดัเช้ือไวรัสดงักล่าวออกจากตวัไดห้มดจากการ 
                ตรวจการติดเช้ือโดยวธีิ RT-PCR จึงไม่ไดน้ าสัตวพ์าหะกลุ่มดงักล่าวมาเล้ียงร่วมกบักุง้ 
                ขาวแวนนาไม 
 
 ผลการศึกษาคร้ังน้ี เป็นไปในทิศทางเดียวกบัผลการทดลองการเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม
ร่วมกบัพาหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองคือกุง้กา้มกรามกุง้ฝอย และปูนาสามารถถ่ายทอดเช้ือไวรัส หวั
เหลืองสายพนัธ์ุ YHV-1bไปยงักุง้ขาวแวนนาไมในหอ้งปฏิบติัการไดโ้ดยกุง้ขาวแวนนาไมท่ีกินสัตว์
พาหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา 3 วนั สามารถถ่ายทอดเช้ือไวรัสไปยงักุง้ทดลองไดม้าก
ท่ีสุดท าใหกุ้ง้ทดลองในกลุ่มดงักล่าวมีอตัราการตา ยสูงกวา่ กลุ่มอ่ืน  ๆ และอตัราการตายของกุง้
ทดลองจะลดลงเร่ือย  ๆ ในกลุ่มท่ีใหกิ้นสัตวพ์าหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลานานข้ึนและ
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เม่ือตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยใชว้ธีิ RT-PCR ในกุง้ทุกตวัท่ีรอดชีวติพบการติดเช้ือ
ไวรัสหวัเหลืองในกุง้ดงักล่าวในทุกกลุ่มการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 11 ผลการศึกษาคร้ังน้ีแสดง
ใหเ้ห็นวา่ระยะเวลาในการไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองของ สัตว์พาหะต่าง  ๆ ท่ีท าการศีกษาทั้ง  กุง้
กา้มกราม กุง้ฝอย และปูนาก่อนน าไปเล้ียงร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไม หรือใหกุ้ง้กินสัตวพ์าหะ
ดงักล่าว มีผลต่อความรุนแรงข องเช้ือไวรัสดงักล่าว สัตวพ์าหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็น
เวลานานก่อนน าไปเล้ียงร่วมหรือน าไปเป็นอาหารแก่กุง้ทดลองจะมีผลท าใหค้วามรุนแรงของเช้ือ
ไวรัสดงักล่าวลดลง อยา่งไรก็ตามระยะเวลาในการไดรั้บเช้ือไวรัสในสัตวพ์าหะในการศึกษาคร้ังน้ี
ไม่มีผลต่อความสามารถในการถ่ายทอดเช้ือไวรัสจากพาหะไปยงักุง้ขาวแวนนาไม เพราะกุง้ทุกตวัท่ี
รอดตายพบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากการตรวจโดยวธีิ RT-PCR  เม่ือน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปพิจารณา
ร่วมกบัผลการศึกษาในหวัขอ้ท่ี 3 ซ่ึงพบวา่สัตว์พาหะแต่ละชนิดหลงัไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองไป
แลว้จะสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองดงักล่าวออกจากตวัไดท้  าใหส้ัตวพ์าหะแต่ละชนิดมีการติด
เช้ือไวรัสลดลงหลงัจากเวลาผา่นไประยะหน่ึง ดงันั้นเม่ือน าพาหะท่ีมีปริมาณไวรัสลดลงดงักล่าวไป
เล้ียงร่วมหรือใหกุ้ง้ทดลองกินจึงท าใหกุ้ง้ดงักล่าวไดรั้บไวรัสหวัเหลืองในปริมาณท่ีลดลงดว้ยจึงท า
ให้กุง้ในกลุ่มท่ีเล้ียงร่วมหรือกินสัตวพ์าหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสเป็นเวลานานมีอตัราการตายท่ีลดลง
เร่ือย ๆ  การศึกษาคร้ังน้ียงั แสดงใหเ้ห็นวา่ไวรัสหวัเหลืองอาจไม่สามารถเพิ่มจ านวนไดใ้นพา หะท่ี
ท าการศึกษา จึงท าใหส้ัตวพ์าหะท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลือ งออกจากตวัได้
เม่ือเวลาผา่นไประยะหน่ึง  เช่นเดียวกบัรายงานของ    Lo et al.(1996b) ซ่ึงรายงานวา่ไม่พบการเพิ่ม
ปริมาณเช้ือไวรัสดวงขาวในพาหะบางชนิดท่ีติดเช้ือไวรัสดงักล่าว แสดงวา่เช้ือไวรัสแต่ละชนิดลว้น
มีความจ าเพาะต่อเจา้บา้นสูงมาก การตรวจพบการปนเป้ือนของไวรัสใน พาหะแต่ละชนิด  ไม่
สามารถ ระบุไดว้า่เกิดการ ถ่ายทอดเช้ือ ไวรัสไดอ้ยา่งสมบรูณ์ เพราะเช้ือไวรัสดงักล่าวอาจไม่
สามารถจ าลองตวัไดภ้ายในพาหะเหล่านั้น (Flint et al.,2004 ; Chuchird, 2002) อยา่งไรก็ตามเช้ือ
ไวรัสดงักล่าวยงัสามารถถ่ายทอดไปยงัเจา้บา้นท่ีเหมาะสมได ้เห็นไดจ้ ากขอ้มูลการติดเช้ือไวรัสใน
กุง้ขาวแวนนาไมจากการศึกษาคร้ังน้ี 
  
5. การศึกษาความรุนแรงของการติดเช้ือไวรัสหัวเหลอืงในกุ้งขาวแวนนาไมจากการฉีดเช้ือไวรัสและ
การให้กุ้งปกติกนิกุ้งทีป่่วยแล้วน าไปเลีย้งในน า้ทีม่ีระดับความเค็มแตกต่างกนั 
  

ผลการศึกษาแสดงไวใ้นตาราง ท่ี 12 และ13 ภาพท่ี 14, 15 และ16 พบวา่กุง้ท่ีติดเช้ือไวรัส
แสดงอาการส่วนหวัมีสีเหลือ งค่อนขา้งชดั ส าหรับอตัราการตายของกุง้พบไดต้ั้งแต่ 1 วนัหลงัจาก
ฉีดเช้ือไวรัส โดยกุง้ท่ีติดเช้ือจะตายสูงสุดในช่วง 1-3 วนัหลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส กุง้ทดลองในกลุ่ม
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ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ 5 พีพีทีจะพบอตัราการตายสูงท่ีสุดและตายเร็วท่ีสุดในขณะท่ีกุง้ท่ีเล้ียงในน ้า
ความเคม็ 30 พีพีที จะตายชา้ท่ีสุดโดยสามารถมีชีวติอยูไ่ดถึ้งประมาณ 20 วนั การทดลองต่อมา จึง
เปล่ียนวธีิการใหเ้ช้ือไวรัสจากการฉีดเช้ือไวรัสเขา้ไปในกุง้เป็นการใหกุ้ง้ไดรั้บเช้ือไวรัสหั วเหลือง
จากการกินกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองแลว้น าไปเล้ียงในน ้าท่ีมีระดบัความเคม็แตกต่างกนั
เช่นเดียวกบัการทดลอง คร้ังแรก พบวา่กุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสเร่ิมตายในวนัท่ี 2 หลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส 
โดยกุง้ในกลุ่มท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ 5 พีพีทีจะพบอตัราการตายสูงท่ี สุดและตายเร็วท่ีสุดในขณะท่ี
กุง้ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ 30 พีพีที จะตายชา้ท่ีสุดโดยสามารถมีชีวติอยูไ่ดถึ้ง 40 วนั ส าหรับพยาธิ
สภาพของเน้ือเยือ่กุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในการศึกษาคร้ังน้ีพบลกัษณะ nuclear pyknosis และ 
karyorrhexsis ในเหงือก   ต่อมน ้าเหลือง ต ลอดจน ตบัและตบัอ่อน  และอวยัวะสร้างเมด็เลือด  
(haemopoietic tissue) ของกุง้ ส าหรับการศึกษาโดยใชว้ธีิ RT-PCR พบวา่กุง้ทดลองทุกตวัท่ีติดเช้ือ
ใหผ้ลบวกกบัชุดตรวจสอบท่ีน ามาศึกษา  ในขณะท่ีกุง้ในกลุ่มควบคุมบางตวัท่ีตายใหผ้ลลบกบัการ
ติดเช้ือไวรัสจากการตรวจสอบโดยวธีิ RT-PCR การศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ระดบัความเคม็ของ
น ้าท่ีเล้ียงมีผลต่อความรุนแรงของโรคไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุน้ีโดยกุง้ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ต ่า 5 
พีพีที มีอตัราการตายสูงท่ีสุดและตายเร็วท่ีสุดเม่ือ เปรียบเทียบกบักุง้ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ 15 และ 
30 พีพีที ในขณะท่ีกุง้ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ปกติคือ 30 พีพีที จะมีอตัราการตายชา้ท่ีสุด ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัสภาพปัจจุบนัท่ีเร าจะไม่พบการตายของกุง้ ขาวแวนนาไม ดว้ยโรคไวรัสหวัเหลือง
บริเวณท่ีมีการเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ปกติในพื้นท่ีชายฝ่ังทะเล 
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ภาพที ่14  กุง้ขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง (บน) จะพบบริเวณส่วนหวัมีสีเหลืองชดัเจน  
                 เม่ือเปรียบเทียบกบักุง้ปกติ (ล่าง) 
 
   



ตารางที ่12  อตัรารอดตายเฉล่ียของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีระดบัความเคม็ต่าง ๆ หลงัฉีดเช้ือ YHV  
 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 
                นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

เวลา (วนัหลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส) กลุ่มความเคม็ 
5 พีพีที 15 พีพีที 30 พีพีที 

วนัท่ี 1 8.67±1.53a 10±0a 10±0a 
วนัท่ี 2 6.33±1.15b 8.67±1.53a 9.67±0.58a 
วนัท่ี 3 2.67±0.58b 5.67±2.31a 8±1a 
วนัท่ี 4 0.67±1.15b 2.33±0.58b 7±2a 
วนัท่ี 5 0±0b 0.33±0.58b 4±2.65a 
วนัท่ี 6 0±0a 0±0a 1±1a 
วนัท่ี 7 0±0a 0±0a 1±1a 
วนัท่ี 8 0±0a 0±0a 0.33±0.58a 
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ภาพที ่15  อตัรารอดตายเฉล่ียของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีระดบัความเคม็ต่าง ๆ หลงัฉีดเช้ือ YHV  
 
หลงัจากเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมท่ีไดรั้บการฉีดเช้ือไวรัสเป็นระยะเวลา 8 วนั (ตารางท่ี 12 

และ ภาพท่ี 15) พบวา่อตัราการรอดตายเฉล่ียในวนัท่ีสองของการทดลอง กุง้ขาวท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความ
เคม็ 5 พีพีที มีอตัราการรอดตายเฉล่ียเท่ากั บ 6.33±1.15 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05)กบักลุ่มการทดลองท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 15 และ 30 พีพีที ซ่ึงมีอตัราการรอดตาย
เฉล่ียเฉล่ียเท่ากบั 8.67±1.53 เปอร์เซ็นต ์และ 9.67±0.58 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกุง้
ขาวท่ีเล้ียงในน ้าท่ีมีความเคม็ 5, 15 และ 30 พีพีทีพบวา่ กุง้ขาวในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 5 พีพี
ที มีอตัรารอดตายเฉล่ียลดลงเร็วท่ีสุด โดยมีอตัรารอดตายเฉล่ียเท่ากบั 0±0 เปอร์เซ็นตใ์นวนัท่ี 5 
หลงัจากฉีดเช้ือไวรัส ส่วนกุง้ท่ีเล้ียงในน ้าท่ีมีความเคม็  15 พีพีที มีอตัรารอดตายเฉล่ียเท่ากบั  0±0 
เปอร์เซ็นตใ์นวนัท่ี 6 หลงัจากฉีดเช้ือไวรัส ในขณะท่ีกุง้ท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 30 พีพีทีมีอตัรารอด
ตายเฉล่ียสูงท่ีสุด เม่ือส้ินสุดการทดลองหลงัจากเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 วนั พบวา่อตัรารอดตายเฉล่ีย
ของกุง้ขาวท่ีเล้ียงดว้ยน ้าท่ีมีความเคม็ 5, 15 และ 30 พีพีที มีค่าเท่ากบั 0±0, 0±0 และ 0.33±0.58 ซ่ึง
ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
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 ตารางที ่13  อตัรารอดตายเฉล่ียของกุง้ขาวแวนนาไมท่ีระดบัความเคม็ต่าง ๆ หลงัใหกิ้นกุง้ท่ีมีเช้ือ  
       YHV 

 
เวลา (วนัหลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัส) กลุ่มความเคม็ 

5 พีพีที 15 พีพีที 30 พีพีที 
วนัท่ี 1 10±0a 10±0a 10±0a 
วนัท่ี 2 8±2a 9.33±0.58a 10±0a 
วนัท่ี 3 5±2.65b 8.33±1.15ab 8.67±0.58a 
วนัท่ี 4 3±2b 6.33±1.15a 8±1a 
วนัท่ี 5 2±2b 3.67±1.15ab 5.67±1.15a 
วนัท่ี 6 1±1b 2±2.65ab 5.33±1.53a 
วนัท่ี 7 0±0b 1.67±2.08ab 3.33±0.58a 
วนัท่ี 8 0±0a 0±0a 0.33±0.58a 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรแตกต่างกนัในแถวเดียวกนั หมายถึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 
                นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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  ภาพที ่16  อตัรารอดตายเฉล่ียกุง้ขาวแวนนาไมท่ีระดบัความเคม็ต่าง ๆ หลงัใหกิ้นกุง้ท่ีมีเช้ือ YHV 

 
หลงัจากเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมท่ีไดก้ารใหเ้ช้ือไวรัสโดยการกินเป็นระยะเวลา 8 วนั (ตาราง

ท่ี 13 และ ภาพท่ี 16) พบวา่อตัราการรอดตายเฉล่ียในวนัท่ีสามของการทดลอง กุง้ขาวท่ีเล้ียงดว้ยน ้า
ความเคม็ 5 พีพีที มีอตัราการรอดตายเฉล่ียเท่ากบั 5±2.65 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึง แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05)กบักลุ่มการทดลองท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 30 พีพีที ซ่ึงมีอตัราการรอดตายเฉล่ีย
เท่ากบั 8.67±0.58 เปอร์เซ็นต ์และ 9.67±0.58 แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P>0.05) กบักลุ่มท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 15 พีพีที เม่ือเปรียบเทียบกุง้ขาวท่ีเล้ียงในน ้าท่ีมีความเคม็ 
5, 15 และ 30 พีพีทีพบวา่ กุง้ขาวในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 5 พีพีที มีอตัรารอดตายเฉล่ียลดลง
เร็วท่ีสุด โดยมีอตัรารอดตายเฉล่ียเท่ากบั 0±0 เปอร์เซ็นตใ์นวนัท่ี 7 หลงัจากใหกิ้นเช้ือไวรัส ส่วนกุง้
ท่ีเล้ียงในน ้าท่ีมีความเคม็  15 พีพีที มีอตัรารอดตายเฉล่ียเท่ากบั  0±0 เปอร์เซ็นตใ์นวนัท่ี 8 หลงัจาก
ใหกิ้นเช้ือไวรัส ในขณะท่ีกุง้ท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความเคม็ 30 พีพีทีมีอตัรารอดตายเฉล่ียสูงท่ีสุด เม่ือ
ส้ินสุดการทดลองหลงัจากเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 วนั พบวา่อตัรารอดตายเฉล่ียของกุง้ขาวท่ีเล้ียงดว้ย
น ้าท่ีมีความเคม็ 5, 15 และ 30   พีพีที มีค่าเท่ากบั 0±0, 0±0 และ 0.33±0.58 ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
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6. การศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพของเนือ้เยือ่กุ้งทีต่ิดเช้ือไวรัสโรคหัวเหลอืง 
 
 เม่ือน ากุง้ขาวแวนนาไมท่ีป่วย แต่ยงัมีชีวติอยูม่าศึกษาทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ พบการ
เปล่ียนแปลงในอวยัวะต่าง ๆ ดงัน้ี  
 
 6.1 การศึกษาพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่  
 
 6.1.1 ต่อมน ้าเหลือง (Lymphoid organ) 
 
         เป็นอวยัวะท่ีตั้งอยู่ใตก้ระเพาะอาหารส่วนหนา้ อยูบ่ริเวณดา้นหนา้ค่อนมาทางดา้นใต้
ของตบัและตบัอ่อน เน้ือเยือ่ปกติจะมีลกัษณะเป็นท่อ ประกอบดว้ยเซลลอ์ยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม โดย
ภายในท่อจะมีเส้นเลือดอยู ่และบริเวณรอบ ๆ ท่อจะมีแอ่งเลือด (hemal space) จากการศึกษา
ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเน้ือเยื่ อกุง้ขาวท่ีเป็ นโรคหวัเหลืองในการ ทดลอง น้ี พบการตายของ
เซลลใ์นต่อมน ้าเหลืองมีลกัษณะนิวเคลียสหดตวัเล็กลง (nucleus pyknosis) และโครมาตินจะรวมตวั
เป็นกอ้น  หรือพบนิวเคลียสเกิดการแตกออกเป็นช้ินเล็กๆ (karyorrhexis) กระจายอยูท่ ัว่ไปในไซโ ท 
พลาสซึม อยา่งเด่นชดั (ภาพท่ี 17-19)  
 

6.1.2  เน้ือเยือ่บริเวณเหงือก (Gill tissue) 
 

          เน้ือเยือ่ปกติของเหงือกประกอบดว้ยชั้นของเน้ือเยือ่ผวิท่ีมีลกัษณะเป็นเยือ่บาง ๆ ท า
หนา้ท่ีใหค้วามแขง็แรงและค ้าจุนเหงือก มีช่องวา่งขนาดเล็กคือแอ่งเลือดแทรกอยูเ่พื่อใหน้ ้าเลือด
และเมด็เลือดไหลผ่ านได ้ ส าหรับ ลกัษณะพยาธิสภาพ ของเน้ือเยือ่กุง้ท่ีเป็นโรคหวัเหลือง ใน
การศึกษาคร้ังน้ี ไม่พบการติดเช้ือแบคทีเรียใดๆแต่ พบการบวมน ้าในเซลล์เยือ่บุผวิ และพบลกัษณะ
กอ้นกลม ๆ ติดสี น ้าเงินเขม้ อยูภ่ายในไซโตพลาสซึมคลา้ยกบัอินคลูชัน่บอด้ี ซ่ึงเรียกลกัษณะ
ดงักล่าววา่ basophilic cytoplasmic inclusion ในเซลลเ์ยือ่บุผวิและเซลลเ์มด็เลือดของกุง้ป่วย
นอกจากน้ียงัพบการตายของเซลลเ์ยือ่บุผวิ และเซลลข์องเมด็เลือด  มีลกัษณะ pyknotic nucleus และ
นิวเคลียสในเซลลแ์ตกออกเป็นช้ินเล็กๆ( karyorrhexis) อยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 20-22) 
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 6.1.3  เน้ือเยื่อบริเวณตบัและตบัอ่อน (Hepatopancreas tissue) และอวยัวะสร้างเมด็เลือด  
(hematopoietic tissue) 
 
          เน้ือเยือ่บริเวณตบัและตบัอ่อนของกุง้ป่วย พบวา่มีการสะสมไขมนัในปริมาณนอ้ยใน
เซลลเ์ยือ่บุชนิด R-cell และมีการตายของเซลลเ์มด็เลือดท่ีอยูภ่ายในแอ่งเลือด และ เน้ือเยือ่ท่ีแทรกอยู่
ระหวา่งท่อตบัและตบัอ่อน (interstitial cell) รวมถึงในอวยัวะสร้างเมด็เลือดโดย เมด็เลือด ท่ีตายมี
ลกัษณะ pyknosis และ karyorrhexis (ภาพท่ี 23-26) 
 

6.1.4 เน้ือเยือ่บริเวณชั้นใตเ้ปลือก (Subcuticular epithelium) 
 

 พบการตายและการเส่ือมของเซลลเ์น้ือเยือ่ชั้น epidermis และเซลลเ์น่ือเยือ่เก่ียวพนัของกุง้ท่ี
ติดเช้ือ บางเซลลมี์ลกัษณะของการเกิด  karyorrhexis (ภาพท่ี 27) 
 

6.1.5 เน้ือเยือ่บริเวณกลา้มเน้ือและกลา้มเน้ือหวัใจ (Muscular and myocardium tissue) 
 
             ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่บริเวณกลา้มเน้ือหวัใจของกุง้ท่ีติดเช้ือ พบการ

ตายของเซลลเ์มด็เลือดท่ีแทรกอยูบ่ริเวณกลา้มเน้ือหวัใจพบลกัษณะของ nucleus pyknosis และพบ
การตายเป็นแห่ง ๆ ของเน้ือเยือ่บริเวณกลา้มเน้ือหวัใจ (focal necrosis) (ภาพท่ี28-30) 
 

6.2 การศึกษาเน้ือเยือ่โดยใชเ้ทคนิค Immunohistochemistry 
 
   การศึกษาการติดเช้ือ YHV ในเน้ือเยือ่อวยัวะต่าง ๆ ของกุง้ขาวดว้ยวธีิimmunohistochemistry 
พบวา่สามารถสังเกตไดช้ดัเจนมากกวา่การยอ้มดว้ยสี H&E ซ่ึงในกุง้ขาวสามารถพบความผดิปกติ
ของพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ ไดช้ดัเจนในต่อมน ้าเหลือง , เหงือก และเน้ือเยือ่ท่ีแทรกอยู่ ระหวา่งท่อ
ตบัและตบัอ่อนโดยจะพบลกัษณะของ pyknotic nuclei และ karyorrhexis ในเน้ือเยือ่ดงักล่าว(ภาพท่ี 
17, 20 และ 23) ส่วนการทดสอบดว้ย immunohistochemistry สามารถพบการติดเช้ือในเน้ือเยือ่บริเวณ
อ่ืน ๆ ของกุง้ขาว  เช่น เน้ือเยือ่บริเวณชั้นใตเ้ปลือก , กลา้มเน้ือ , หวัใจ และเน้ือเยือ่เก่ียวพนั (ภาพท่ี 
27B, 28B, 30B และ 31B) โดยเน้ือเยือ่ท่ีติดเช้ือไวรัส YHV จะติดสีน ้าตาลเขม้ (ภาพท่ี 32B, 33B, 
34B และ 35B) ซ่ึงเกิดจากการใช ้ antibody ท่ีมีความจ าเพาะส าหรับ antigen แต่ละชนิดเป็นตวัจบั 
ซ่ึงการตรวจสอบกบัไวรัสหวัเหลือง ในการศึกษาคร้ังน้ี จะใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี  Y19 ท่ี
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จ าเพาะต่อ  YHV ตามท่ีระบุไวใ้นรายงานของ (Sithigorngul et al. , 2002) ซ่ึงสามารถใชเ้พื่อ
ตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสทั้งชนิด YHV-1a และ YHV-1b ท่ีพบในประเทศไทยไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ 
 
7.  การศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพของเนือ้เยือ่ของสัตว์พาหะทีต่ิดเช้ือไวรัสโรคหัวเหลอืง 
 

ส าหรับพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ สัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในการศึกษาในคร้ังน้ี
ไดแ้ก่ ปูนา กุง้ฝอย และกุง้กา้มกรามเม่ือยอ้มดว้ย H&E แลว้ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ไม่พบความ
ผดิปกติในเน้ือเยือ่ต่าง ๆ ของสัตวพ์าหะดงักล่าวแต่อยา่งใด (ภาพท่ี 32A, 33A, 34A และ 35A) แต่เม่ือ
น ามาตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยใชเ้ทคนิค imuunohistochemistry พบการติดเช้ือไวรัสหวั
เหลืองในบางอวยัวะแตกต่างกนั โดยปูนา จะพบติดสีเขม้ชดัเจนของโมโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ี
บริเวณเหงือก  (ภาพท่ี 32B, 33B) ส าหรับในกุง้กา้มกรามพบการติดเช้ือไวรัสใน เน้ือเยือ่บริเวณตบั
และตบัอ่อน (ภาพท่ี 34B) ส่วนในกุง้ฝอย พบการติดเช้ือไวรัสชดัเจนบริเวณเหงือก (ภาพท่ี 35B) ผล
การศึกษาน้ีแสดงวา่ในการตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในพาหะชนิดต่าง  ๆ นั้น นอกจาก
วิธี RT-PCR แลว้การใช ้ immunohistochemistry โดยใช ้โมโคลนอลแอนติบอดี  Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ 
YHV ก็เป็นอีกวธีิหน่ึงท่ีใหผ้ลแม่นย  าในการตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสดงักล่าวในสัตวพ์าหะ 
ในขณะท่ี การตรวจสอบโดยใชก้ารศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่นั้นไม่
เหมาะสมเพราะไม่สามารถพบการเปล่ียนแปลงใด ๆ ทางพยาธิสภาพเน้ือเยือ่ของอวยัวะต่าง  ๆ ของ
สัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือ 

ผลการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่กุง้ขาวท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองใน
คร้ังน้ี พบวา่สอดคลอ้งกบัรายงานของ  Chantanachookin et al.(1993) และ Lu et al.(1994) ซ่ึง
รายงานการพบการตายของเซลลเ์มด็เลือดในลกัษณะ  nucleus pyknosis และ karyorrhexis ใน
บริเวณเหงือก และต่อมน ้าเหลืองของกุง้ นอกจากน้ียงัพบการตายของเน้ือเยือ่เก่ียวพนัต่างๆใตช้ั้ นผวิ
อีพิเดอร์มีส  กลา้มเน้ือหวัใจ  ตลอดจน  ผนงัหรือเยือ่บุตบัและตบัอ่อน  สอดคลอ้ง กบัรายงานของ 
(สิทธิ และคณะ, 2535) อยา่งไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบการเกิด nuclear spheroid ในเน้ือเยือ่
ต่อมน ้าเหลืองของกุง้ท่ีติดเช้ือ ตามรายงานของ Flegel and Sriurairatana (1993 ) และ (ปิยนุช, 2550) 
 ส าหรับผลการศึกษาทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่สัตวพ์าหะได้ แก่กุง้กา้มกราม กุง้ฝอย
และปูนาท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา่ ไม่พบความผดิปกติ ทางพยาธิสภาพของ
เน้ือเยือ่ ต่างๆของสัตวพ์าหะท่ีท าการศึกษาอยา่งไรก็ตาม การตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง
โดยใชเ้ทคนิคทาง immunohistochemistry  แสดงใหเ้ห็นวา่สัตวพ์ าหะดงักล่าวสามารถยอมรับการ



 

73 

ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดด้งัจะเห็นไดจ้ากการพบไวรัสหวัเหลืองในบางอวยัวะของสัตวพ์าหะท่ี
ท าการศึกษาโดยการใชเ้ทคนิค  imuunohistochemistry กบัโมโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ 
YHV (Sithigorngul et al. , 2002) แต่ไวรัสหวัเหลืองไม่สามารถท า อนัตรายใด  ๆ แก่สัตวพ์าหะ
ดงักล่าวเห็นไดจ้ากการไม่พบการตายของสัตวพ์าหะทุกตวัท่ีท าการศึกษาและจาก ผลการศึกษาการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ สัตวพ์าหะหลงัจากการยอ้มดว้ยสี H&E แลว้ตรวจสอบดว้ย
กลอ้งจุลทรรศนซ่ึ์งไม่พบความผดิปกติใดๆเลยในเน้ือเยือ่ของสัตวพ์าหะท่ีท าการศึกษา  ผลการศึกษา
คร้ังน้ีจึงยนืยนัสมมติฐาน ท่ีวา่ เช้ือไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ YHV-1b นั้นไม่สามารถจ าลองตวัเอง
หรือเพิ่มจ านวนไดใ้นสัตวพ์าหะไดแ้ก่กุง้กา้มกราม กุง้ฝอยและปูนาท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี และ
สัตวพ์าหะดงักล่าวสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองออก จากร่างกายไดห้ลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัสหวั
เหลืองไปแลว้ระยะเวลาหน่ึง โดยระยะเวลาในการก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองออกจากตวัของสัตว์
พาหะแต่ละชนิดนั้นจะแตกต่างกนัข้ึนกบัปริมาณของเช้ือไวรัสในตวัสัตวพ์าหะและความแขง็แรง
ของสัตวพ์าหะแต่ละตวั จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่กุง้ก้ ามกรามและปูนาท่ีไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลือง
จะสามารถก าจดัเช้ือไวรัสออกจากตวัได้ หมดภายในเวลา 28 วนัในขณะท่ีกุง้ฝอยสามารถก าจดัเช้ือ
ไวรัสหวัเหลืองได้ หมดภายในเวลา 21 วนั ดงันั้นเกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้ในพื้นท่ีความเคม็ต ่าท่ี พบการ
ระบาดของโรคหวัเหลืองและ มีสัตวพ์าหะดงัก ล่าวอาศยัอยูจ่ะตอ้งป้องกนัไม่ใหส้ัตวพ์าหะดงักล่าว
เขา้มาในพื้นท่ีเล้ียง โดยการท าร้ัวกนัปูและกรองน ้า ดว้ยอวนสีฟ้า  2 ชั้นขนาด 26 ตา ก่อนจะท่ีสูบน ้า
เขา้มาในบ่อเล้ียง เกษตรกรควรมีบ่อพกัน ้าและพกัน ้าในบ่อเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 28 วนัก่อนน ามาใช้
ในการเล้ียงวธีิการดงักล่า วจะสามารถป้องกนัการระบาดของโรคไวรัสหวัเหลืองในฟาร์มเล้ียงกุง้
ขาวแวนนาไมได้   Flegel (2007) รายงานวา่สัตวก์ลุ่มกุง้และปูสามารถติดเช้ือไวรัสหรือเป็นพาหะ
เช้ือไวรัสไดห้น่ึงหรือมากกวา่หน่ึงชนิด โดยบางคร้ังพบวา่สัตวพ์าหะ บางชนิดมีลกัษณะการติดเช้ือ
ไวรัสแบบไม่แสดงอา การไดใ้นระยะยาวซ่ึงอาจยาวถึงชัว่อายขุองสัตวน์ั้นแต่ไวรัสดงักล่าวยงั
สามารถถ่ายทอดเช้ือไปยงัสัตวป์ระเภทกุง้และปูชนิดอ่ืนๆได ้ดงันั้นควรมีการระมดัระวงัในการ
เคล่ือนยา้ยสัตวพ์วกกุง้และปูไปเล้ียงในบริเวณท่ีไม่เคยมีการเพาะเล้ียงมาก่อน เพื่ อหลีกเล่ียงความ
เส่ียงจากเช้ือโรคท่ีติดมากบัสัตวด์งักล่าว นอกจากน้ีเกษตรกรผูเ้พาะเล้ียงกุง้ควรพิจารณาใชลู้กพนัธ์ุ
กุง้ท่ีปลอดเช้ือไวรัสในการเล้ียง และควรมีการใชร้ะบบการรักษาความปลอดภยัทางชีวภาพ              
(biosecurity system)ท่ีเหมาะสมภายในฟาร์ม เพื่อลดความเส่ียงในการเกิดโรคไวรัสร ะบาดภายใน
ฟาร์มเล้ียงกุง้ของเกษตรกรดว้ย 
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ภาพที ่17  พยาธิสภาพ lymphoid organของกุง้ขาวท่ีป่วยหลงัจากไดรั้บเช้ือ YHV ในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ย    
               น ้าความเคม็ต ่า พบ pyknotic nuclei (ลูกศรช้ีสีแดง) และ karryorrhexis (ลูกศรช้ีสีเหลือง)  
               ของเซลลจ์  านวนมาก (H&E, bar =  50.0µm)  
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ภาพที ่18  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (18A) พบเซลลบ์ริเวณ lymphoid organ 
                 ของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือมีลกัษณะ pyknotic nuclei (ลูกศรช้ี) (bar = 200µm) เปรียบเทียบกบั 
                 การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (18B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสี                
                 น ้าตาลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 200µm) 

A 

B 
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ภาพที ่19  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวิธี histopathology (H&E) (19A) พบเซลลบ์ริเวณ lymphoid organ 
                 ของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือมีลกัณะ pyknotic nuclei แทรกอยูจ่  านวนมาก (ลูกศรช้ี) เปรียบเทียบ 
                 กบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (19B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสี 
                 น ้าตาลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 500µm)  

B 

A 



 

77 

 
 
ภาพที ่20  พยาธิสภาพของเหงือกกุง้ขาวท่ีป่วยหลงัจากไดรั้บเช้ือ YHV ในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ยน ้าความ 
                  เคม็ต ่า พบการบวมน ้าและพบ basophilic cytoplasmic inclusion ติดสีน ้าเงินจากการยอ้ม 
                  ดว้ยสี (H&E, bar = 20.0µm) 
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ภาพที ่21  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (21A) พบเซลลบ์ริเวณเหงือกกุง้ขาวท่ีติด 
                    เช้ือมีลกัษณะ pyknotic nuclei (ลูกศรช้ี) เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ 
                    immunihistochemistry (21B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอล 
                     แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 200µm)  

A 

B 
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ภาพที ่22  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (22A) พบลกัษณะ basophilic  
                   cytoplasmic inclusion ติดสีน ้าเงินเขม้ใน เซลลบุ์ผวิเหงือกและเซลลเ์มด็เลือดของกุง้ขาวท่ี 
                   ติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง (ลูกศรช้ี) เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ  
                   immunihistochemistry (22B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสีน ้าตาลของ โมโนโคลนอล   
                    แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 100µm) 

A 

B 
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ภาพที ่23  พยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อนกุง้ขาวท่ีป่วยหลงัจากไดรั้บเช้ือ YHV ในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ย 
               น ้าความเคม็ต ่า พบ pyknotic nuclei ท่ี interstitial cells จ  านวนมาก (ลูกศรช้ี) (H&E, bar =  
               50.0µm) 
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ภาพที ่24  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (24A) พบเซลลบ์ริเวณ interstitial cells  
                  ของตบัและตบัอ่อนกุง้ขาวท่ีติดเช้ือมีลกัษณะ pyknotic nuclei จ  านวนมาก (ลูกศรช้ี)  
                  เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (24B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ  
                 YHV ติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar =  
                 200µm) 

A 

B 
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ภาพที ่25  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (25A) พบลกัษณะ pyknotic nuclei ใน 
                  เน้ือเยือ่บริเวณ interstitial cells ของตบัและตบัอ่อนกุง้ขาวท่ีติดเช้ือ (ลูกศรช้ี)  
                  เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (25B) พบการติดเช้ือ  
                 YHV ซ่ึงติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV  ในบริเวณ 
                 ดงักล่าว (ลูกศรช้ี) (bar = 500µm) 

A 

B 
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ภาพที ่26  แสดงการตายของเซลลเ์มด็เลือดมีลกัษณะ pyknotic nuclei และ karryorrhexis (ลูกศรช้ี)  
                   บริเวณ interstitial cells ของ ตบัและตบัอ่อนและในอวยัวะสร้างเมด็เลือดของกุง้ขาวท่ีติด                  
                   เช้ือ YHV (H&E) (26A) เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry     
                   (26B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ ติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV  
                   (ลูกศรช้ี)  (bar = 200µm) 
 

A 

B 
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ภาพที ่27  แสดงการตายของเซลล ์epidermis และการเส่ือมของเน้ือเยือ่เก่ียวพนั บริเวณชั้นใต ้
                 เปลือกของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือ (H&E) (27A) (ลูกศรช้ี ) เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ย 
                 วธีิ immunihistochemistry (27B) พบเซลลท่ี์ติด เช้ือ YHV ติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอล 
                    แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 100µm)  

A 

B 
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ภาพที ่28  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (28A) พบเซลลก์ลา้มเน้ือของกุง้ขาวท่ี 
                 ติดเช้ือมีลกัษณะ pyknotic nuclei (ลูกศรช้ี) เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ  
                 immunihistochemistry (28B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอล 
                    แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar =  200µm) 

A 

B 
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ภาพที ่29  พยาธิสภาพกลา้มเน้ือหวัใจของกุง้ขาวท่ีป่วยหลงัจากไดรั้บเช้ือ YHV ในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ย 
   น ้าความเคม็ต ่า พบ pyknotic nuclei (ลูกศรช้ี) (H&E, bar = 50.0µm) 
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ภาพที ่30  แสดงการตายของเซลลเ์มด็เลือดในบริเวณกลา้มเน้ือหวัใจของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือมีลกัษณะ  
                    pyknotic nuclei  (ลูกศรช้ี)  (H&E) (30A) เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ 
                    immunihistochemistry (30B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอล 
                     แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 500µm) 

A 

B 
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ภาพที ่31  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (31A) พบการตายของเซลลเ์น้ือเยือ่ 
                  เก่ียวพนัของกุง้ขาวท่ีติดเช้ือ (ลูกศรช้ี)  เปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ  
                  immunihistochemistry (31B) พบเซลลท่ี์ติดเช้ือ YHV ติดสีน ้าตาลของ โมโนโคลนอล 
                     แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 200µm) 

A 

B 
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ภาพที ่32  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (32A) บริเวณเหงือกของปูนาท่ีติดเช้ือ  
                 ไม่พบความผดิปกติ แต่เม่ือน ามาตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (32B) พบ 
                  การติดเช้ือ YHV ในบริเวณดงักล่าวโดยพบการติดสีน ้าตาลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
                     Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV  (ลูกศรช้ี) (bar = 50.0µm) 

A 

B 
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ภาพที ่33  การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (33A) บริเวณเหงือกของปูนาไม่พบ 
                  ความผดิปกติแต่เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิimmunihistochemistry   
                 (33B) พบการติดเช้ือ YHV  ในบริเวณดงักล่าวโดยพบการติดสีน ้าตาลของโมโคลนอล 
                  แอนติบอดี Y19 ท่ีจ  าเพาะต่อ YHV (ลูกศรช้ี) (bar = 200µm) 

A 

B 



 

91 

 
   

 
 

ภาพที ่34  แสดงเซลลต์บัและตบัอ่อนของกุง้กา้มกรามท่ีไดรั้บเช้ือ YHV ซ่ึงไม่พบความผดิปกติ  
                  (H&E) (34A) แต่เม่ือน ามาตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (34B) พบ การ 
                  ติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง โดยพบการติดสีน ้าตาลของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ี 
                  จ  าเพาะต่อ YHV ในเซลลด์งักล่าว (ลูกศรช้ี) (bar = 100µm) 

A 

B 
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ภาพที ่35   การตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ histopathology (H&E) (35A) ไม่พบวา่มีการผดิปกติของเซลล์ 
                  บริเวณเหงือกของกุง้ฝอย แต่เม่ือน ามาตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธีิ immunihistochemistry (35B)  
                  พบการติดเช้ือ YHV โดยพบการติดสีน ้าตาล ของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี Y19 ท่ี 
                  จ  าเพาะต่อ YHV ในเซลลด์งักล่าว(ลูกศรช้ี)(bar = 100µm)  

A 

B 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 

 
1. การศึกษาการเกิดโรคหวัเหลือง (Yellow-head Disease; YHD) และชนิดของพาหะใน

ฟาร์มเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมดว้ยน ้าความเคม็ต ่า จ านวนทั้งส้ิน 29 ฟาร์มในจงัหวดัราชบุรี  พบการติด
เช้ือไวรัสหวัเหลืองในตวัอยา่งท่ีรวบรวมจากฟาร์มท่ี 8  ฟาร์มท่ี 9 และฟาร์มท่ี 24 โดยสัตวท่ี์ตรวจ
พบการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในฟาร์มดงักล่าวไดแ้ก่ กุง้กา้มกราม (Macrobrachium rosenbergii) 
กุง้ฝอย (Macrobrachium lanchesteri) และปูนา (Somanniathelphusa germaini)  

 
2.  การจ าแนกชนิดของไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมโดยวธีิทางชีวโมเลกุล 

ผลจากการศึกษา พบวา่เช้ือไวรัสหวัเหลืองน้ีเป็นเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ  YHV1-b ซ่ึงแตกต่างจากสาย
พนัธ์ุอ่ืน ๆ คือ มีโปรตีน gp-116 ท่ีขาดหายไป 
 

3.  การศึกษาพาหะการเกิดโรคหวัเหลืองในหอ้งปฏิบติัการโดยการน าปูนา (Somanniathelphusa 
germaini), กุง้กา้มกราม (Macrobrachium rosenbergii) และกุง้ฝอย (Macrobrachium lanchesteri) ท่ีปลอด
เช้ือไวรัสมาฉีด และแช่ดว้ยเช้ือไวรัสหวัเหลืองท่ีสกดัจากกุง้ขาวแวนนาไมจากนั้นสังเกตุอตัราการตาย
และตรวจการติดเช้ือไวรัสดงักล่าวพบวา่สัตวพ์าหะทัง้ 3 ชนิด ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองและไม่พบการ
ตายของพาหะทุกตวั ในระหวา่งท าการศึกษา จึงสรุปไดว้า่สัตวพ์าหะทั้ง 3 ชนิดท่ีท าการศึกษานั้น 
ทนทานต่อเช้ือไวรัสหวัเหลืองโดยสามารถมีชีวติอยูไ่ดห้ลงัจากไดรั้บเช้ือไวรัสหวัเหลืองเป็นเวลา
ถึง 28 วนัโดยกุง้กา้มกรามและปูนาท่ีไดรั้บเช้ือสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดห้มดภายในเวลา 
28 วนั ในขณะท่ีกุง้ฝอยทั้งหมดสามารถก าจดัเช้ือไวรัสหวัเหลืองไดภ้ายในเวลา 21 วนั และเม่ือน าปู
นา กุง้กา้มกรามและกุง้ฝอยท่ีปลอดเช้ือไวรัสมาแลว้น าขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองให้
สัตวพ์าหะกิน พบวา่สัตวพ์าหะทั้ง 3 ชนิด ติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองและไม่พบการตายของสัตวท์ดลอง
ทุกตวัท่ีกินกุง้ขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือไวรัสหวัเหลือง 

 
4. ศึกษาการถ่ายทอดเช้ือไวรัสหวัเหลืองจากพาหะสู่กุง้ขาวแวนนาไม โดยน ากลุ่มสัตว์

พาหะทั้ง3 ชนิดไดแ้ก่ กุง้กา้มกราม กุง้ฝอยและปูนาท่ีฉีดดว้ยเช้ือไวรัสหวัเหลืองหลงัจากนั้นเล้ียงไว้
เป็นเวลา 7 , 14, 21 และ 28 วนัก่อนน าไปเล้ียงร่วมกบักุง้ขาวแวนนาไมขนาด 8-10 กรัมท่ีปลอดเช้ือ
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เป็นเวลา 7 วนัแลว้สังเกตอตัราการตาย  จะเห็นไดว้า่กุง้กา้มกรามกุง้ฝอย และปูนาสามารถถ่ายทอด
เช้ือไวรัสหวัเหลืองสายพนัธ์ุ YHV-1b ไปยงักุง้ขาวแวนนาไมได ้

 
เม่ือน ากลุ่มสัตวพ์าหะทั้ง3 ชนิดไดแ้ก่ กุง้กา้มกราม กุง้ฝอยและปูนาท่ีฉีดดว้ยเช้ือไวรัสหวั 

เหลืองหลงัจากนั้นเล้ียงไวเ้ป็นเวลา 3 , 7 และ14วนัก่อนน าไปใหกุ้ง้ขาวแวนนาไมขนาด 8-10 กรัมท่ี
ปลอดเช้ือกินติดต่อกนัเป็นเวลา 3 วนั พบวา่กุง้กา้มกรามกุ้ งฝอยและปูนาสามารถถ่ายทอดเช้ือไวรัส
หวัเหลืองสายพนัธ์ุ YHV-1b ไปยงักุง้ขาวแวนนาไมได ้
  
 5. การศึกษาความรุนแรงของการติดเช้ือไวรัสหวัเหลืองในกุง้ขาวแวนนาไมจากการฉีดเช้ือ
ไวรัสเขา้ไปในกุง้ทดลองและการใหกุ้ง้ปกติกินกุง้ท่ีป่วย เป็นโรคหวัเหลืองแลว้น าไปเล้ียงในน ้าท่ี มี
ระดบัความเคม็แตกต่างกนั  พบวา่กุง้ท่ีติดเช้ือไวรัส  ในกลุ่มท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ 5 พีพีทีจะพบ
อตัราการตายสูงท่ีสุดและตายเร็วท่ีสุดในขณะท่ีกุง้ท่ีเล้ียงในน ้าความเคม็ 30 พีพีที จะตายชา้ท่ีสุด
โดยสามารถมีชีวติอยูไ่ดถึ้งประมาณ 20 วนั ในกลุ่มท่ีไดรั้บเช้ือหวัเห ลืองโดยการฉีดเช้ือในขณะท่ี
กลุ่มท่ีไดรั้บเช้ือหวัเหลืองโดยการกินกุง้ท่ีติดเช้ือหวัเหลืองจะสามารถมีชีวติอยูไ่ดน้านถึง 40 วนั 

 
ข้อเสนอแนะ 

 
 ส าหรับเกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้ในพื้นท่ีท่ีพบการระบาดของโรคหวัเหลือง ควรมีระบบในการ
ป้องกนัสัตวพ์าหะต่าง ๆ ไม่ใหเ้ขา้มาในพื้นท่ีเล้ียง เกษตรกรควรมีบ่อพกัน ้าและพกัน ้าไวอ้ยา่งนอ้ย
เป็นเวลา 28 วนั เพื่อใหส้ัตวพ์าหะท่ีติดเช้ือมีการก าจดัเช้ือภายในร่างกายออกจนหมดก่อน จึงค่อย
เร่ิมปล่อยกุง้ลงเล้ียงในรอบต่อไป  ในกรณีท่ีเกษตรกรตอ้งการปล่อยกุง้ลงเล้ียงเร็วข้ึน ควรพิจารณา
ใชส้ารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือไวรัสในน ้าและก าจดัสัตวพ์าหะในบ่อเล้ียงก่อนปล่อยลูก
กุง้ 
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ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งเพื่อศึกษาดา้นพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่  
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การเตรียมตัวอย่างเพือ่ศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพของเนือ้เยือ่  
 

1. วธีิการ fixed ตวัอยา่ง 
 

1.1  กุง้ท่ีมีขนาด 10 กรัมข้ึนไป จะฉีดน ้ายา Davidson’s fixative เขา้ไปในช่องปาก ส่วนหวั
ดา้นหลงัใตเ้ปลือก ตบัและตบัอ่อน ส่วนทอ้งบริเวณขาเดินคู่ท่ี 3 ถึงขาเดินคู่สุดทา้ยและล าตวัทั้งดา้น
ทอ้งและดา้นหลงัใหท้ัว่ ตดัเปลือกกุง้ตามแนวยาวตั้งแต่เปลือกช่วงทอ้งปลอ้งท่ี 6 จนถึงส่วนหวั  
หลงัจากแช่ตวัอยา่งในน ้ายา Davidson’s fixative ปริมาตร 10-20 เท่าของปริมาณเน้ือเยือ่เป็นเวลา 24 
ชัว่โมงแลว้ เม่ือครบก าหนดยา้ยกุง้ตวัอยา่งไปแช่ในเอธิลแอลกอฮอล ์(เอทานอล) ความเขม้ขน้ 70 
เปอร์เซ็นต ์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง จากนั้นตดัช้ินเน้ือกุง้บริเวณท่ี
ตอ้งการศึกษา 
 

1.2  กุง้ท่ีมีขนาดเล็ก เช่น ลูกกุง้หรือกุง้ฝอย จะเก็บรักษาสภาพทั้งตวัไดใ้นน ้ายา Davidson’s 
fixative 
 

1.3  ปู หากมีขนาดใหญ่ จะเปิดกระดองและตดัเหงือกออก แลว้น าตวัอยา่งเหงือกไปแช่ใน
น ้ายา Davidson’s fixative ปริมาตร 10-20 เท่าของปริมาณเน้ือเยือ่เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้ เม่ือครบ
ก าหนดยา้ยตวัอยา่งไปแช่ในเอธิลแอลกอฮอล ์(เอทานอล) ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง จากนั้นตดัตวัอยา่งเหงือกใหไ้ดต้ามขนาดท่ีตอ้งการ 

 
2.  การเตรียมสารเคมีเพื่อการศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ 
 

2.1 น ้ายาคงสภาพ (Davidson’s fixative) 
 

เอทานอล 95%    30.0  มิลลิลิตร 
ฟอร์มาลินเขม้ขน้ 100%   20.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    10.0  มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่     30.0  มิลลิลิตร 
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2.2 Hematoxylin และ Eosin (H&E) 
 
2.2.1 เมเยอส์ฮีมาทอ็กซิลิน (Mayer’s hematoxylin) 
 

ฮีมาทอ็กซิลิน (kematoxylin crystal)  1  กรัม 
น ้ากลัน่     1,000  มิลลิลิตร 
โซเดียมไอโอเดต (sodium iodate)  0.2  กรัม 
แอมโมเนียมอาลมั หรือโปแตสเซียมอาลมั  50  มิลลิลิตร 
กรดซิตริก (citric acid)   1  กรัม 
คลอรอลไฮเดรต (chloral hydrate)  50  กรัม 

 
วธีิเตรียม ละลายอาลมั (alum) ในน ้ากลัน่โดยไม่ตอ้งใชค้วามร้อน แลว้เติมฮีมาทอ็กซิลิน 

คนใหล้ะลายในสารละลายน้ี จากนั้นเติมโซเดียมไอโอเดต กรดซิตริก และคลอรอลไฮเดรต ใชแ้ท่ง
แกว้คนจนส่วนประกอบเหล่าน้ีละลายเขา้กนัดีอยา่งสมบูรณ์ สีในขั้นสุดทา้ยจะเป็นสีม่วงแดง 
(reddish violet) สีน้ีตอ้งบ่มใหสุ้กใชเ้วลาประมาณ 6-8 สัปดาห์ ถึงแมว้า่พอจะน ามาใชไ้ดภ้ายใน 1-2 
สัปดาห์ก็ตาม  
 

2.2.2  อีโอซิน (eiosin) ซ่ึงใชเ้ป็นสียอ้มซ ้ า (counterstain) ของสีฮีมาทอ็กซิลิน มีสูตรดงัน้ี 
 

1% สตอ็ก แอลกอฮอลิกอีโอซิน 
 
Eosin Y, water soluble   1  กรัม 
น ้ากลัน่     20  มิลลิลิตร 
ละลายใหเ้ขา้กนัแลว้จึงเติม 
แอลกอฮอล ์95%    80  มิลลิลิตร 
 
 
สารละลาย เวอคกิงอีโอซิน (working solution) 

 
สารละลายอีโอซินสตอ็ก   1  ส่วน 
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แอลกอฮอล ์80%    3  ส่วน 
ก่อนใชใ้หเ้ติม 0.5 มิลลิลิตรของกรดแอซีติกเขม้ขน้ต่อ 100มิลลิลิตรของสีแลว้คนใหเ้ขา้กนั 
 
3.  วธีิการทางเนือ้เยือ่วทิยา 
 

3.1 หากเป็นกุง้ขนาดเล็ก จะใชกุ้ง้ทั้งตวั ห่อดว้ยกระดาษเช็ดเลนส์ ส่วนในกุง้ขนาดใหญ 
จะตดัเฉพาะส่วนท่ีตอ้งศึกษา ไดแ้ก่ อวยัวะในระบบห่อหุม้ร่างกาย ระบบกลา้มเน้ือ ระบบ
หมุนเวยีนเลือด ระบบหายใจ ระบบยอ่ยอาหาร โดยตดัหมี้ความหนาของช้ินเน้ือไม่เกิน 4 มิลลิเมตร 
 

3.2 น าช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งมาบรรจุใน embedding cassette แลว้ผา่นขั้นตอนการดึงน ้า 
ออก (dehydtation) สารเคมีท่ีใช่ขจดัน ้าออกจากเน้ือเยือ่ เรียกวา่ สารท่ีใชข้จดัน ้า (dehydrant) เช่น 
เอทิลแอลกอฮอล ์อะซีโตน เป็นตน้ โดยเน้ือเยือ่จะตอ้งผา่นแอลกอฮอลจ์ากความเขม้ขน้ต ่าไปสูง 
เร่ิมจาก 70% 80% 95% จนถึง 100% แอลกอฮอล ์และแต่ละขั้นควรจะเปล่ียนน ้ายา 2 คร้ัง 
โดยทัว่ไปจะนิยมใชเ้คร่ืองมืออตัโนมติัท่ีเรียกวา่ เคร่ืองเตรียมเน้ือเยือ่อตัโนมติั (automatic tissue 
processor) ซ่ึงจะมีขั้นตอนตามวธีิมาตรฐานของ Bell and Lightner (1988) ดงัน้ี 

 
ขั้นตอนที่ สารละลาย เวลา (นาที) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
 

10 
11 
12 

50% propanol 
70% propanol 

95% propanol I 
95% propanol II 
95% propanol III 
100% propanol I 
100% propanol II 
100% propanol III 

Histosolve I 
ผลิตภณัฑข์องบริษทั Thermo Shandon 

Histosolve II 
Paraplast I 
Paraplast II 

30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
30-60 

60 
 

90 
90 

120 
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                3.3  การขจดัแอลกอฮอลแ์ละท าใหเ้น้ือเยือ่ใส (clearing or dealcoholization) เป็นการน า 
สารเคมีตวัใหม่เขา้มาแทนท่ีสารท่ีใชข้จดัน ้า และสารเคมีตวัน้ีจะเป็นตวักลางน าสารท่ีใชฝั้งเน้ือเยือ่
เขา้สู่ภายในเซลลห์รือเน้ือเยือ่ มีอยูห่ลายชนิด เช่น ไซลีน โทลูอีน เบนซีน คลอโรฟอร์ม และ ซีดาร์
วูด๊ออยล ์เป็นตน้  
 

  3.4  ขั้นตอน infiltration เป็นการท าใหส้ารท่ีใชฝั้งเน้ือเยือ่ท่ีหลอมเหลวแทรกซึมเขา้ไปใน 
เซลลแ์ละเน้ือเยือ่ สารท่ีนิยมใชคื้อ พาราฟิน หรือ ข้ีผึ้ง (wax) เม่ือเน้ือเยือ่ผา่นการแทรกซึมของ
พาราฟินเรียบร้อยแลว้ จะมีพาราฟินแทรกอยูท่ ัว่ไปในเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ น าเน้ือเยือ่มาฝังในพาราฟิน
ท่ีหลอมเหลว แลว้ท าใหพ้าราฟินรอบ ๆ เน้ือเยือ่มีอุณหภูมิลดลงจนแขง็ตวั โดยมีเน้ือเยือ่อยูต่รง
กลาง วธีิการน้ีเรียกวา่ การฝังเน้ือเยือ่ในพาราฟิน (embedding) 
 

  3.5  น าแท่งช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งท่ีไดม้าตดัแต่งหนา้บล็อกใหเ้รียบ(trimming) 
 

3.6 การตดัเน้ือเยือ่ใหเ้ป็นแผน่บาง (sectioning) น าแท่งช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งมาตดัดว้ย 
เคร่ืองตดัช้ินเน้ือ (microtome รุ่น LeicaRM-2145)ใหมี้ความหนาประมาณ 4-5 ไมโครเมตร ใชป้าก
คีบปลายแบนคีบเน้ือเยือ่ท่ีตดัไวว้างลงบนแผน่สไลด ์ใชห้ลอดหยดเอทานอล 50% ลงบนแผน่
สไลดท่ี์มีเน้ือเยือ่ หลงัจากนั้นน าไปลอยบนน ้ากลัน่ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 43-45 องศาเซลเซียส เลือก
ตวัอยา่งท่ีสมบูรณ์แลว้ชอ้นดว้ยแผน่สไลดท่ี์สะอาด ใชทิ้ชชู่ซบัใหแ้หง้ แลว้น าไปวางบนเคร่ืองอุ่น
สไลด ์(slide warmer) ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 40-45 องศาเซลเซียส และปล่อยสไลดใ์หแ้หง้ขา้มคืน 
(over night) 
 

  3.7  น าเน้ือเยือ่มายอ้มสี hematoxylin และ eosin (H&E) ตามวธีิ Bell and Lightner (1998)  
ตามขั้นตอน ดงัน้ี 
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ขั้นตอนที ่ สารละลาย เวลา (นาที) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

xylene 
xylene 

100% alcohol 
100% alcohol 
95% alcohol 
95% alcohol 

ลา้งน ้า 
hematoxylin 

ลา้งน ้า 
Blueing Solution (dilute) 

ลา้งน ้า 
95% alcohol 

Eosin 
95% alcohol 
95% alcohol 

100% alcohol 
100% alcohol 

xylene 
xylene 
xylene 

5 
4 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 

จุ่ม 10-20 คร้ัง 
1 

จุ่ม 10-20 คร้ัง 
1 

0.15 
0.15 

1 
1 
1 
2 
2 

 
  3.8  ปิดสไลดด์ว้ยกระจกปิดสไลด ์(cover glass) โดยใชน้ ้ายา permount 
 
  3.9  น าสไลดถ์าวรท่ีไดม้าศึกษาลกัษณะต่าง ๆของเน้ือเยือ่ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แสง (Light  

microscope) พร้อมถ่ายภาพบนัทึกไว ้
 
หมายเหตุ: นิวเคลียส-ติดสีน ้าเงิน 
                  ไซโทพลาสซึม-ติดสีชมพถึูงแดง 
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การเตรียมตัวอย่างเพือ่ศึกษา immunohistochemistry (IHC) 
 

1.  วธีิการ fixed ตัวอย่าง 
 
วธีิเดียวกนักบัการศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่ 

 
2. การเตรียมสารเคมีเพือ่การศึกษา immunohistochemistry 
 

2.1 น ้ายาคงสภาพ (Davidson’s fixative) 
 
เอทานอล 95%     30.0  มิลลิลิตร 
ฟอร์มาลินเขม้ขน้ 100%    20.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    10.0  มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่      30.0  มิลลิลิตร 

 
2.2 สารละลายเคลือบสไลด ์(coated slide solution) 
 
เจลาติน      1.0  กรัม 
โครเมียมโพแทสเซียมซลัเฟต (CrK(SO4)2.12H2O 0.05  กรัม 
น ้ากลัน่      100.0  มิลลิลิตร 
 
2.3 Phosphate buffered saline (PBS) เขม้ขน้ 0.15 โมลาร์ พีเอช 7.2 
 
โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)    8.00  กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)   0.20  กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.20  กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  1.15  กรัม 
น ้ากลัน่      1000.0  มิลลิลิตร 
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2.4 สารละลาย calf serum 10% (P1+) 
 
Calf serum     10.0  มิลลิลิตร 
PBS      100.0  มิลลิลิตร 
 
2.5 สี eosin Y 0.2% ในเอทานอล 95% 
 
สี eosin Y     0.2  กรัม 
เอทานอล 95%     100.0   มิลลิลิตร 
 

3.  การตรวจการติดเช้ือ YHV ด้วยวธีิ immunohistochemistry (Sithigorngul et al., 2002) 
  

3.1  หากเป็นกุง้ขนาดเล็ก จะใชกุ้ง้ทั้งตวั ห่อดว้ยกระดาษเช็ดเลนส์ ส่วนในกุง้ขนาดใหญ่จะ
ตดัเฉพาะส่วนท่ีตอ้งศึกษา ไดแ้ก่ อวยัวะในระบบห่อหุม้ร่างกาย ระบบกลา้มเน้ือ ระบบหมุนเวยีน
เลือด ระบบหายใจ ระบบยอ่ยอาหาร โดยตดัหมี้ความหนาของช้ินเน้ือไม่เกิน 4 มิลลิเมตร 

 
3.2 น าช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งมาบรรจุใน embedding cassette แลว้ผา่นขั้นตอนการดึงน ้าออก 

(dehydtation) สารเคมีท่ีใช่ขจดัน ้าออกจากเน้ือเยือ่ เรียกวา่ สารท่ีใชข้จดัน ้า (dehydrant) เช่น 
เอทิลแอลกอฮอล ์อะซีโตน เป็นตน้ โดยเน้ือเยือ่จะตอ้งผา่นแอลกอฮอลจ์ากความเขม้ขน้ต ่าไปสูง 
เร่ิมจาก 70% 80% 95% จนถึง 100% แอลกอฮอล ์และแต่ละขั้นควรจะเปล่ียนน ้ายา 2 คร้ัง 
โดยทัว่ไปจะนิยมใชเ้คร่ืองมืออตัโนมติัท่ีเรียกวา่ เคร่ืองเตรียมเน้ือเยือ่อตัโนมติั (automatic tissue 
processor) ) ซ่ึงจะมีขั้นตอนตามวธีิมาตรฐานของ Bell and Lightner (1998) ดงัน้ี 

 
ขั้นตอนที่ สารละลาย เวลา (นาที) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

50% propanol 
70% propanol 

95% propanol I 
95% propanol II 
95% propanol III 
100% propanol I 

30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
30-60 
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ขั้นตอนที่ 
7 
8 
9 

 
10 
11 
12 

สารละลาย 
100% propanol II 
100% propanol III 

Histosolve I 
ผลิตภณัฑข์องบริษทั Thermo Shandon 

Histosolve II 
Paraplast I 
Paraplast II 

 

เวลา (นาที) 
30-60 
30-60 

60 
 

90 
90 

120 

 
3.3  จากนั้นน าช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งวางในแม่พิมพ ์(mold) เพื่อท าใหเ้ป็นแท่งดว้ย 

พาราฟินโดยเคร่ือง paraffin embedding (Shandon Histocentre 2) 
 

3.4  น าแท่งช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งท่ีไดม้าตดัแต่งหนา้ใหเ้รียบ (trimming) 
 

3.5  การตดัเน้ือเยือ่ใหเ้ป็นแผน่บาง (sectioning) น าแท่งช้ินเน้ือเยือ่ตวัอยา่งมาตดัดว้ยเคร่ือง 
ตดัช้ินเน้ือ (microtome รุ่น LeicaRM-2145)ใหมี้ความหนาประมาณ 7-8 ไมโครเมตร ใชป้ากคีบ
ปลายแบนคีบเน้ือเยือ่ท่ีตดัไวว้างลงบนแผน่สไลด ์ใชห้ลอดหยดเอทานอล 50% ลงบนแผน่สไลดท่ี์
มีเน้ือเยือ่ หลงัจากนั้นน าไปลอยบนน ้ากลัน่ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 43-45 องศาเซลเซียส เลือก
ตวัอยา่งท่ีสมบูรณ์แลว้ชอ้นดว้ยแผน่สไลดท่ี์ coated ดว้ยสารละลายเคลือบสไลด ์ใชทิ้ชชู่ซบัใหแ้หง้ 
แลว้น าไปวางบนเคร่ืองอุ่นสไลด ์(slide warmer) ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 40-45 องศาเซลเซียส และ
ปล่อยสไลดใ์หแ้หง้ขา้มคืน (over night) 
 

3.6 น าสไลดท่ี์มีเน้ือเยือ่มาละลายเอาพาราฟินออกจากเน้ือเยือ่ (deparaffization) โดยวาง 
สไลดล์งบนตะกร้า (slide basket) แลว้น าไปจุ่มในโถแกว้ท่ีบรรจุไซลีน และดึงน ้าเขา้สู่เน้ือเยือ่ 
(rehydrate) ดว้ยแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั ดงัน้ี 
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ขั้นตอนที่ สารละลาย เวลา (นาที) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

xylene 
xylene 
xylene 

xylene:butanol (1:1) 
butanol 

95% alcohol 
90% alcohol 
80% alcohol 
70% alcohol 
ลา้งน ้ากลัน่ 

10% formalin 
น ้ากลัน่ 
น ้ากลัน่ 
น ้ากลัน่ 

PBS 
PBS 
PBS 

5-10 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

10 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

 
3.7  การป้องกนัการจบัแบบไม่จ  าเพาะ (blocking) โดยหยดสารละลาย P1+ใหค้ลุมแต่ละ 

เน้ือเยือ่ดว้ยไมโครปิเปต บ่มในท่ีช้ืนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที 
 

3.8  ดูดสารละลาย P1+ ในแต่ละเน้ือเยือ่ออก หลงัจากนั้นใส่โมโนโคนอลแอนติบอดีท่ี  
จ  าเพาะต่อ Y19 (Sithigorngul et al., 2002) ของ YHV ใหค้ลุมแต่ละเน้ือเยือ่ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 ชัว่โมง หรือทิ้งไวข้า้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 3.9  ลา้งแอนติบอดีตวัแรกออกจากเน้ือเยือ่ โดยการจุ่มข้ึนลงในน ้ากลัน่ 3 คร้ัง หลงัจากนั้น
แช่ใน PBS จ านวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที 
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3.10 บ่มดว้ย goat anti-mouse-HRP antibody ในอตัราส่วน 1: 1000 เป็นเวลา 6 ชัว่โมงท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หรือทิ้งไวข้า้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.11 ลา้งแอนติบอดีตวัท่ีสองออกจากเน้ือเยือ่โดยการจุ่มลงในน ้ากลัน่ 3 คร้ัง หลงัจาก 

นั้นแช่ใน PBS จ านวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที  
  

3.12  น าเน้ือเยือ่มาแช่ในสารละลายสับสเตรท (0.03% DAB (1หลอด), 0.006% H2O2  
(10ไมโครลิตร) ใน PBS 50 มิลลิลิตร) เป็นเวลา 5 นาที บริเวณท่ีแอนติบอดีจบัอยูจ่ะเกิดสีน ้าตาล 
 

3.2  การยอ้มเน้ือเยือ่ทบัดว้ยสีอิโอซิน 
 

3.2.1 ดึงน ้าออกจากเน้ือเยือ่และยอ้ม eosin 
 
ขั้นตอนที ่ สารละลาย เวลา (นาที) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

70% alcohol 
80% alcohol 
90% alcohol 
95% alcohol 

Eosin 
95% alcohol 

butanol 
butanol:xylene (1:1) 

xylene 
xylene 
xylene 

10 
10 
10 
10 
2 

0.5-1 
10 
10 
10 
10 
10 

 
3.2.2  ปิดสไลดด์ว้ยกระจกปิดสไลด ์(cover glass) โดยใชน้ ้ายา permount 
 
3.2.3  น าสไลดถ์าวรท่ีไดม้าศึกษาลกัษณะต่าง ๆ ของเน้ือเยือ่ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แสง ซ่ึง
เน้ือเยือ่ท่ีใหผ้ลบวกกบัแอนติบอดีจะเห็นเป็นสีน ้าตาล พร้อมถ่ายภาพบนัทึกไว ้
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ภาคผนวก ข 
ผลการตรวจตวัอยา่งสัตวพ์าหะทั้ง 29 ฟาร์ม 
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                            M   1    2    3    4     5     6    7    8     9   10   11  12   13  14  –ve  +ve      

      
 

ตารางผนวกที ่ข1 ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 1 และ 2     
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 1/1     กุง้ฝอย - 
2 F 1/2     กุง้ฝอย - 
3 F 1/3     กุง้ฝอย - 
4 F 1/4     กุง้ฝอย - 
5 F 2/1     กุง้ฝอย - 
6 F 2/2     กุง้ฝอย - 
7 F 2/3     กุง้ฝอย - 
8 F 2/4     กุง้ฝอย - 
9 F 2/5     กุง้ฝอย - 

10 F 2/6    กุง้ฝอย - 
11 F 2/7    กุง้ฝอย - 
12 F 2/8    กุง้ฝอย - 
13 F 2/19  กุง้ฝอย - 
14 F 2/20  กุง้ฝอย - 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                        M   1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12   13  14   15 –ve +ve 

                   
 

ตารางผนวกที ่ข2  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 3 และ 4     
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 3/1     กุง้ฝอย - 
2 F 3/2     กุง้ฝอย - 
3 F 3/3     กุง้ฝอย - 
4 F 3/4     กุง้ฝอย - 
5 F 3/5     กุง้ฝอย - 
6 F 4/1     กุง้ฝอย - 
7 F 4/2     กุง้ฝอย - 
8 F 4/3     กุง้ฝอย - 
9 F 4/4     กุง้ฝอย - 

10 F 4/5    กุง้ฝอย - 
11 F 4/6    กุง้ฝอย - 
12 F 4/7    กุง้ฝอย - 
13 F 4/8    กุง้ฝอย - 
14 F 4/9    ปูนา - 
15 F 4/17  ปูนา - 
-ve DEPC  (Negative  control) - 
+ve (Positive  control) - 
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                                   M     1    2    3    4     5    6     7     8    9   10  11 –ve +ve 

                   
 
ตารางผนวกที ่ข3  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 5,6 และ 7     
 

 
 
 
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 5/2     กุง้ฝอย - 
2 F 5/5     กุง้ฝอย - 
3 F 6/1     กุง้ฝอย - 
4 F 6/2     กุง้ฝอย - 
5 F 6/3     กุง้ฝอย - 
6 F 7/1     กุง้ฝอย - 
7 F 7/2     กุง้ฝอย - 
8 F 7/3     กุง้ฝอย - 
9 F 7/4     กุง้ฝอย - 

-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                        M    1     2     3     4     5    6     7     8     9   10    11  12   13   14   15  –ve  +ve      

 
 

ตารางผนวกที ่ข4  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 8     
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F8/1    กุง้กา้มกราม + 
2 F8/2    กุง้กา้มกราม - 
3 F8/3    กุง้กา้มกราม - 
4 F8/4    กุง้กา้มกราม + 
5 F8/5    กุง้กา้มกราม + 
6 F8/6    กุง้กา้มกราม + 
7 F8/7    กุง้กา้มกราม + 
8 F8/8    กุง้กา้มกราม + 
9 F8/9    กุง้กา้มกราม + 

10 F8/10  กุง้กา้มกราม + 
11 F8/11  กุง้กา้มกราม - 
12 F8/12  กุง้กา้มกราม + 
13 F8/13  กุง้กา้มกราม + 
14 F8/14  กุง้กา้มกราม + 
15 F8/15  กุง้ฝอย + 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                        M    1     2     3     4      5     6     7     8    9   10    11   12   13  –ve  +ve      

 
 

ตารางผนวกที ่ข5  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 9     
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F9/1   กุง้กา้มกราม + 
2 F9/2   กุง้กา้มกราม + 
3 F9/3   กุง้กา้มกราม + 
4 F9/4   กุง้กา้มกราม + 
5 F9/5   กุง้กา้มกราม + 
6 F9/7   กุง้กา้มกราม + 
7 F9/8   กุง้กา้มกราม + 
8 F9/9   กุง้กา้มกราม + 
9 F9/10  กุง้กา้มกราม + 

10 F9/11  กุง้กา้มกราม + 
11 F9/12  กุง้กา้มกราม + 
12 F9/13  กุง้กา้มกราม + 
13 F9/6    กุง้ขาว + 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                                             M    1     2     3     4     5     6    7   –ve  +ve   

 
 
ตารางผนวกที ่ข6  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 8 และ 9    
 

 
 
 
 
 
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 8/16     จิงโจน้ ้า - 
2 F 8/17     ปูนา + 
3 F 8/18     ปูนา + 
4 F 8/19     จิงโจน้ ้า - 
5 F 9/14     กุง้ฝอย + 
6 F 9/15     ปลากระด่ี - 
7 F 9/16     ปลากระด่ี - 

-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                                    M    1     2    3     4     5     6     7     8    9   10  –ve +ve 

                   
 
ตารางผนวกที ่ข7  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 10,11, 12 และ 13  
 

 
 
 
 
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 10/1     กุง้กา้มกราม - 
2 F 10/2     กุง้ขาว - 
3 F 10/3     กุง้ขาว - 
4 F 11/1     กุง้กา้มกราม - 
5 F 11/2     กุง้กา้มกราม - 
6 F 11/3     กุง้กา้มกราม - 
7 F 12/1    กุง้กา้มกราม - 
8 F 12/2     กุง้กา้มกราม - 
9 F 13/1     กุง้กา้มกราม - 

10 F 13/2     กุง้ขาว - 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                     M    1     2    3     4    5    6     7     8    9  10   11   12   13  –ve +ve  16   17 

 
 

ตารางผนวกที ่ข8   ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 14-19     
 

 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 14/1     กุง้กา้มกราม - 
2 F 14/2     กุง้กา้มกราม - 
3 F 15/1     กุง้กา้มกราม - 
4 F 16/1     กุง้กา้มกราม - 
5 F 16/2     กุง้ขาว - 
6 F 17/1     กุง้ขาว - 
7 F 17/2     กุง้ขาว - 
8 F 17/3     กุง้กา้มกราม - 
9 F 18/1    กุง้กา้มกราม - 

10 F 18/2    กุง้กา้มกราม - 
11 F 19/1    กุง้กา้มกราม - 
12 F 19/2    กุง้กา้มกราม - 
13 F 19/3    กุง้ฝอย - 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                       M     1    2    3     4     5     6    7    8     9    10   11  12   13  14  –ve +ve   

 
 

ตารางผนวกที ่ข9  ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 20-24     
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 20/1     กุง้กา้มกราม - 
2 F 20/2     กุง้กา้มกราม - 
3 F 20/3     กุง้กา้มกราม - 
4 F 21/1     กุง้กา้มกราม - 
5 F 21/2     กุง้กา้มกราม - 
6 F 21/3     กุง้ขาว - 
7 F 22/1    กุง้กา้มกราม - 
8 F 22/2    กุง้กา้มกราม - 
9 F 22/3    กุง้กา้มกราม - 

10 F 23/1    กุง้กา้มกราม - 
11 F 23/2    กุง้กา้มกราม - 
12 F 24/1    กุง้กา้มกราม - 
13 F 24/2    กุง้กา้มกราม + 
14 F 24/3    กุง้กา้มกราม - 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                          M    1     2     3    4     5     6    7     8     9   10   11  12   13  –ve +ve 

                   
 

ตารางผนวกที ่ข10   ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 24    
 

 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 24/4      กุง้ฝอย - 
2 F 24/5      กุง้ฝอย - 
3 F 24/6      กุง้ฝอย - 
4 F 24/7      กุง้ฝอย - 
5 F 24/8      หอยขม - 
6 F 24/9      หอยขม - 
7 F 24/10    แมลงปอ - 
8 F 24/11    แมลงดานา - 
9 F 24/12    ปลากระด่ี - 

10 F 24/13    ปูนา - 
11 F 24/14    ปลากินยงุ - 
12 F 24/15    ปลากินยงุ - 
13 F 24/16     ปลากระด่ี - 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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                     M    1     2    3    4     5    6    7     8     9   10   11  12  13   14   15 –ve +ve 

                   
 
ตารางผนวกที ่ข11   ผลการวเิคราะห์ฟาร์มท่ี 25-29    
 

Lane Case Result   

M Molecular  marker  
1 F 25/1     กุง้กา้มกราม - 
2 F 25/2     กุง้ขาว - 
3 F 25/3     กุง้ฝอย - 
4 F 26/1    กุง้กา้มกราม - 
5 F 26/2     กุง้กา้มกราม - 
6 F 26/3     กุง้กา้มกราม - 
7 F 27/1     กุง้กา้มกราม - 
8 F 27/2    กุง้กา้มกราม - 
9 F 27/3     กุง้ฝอย - 

10 F 28/1    กุง้กา้มกราม - 
11 F 28/2    กุง้กา้มกราม - 
12 F 28/3    กุง้กา้มกราม - 
13 F 29/1    กุง้กา้มกราม - 
14 F 29/2    กุง้กา้มกราม - 
15 F 29/3  กุง้กา้มกราม - 
-ve DEPC  (Negative  control)  
+ve (Positive  control)  
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ     นางสาวอภิฤดี  สงสุข 
เกดิวนัที ่    26 ธนัวาคม 2525 
สถานทีเ่กดิ    อ าเภอเมือง จงัหวดัชลบุรี 
ประวตัิการศึกษา    กศ.บ. (ชีววทิยา) 
     มหาวทิยาลยับูรพา 
     วท.ม. (สัตววทิยา) 
     มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งปัจจุบัน    - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน   - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ   - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


