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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

พิชานนต์ จียังศุวัต : การตรวจหาเชื้อ Enterocytozoon  hepatopenaei โดยวิธีทางอณู
ชีววิทยาในสัตว์น้้าขนาดใหญ่ที่อาศัยในบ่อเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไม (Molecular Biological 
Screening of Enterocytozoon  hepatopenaei in Aquatic Macrofauna in Pacific 
White Shrimp  (Litopenaeus  vannamei) Pond) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. 
สพ.ญ. ดร.นันทริกา ชันซื่อ{, หน้า. 

กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) และกุ้งกุลาด้า (Penaeus monodon) เป็น
สัตว์น้้าเศรษฐกิจของประเทศไทย โรคที่ก่อให้เกิดความเสียหายและส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการ
เลี้ยงกุ้งในประเทศไทย คือปัญหากลุ่มอาการโตช้าในกุ้งกุลาด้า (Monodon Slow Growth 
Syndrome, MSGS) และโรคตายด่วน (Early Mortality Syndrome, EMS) ซึ่งพบว่ามีการติดเชื้อไม
โครสปอริเดียชนิด Enterocytozoon hepatopenaei ร่วมด้วย และมีรายงานการติดเชื้อในกุ้ง
กุลาด้าและกุ้งขาวแวนนาไมเท่านั้น แต่ยังไม่มีการศึกษาการติดเชื้อ E. hepatopenaeiในสัตว์น้้า
อ่ืนๆ  การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาการติดเชื้อ E. hepatopenaei ในสัตว์น้้าขนาดใหญ่ 
(aquatic macrofauna) ที่อยู่ภายในบ่อกุ้งขาวแวนนาไมว่าสามารถติดเชื้อ E. hepatopenaeiใน
สัตว์น้้าขนาดใหญ่ โดยใช้วิธีการตรวจทางอณูชีววิทยา โดยท้าการศึกษาในฟาร์มเลี้ยงกุ้ง จ้านวน 4 
ฟาร์ม แบ่งเป็นฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 ฟาร์ม และฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 ฟาร์ม ท้าการ
ตรวจหาการติดเชื้อ E. hepatopenaei ในกุ้ง  สัตว์น้้าขนาดใหญ่ ดิน และน้้าที่ใช้เลี้ยงในวันที่เริ่ม
เลี้ยงและวันที่สิ้นสุดการเลี้ยง ผลการศึกษาพบว่าพบเชื้อในสัตว์น้้าขนาดใหญ่ จ้านวน 5 สายพันธุ์ 
ได้แก่ กุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ปูนา (Sayamia Bangkokensis) ปูแสมก้าม
แดง (Episesarma mederi) ปูแสมก้ามม่วง (E. versicolor)  และ ปูแป้น (Varuna litterata) เมื่อ
ท้าการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาพบเชื้อ E. hepatopenaei ภายในท่อตับและตับอ่อน  จากการศึกษา
ครั้งนี้สรุปได้ว่า สัตว์น้้าขนาดใหญ่นอกจากกุ้งขาวแวนนาไมและกุ้งกุลาด้าแล้ว ยังสามารถพบการติด
เชื้อในสัตว์น้้าขนาดใหญ่ชนิดอ่ืนได้ ซึ่งแสดงว่าสัตว์เหล่านี้มีโอกาสที่จะเป็นพาหะของเชื้อ  E. 
hepatopenaei ผลการศึกษาในครั้งนี้พบการติดเชื้อ E. hepatopenaei ในสัตว์น้้าชนิดอ่ืนเป็นครั้ง
แรกของประเทศไทย 
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Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) and black tiger prawn (Penaeus 
monodon) have been significant key species in Thailand agro industry. Monodon 
Slow Growth Syndrome (MSGS) and Early Mortality Syndrome (EMS)  epidemics have 
been causing tremendous damage to the industry.There were reports on the co-
infection of  Enterocytozoon hepatopenaei, a microsporidian with these outbreaks in 
shrimp but no report on other species co-existing in shrimp pond.This research aims 
to study the infection of E. hepatopenaei in other aquatic macrofauna co-existing in 
shrimp ponds by molecular technique. The study was conducted in 4 shrimp farms 
in Chachoengsao province 2 farms and Chanthaburi province 2 farms. Samples of 
shrimp, aquatic macrofauna, soil and water were collected on the beginning and 
harvest of the crops.The results indicated that E. hepatopenaei was evident 5 
species of aquatic macrofauna : giant freshwater prawn (Macrobrachium rosenbergii), 
thai vinegar crab (Episesarma mederi), violet vinegar crab (E. versicolor),rice-field crab 
(Sayamia bangkokensis) and green tidal crab (Varuna litterata).Histopathological 
results showed the evidence of E. hepatopenaei in hepatopancreatic lumen.In 
summary, the E. hepatopenaei could be infected not only in shrimp, but also, in 
other macrofauna living in the same ponds. These could possibly be passage for 
infection by vectors.This is the first report on the infection of E.hepatopenaei in 
aquatic macrofauna. . 
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บทที ่1  
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ในปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี ยงและแปรรูปสัตว์น ้ามีการเจริญเติบโต เพ่ิมมากขึ น 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเพาะเลี ยงกุ้งทะเล การเพาะเลี ยงที่เพ่ิมขึ น มักก่อให้เกิดอุบัติการณ์ของโรคที่
เกิดจากการติดเชื อและโรคไม่ติดเชื อตามมา ส่วนหนึ่งมีสาเหตุมาจากการบริหารจัดการฟาร์มที่ไม่
เหมาะสม รวมทั งการเลี ยงกุ้งหนาแน่นมากเกินไปที่อาจส่งผลต่อคุณภาพน ้าและการจัดการในบ่อได้ 
(Lightner, 1985) ส้าหรับการเลี ยงกุ้งในประเทศไทยนิยมเลี ยงกุ้ง 2 ชนิด คือ กุ้งกุลาด้า            
(Penaeus monodon) ซึ่งเป็นกุ้งท้องถิ่นของประเทศ และกุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus 
vannamei) ที่น้าเข้าจากประเทศทางทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ การเลี ยงกุ้งขาวแวนนาไมใน
เอเชีย เริ่มเม่ือประมาณปี พ.ศ. 2541 โดยประเทศไต้หวันเป็นประเทศแรกที่มีการเพาะเลี ยงกุ้งชนิดนี  
ส้าหรับในประเทศไทยเริ่มมีการน้ากุ้งขาวแวนนาไมมาเลี ยงในปี พ.ศ. 2541  เนื่องจากปัญหากลุ่ม
อาการโตช้าในกุ้งกุลาด้า (Monodon slow growth syndrome, MSGS) เพ่ือชดเชยการสูญเสีย
อุตสาหกรรมการผลิตกุ้ง (Senanan et al., 2007) จนกระทั่งใน ปี พ.ศ. 2545 พบการระบาดของ
กลุ่มอาการทอร่า (Taura syndrome) ส่งผลต่ออุตสาหกรรมการเลี ยงกุ้งขาว ท้าให้ผลผลิตลดลง
เนื่องจากกุ้งตายเป็นจ้านวนมาก จัดเป็นอุบัติการณ์ของโรคที่ไม่เคยเกิดขึ นมาก่อน ซึ่งเป็นผลจากการ
น้ากุ้งต่างถิ่นมาเลี ยงในประเทศไทย อย่างไรก็ตาม มีรายงานพบว่ากุ้งท้องถิ่นของประเทศไทย เช่น กุ้ง
ก้ามกรามและกุ้งกุลาด้า ก็สามารถเป็นพาหะของโรคนี ได้เช่นกันหากกุ้งมีสุขภาพอ่อนแอ (Senanan 
et al., 2007) และเม่ือปี พ.ศ. 2554 ประเทศไทยได้ประสบกับปัญหา กุ้งตายด่วน ซึ่งเป็นกลุ่มอาการ
ทีไ่ม่ทราบสาเหตุว่าเกิดจากสิ่งใด มีการรายงานการแพร่ระบาดของกลุ่มอาการในทวีปเอเชียครั งแรกที่
ประเทศจีน เมื่อ ปี พ.ศ. 2552 ซึ่งต่อมาในปี พ.ศ. 2553 ประเทศเวียดนามก็เผชิญปัญหากับกลุ่ม
อาการโรคตายด่วน เช่นเดียวกับประเทศจีน โดยมีการรายงานว่า กุ้งขาวแวนนาไมจะตายเป็นจ้านวน
มากภายในระยะเวลาสั น ๆ เพียงแค่ 9 วัน จนถึง 30 วันหลังจากปล่อยลูกกุ้งขาวลงสู่บ่อดิน และไม่
สามารถตรวจสอบหาสาเหตุการตายจ้านวนมากของลูกกุ้งได้ว่าเกิดมาจากสาเหตุใด อีกทั งยังไม่ทราบ
วิธีในการตรวจหาเชื อโรคหรือปัจจัยใด ๆ ที่โน้มน้าให้เกิดการตายจ้านวนมากของลูกกุ้งได้ จึงเรียกตาม
ลักษณะการเกิดของโรคนี ว่า โรคตายด่วน (early mortality syndrome, EMS) (Flegel, 2012) 
และในปี พ.ศ. 2555 ประเทศไทยได้พบวิกฤตการณ์การตายของลูกกุ้งขาวหลังจากปล่อยลงสู่บ่อดิน
เป็นจ้านวนมาก ที่จังหวัดระยอง จันทบุรี และตราด โดยมีลักษณะอาการตายด่วนเช่นเดียวกับที่
เกิดขึ นที่ประเทศจีนและเวียดนาม โดยไม่ทราบสาเหตุการเกิดโรคและวิธีในการตรวจหาเชื อโรคหรือ
ปัจจัยโน้มน้าใด ๆ โดยปัจจุบันการรายงานถึงลักษณะกลุ่มอาการนี ที่ใกล้เคียงกับวิการที่สามารถ
สั ง เกตได้ จากภายนอกนั นคือ  กลุ่ มอาการตับ อ่อนเกิด เนื อตายอย่ าง เฉียบพลัน ( acute 
hepatopancreatic necrosis syndrome) (Tran et al., 2013) โดยดูจากลักษณะทางจุลพยาธิ
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วิทยาของเนื อเยื่อตับอ่อนที่เสียหาย และมีการลอกหลุดของผนังท่อตับอ่อน ซึ่งสอดคล้องกับความ
ผิดปกติของลักษณะตับอ่อนและทางเดินอาหารของลูกกุ้งเมื่อดูจากภายนอกแล้วพบว่า ตับอ่อน
เปลี่ยนสีเป็นสีขาว หรือเหลือง ล้าไส้และทางเดินอาหารว่าง ไม่มีอาหารอยู่ภายในหรือขาดช่วง เมื่อกด
ดูด้วยปลายนิ วพบว่าตับอ่อนจะแข็งไม่แตกออก (Flegel, 2012) ทั งนี ยังพบลักษณะของเชื อไมโครส
ปอริเดียที่เนื อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้ง (จิรศักดิ์, 2555) ซึ่งภาวะกุ้งกุลาด้าโตช้าผลตรวจทางอณู
ชีววิทยาในการตรวจหาสาเหตุของโรคพบว่า มีการติดเชื อร่วมกันของเชื อไวรัส monodon 
baculovirus (MBV) และ hepatopancreatic parvo virus (HPV) เป็นสาเหตุ แล้วยังพบไมโครส
ปอริเดียภายในเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้งที่ป่วยด้วย (Chayaburakul et al., 2004) จากภาวะการ
เกิดการตายโดยไม่ทราบสาเหตุของกุ้งในประเทศไทยนั นพบการติดเชื อไมโครสปอริเดียในเซลล์ตับ
และตับอ่อนร่วมด้วยทั งภาวะกุ้งกุลาด้าโตช้าและโรคตายด่วน ต่อมาพบว่าไมโครสปอริเดียชนิดนี เป็น
ชนิดใหม่ที่พบในกุ้งกุลาด้า คือ Enterocytozoon hepatopenaei จากการศึกษาตัวอย่างกุ้งที่แสดง
อาการโรคตายด่วนด้วยวิธีทางอณูชีววิทยาพบว่า กุ้งที่ป่วยมีการติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิดนี ร่วมด้วย 
การติดเชื อชนิดนี อาจเป็นปัจจัยที่ส่งเสริมให้เกิดความรุนแรงและอัตราการตายของโรคนี เพ่ิมมากขึ น 
(Tourtip et al., 2009) อีกทั งยังพบว่ากุ้งขาวแวนนาไมที่ป่วยเป็นกลุ่มอาการขี ขาว (white feces 
syndrome) หากมีการติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิดนี ร่วมด้วยจะท้าให้กุ้งมีอัตราการตายสูงขึ น จะเห็น
ได้ว่าเมื่อกุ้งมีเชื อไมโครสปอริเดียในร่างกายจะท้าให้มีอัตราการตายสูงขึ นเมื่อได้รับเชื ออ่ืนแทรกซ้อน 
ดังนั นการป้องกันไม่ให้กุ้งติดเชื อไมโครสปอริเดียจะสามารถลดความความเสียหาย เมื่อเกิดโรคระบาด
ทีอ่าจเกิดขึ นในการเลี ยงกุ้งได้ (Tangprasittipap et al., 2013) 

เชื อไมโครสปอริเดียก่อโรคในกุ้งที่พบได้ในประเทศไทยมีอยู่ด้วยกัน 2 ชนิด คือ Thelohania 
penaei เชื อชนิดนี จะเข้าไปฝังตัวที่กล้ามเนื อของกุ้ง โดยกุ้งขาวแวนนาไม กุ้งกุลาด้าและกุ้งแชบ๊วย 
สามารถติดเชื อนี ได้ (Pasharawipas et al., 1994) ส่วนเชื ออีกชนิดหนึ่ง คือ E. hepatopenaei ซึ่ง
ค้นพบครั งแรกในประเทศไทยเมื่อ ปี พ.ศ. 2552 ในกุ้งกุลาด้า (Tourtip et al., 2009) และยัง
สามารถพบเชื อชนิดนี ได้ ทั งในกุ้งขาวแวนนาไมและกุ้งกุลาด้า ที่ป่วยเป็นกลุ่มอาการขี ขาว (white 
feces syndrome) โดยโน้มน้าให้กุ้งมีอัตราการตายสูงขึ น (Tangprasittipap et al., 2013)  

การตรวจหาเชื อ E. hepatopenaei สามารถท้าได้โดยการกดเนื อเยื่อตับและตับอ่อนกับ
กระจกสไลด์ (impression smear) แล้วย้อมสีจิมซ่าส่องดูเชื อด้วยกล้องจุลทรรศน์ หรือเก็บเนื อเยื่อ
ตับและตับอ่อนเพ่ือตรวจทางจุลพยาธิวิทยา แต่การตรวจหาเชื อด้วยวิธีนี  จ้าเป็นต้องอาศัยผู้ที่มี
ประสบการณ์ เพ่ือตรวจหารูปร่างและลักษณะของเชื อออกจากเนื อเยื่อปกติของตัวกุ้ง และหากมีการ
ติดเชื อ E. hepatopenaei ในปริมาณน้อย อาจท้าให้แปลผลวินิจฉัยคลาดเคลื่อนได้ การตรวจทาง
อณูชีววิทยาเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถตรวจการติดเชื อในปริมาณน้อยได้ อีกทั งยังมีความแม่นย้าและ
สามารถตรวจตัวอย่างกุ้งได้จ้านวนมาก ๆ ในปัจจุบันพบการแพร่ระบาดของเชื อ E. hepatopenaei 
ในฟาร์มกุ้งขาวแวนนาไมของประเทศไทยสูง แต่กุ้งอาจไม่แสดงอาการป่วยใด ๆ จากการทดสอบ
เบื องต้นพบว่ากุ้งสามารถได้รับเชื อนี จากการกินกุ้งที่ป่วยหรือมีเชื อ โดยในปัจจุบันยังไม่มีข้อมูลว่าสัตว์
ชนิดอ่ืนนอกจากกุ้งสามารถรับเชื อชนิดนี ได้ (Tangprasittipap et al., 2013) จากการศึกษาพบว่ามี
เชื อไมโครสปอริเดียหลายชนิดที่มีข้อมูลวงจรชีวิตและชนิดของสัตว์อ่ืน ๆ ที่สามารถติดเชื อได้ครบถ้วน 
อย่างเช่น การศึกษาการติดเชื อ T. penaei ในสัตว์ที่จับได้รอบ ๆ ฟาร์มกุ้งพบว่า ปลาตาหวาน 
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(Priacanthus tayenus) และปลาตะกรับ (Scatophagus argus) สามารถติดเชื อ T. penaei เข้า
ไปในร่างกายได้ (Pasharawipas and Flegel, 1994) ข้อมูลเหล่านี จะเป็นประโยชน์ในการควบคุม
การแพร่กระจายของเชื อ โดยการเฝ้าระวังสัตว์ที่เป็นพาหะซึ่งอาจหลุดเข้ามาในบ่อเลี ยงกุ้งได้  การ
ตรวจหาเชื อในสัตว์น ้าที่พบภายในบ่อเลี ยงกุ้ง โดยวิธีการทางอณูชีววิทยา จะเป็นประโยชน์ในแง่กา ร
เฝ้าระวังโรค อีกทั งยังเป็นแนวทางในการควบคุมการแพร่กระจายของเชื อเข้าสู่กุ้งในฟาร์มได้ดียิ่งขึ น  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพ่ือท้าการตรวจหาชนิดของสัตว์น ้าขนาดใหญ่ (aquatic macrofauna) ที่อยู่ในบ่อเลี ยงกุ้ง
ขาวแวนนาไมซึ่งสามารถติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E.  hepatopenaei ได ้

 
1.3 สมมติฐานในการวิจัย 

สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งขาวแวนนาไมสามารถติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. 
hepatopenaei ได ้

 
1.4 ขอบเขตและข้อจ ากัดของงานวิจัย 

ท้าการตรวจหาการติดเชื อของสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่อยู่ในบ่อเลี ยงกุ้งขาวแวนนาไม โดยจับสัตว์
น ้าที่อยู่ในบ่อหรืออยู่ในแหล่งน ้าบริเวณรอบฟาร์มกุ้ง ท้าการตรวจการติดเชื อโดยใช้วิธีทางอณูชีววิทยา
ที่มีความจ้าเพาะต่อเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei โดยติดตามการติดเชื อไมโคร 
สปอริเดียในกุ้งเริ่มเลี ยง และวันสิ นสุดการเลี ยงในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในบ่อเลี ยงกุ้งรวมถึงแหล่งน ้า
บริเวณรอบฟาร์มกุ้ง เพ่ือตรวจหาการติดเชื อเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei ในสัตว์น ้า
ชนิดอื่นนอกเหนือจากกุ้งขาวแวนนาไม เพ่ือเป็นแนวทางในการควบคุมการแพร่กระจายของเชื อเข้าสู่
ฟาร์มกุ้ง  
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

การวิ จั ยครั งนี จะท้ า ให้ทราบชนิดของสัตว์น ้ าขนาดใหญ่ชนิด อ่ืน  ที่ ส ามารถติ ด 
เชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei ได้ ซึ่งอาจเป็นสัตว์ที่สามารถแพร่เชื อไปสู่กุ้งที่ไม่มีเชื อ 
โดยสามารถใช้วิธีทางอณูชีววิทยา เฝ้าระวังการติดเชื อของกุ้งและสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่อยู่ในฟาร์ม และ
อาจเป็นแนวทางส้าคัญในการป้องกันการแพร่กระจายของเชื อในกุ้งขาวแวนนาไมได้ตลอดการ
เพาะเลี ยง 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับกุ้งขาวแวนนาไม  
Lee Boone ได้ส้ารวจพบกุ้งขาวแวนนาไมในปี ค.ศ. 1931 โดยให้ชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า 

Litopenaeus vannamei และมีชื่อสามัญที่องค์การอาหารและการเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO) 
รับรองและใช้เรียกกันในระดับสากล คือ Pacific white shrimp โดยมีล้าดับทางอนุกรมวิธาน ดังนี   

Kingdom Animalia 
 Phylum Arthropoda 

Class Crustacean 
Subclass Malacostraca 

Superorder Eucarida 
Order Decapoda 

Suborder Dendrobranchiata 
Section Penacidea 

Family Penaeidae 
Genus Penaeus Litopenaeus 

      Species vannamei (Boone, 1931) 
 

2.1.1 ลักษณะกุ้งขาวแวนนาไมและถิ่นที่อยู่อาศัย 
กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) เป็นสายพันธุ์กุ้งทะเลที่มีแหล่งก้าเนิดในทวีป

อเมริกา บริเวณประเทศเม็กซิโกตอนเหนือ และแถบอเมริกาใต้จนถึงประเทศเปรู โดยมีการขยายพันธุ์
ตามธรรมชาติอย่างแพร่หลายในแถบแนวชายฝั่งตะวันออกของมหาสมุทรแปซิฟิก ตั งแต่ประเทศ
เม็กซิโกจนถึงประเทศเปรู  

กุ้งขาวแวนนาไม มีล้าตัวสีขาวประกอบด้วย 7-10 ปล้อง ตัวผู้มีอวัยวะสืบพันธุ์ เรียกว่า 
petasma ส้าหรับปล่อยน ้าเชื อ การสืบพันธุ์ของกุ้งขาวเป็นแบบกึ่งเปิด (semi-open) โดยตัวผู้จะ
สอดอวัยวะเพศเข้าสู่อวัยวะเพศของตัวเมียที่เรียกว่า thelycum โดยทั่วไปกุ้งขาวแวนนาไมจะมีล้าตัว
สีขาว แต่ลักษณะของสีล้าตัวอาจเปลี่ยนไปได้จากอิทธิพลของอาหารและคุณภาพน ้า เมื่อโตเต็มวัยจะ
มีความยาวประมาณ 23 เซนติเมตร โดยปกติเพศเมียจะมีขนาดใหญ่กว่าเพศผู้ ตามธรรมชาติกุ้งที่โต
เต็มวัยจะผสมพันธุ์ในทะเลเปิด และเมื่อลูกกุ้งอยู่ในระยะโพสต์ลาวา ก็จะว่ายน ้าเข้ามาเจริญเติบโตที่
แนวชายฝั่งหรือป่าชายเลน เมื่ออายุได้ประมาณ 6-7 เดือน กุ้งจะเข้าสู่ระยะโตเต็มวัย กุ้งตัวผู้เมื่อโต
เต็มวัยจะมีน ้าหนักถึง 20 กรัม และเพศเมียอาจหนักได้ถึง 28 กรัม การเลือกกุ้งเพ่ือเป็นพ่อแม่พันธุ์จะ
เลือกกุ้งที่มีขนาดใหญ่น ้าหนักมากถึง 35-40 กรัม การวางไข่ครั งหนึ่งจะได้จ้านวนประมาณ 100,000-
250,000 ฟอง โดยไข่จะมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.22 มิลลิเมตร (Briggs et al., 2004)  
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2.1.2 สภาพแวดล้อมในการเลี ยงกุ้งขาวแวนนาไม 
กุ้งขาวแวนนาไมเป็นกุ้งที่เลี ยงได้ในธรรมชาติทั งระบบกึ่งหนาแน่นและระบบหนาแน่น 

ลักษณะพิเศษของกุ้งสายพันธุ์นี  คือ สามารถปรับตัวให้เข้ากับระบบการเพาะเลี ยงได้ง่ายเพราะ
สามารถเพาะเลี ยงได้ในน ้าที่มีความเค็ม 0.5-45 ppt แต่ระดับความเค็มและอุณหภูมิที่สามารถ
เจริญเติบโตได้ดี คือ 10-15 ppt ที่ 23-30 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ (Briggs et al., 2004) ส้าหรับ
วิธีการเลี ยงกุ้งขาวแวนนาไมแบบธรรมชาติ (extensive) คือ ปล่อยลูกกุ้งจ้านวนน้อย และแบบพัฒนา 
(intensive) ที่มีการปล่อยลูกกุ้งอย่างหนาแน่น ในการเลี ยงกุ้งจะท้าการเลี ยง 2-3 รอบต่อปี โดย
ปล่อยลูกกุ้งในระยะโพสต์ลาวา และเลี ยงในบ่อจนกุ้งได้ขนาดใช้ระยะเวลาในการเลี ยง 67-164 วัน  
จึงสามารถจับขายได ้(Aquacops, 1984) 

 
2.2 โรคติดเชื้อที่พบในกุ้งขาวแวนนาไมในประเทศไทย 

การส่งออกกุ้งทะเลเป็นอุตสาหกรรมที่น้ารายได้เข้าสู่ประเทศไทยได้เป็นอย่างมาก ในอดีต
ประเทศไทยเคยเป็นประเทศที่มีก้าลังการส่งออกกุ้งกุลาด้าเป็นสินค้าให้กับตลาดโลกได้เป็นอันดับ   
ต้น ๆ จนเมื่อเกิดการระบาดของโรคไวรัส เช่น กลุ่มอาการโรคตัวแดงดวงขาว (White Spot 
Syndrome Virus: WSSV) และ โรคหัวเหลือง (Yellow Head Virus: YHV) เมื่อปี ค.ศ. 1990 
เกษตรกรผู้เลี ยงกุ้งจึงแก้ปัญหาโดยการเลี ยงกุ้งในความเค็มต่้า เพ่ือชะลอความรุนแรงของโรค ท้าให้
เกิดปัญหากุ้งกุลาด้าโตช้าและขายไม่ได้ราคา จึงเริ่มมีการน้ากุ้งขาวแวนนาไมจากต่างประเทศเข้ามา
เลี ยงในปี ค.ศ. 1998 (Senanan et al., 2007) ซึ่งสามารถเจริญเติบโตได้ดี อย่างไรก็ตาม ในปี ค.ศ. 
2002 มีการตรวจพบกลุ่มอาการโรคทอร่า (Taura Syndrome Virus: TSV) ในกุ้งขาวแวนนาไม การ
แพร่กระจายของกลุ่มอาการทอร่านี พบระบาดเป็นครั งแรกในประเทศเอกวาดอร์ และแพร่เข้าสู่ทวีป
เอเชีย เนื่องจากการน้าเข้าพ่อ-แม่พันธุ์กุ้งขาวแวนนาไมที่ป่วยจากทวีปอเมริกาเมื่อปี ค.ศ. 1996 
(Briggs et al., 2004) ต่อมาแพร่เข้าสู่ประเทศจีนในปี ค.ศ. 1999 และระบาดเข้าสู่ประเทศไทยในปี 
ค.ศ. 2002 ยิ่งไปกว่านั นเชื อไวรัสเหล่านี ยังสามารถตรวจพบได้ในกุ้งพื นเมืองของไทย เช่น กุ้งกุลาด้า 
(P. monodon) และ กุ้งก้ามกราม (M. rosenbergii) โดยที่กุ้งจะไม่แสดงอาการป่วยแต่อย่างใด 
(Nielsen et al., 2005) จากอุบัติการณ์ของโรคระบาดที่เกิดขึ นในประเทศไทยพบว่า  เมื่อพบการ
ระบาดของโรคในประเทศที่มีการเลี ยงกุ้งของทวีปเอเชีย โอกาสการเกิดการระบาดในประเทศไทยจะมี
ความเป็นไปได้สูง  เนื่องจากการพัดพาของกระแสน ้า รวมถึงการเลี ยงกุ้งโดยใช้น ้าจากแหล่งน ้า
ธรรมชาติก็เป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท้าให้เชื อโรคเข้าสู่ฟาร์มกุ้งได้ จากรายงานที่พบว่า กุ้งพื นเมืองของไทย
สามารถรับเชื อได้  แต่ไม่แสดงอาการ (Senanan et al., 2007) แสดงให้เห็นว่าสัตว์แต่ละชนิดมีภูมิ
ต้านทานต่อเชื อโรคที่แตกต่างกัน ท้าให้การควบคุมและก้าจัดโรคท้าได้ล้าบาก เนื่องจากในฟาร์มกุ้งจะ
พบสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ นอกเหนือจากกุ้งซึ่งสามารถติดเชื อและน้าเชื อเข้าสู่ฟาร์มกุ้งได้ 

 
2.2.1 เชื อไวรัส 

เชื อไวรัสที่สามารถพบในกุ้งมีกว่า 20 ชนิด โดยความรุนแรงที่เกิดขึ นกับกุ้งจะมีความแตกต่าง
กัน ขึ นอยู่กับชนิด และสภาพแวดล้อมที่เลี ยงกุ้ง ในประเทศไทยโรคตัวแดงดวงขาวจากเชื อ  WSSV 
เป็นไวรัสที่ก่อให้เกิดความเสียหายมากที่สุด มีอัตราการตายสูงและใช้เวลาไม่นาน โรคหัวเหลืองจาก
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เชื อ YHV เป็นโรคที่ท้าให้กุ้งตายได้อย่างรวดเร็วเช่นกัน และก่อให้เกิดความเสียหายได้ทั งในกุ้งกุลาด้า
และกุ้งขาวแวนนาไม ส่วนโรคกล้ามเนื อขาว (Infectious Myonecrosis Virus: IMNV) และโรคทอร่า
ก่อให้เกิดโรคในกุ้งขาวแวนนาไม แต่ส่งผลกระทบกับกุ้งกุลาด้าน้อยกว่ากุ้งขาวแวนนาไม (Lightner, 
1985) 

2.2.2 เชื อแบคทีเรีย 

เชื อแบคทีเรียที่ส้าคัญในการเลี ยงกุ้งโดยมากจะเป็นแบคทีเรียแกรมลบ  กลุ่มหลัก คือ Vibrio 
spp. ชนิดที่พบมาก คือ V. alginolyticus, V. parahaemolyticus และ V. anguillarum โดยอาจ
พบแบคทีเรีย Pseudomonas sp. และ Aeromonas sp. ร่วมด้วย ซึ่งจะท้าให้กุ้งสุขภาพอ่อนแอ  
แม้จะมีรายงานว่า แบคทีเรียเหล่านี เป็นแบคทีเรียที่สามารถพบได้ทั่วไปในสัตว์น ้า (normal flora) 
แต่หากมีปริมาณมากหรือกุ้งเกิดความเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงเร็วเกินไปจนกุ้งปรับตัวไม่
ทัน (Sung et al., 2001) จะท้าให้กลไกในการก้าจัดแบคทีเรียออกจากร่างกายกุ้งเสื่อมประสิทธิภาพ
ส่งผลให้กุ้งป่วยได้ (Lightner, 1985) 

2.2.3 เชื อรา 

เชื อราในกุ้งสามารถพบได้ในระบบการเลี ยงที่ไม่สะอาด มีรายงานการติดเชื อราในกลุ่ม  
Lagenidium sp. และ Sirolpidium sp. ในกุ้งพ่อแม่พันธุ์ของกุ้งขาวจีน (Penaeus orientalis) ใน
ทะเลเหลืองของประเทศจีน ท้าให้ออกไข่ลดลง ส่วนเชื อราในกลุ่ม Fusarium sp. กลับส่งผลกระทบ
ในบ่อเลี ยงลูกกุ้งมากกว่า Lagenidium sp. และ Sirolpidium sp. การติดเชื อ Fusarium sp. ใน
ปริมาณมากอาจพบสายรา (hyphae) ตามร่างกาย ขัดขวางการด้ารงชีวิตของกุ้ง ส่งผลให้กุ้งสุขภาพ
อ่อนแอและติดเชื อแบคทีเรียแทรกซ้อนได้ง่าย (Lightner, 1985) 

2.2.4 เชื อโปรโตซัว 

โปรโตซัว คือ สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กมีเซลล์เดียว โปรโตซัว เป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความเชื่อมโยงกับ
มนุษย์และสัตว์ โดยก่อให้เกิดโรคหลายชนิด จึงท้าให้มีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย โดยการศึกษา
ส่วนใหญ่ให้ความส้าคัญและมุ่งเน้นไปที่การหาวิธีป้องกันและก้าจัดโปรโตซัวที่เป็นปรสิต ความ
แตกต่างของรูปร่างโปรโตซัวแต่ละชนิดสามารถอธิบายได้จากลักษณะพื นฐานทั่วไป เซลล์อาจมีรูปร่าง
เป็นทรงกลม ทรงแบนบาง เรียวยาว หรือรูปร่างทีส่ามารถเปลี่ยนแปลงได้ตลอดเวลา ขนาดของโปรโต
ซัวมีความหลากหลายตั งแต่ขนาดเล็กไปจนถึงขนาดใหญ่ที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ปัจจัยที่มี
ผลต่อขนาดและรูปร่างของโปรโตซัว คือ อาหาร และ จ้านวนประชากร  

มีการรายงานถึงโปรโตซัวหลายชนิดที่เป็นปรสิตในกุ้ง เช่น โรค protozoa fouling มีสาเหตุ
เกิดจากโปรโตซัวในกลุ่ม ciliate หลายสกุล ได้แก่ Acineta, Acophrys, Bodo-like flagellate, 
Chrysidella, Cothurnia, Ephelota, Epistylis, Lagenophry, Vorticella และ Zoothamnium 
โดยโปรโตซัวเหล่านี จะเกาะตามส่วนต่าง ๆ เช่น เหงือก รยางค์ และตามผิวล้าตัว ท้าให้กุ้งเกิดความ
ร้าคาญ และความเครียดตามมา โดยถ้ามีโปรโตซัวจ้านวนมากอยู่ตามร่างกายในระยะลอกคราบ อาจ
เป็นสาเหตุที่ท้าให้กุ้งตายได้ จากการที่โปรโตซัวเหล่านั นเข้ามาขัดขวางการแลกเปลี่ยนออกซิเจนที่
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เหงือกและขัดขวางการลอกคราบ หากมีอาการรุนแรงจะพบการเกาะกลุ่มที่มีลักษณะเหมือนขนตาม
ล้าตัวของกุ้ง (Lightner, 1996) นอกจากนี ยังพบว่ามีกลุ่มโปรโตซัว Gregarine อาศัยอยู่บริเวณ
ทางเดินอาหารของกุ้ง ได้แก่ Nematopsis sp. และ Cephalolobus sp. (Lightner, 1993) ส่งผล
ให้อัตราการเจริญเติบโตและอัตราการแลกเนื อของกุ้งในระยะวัยรุ่นไม่ดี สังเกตได้จากส่วนของ
ทางเดินอาหารจะมีสีเหลืองหรือสีที่จางลงกว่าปกติ (Lightner, 1996) ในหลายประเทศพบรายงาน
การเกิดโรคในกุ้งหลายชนิดจากปรสิตกลุ่มไมโครสปอริเดีย โดยส่วนใหญ่ลักษณะของกุ้งที่ติดเชื อจะ
พบเป็นก้อนเนื อสีขาวขุ่นในส่วนต่าง ๆ ของกุ้ง และเมื่อน้าก้อนเนื อสีขาวขุ่นมาตรวจด้วยกล้อง
จุลทรรศน์จะพบลักษณะของปรสิตขนาดเล็กจ้านวนมาก 

 
2.3 การติดเชื้อไมโครสปอริเดีย 

ไมโครสปอริเดีย เป็นปรสิตที่อาศัยอยู่ภายในไซโตพลาสซึมของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง  
โดยใน Class Arthropoda อีกทั งยังพบเป็นปรสิตในหนอนตัวแบน (flatworm) หนอนตัวกลม 
(nematode) หนอนปล้อง (annelid) และหนอนจักร (rotifera) รวมไปถึงสัตว์มีกระดูกสันหลังบาง
ชนิด เช่น สัตว์เลื อยคลาน ปลา สัตว์สะเทินน ้าสะเทินบก แต่พบน้อยในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม            
ไมโครสปอริเดียจัดอยู่ในไฟลัม Microspora ตามลักษณะสัณฐานวิทยาและจัดอยู่ในกลุ่มโปรโตซัว
เนื่องจากมีลักษณะบางประการที่คล้ายกับ eukaryotic cell ได้แก่ การมีเยื่อหุ้มนิวเคลียส มีไซโตพลา
สซึมแต่ยังมีลักษณะบางประการที่เป็นลักษณะของ prokaryote cell เช่น การไม่มีไมโตคอนเดรีย 
และ peroxisome จากการวิเคราะห์ล้าดับเบสพบว่ามีความใกล้ชิดกับรา (นิมิตร มรกต และ เกตุรัตน์ 
สุขวัจน์, 2539) เชื อไมโครสปอริเดียมีความหลายหลากทางชนิดมากถึง 1,200 ชนิดและถูกค้นพบมา
นานมากกว่า 100 ปี โดยชนิดแรกที่พบคือ Nosema bombycis ซึ่งเป็นปรสิตของหนอนไหม 
(Bombyx bori) เชื อไมโครสปอริเดียสามารถพบเป็นปรสิตกับสัตว์ได้แทบทุกชนิด ส่วนมากมักเป็น
ปรสิตในทางเดินอาหาร และยังสามารถพบที่ต้าแหน่งอ่ืน ๆ ของร่างกายโฮสต์ได้ (Ghosh and 
Weiss, 2009) โดยไมโครสปอริเดียที่พบมีรายงานการติดในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง ได้แก่ 
Agmasoma, Ameson, Enterospora, Flabelliforma, Glugoides, Nosema, Ordospora 
Nadelspora, Pleistophora, Thelohania, Tuzetia และ Vavraia (Tourtip et al., 2009) 

ไมโครสปอริ เดียจัดเป็นปรสิตที่ต้องอาศัยการเจริญเติบโตภายในเซ ลล์  (obligate 
intracellular parasite)  สปอร์มีรูปร่างกลมรี ขนาด 0.7-1.1 ไมโครเมตร ภายในสปอร์มีโครงสร้าง
พิเศษที่เป็นท่อขดเป็นเกลียววนติดกับผนังสปอร์ด้านใน เรียกว่า polar tube หรือ polar filament 
ซึ่งสร้างมาจาก golgi apparatus พิเศษที่เรียกว่า posterosome จ้านวนรอบเกลียวใช้เป็นลักษณะ
วินิจฉัยแยกชนิดของไมโครสปอริเดียได้ ในขณะที่สปอร์อยู่นอกร่างกายสิ่งมีชีวิต ผนังสปอร์เป็นเยื่อ
สองชั น ชั นนอก (exospore) เป็น chitin และชั นใน (endospore) ที่มีความหนากว่าโดยด้านหน้ามี 
polar cap ถุงที่อยู่ถัดลงไปคือ polar sac หรือ polaroplast มีความเกี่ยวข้องกับการยื่นออกของ 
polar filament จะไม่มีการใช้พลังงานจากตัวเอง เพราะไม่มีไมโตคอนเดรียสปอร์มีรูปร่างกลม แต่ละ
สปอร์จะม ี1 สปอโรพลาสซึม (sporoplasm) และ polar filament เป็นท่อยาวยื่นออกมาจากสปอร์ 
ไมโครสปอริเดียเข้าสู่ร่างกายของสิ่งมีชีวิตโดยการใช้ท่อ polar filment เจาะทะลุเข้าสู่เซลล์ 
จากนั นสปอโรพลาสซึมจะถูกดันผ่านท่อเข้าสู่ไซโตพลาสซึมของเซลล์สิ่งมีชีวิต ต่อมาสปอโรพลาสซึม
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จะเพ่ิมจ้านวนเป็นระยะ plasmodium หลายนิวเคลียส ซึ่งสามารถเพ่ิมจ้านวนได้ในโฮสต์เดิม การ
พัฒนาไปเป็นสปอร์ผ่านกระบวนการ sporogony โดยเริ่มจากผิวนอกของเซลล์จะทึบล้าเล็กตรอน
มากขึ น แต่ละนิวเคลียสเจริญเป็น 1 sporont เรียกระยะนี ว่า สปอรอนต์ (sporont) ซึ่งแบ่งตัวเพ่ิม
จ้านวนได้ และเกิดมีออร์แกเนลล์ขึ นในเซลล์เรียกระยะนี ว่า สปอโรบลาสต์ (sporoblast) ซึ่งจะเจริญ
ต่อไปเป็นสปอร์ (นิมิตร มรกต และ เกตุรัตน์ สุขวัจน์, 2539) สปอร์ของเชื อมีความคงทนต่อ
สภาพแวดล้อมภายนอกร่างกายได้ โดยสามารถมีชีวิตในสิ่งแวดล้อมได้เป็นระยะเวลาหลายปี (Garcia, 
2002) การแพร่กระจายของเชื อจึงเกิดขึ นได้หลายวิธี เช่น ปนเปื้อนมากับอาหาร หรือผ่านทางการ
หายใจ (Weiss, 2001)  

การติดเชื อของปรสิตในกลุ่มไมโครสปอริเดีย แบ่งออกเป็น 2 วิธี คือ การติดเชื อทางแนวราบ 
(horizontal transmission) และการติดเชื อทางแนวดิ่ง (vertical transmission) การติดเชื อทาง
แนวราบจะเกี่ยวข้องกับการถ่ายทอดเชื อจากโฮสต์สู่โฮสต์ ซึ่งเชื ออาจอยู่ในระยะเดิม หรือพัฒนาเป็น
อีกระยะได้ การติดเชื อทางแนวราบสามารถติดได้ผ่านทางการกิน การสืบพันธุ์ หรือการสัมผัส โดยเชื อ
จะเข้าสู่ร่างกายโฮสต์โดยตรงผ่านทางผนังเยื่อบุ (epithelium) โดยสปอร์จะเจาะเข้าไปยังผนัง
ทางเดินอาหารของโฮสต์และแทรกตัวไปยังเนื อเยื่อต่าง ๆ ของร่างกายโฮสต์ได้ การติดเชื อไมโครสปอ
ริเดียผ่านระบบสืบพันธุ์เพศเมียยังพบได้น้อยในสัตว์กลุ่มอ่ืน แต่ในสัตว์กลุ่มอาร์โทพอต (arthropod) 
พบการติดเชื อในระบบสืบพันธุ์เพศเมียร่วมกับติดเชื อทางแนวราบ การติดเชื อทางแนวดิ่งจะเป็นการ
ถ่ายทอดเชื อจากรุ่นสู่รุ่น (generation) การติดเชื อทางแนวดิ่งสามารถพบได้ในเชื อโรคหลายชนิดทั ง 
ไวรัส แบคทีเรีย โปรโตซัว และพยาธิ ในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมสามารถติดเชื อผ่านทางแนวดิ่งได้โดยการ
ถ่ายทอดเชื อจากแม่สู่ลูกผ่านทางรก หรือผ่านทางน ้านม การติดเชื อทางระบบสืบพันธุ์เพศเมีย 
(transovarial transmission) เป็นการถ่ายทอดเชื อที่พบมากในกลุ่มปรสิตชนิดอาศัยในเซลล์ 
(intracellular parasite) ในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง เช่น ไวรัส แบคทีเรีย และโปรโตซัว ปรสิต 
จะอยู่ที่ไซโตพลาสซึมของไข่ (ova) ที่ระบบสืบพันธุ์และติดต่อผ่านทางการสร้างตัวอ่อนรุ่นถัดไป 
(cytoplasmic inheritance) ตัวอย่างการติดเชื อประเภทนี  เช่น การติดเชื อทางระบบสืบพันธุ์เพศ
เมียของ Ross River Virus ที่ติดยุง Aedes vigilax (Vale et al., 1992) การติดเชื อแบคทีเรียใน
แมลงและสัตว์กลุ่มครัสตาเชียน (crustacean) (Werren and O'Neill, 1997) และการติดเชื อ 
haplosporidian-like ในสัตว์กลุ่มครัสตาเชียน (Dunn et al., 1995)  

 
2.3.1 การแพร่กระจายตัวของเชื อ 

ไมโครสปอริเดียเป็นเชื อที่สามารถติดต่อสู่สัตว์ได้หลายชนิดตั งแต่โปรโตซัวจนถึงมนุษย์ แต่
ครึ่งหนึ่งพบติดในแมลง โดยไมโครสปอริเดียชนิดแรกที่พบ คือ Nosema bombycis ที่เกิดในหนอน
ไหม (Bombyx mori) ซึ่งพบเป็นการติดเชื อทางแนวราบจากการที่หนอนกินสปอร์ของเชื อเข้าไป และ
ยังพบการติดเชื อผ่านทางระบบสืบพันธุ์เพศเมียร่วมด้วย ในแมลงนอกจากการระบบติดเชื อผ่านการ
กินสปอร์เข้าไปแล้วยังพบการติดเชื อผ่านทางระบบสืบพันธุ์เพศเมียในช่วงหนึ่งของวงชีวิตร่วมด้วย
(Andreadis, 1985) 

ไมโครสปอริเดียเป็นสาเหตุให้เกิดโรคในปลาได้ (Lom et al., 1995) โรคที่เกิดขึ นจะมีวิการที่
แตกต่างกัน ไมโครสปอริเดียชนิด Glugea sp. และ Loma sp. จะรวมตัวกันเป็นก้อนไมโครสปอ
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ริเดียที่เรียกว่า xenoma โครงสร้างจะมีเป็นก้อนขนาดใหญ่ ภายในก้อน xenoma จะมีเชื อจ้านวน
มากรวมกลุ่มกันอยู่ สามารถแย่งแหล่งพลังงานจากโฮสต์ได้ (Canning and Lom, 1986) เมื่อก้อน 
xenoma ขยายตัวจนมีขนาดใหญ่ ก้อนเชื อจะแตกและปล่อยสปอร์ของเชื อออกมาเป็นจ้านวนมาก
และก้อน enoma จะเจริญกลายเป็นก้อนเนื อ granuloma ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเนื อเยื่อของ
โฮสต์ได้ ไมโครสปอริเดียชนิดอ่ืน เช่น Pleistophora sp. จะไม่ท้าให้เกิดก้อนเนื อ แต่เชื อจะเข้าไป
ท้าลายเนื อเยื่อกล้ามเนื อและเนื อเยื่อในอวัยวะอ่ืน ๆ (Pulsford and Matthews, 1991) โดย
Pleistophora สามารถพบได้ในเซลล์ไข่ (oocyte) ของปลา แต่ยังไม่อาจสรุปได้ว่าเชื อสามารถ
ถ่ายทอดผ่านระบบสืบพันธุ์เพศเมียได้หรือไม่ โดยไมโครสปอริเดียของเชื อชนิดนี จะไปติดและท้าลาย
เนื อเยื่อของเซลล์ไข่เท่านั น 

การติดเชื อไมโครสปอริเดียในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม เช่น เชื อสกุล Encephalitozoon 
สามารถเข้าได้ในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมหลายชนิด โดยไมโครสปอริเดียจะเข้าไปยังอวัยวะของร่างกาย 
เช่น สมองและไต ก่อให้เกิดความเสียหายต่ออวัยวะเหล่านั น ทั งนี  Encephalitozoon ยังเป็นเชื อที่
ติดจากสัตว์มาสู่มนุษย์ (zoonosis) ได้อีกด้วย โดยมนุษย์จะได้รับเชื อผ่านทางการกินสปอร์เข้าสู่
ร่างกาย อีกทั งยังพบว่าสามารถติดเชื อผ่านทางรกได้ เชื อ Encephalitozoon นี  พบได้มากในผู้ติด
เชื อ HIV (human immunosuppressed virus: HIV) ซึ่งเชื อไมโครสปอริเดียมักพบจะเป็นเชื อฉวย
โอกาส (opportunistic) ที่จะเพ่ิมจ้านวนในร่างกายของโฮสต์อย่างรวดเร็วเมื่อระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกายลดต้่าลง 

 
2.3.2 การเคลื่อนที่ของปรสิตตามระยะการพัฒนาการของโฮสต์ (localization of the parasite 
during host development) 

การติดเชื อผ่านทางระบบสืบพันธุ์เพศเมียจะเกิดขึ นในระยะไซโกต (zygote) ของโฮสต์     
ไมโครสปอริเดียจะเข้ามายังระบบสืบพันธุ์ของโฮสต์ โดยวิธีแทรกตัวเข้ามายังเซลล์ระบบสืบพันธุ์มี 2 
รูปแบบ คือ รูปแบบที่หนึ่ง ไมโครสปอริเดียจะติดอยู่ในเซลล์ไข่ (yolk) และระยะตัวอ่อน (embryo) 
โดยที่เชื อจะไม่ขัดขวางกระบวนการแบ่งตัวของเซลล์สืบพันธุ์ของโฮสต์ เช่น การติดเชื อ Nosema 
ผ่านทางเซลล์ไข่ของหนอน Eastern tent caterpilar (Malacosoma americanum) ซึ่งอยู่ติดกับ
ส่วนทางเดินอาหารส่วนกลาง (midgut) เชื อไมโครสปอริเดียจะแทรกตัวผ่านเข้ามาสู่เซลล์ไข่ได้ หรือ
การติดเชื อ Nosema locustae ในช่วง embryogenesis ในตัวอ่อนของตั๊กแตน African 
migratory locust (Locusta migratoria migratorioides) จะเริ่มสร้างสปอร์เมื่อมีการพัฒนาของ
ตัวอ่อน พบเพียงระยะเมอรอนท์ (meront) ในเนื อเยื่อตัวอ่อนส้าหรับรูปแบบที่สอง ไมโครสปอริเดีย
จะติดอยู่ในเนื อเยื่อที่ไม่ใช่เนื อเยื่อระบบสืบพันธุ์ และจะเข้ามาติดเชื อในโอโอไซต์ที่เจริญเต็มที่แล้ว 
ตัวอย่างเช่น การติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิด Nosema granulosis ซึ่งจะติดอยู่กับโฮสต์บริเวณ 
sub-epidermal cell ของตัวอ่อนแอมปิพอด (amphipod)  Gammarus duebeni และจะแทรก
ตัวเข้าสู่เซลล์ฟอลลิเคิล (follicle cell) เมื่อมีการแบ่งตัวที่โอโอไซต์ (Terry et al., 1997) 
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2.3.3 กลไกการติดเชื อเข้าสู่เซลล์โฮสต์ (mechanisms of parasite migration within the host) 
กลไกการเคลื่อนตัวของเชื อไมโครสปอริเดียเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์มี 3 วิธี ได้แก่ 

1) สปอร์เข้าไปติดในระยะ germination สปอร์ของเชื อไมโครสปอริเดียจะเจาะเข้าสู่
เซลล์โฮสต์แล้วถ่าย สปอโรพลาสซึม (sporoplasm) เข้าสู่โฮสต์ หรือสปอร์ของเชื อ
ไมโครสปอริเดียบางชนิดสามารถเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์ได้ทันทีผ่านเซลล์ที่อยู่ติดกัน 
(auto infection) เช่น ไมโครสปอริเดียชนิด Nosema granulosis  

2) การติดเข้าสู่เซลล์เคลื่อนที่ของโฮสต์ (infection of mobile host cell) เช่น ในยุง
จะมี oenocyte ซึ่งจะเคลื่อนตัวเข้าสู่เนื อเยื่อรังไข่ (ovarian tissue) เมื่อมีการ
พัฒนาของโอโอไซต์เกิดขึ น เชื อไมโครสปอริเดียนี จะฉวยโอกาสติดเข้าสู่เนื อเยื่อของ
รังไข่โดยฝังตัวไว้กับ oenocyte ของเซลล์โฮสต์ 

3) การติดเข้าสู่เซลล์ลูก (daughter cell) เกิดเมื่อเซลล์ของโฮสต์ที่มีการติดเชื อ 
ไมโครสปอริเดีย เกิดการแบ่งตัวเป็น 2 เซลล์ หรือ ที่เรียกว่าเซลล์ลูก โดยเชื อไมโค
รสปอริเดียจะแบ่งตัวออกไปอยู่ในเซลล์ใดเซลล์หนึ่งของเซลล์ลูกหรืออาจจะอยู่ใน
เซลล์ลูกที่เกิดใหม่ทั ง 2 เซลล์เลยก็ได้ 
 

2.3.4 วิธีการติดเชื อไมโครสปอริเดีย  
1) การติดเชื อโดยการสัมผัส (direct contact) ซึ่งเป็นการแพร่เชื อทางแนวราบ 

(horizontal transmission) เป็นวิธีหลักที่ไมโครสปอริเดียจะติดเชื อจากโฮสต์หนึ่ง
สู่อีกโฮสต์หนึ่ง โดยจะพบมากในไมโครสปอริเดียที่พบการติดเชื อในโฮสต์ที่ไม่มี
กระดูกสันหลัง เมื่อโฮสต์ได้รับเชื อไมโครสปอริเดียเข้าไปในร่างกายจะเพ่ิมจ้านวน
และแย่งอาหารจากโฮสต์ โดยจะพบสปอร์ของไมโครสปอริเดียถูกปล่อยออกมากับ
สิ่งขับถ่ายของตัวโฮสต์ที่ติดเชื อ หรือ สารคัดหลั่ง (secretory product) หรือออก
จากร่างกายโฮสต์ที่ตาย การติดเชื อผ่านการกิน โดยจะพบว่าไมโครสปอริเดียจะเริ่ม
แทรกตัวเข้าสู่เซลล์โฮสต์ที่ต้าแหน่งทางเดินอาหารส่วนกลาง (midgut) จะพบการ
แพร่เชื อทางแนวราบมากหากโฮสต์ที่ติดเชื อเป็นสัตว์ที่กินกันเอง (carnivores) 

2) การแพร่ผ่านระบบสืบพันธุ์เพศเมีย (transovarial transmission) ซึ่งเป็นการแพร่
เชื อแนวดิ่ง (vertical transmission) มีไมโครสปอริเดียเพียงไม่ก่ีชนิดที่มีการติดเชื อ
ผ่านทางวิธีนี  คือ Nosema empoascae ที่ติดในตั๊กแตน potato leaf hopper 
(Empoasca fabae) ซึ่งสามารถติดผ่านทางแนวราบจากการกินซากได้อีกด้วย 
และ N. granulosis ในแอมปิพอด Gammarus duebeni และ N. locustae ใน
ตัวอ่อน (embryo) ของตั๊กแตน African migratory locust (Locusta 
migratoria migratorioides) 

3) การแพร่ร่วมกันหลายทาง (mixed transmission strategies) ไมโครสปอริเดียที่
สามารถแพร่ได้ทั งแนวราบและติดผ่านระบบสืบพันธุ์เพศเมียด้วยทั ง 2 วิธี จะ
เกิดขึ นเมื่อโฮสต์อยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ไมโครสปอริเดียยังคงอยู่แม้จะ
ไม่ใช่โฮสต์เดิม เช่น การติดเชื อไมโครสปอริเดีย Amblyospora ในยุง Aedes sp. 
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ที่ไข่ของยุงตลอดฤดูหนาว (Andreadis, 1985) หรือการติดเชื อในโฮสต์อ่ืนร่วมกัน 
(alternated host) เช่น เมื่ออุณหภูมิสูงขึ นยุงร้าคาญชนิด Culex dolosus จะตาย
ลงท้าให้เชื อ Amblyospora dolosi ย้ายตัวเองไปติดเชื อในโฮสต์ใหม่ คือ โคพีพอด 
(copepod) จนเมื่ออุณหภูมิสูงขึ นก็จะกลับมาติดกับยุงใหม่อีกครั ง (Micieli et al., 
1998) หรือในเชื อไมโครสปอริเดียชนิด Edhazaradia aedis ในยุงลายบ้าน 
(Aedes aegypti) พบว่า เมื่อโฮสต์ คือ ยุงมีสภาพร่างกายที่สมบูรณ์ เช่น ปริมาณ
ไขมันในร่างกายมีมาก เชื อ E. aedis จะมีการแบ่งตัวทั งในแนวราบและผ่านระบบ
สืบพันธุ์เพศเมีย แต่เมื่อโฮสต์อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เชื อ E. aedis จะเปลี่ยน
ลักษณะการติดเชื อเหลือแต่เพียงการติดเชื อในแนวราบเท่านั น (Koella et al., 
1998)  
 

2.4 การติดเชื้อไมโครสปอริเดียในกุ้ง 
ไมโครสปอริเดียเป็นปรสิตของสัตว์มีกระดูกสันหลังและสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังหลายชนิด 

โดยก่อให้เกิดโรคในกุ้งที่เลี ยงตามธรรมชาติและกุ้งที่เลี ยงในบ่อทั งในระยะวัยอ่อนและกุ้งที่โตเต็มวัย 
ซึ่งพบว่าปรสิตจะเข้าไปแทรกอยู่ตามส่วนต่าง ๆ ของกุ้ง เกิดอาการที่มีลักษณะผิดปกติ เช่น 
กล้ามเนื อจะมีสีขาวแทรกในบริเวณที่มีการติดเชื อ เรียกชื่อโรคนี ว่า milky shrimp หรือ cotton 
shrimp (Iversen and Manning, 1959) 
 ไมโครสปอริ เดียที่ก่อให้ เกิดโรคในกุ้งมี  5 สกุล คือ Nosema, Pleistophora, 
Inodosporus, Thelohania และ Enterocytozoon ในแต่ละสกุลจะพบการติดเชื อของกุ้ง ดังนี                 

Nosema รายงานการพบไมโครสปอริเดียชนิด Nosema nelsonii ในกุ้ง brown shrimp 
(P. aztezus) และกุ้ง white shrimp (P. setiferus) ในแม่น ้า Mississippi โดย N. nelsonii จะเข้า
ไปแทรกอยู่ที่บริเวณหางกุ้ง ท้าให้เกิดเป็นลักษณะสีขาว ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของปรสิตชนิดนี  โดย
สปอร์ของ N. nelsonii เป็นสปอร์เดี่ยวที่ ไม่มีถุงหุ้ม มีความยาว 25 ไมโครเมตร และกว้าง 1.5 
ไมโครเมตร  

Pleistophora sp. (Baxter et al., 1970) พบรายงานการติดเชื อในกุ้ง brown shrimp 
และ white shrimp ในรัฐ Texas, Louisiana และ Mississippi โดยปรสิตสกุลนี จะแทรกอยู่ตาม
กล้ามเนื อ หัวใจ ตับและตับอ่อน (hepatopancreas) เหงือก และกระเพาะอาหาร  โดยสปอร์ของ 
Pleistophora จะมีลักษณะคล้ายลูกแพร์ (pyriform) มีความยาว 2.3-3.0 ไมโครเมตร กว้าง 1.7-2.5 
ไมโครเมตร โดยแต่ละสปอร์จะรวมกันเป็นกลุ่มอยู่ในถุงสปอร์ ซึ่งจะมีขนาดตั งแต่ 11-50 ไมโครเมตร 
และแต่ละถุงสปอร์จะมีสปอร์เดี่ยว 14-130 สปอร์ (Overstreet, 1973) ไมโครสปอริเดียอีก 
สกุลหนึ่ งที่พบบริ เวณชายฝั่ งมหาสมุทรแอตแลนติกในประเทศฝรั่ ง เศส  และโปรตุ เกส  
โ ด ย กุ้ ง ที่ ติ ด เ ชื อ จ ะ แ ส ด ง อ า ก า ร ก ล้ า ม เ นื อ เ ป็ น สี ข า ว ขุ่ น ใ ห้ เ ห็ น ไ ด้ อ ย่ า ง ชั ด เ จ น  
           Inodosporus octospora เชื อชนิดนี สปอร์เดี่ยวมีลักษณะเป็นวงรี (ellipsoidal) ยาว 2.0-
2.7 ไมโครเมตร และ กว้าง 1.0-1.5 ไมโครเมตร โดยสปอร์เดี่ยว 8 สปอร์จะรวมกลุ่มอยู่ในถุงหุ้ม
สปอร์ (sporophorous vesicle) (Azevedo et al., 2000)  
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Thelohania เป็นไมโครสปอริเดียที่มีรายงานการติดเชื อในกุ้ง เชื อ Thelohania penaei 
พบในกุ้ง (P. setiferus) white shrimp โดยจะแทรกตัวอยู่ในบริเวณล้าตัวของกุ้ง ในกล้ามเนื อเรียบ
ของผนังหลอดเลือด ล้าไส้ส่วนต้น ล้าไส้ส่วนปลายและเนื อเยื่อของอวัยวะสืบพันธุ์ สามารถเห็นการ
ติดเชื อบริเวณใต้เปลือกส่วนหัว (Sprague, 1950) สปอร์มีลักษณะคล้ายลูกแพร์ 8 สปอร์ โดยสปอร์
จะรวมกลุ่มอยู่ใน 1 ถุงหุ้มสปอร์ขนาด 7-12 ไมโครเมตร แต่ละสปอร์มีความยาว 2.5-4.7 ไมโครเมตร 
และกว้าง 2.0-3.5 ไมโครเมตร ส้าหรับ T. duorata และกุ้ง pink shrimp (P. duorarum) 
(Iversen and Manning, 1959) มีรายงานการติดเชื อในกุ้ง Caribbean brown shrimp (P. 
brasiliensis latreille) (Iversen and Van Meter, 1964) ซึ่งลักษณะของกุ้ง ที่ติดเชื อปรสิตนี จะ
พบสปอร์แทรกอยู่ในเส้นใยของกล้ามเนื อ หรือบางครั งอาจจะเข้าไปแทนที่เนื อเยื่อนั นอย่างสมบูรณ์ 
นอกจากนี ยังอาจพบที่บริเวณหัวใจ อวัยวะสืบพันธุ์ สมอง และอวัยวะอ่ืน ๆ โดยสปอร์มีรูปร่างคล้าย
ลูกแพร์ ยาว 4.7-6.8 ไมโครเมตร กว้าง 3.4-4.2 ไมโครเมตร ถุงหุ้มสปอร์มีขนาด 8.5-13.6 
ไมโครเมตร โดยแต่ละถุงหุ้มมีสปอร์เดี่ยวอยู่ 8 สปอร์ (Overstreet, 1973) นอกจากชนิดของ 
Thelohania ที่กล่าวมาแล้วข้างต้น ยังมี Thelohania ชนิดอ่ืน ๆ ที่เป็นปรสิตในกุ้งและครัสตาเชียน
ชนิดอ่ืนอีกด้วย  

ในประเทศไทยมีรายงานการติดเชื อ ไมโครสปอริเดีย 2 ชนิดในกุ้ง คือ Thelohania penaei 
ที่พบในกล้ามเนื อและเนื อเยื่อเกี่ยวพันของกุ้ง โดยเชื อจะเข้าไปเพ่ิมจ้านวนจนแน่นทั่วกล้ามเนื อ
บริเวณหน้าท้องและโคนหาง เกิดเป็นวิการที่มีกล้ามเนื อขาวขุ่นเกิดขึ น (cotton tail disease) โดย
เชื อนี สามารถติดได้ในกุ้ง 2 ชนิด คือ กุ้งแชบ๊วย (P. merguiensis) และกุ้งกุลาด้า (P. monodon) 
แสดงให้เห็นว่าในกุ้งต่างชนิดกันยังสามารถได้รับเชื อเข้าสู่ร่างกายได้ จากการส้ารวจการติดเชื อในสัตว์
อ่ืน ๆที่อยู่รอบฟาร์มกุ้งในจังหวัดสงขลาที่ติดเชื อ T. penaei โดยท้าการศึกษาตั งแต่เดือน มิถุนายน 
จนถึงเดือนกรกฎาคม ปี พ.ศ. 2537 โดยสังเกตจากวิการของกุ้งที่มีกล้ามเนื อขาวขุ่นกลางหลัง และ
ท้าการตรวจยืนยันวิการของโรคว่าเกิดจากเชื อ T. penaei ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา ที่มีความจ้าเพาะ
ต่อเชื อ  ร่วมกับการเก็บตัวอย่างสัตว์น ้าอ่ืน ๆ ที่พบในบ่อกุ้งที่มีการติดเชื อ จากตัวอย่างสัตว์ 22 ชนิด
พบว่า มี 2 ชนิดที่ให้ผลบวกกับเชื อ T. penaei คือ ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) และ 
ปลาตะกรับ (Scatophagus argus) (Pasharawipas and Flegel, 1994) 

Enterocytozoon hepatopenaei ปัจจุบันพบการติดเชื อชนิดนี ที่ผนังท่อของตับและตับ
อ่อนในกุ้งกุลาด้า เชื อชนิดนี จัดอยู่ในวงศ์ Enterocytozoonidae จากการตรวจสอบล้าดับดีเอ็นเอ
พบว่าลักษณะล้าดับสายนิวคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่งไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ของเชื อไมโครสปอริเดียที่พบ
ในเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้งกุลาด้า จากการเทียบล้าดับสายนิวคลีโอไทด์พบว่ามีความคล้ายกับเชื อ
ไมโครสปอริเดียวงศ์ Enterocytozoonidae ซึ่งมีความแตกต่างจาก ไมโครสปอริเดียชนิด 
Nucleospora และ Enterospora ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับชนิด Enterocytozoon แต่มีความ
แตกต่างกับเชื อ Enterocytozoon bieneusi ที่สามารถติดเชื อได้ในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง จึงจัดให้
ไมโครสปอริเดียชนิดนี เป็นชนิดใหม่ที่พบเฉพาะในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง  

ไมโครสปอริเดียในกลุ่ม Enterocytozoonidae ที่สามารถติดเชื อได้ในสัตว์น ้า ได้แก่ 
Enterospora canceri ที่พบการติดเชื อ ในปู hermit crab (Eupagus bernhardus) ซึ่งมีลักษณะ
การติดเชื อที่แตกต่างกับ E. hepatopenaei คือ Enterospora canceri จะเข้าไปแบ่งตัวใน
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นิวเคลียสของโฮสต์เซลล์ทุกชนิดยกเว้น B-cell แต่ E. hepatopenaei จะเข้าไปแบ่งตัวได้ใน 
ไซโตพลาสซึมของเซลล์ได้เท่านั นและสามารถแบ่งตัวได้ในไซโตพลาสซึมของทุกเซลล์ในผนังท่อตับ
และตับอ่อนยกเว้น F-cell (Stentiford and Bateman, 2007)  ในระยะ plasmodia สามารถพบ
การเกิด vacuole ได้และยังสามารถพบลักษณะคล้ายกับกระเปาะ (bulb) ไมโครวิลไล (microvilli-
like) รอบ ๆ ผนังเซลล์ในระยะ plasmodia ซึ่งการพัฒนาของระยะ plasmodia อาจเกิดจาก
โครงสร้างเล็กๆ ภายใน vacuole จากนั นจึงเริ่มขยายตัวจนชิดกับขอบของผนัง vacuolar 
membrane จึงสามารถเห็นเป็นลักษณะเนื อเยื่อหนา 2 ชั น (double-layered membrane) ซึ่ง
อาจพบลักษณะการเกิดกระเปาะและลักษณะโครงสร้างคล้ายไมโครวิลไลได้ ไมโครสปอริเดียชนิดนี 
พบในกุ้งกุลาด้าที่ป่วยด้วยภาวะโตช้าร่วมกับเชื อไวรัส ในอวัยวะน ้าเหลือง (lymphatic organ) และ
เนื อเยื่อฮีมาโตพอยอีติก (hematopoietic tissue) (Anantasomboon et al., 2006) ซึ่งพบได้น้อย
ในกุ้งที่แข็งแรง เชื อไมโครสปอริเดียมีลักษณะเป็นเชื อฉวยโอกาสและก่อให้เกิดความรุนแรง เมื่อ
ภูมิคุ้มกันของร่างกายต่้า เช่นการเพ่ิมจ้านวนของเชื อ E. bienuesi ในผู้ป่วยโรคเอดส์ ที่มีภาวะ
ภูมิคุ้มกันต่้าเป็นระยะเวลานาน  จัดล้าดับอนุกรมวิธานของไมโครสปอริเดียสกุลนี  ดังนี  (Desportes 
et al., 1985) 

Phylum Microspora  
    Class Microsporea  
         Order Microsporidia  
             Family Enterocytozoonidae  
                    Genus Enterocytozoon   

เชื อ E. hepatopenaei จัดอยู่ในสกุล Enterocytozoon จากรายงานการระบาดของ      
โรคขี ขาวในกุ้งกุลาด้าในประเทศเวียดนามและไทย พบว่ากุ้งที่มีการติดเชื อ E. hepatopenaei เมื่อ
ได้รับเชื อโรคอ่ืน ๆ หรือความเครียดและภูมิคุ้มกันที่ลดลง จะท้าให้เชื อไมโครสปอริเดียเพ่ิมจ้านวน
เพ่ิมขึ นในปริมาณมาก เกิดการแย่งพลังงานจากไขมันที่ตับและตับอ่อนของกุ้ง ส่งผลให้กุ้งอ่อนแอและ
ตายได้ง่าย (Flegel, 2012) เช่นเดียวกับในมนุษย์ เชื อไมโครสปอริเดียเป็นเชื อฉวยโอกาส และจะมี
ความรุนแรงมากขึ น ในผู้ป่วยที่ติดเชื อเอชไอวี หรือในผู้ป่วยที่มีภาวะเครียด ได้รับการเปลี่ยนถ่าย
อวัยวะ หรือภาวะใด ๆ ที่ส่งผลให้ระดับภูมิคุ้มกันของร่างกายต่้ากว่าปกติ (Ghosh and Weiss, 
2009) 

 
2.5 การตรวจหาเชื้อไมโครสปอริเดียในสิ่งมีชีวิต  
 
2.5.1 การย้อมด้วยเทคนิคสีพิเศษ (modified trichrome stain) 

การเตรียมตัวอย่างเพ่ือย้อมสี หากเป็นตัวอย่างของสิ่งขับถ่ายหรือของเหลวที่มีปริมาณมาก 
จะน้ามาปั่นเหวี่ยงด้วยแรงเหวี่ยง 2,000 gเป็นเวลา 10 นาที จากนั นน้าตะกอนที่ได้มาสเมียร์บนแผ่น
สไลด์ หากเป็นตะกอนจากตัวอย่างอุจจาระจะน้ามาผสมกับ 1 เปอร์เซ็นต์ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
(KOH) ในอัตราส่วน 1:1 แล้วจึงย้อมสี หากเป็นตะกอนจากตัวอย่างของเหลวจะผสม 10 เปอร์เซ็นต์
ฟอร์มาลิน หรือ โซเดียมอะซิเตต เพ่ือเตรียมตัวอย่างส้าหรับย้อมสี ซึ่งโดยปกติแล้วสีย้อมจะติดสปอร์
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ของไมโครสปอริเดียได้ยาก ส้าหรับสีที่นิยมใช้ คือ chromotrope 2R ในการย้อมสี สปอร์ ซึ่งสามารถ
ย้อมติดสีได้ดี ส่วนสีย้อมพิเศษอ่ืน ๆ ที่นิยมใช้ในการย้อมได้แก่ Weber-Green modified 
trichrome stain และ Ryan-Blue modified trichrome stain โดยการย้อมด้วยสี Weber-Green 
modified trichrome stain เมื่อตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ที่ก้าลังขยาย 1,000 เท่า จะเห็นผนัง
สปอร์สีชมพูจนถึงแดง มีขอบเขตชัดเจน มองเห็น polar tube ได้โดยพื นหลังจะติดสีเขียวอมน ้าเงิน 
การย้อมสีนี อาจติดสีอาจติด แบคทีเรีย ยีสต์ หรือเศษเนื อเยื่ออ่ืน ๆ ซ่ึงสามารถแยกออกจากเชื อได้โดย
พิจารณารูปร่างและขนาด อย่างไรก็ตามควรมีแผ่นย้อมที่ให้ผลบวกเป็นตัวเปรียบเทียบด้วย โดย
อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใช้ย้อมสีจะให้ผลในการติดของสีที่ผนังสปอร์ต่างกัน การย้อมสีที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หรือ การย้อมสีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จะ
ท้าให้เห็นสปอร์ได้ชัดเจนขึ น ส่วนการย้อมด้วยสี acid-fast trichrome stain สามารถใช้ย้อมดู
ตัวอย่าง สปอร์และโอโอไซต์ของ Cryptosporidium ได้ ส้าหรับการย้อมด้วยวิธี rapid-hot Gram 
chromotrope จัดเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ใช้เวลาในการย้อมเพียง 5 นาที ให้สปอร์ติดสีม่วงเข้ม และพื นหลัง
มีสีเขียวอ่อน ส่วนการย้อมสี Giemsa stain  จากตัวอย่างอุจจาระจะเห็นสปอร์ติดสีน ้าเงินอ่อน ซึ่ง
แยกออกจากกันได้ยากกับเศษเนื อเยื่ออ่ืน ๆและตะกอนที่ปะปนอยู่มาก แต่ถ้าเป็นตัวอย่างของเหลว
ในร่างกายท่ีไม่มีเศษตะกอนมาก การย้อมด้วยสี Giemsa สามารถท้าได้และจะแยกสปอร์ของไมโครส
ปอริเดียออกจากตัวอย่างได้ง่ายกว่าในตัวอย่างอุจจาระส่วนการย้อมด้วยสี gram ใช้ในการแยกสปอร์
ได้ โดยสปอร์ที่โตเต็มที่ (mature spore) จะติดสีม่วง ส่วนสปอร์ที่ยังไม่โต (immature spore) จะ
ติดสีแดง สีชนิดอ่ืนที่สามารถใช้ย้อมได้ เช่น periodic acid Schiff (PAS) stain, silver stain และ 
Warthin-Starry stain  

 
2.5.2 การส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (chemofluorescent optical brightening )  

การย้อมสีตัวอย่างด้วยสีฟลูออเรสเซนต์จะย้อมติดกับส่วนไคตินของสปอร์ การตรวจดูการติด
สีจะใช้กล้องฟลูออเรสเซนต์ตรวจดูและดูด้วยความยาวคลื่นจ้าเพาะ โดยแต่ละชนิดจะมีช่วงคลื่นที่ใช้
ในการดูผลหลังจากการย้อมที่ความยาวคลื่นต่างกัน เช่น สี Calcofluor White 2MR ดูด้วยความยาว
คลื่นช่วง 395-415 นาโนเมตร โดยสปอร์จะปรากฏเป็นสีน ้าเงินซีด มีสีน ้าเงินอมเขียวเรืองแสงตรง
กลาง อย่างไรก็ตามสีชนิดนี ไม่มีความจ้าเพาะต่อเชื อมากนัก เพราะสีชนิดนี อาจติดเชื อราหรือเศษ
เนื อเยื่ออ่ืน ๆ ที่ผนังเซลล์มีองค์ประกอบของไคตินได้ หากเป็นตัวอย่างอุจจาระจะท้าให้แปลผล
คลาดเคลื่อนได้ เพราะมีเศษตะกอนที่สามารถติดสีฟลูออเรสเซนต์ได้ เช่นเดียวกันสีฟลูออเรสเซนต์ที่
ใช้ในการย้อมมีหลายชนิด เช่น  Fungi-Fluor, Cellufluor, Fungiqual A และ Uvitex 2B เป็นต้น  

 
2.5.3 เซลล์วิทยา (cytology)  

วิธีนี จะเก็บตัวอยางจากของเหลวในร่างกาย แล้วน้าตัวอย่างของเหลวที่ได้ ปั่นตกตะกอน 
เ ลื อ ก เ อาส่ วนตะกอนที่ ไ ด้ ส เ มี ย ร์ บนกร ะจกส ไลด์ แ ละ  ต รึ ง ด้ ว ย เมทานอลย้ อมด้ ว ย 
สี Giemsa แล้วน้ามาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา ที่ก้าลังขยาย 1,000 เท่า หรืออีกวิธีหนึ่งคือน้า
เนื อเยื่อมาปั่นให้ตกตะกอน จะพบสปอร์ของไมโครสปอริเดียอยู่ในชั นตะกอน ก่อนน้าตะกอนไปย้อมสี 
ซ่ึงสามารถใช้ในการตรวจตัวอย่างจาก เนื อเยื่อกระจกตาที่เก็บมา หรือสารคัดหลั่งจากจมูก  หรือสาร
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คัดหลั่งอ่ืน ๆที่ได้จากร่างกายสามารถน้ามาปั่นตกตะกอนและย้อมเพ่ือตรวจหาเชื อได้ ซึ่งสามารถท้า
ได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ 

 
2.5.4 จุลพยาธิวิทยา (histopathology) 

น้าตัวอย่างเนื อเยื่อรักษาสภาพใน 10 เปอร์เซ็นต์ฟอร์มาลิน จากนั นน้าไปผ่านกระบวนการฝัง
ในพาราฟิน แล้วน้าไปย้อมสี hematoxylin-eosin เมื่อตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จะสามารถพบ
สปอร์ที่แทรกอยู่ในเนื อเยื่อ อย่างไรก็ตามการตรวจต้องใช้ความช้านาญในการแยกสปอร์ออกจากส่วน
อ่ืน ๆ ในเซลล์ของโฮลต์  

 
2.5.5 การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (electron microscopy)  

เป็นวิธีที่ดีที่สุด ที่ยืนยันการพบเชื อไมโครสปอริเดียและยังสามารถใช้ดูรูปร่างของสปอร์รวม
ไปถึงการจ้าแนกชนิดของเชื อจากโครงสร้างภายในสปอร์ได้ อย่างไรก็ตามวิธีนี ไม่สามารถท้าได้ใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป เพราะต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงและตรวจตัวอย่างได้ทีละไม่มาก 

 
2.5.6 อณูชีววิทยา (molecularbiology) 

1) เทคนิคการตรวจด้วยสารเรืองแสง (fluorescent in situ hybridization : FISH) เป็น
เทคนิคที่ใช้เพ่ือตรวจหาดีเอ็นเอภายในเนื อเยื่อซึ่งเซลล์นี ยังคงรูปร่างที่สมบูรณ์เหมือนเดิม
อยู่ โดยออกแบบสายนิวคลีโอไทด์ที่มีความจ้าเพาะต่อเชื อ หรือที่เรียกว่า probe เข้าไปโดย
จะใช้ proteolytic enzyme เข้าไปช่วยย่อยผนังเซลล์ ให้ probe เข้าไปจับกับดีเอ็นเอ 
เป้าหมายที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์คู่สมกับ probe ภายในเซลล์ได้ โดยสามารถติดตามผลที่ได้
จากการเรืองแสง วิธีนี สามารถใช้ในการตรวจการติดเชื อ E. bieneusi จากตัวอย่างเนื อเยื่อ
ผนังล้าไส้ที่ฝังอยู่ในพาราฟินได้ (Carville et al., 1997) แต่มีข้อจ้ากัด คือ ต้องใช้เครื่องมือ
และขั นตอนในการแปลผลที่นาน เมื่อเทียบกับเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Hester 
et al., 2000) 

2) เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (polymerase chain reaction : PCR) เป็นเทคนิคที่ใช้
ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งอยู่ในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออ่ืนหลายชนิด โดยไม่
จ้าเป็นต้องท้าให้ชิ นดีเอ็นเอดังกล่าวบริสุทธิ์ก่อนท้าให้สามารถวิเคราะห์หรือตัดแยกชิ นดี
เอ็นเอที่สนใจนั นได้ ขั นแรกต้องทราบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่สนใจก่อนแล้วจึ ง
สังเคราะห์ โอลิโกนิวคลีโอไทด์สั นๆ 1 คู่ (Weiss and Vossbrinck, 1999) แต่ละสายจะมี
เบสเป็นคู่สมกับส่วนปลายของเส้นดีเอ็นเอที่ต้องการนั นเพ่ือใช้เป็นไพรเมอร์ในการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอ โดยน้าสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ ไพรเมอร์ทั งสองชนิดใส่รวมกับดีเอ็นเอที่
แยกได้จากเซลล์ทั งหมด  เมื่อดีเอ็นเอเกลียวคู่แยกออกจากกันเป็นสายเดี่ยวจากอุณหภูมิที่
สูงขึ น จึงท้าการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วเพ่ือให้ไพรเมอร์ซึ่งมีเบสคู่สมจับกับปลายของยีน
ที่ต้องการ ก็จะเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอขึ น ท้าเช่นนี  30 ถึง 40 รอบ ชิ นส่วนดีเอ็นเอที่
ต้องการก็จะเพ่ิมขึ นเป็นล้าน ๆ เท่า (Joshi and Deshpande, 2011) ส่วนขั นตอนในการ
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างที่ได้เพ่ือตรวจหาเชื อไมโครสปอริเดียนั น สามารถตรวจ ได้จาก
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เนื อเยื่อหลายบริเวณ ตัวอย่าง เช่น ชิ นเนื อเยื่อจากล้าไส้  หรือเยื่อเมือกที่ได้จากกระจกตา 
ตัวอย่างสิ่งขับถ่าย เช่น สิ่งขับถ่ายและปัสสาวะ ส้าหรับขั นตอนในการสกัดอาจใช้ชุดสกัดดี
เอ็นเอ การสกัดด้วยวิธีฟีนอลคลอโรฟอร์ม (phenol chloroform) หรือการตกตะกอนด้วย
เอทานอลแอลกอฮอล์ (Ausubel et al., 1988) การสกัดดีเอ็นเอเพ่ือตรวจหาเชื อไมโครส
ปอริเดียช่วยเพ่ิมข้อมูลการค้นพบไมโครสปอริเดียชนิดใหม่โดยตั งแต่ปี ค.ศ.1999 ถึง ค.ศ.
2009 มี ข้อมูลของล้าดับนิวคลีโอไทด์ เพ่ิมขึ นถึง 6 ,000 ชนิดฐานข้อมูลของ GenBank 
(Katinka et al., 2001) การเลือกต้าแหน่งที่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ให้มี
ความจ้าเพาะต่อเชื อไมโครสปอริเดียจะใช้ที่ต้าแหน่งสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลสอาร์เอ็นเอ 
(small subunit rNA) ซึ่งเชื อที่มีการตรวจเป็นครั งแรกคือ (Vairimorpha necatrix ) 
(Vossbrinck et al., 1987) 
 

2.5.7 การเพาะเลี ยงเซลล์ (cell culture) 
การเพาะเลี ยงเซลล์ ไม่เหมาะส้าหรับใช้เป็นวิธีตรวจเพ่ือหาเชื อ แต่ เหมาะส้าหรับการท้าเพ่ือ

ศึกษาการตอบสนองต่อฤทธิ์ของยา และเหมาะส้าหรับงานทดลองเพ่ือท้างานวิจัยมากกว่าการตรวจ
คัดกรอง โดยมีไมโครสปอริเดียบางชนิดที่สามารถเลี ยงในเซลล์ได้ เช่น Encephalitozoon 
cuniculic และ E. Hellem การเลี ยงเซลล์ E. intestinalis โดยเซลล์ที่ใช้เลี ยงจะเป็นเซลล์จากไตของ
ลิงและกระต่าย หรือเซลล์ fetal lung fibroblast ของมนุษย์ อย่างไรก็ตามเชื อบางชนิดยังไม่สามารถ
เลี ยงได้ในระยะยาว เช่น E. bieneusi ยังไม่แพร่หลายนัก และท้าได้ยาก เพราะต้องใช้ปฏิกิริยาการ
ทางภูมิคุ้มกันมายืนยันและจ้าแนกชนิด (Weber et al., 1999) 

 
2.5.8 การตรวจทางซีรั่มวิทยา (serological testing) 

การตรวจทางซี รั่ ม เป็นการรวมวิ ธีการตรวจวัดระดับภูมิคุ้ มกันไว้หลายวิธี  เช่น  
 carbon immunoassay, indirect immunofluorescent–antibody testing, enzyme linked 
immunosorbent assay, counter immune electrophoresis และ western blotting จะ
สามารถวัดระดับภูมิคุ้มกันของร่างกายที่ตอบสนองต่อเชื อไมโครสปอริเดีย E. cuniculi ในสัตว์และ
เชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. intestinalis แต่การศึกษาทางซีรั่มวิทยานั น ยังไม่สามารถท้าได้เนื่องจาก
การเลี ยงเซลล์ยังไม่สามารถเลี ยงเชื อไมโครสปอริเดียในเซลล์ได้  

 
2.6 การเก็บตัวอย่างสิ่งแวดล้อมเพื่อน ามาตรวจหาเชื้อไมโครสปอริเดีย 
 
2.6.1 การเก็บตัวอย่างดิน 

การเก็บตัวอย่างดินมีขั นตอนหลัก ๆ ในการท้าร่วมกัน คือ การแยกเอาสปอร์ออกจากส่วนของ
ตะกอนดินหรืออนุภาคอ่ืน ๆ ในตัวอย่าง โดยสามารถเก็บตัวอย่างได้หลายวิธี ขึ นอยู่กับปริมาณที่
ต้องการเก็บ และชนิดของตัวอย่างที่ต้องการเก็บ การบดตัวอย่างดินจะช่วยให้อนุภาค อ่ืน ๆ ที่อยู่ใน
ตัวอย่างดินมีขนาดเล็กลง และสะดวกต่อการเก็บสปอร์ หรือโอโอซีสต์ เช่น พบไข่พยาธิชนิด Ascaris 
ในดินทรายมากกว่าในดินเลน การบดตัวอย่างดินช่วยให้เก็บเกี่ยวไข่Toxocara sp. ได้ดียิ่งขึ น (Dada 
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and Lindquist, 1979) ในกรณีของปรสิตที่มีขนาดใหญ่ เช่น ไข่ของพยาธิสามารถน้ามาแยกชนิดได้
โดยดูจากลักษณะภายนอก ซึ่งหากมีสิ่งแปลกปลอมหรืออนุภาคแขวนลอยอ่ืน ๆ มากจะท้าให้การแยก
ชนิดของพยาธิท้าได้ยากมากขึ น ดังนั นการเลือกขั นตอนในการเก็บตัวอย่างให้เหมาะสมถือเป็นเรื่อง
ส้าคัญที่จะช่วยให้การท้างานนั นสะดวกมากขึ น สามารถท้าให้เก็บตัวอย่างจากโอโอซีสต์ของพยาธิ 
และโปรโตซัวได้ดีขึ น (Smith, 1998) ขั นตอนที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างดิน คือ 

1) การท้าให้ลอย (floatation) ความถ่วงจ้าเพาะมีความส้าคัญเป็นอย่างยิ่ง สามารถให้ความ
ถ่วงจ้าเพาะที่มีค่าตั งแต่ 1.05 ถึง 1.18 หลักในการท้าให้ลอย คือ อนุภาคท่ีมีความหนาแน่น
น้อยกว่าจะลอยขึ นสู่ผิวของสารละลายที่ใส่ลงไปในตัวอย่าง แล้วเก็บเฉพาะส่วนบนของ
สารละลายออกมา วิธีการนี จะต้องเลือกช่วงความเข้มข้นของความถ่วงจ้าเพาะของ
สารละลายให้เหมาะสม เพราะถ้าความเข้มข้นมากเกินไป จะท้าให้เซลล์เสียรูปร่างได้ ใช้
ความถ่วงจ้าเพาะ 1.12 ถึง 1.20 ผสมตัวอย่างดินกับน ้าเกลือเข้มข้นตั งทิ งไว้นานประมาณ 
5-20 นาที ในการเก็บโอโอซีสต์  (oocyst) ของคอกซิ เดีย (Coccidia)  เช่น เกลือ 
ซิงค์ซัลเฟต (ZnSO4) และเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) อาจใช้น ้ าตาลซูโคส 
(sucrose) คู่กับเกลือ เพ่ือช่วยให้เก็บตัวอย่างได้ดียิ่งขึ น  

2) การท้าให้ตกตะกอน (sedimentation) ใช้ในการตกตะกอนเพ่ือหาตัวอย่างของไมโครสปอ
ริเดีย สามารถใช้วิธีนี วิธีเดียวหรือจะใช้วิธีอ่ืนร่วมด้วยก็ได้ โดยใช้หลักในการตกตะกอนให้
สารละลายเกลือที่มีความเข้มข้น โดยความหนาแน่นของไข่พยาธิหรือสปอร์จะตกลงไปกับ
ตะกอน ทิ งส่วนน ้าใสออกและเก็บแต่ส่วนของตะกอนที่ได้ไปตรวจ 

3) การท้าให้ลอยตัวด้วยเครื่องปั่น (centrifugal floatation) เป็นการรวมวิธี 2 วิธี คือ การปั่น
ตกตะกอนและการท้าให้ลอยตัวรวมกัน เหมาะส้าหรับตัวอย่างที่มีความสกปรกและมี
อนุภาคแขวนลอยมาก อาจละลายตัวอย่างในสารละลายก่อนและกรองเอาส่วนอนุภาคที่มี
ขนาดใหญ่มาก ๆ ออก แล้วปั่นเอาส่วนสารละลายที่ได้จากการกรองให้ตกตะกอน จากนั น
น้าเฉพาะส่วนตะกอนที่ได้ไปท้าให้ลอย (floatation) อีกครั งโดยเติมสารละลายเกลือเข้มข้น 
แล้วน้าไปปั่นโดยตัวอย่างที่มีมวลแน่นกว่าก็จะตกลงไปเป็นตะกอน ส่วนตัวอย่างที่ต้องการ
ตรวจจะลอยขึ นสู่ผิวด้านบนของสารละลาย 

4) การท้าให้ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่น (centrifugal sedimentation) เป็นการรวมวิธีการ
กรองเอาอนุภาคใหญ่ในตัวอย่างออกก่อนแล้วจึงปั่นตัวอย่างให้ตกตะกอน การใช้วิธีนี เก็บ
ตัวอย่างจะเหมาะกับตัวอย่างที่มีอนุภาคอ่ืน ๆ มาก เช่น สิ่งขับถ่าย หรือน ้าเสีย สามารถ
ผสม diethyl ether หรือ ethyl acetate เพ่ือละลายไขมันที่ปนมากับตัวอย่าง  

 
2.6.2 การเก็บตัวอย่างน ้า  

1) การตกตะกอน (sedimentation) เป็นการแยกเอาส่วนอนุภาคในน ้าที่มีน ้าหนักเบากว่า
สปอร์ออก สามารถท้าได้ โดยการตั งน ้าตัวอย่างที่ต้องการตรวจไว้ แล้วเก็บเฉพาะส่วน
ตะกอนที่อยู่ก้นขวดน้าไปตรวจเชื อ 

2) การจับตกตะกอน (flocculation) เป็นกระบวนการจับตัวกันของอนุภาคที่มีขนาดเล็กกับ
เชื อให้เกิดเป็นอนุภาคขนาดใหญ่ขึ นจนสามารถตกตะกอนได้ง่ายขึ น อนุภาคขนาดเล็กที่
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สามารถใช้เข้าจับกับปรสิตที่มีรายงานการใช้ เช่น aluminum sulfate และ calcium 
carbonate ในการตะกอนโอโอซิสต์ของ Cryptosporidium หรือ การใช้ calcium 
carbonate ในการตกตะกอนซีสต์ (cyst) ของปรสิต Giardia เป็นต้น (Vesey et al, 
1993) 

3) การตกตะกอนด้วย formalin ethyl acetate concentration การตกตะกอนนิยมใช้ใน
การตรวจหาเชื อปรสิตในสิ่งขับถ่าย โดยใช้การปั่นตัวอย่างผ่านความเข้มข้นของสารเคมี 
เ พ่ือแยกเอาไขมันหรืออนุภาคแขวนลอย ที่ อยู่ ในตัวอย่ างให้ติ ดอยู่ กับชั นของ 
ethyl acetate ส่วนชั นล่างสุดที่ติดกับตะกอนด้านล่างจะเป็นชั นที่มีเชื อปรสิตอยู่ใน 
formalin วิธีนี เป็นวิธีที่รวดเร็ว ประหยัด แต่มีข้อเสีย คือ เซลล์ระยะ trophozoite ของ
ปรสิตที่ได้หลังจากการตกตะกอน จะมีรูปร่างไม่สมบูรณ์ และการดูดเอาส่วน formalin ที่
ติดกับตะกอนตัวอย่างเข้ามาจะรบกวนการสกัดดีเอ็นเอของปรสิตได้ 

4) การกรองด้วยกระดาษกรอง (membrane filtration) ในกรณีที่ตัวอย่างน ้ามีความขุ่นน้อย
จะใช้ตัวอย่างน ้าประมาณ 10–40 ลิตร แต่หากตัวอย่างนี มีความขุ่นมาก อาจใช้ตัวอย่างน ้า
เพียง 1–2 ลิตร ชนิดของกระดาษกรองอาจมีผลต่อการเก็บเกี่ยวสปอร์ของเชื อ กระดาษ
กรองชนิด cellulose acetate จะเก็บเกี่ยวตัวอย่างของสปอร์ของ Cryptosporidium ได้
มากกว่าชนิด polycarbonate membrane (Ongerth and Stibbs, 1987) ทั งนี การ
เลือกชนิดของกระดาษกรอง จะต้องค้านึงถึง ความเหมาะสมส้าหรับตัวอย่างน ้าที่ต้องการ
ตรวจ เพราะหากต้องการตรวจ ตัวอย่างน ้าปริมาณมากและมีความขุ่นมาก จะเกิดการอุด
ตันได้ง่าย ท้าให้ต้องเปลี่ยนกระดาษกรองหลายแผ่นเช่นกัน 

5) การกรองโดยใช้เครื่องกรองแบบ cartridge filtration เครื่องกรองแบบ cartridge 
filtration เป็นเครื่องกรองที่พัฒนามาจากวิธีการกรองแบบผ่านกระดาษกรอง โดยเครื่อง
กรองจะมีแผ่น polypropylene ขนาด 1 ไมโครเมตร เป็นการกรองขั นแรก มีการทดลอง
ในการตรวจหาปรสิตจากตัวอย่างน ้า 100-1000 ลิตร ที่ความเร็วไหลผ่าน 1-5 ลิตรต่อนาที
เก็บตัวอย่างที่กรองได้จากแผ่น polypropylene มาล้างเพ่ือให้สปอร์ที่ติดค้างอยู่หลุด
ออกมาและสามารถน้าตัวอย่างน ้าที่ล้างไปสกัดดีเอ็นเอได้ ส้านักงานปกป้องสิ่งแวดล้อม
สหรัฐอเมริกา (USEPA) ใช้เทคนิคนี ในการตรวจหาเชื อ Cryptosporidium  และ Giardia 
ที่อาจปนเปื้อนอยู่ในแหล่งน ้าที่ใช้เป็นแหล่งน ้าอุปโภคและบริโภค แม้จะได้รับการพัฒนามา
จากการตกตะกอน โดยใช้กระดาษกรองและสามารถกรองน ้าได้ในปริมาณมาก การใช้
เครื่องกรอง cartridge filtration มีข้อจ้ากัดโดยเฉพาะในตัวอย่างที่มีความขุ่นมาก ๆ จะท้า
ให้เกิดการอุดตันได้ง่าย ส่งผลให้กรองช้าลงได้หรือต้องท้าการล้างและเปลี่ยนแผ่นกรอง
ตัวอย่างบ่อยขึ น 

6) การปั่นเหวี่ยง centrifugation techniques เพ่ือตรวจหาปรสิต ซึ่งการตรวจหาปรสิตแต่
ละชนิดจะใช้ความเร็ว ปริมาณตัวอย่างและเวลาที่ท้าแตกต่างกัน ต้องปรับหาวิธีในการปั่น
เหวี่ยงให้เหมาะสม ส้าหรับเครื่องมือที่ใช้ในการปั่นเหวี่ยงนั น สามารถหาได้ง่ายและมีใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป ปริมาณของตัวอย่างที่ต้องการตรวจสามารถปรับภาชนะท่ีใช้ปั่นเหวี่ยง
ได้ตามปริมาตรของตัวอย่างที่จะตรวจ ด้วยเหตุนี จึงมีการน้าเครื่อง continuous flow 
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centrifugation (CFC) เข้ามาพัฒนา เพ่ือการเก็บตัวอย่างในปริมาณมากตรวจ ซ่ึงมีข้อดีคือ 
เครื่องจะสามารถรองรับตะกอนที่เกิดจากการปั่นได้จนถึงปริมาณสูงสุดที่เครื่องจะสามารถ
ท้างานได้ เครื่อง CFC สามารถตรวจระยะโอโอซีสต์ของเชื อ Cryptosporidium pavum 
ได้  มีการพัฒนาระบบการปั่นเหวี่ยงแบบนี ให้สะดวก สามารถพกพาได้ง่าย ซึ่งข้อดีของ
วิธีการนี  คือ สารแขวนลอยจากตัวอย่างจะไม่ขัดขวางการเก็บด้วยการปั่นเหวี่ยง (Higgins 
et al., 2003) 

เชื อไมโครสปอริเดียหลายชนิดที่เป็นเชื อก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร สามารถติดได้ทั งใน
คนและสัตว์ การติดต่อหรือการได้รับเชื อจะเกิดจากการกลืนกินสปอร์ที่คงทนอยู่ได้ในสิ่งแวดล้อมเป็น
เวลานาน โดยสามารถพบสปอร์ของเชื อไมโครสปอริเดียในน ้าได้หลายบริเวณในบ่อเลี ยง เช่น บริเวณ
ผิวน ้า กลางน ้า หรือแม้กระทั่งน ้าบริเวณใต้บ่อน ้าที่ใช้ในอุตสาหกรรมการเพาะเลี ยงสัตว์น ้า การ
ตรวจหาเชื อปรสิตปนเปื้อนในน ้า มีการศึกษาในตัวอย่างน ้าที่ใช้เพ่ือการอุปโภคและบริโภค ซึ่งเป็นเชื อ
ที่ท้าให้เกิดโรคในคนและสามารถติดสู่คนได้ โดยการดื่มน ้าที่มีเชื อปนเปื้อน เป็นสาเหตุให้เกิดโรค
ท้องร่วงได้ เช่น เชื อ Giardia, Cryptosporidium และ Enterocytozoon ซึ่งปรสิตในกลุ่มนี วงชีวิต
จะมีหลายระยะ ทั งที่อยู่ในร่างกายของโฮสต์ และระยะที่อยู่นอกร่างกายโฮสต์ ในระยะที่อยู่นอก
ร่างกายของโฮสต์ จะเป็นระยะที่มีการขับเอาโอโอซีสต์ ซีสต์ หรือสปอร์ (spore) ออกมากับสิ่งขับถ่าย
ปนเปื้อนสู่สิ่งแวดล้อม เช่น ในดินและในน ้า เพื่อรอเข้าสู่โฮสต์ใหม่และเพ่ิมจ้านวนในร่างกายของโฮสต์
ใหม่ หลังจากที่ได้รับเชื อ Cryptoporidium, Enterocytozoon ซึ่งเชื อ Giardia และเชื อกลุ่มไมโคร 
สปอริเดียชนิดอ่ืน สามารถแพร่กระจายผ่านทางน ้าและดินได้ จึงสามารถใช้เป็นตัวอย่างในการ
ประเมินสุขภาวะอนามัยของสิ่งแวดล้อม ที่อยู่โดยรอบของมนุษย์ทั งสิ่งขับถ่ายและเครื่องดื่มได้ 

วิธีการตรวจเชื อไมโครสปอริเดียจากตัวอย่างน ้าที่มีการตรวจ คือ การตรวจตัวอย่างน ้าด้วย
วิธีการกรองหรือการปั่นตัวอย่างน ้าให้สปอร์ของเชื อตกตะกอน จากนั นน้าตัวอย่างสปอร์ที่ได้  
เข้าสู่ขั นตอนที่ใช้ตรวจหาเชื อไมโครสปอริเดียต่อไป ขั นตอนการเก็บสปอร์ จากตัวอย่างน ้านั น 
ยังไม่มีวิธีมาตรฐานส้าหรับการเก็บตัวอย่าง ทั งนี ขึ นอยู่กับความสะดวกในการใช้อุปกรณ์เพ่ือ 
เก็บสปอร์ตัวอย่างน ้า เช่น การใช้เครื่องกรองน ้าแบบ CFC, เครื่อง continuous separation 
channel centrifugation หรือการใช้เครื่อง immunomagnetic separation (IMS) ที่ใช้ตรวจหา
สปอร์ของเชื อไมโครสปอริเดียส้าหรับการผลิตน ้าบริสุทธิ์ (ultrapure water) ซึ่งมีความแม่นย้าในการ
ตรวจหาสปอร์ในตัวอย่างน ้าถึง 78 – 90 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้วิธี real-time PCR ตรวจเชื อ 
Cryptoporidium ส้าหรับตัวอย่างน ้าที่มีความขุ่นมาก และมีความสกปรก เช่น มีการปนเปื้อนสิ่ง
ขับถ่ายของสัตว์ หรือ อนุภาคต่าง ๆ ในน ้ามาก อาจส่งผลขัดขวางการเก็บตัวอย่างและการตรวจหา
สปอร์ของเชื อไมโครสปอริเดียในตัวอย่างน ้านั นได้ จึงจ้าเป็นต้องใช้วิธีกรองอนุภาคแขวนลอยและสิ่ง
สกปรกที่อยู่ในน ้าออกไป ด้วยวิธีกรองผ่าน filter membrane เพ่ือก้าจัด PCR inhibitor ออกจาก
ตัวอย่างน ้า (Ghosh and Weiss, 2009) 

การแพร่กระจายของเชื อไมโครสปอริเดีย เป็นสิ่งที่ต้องเฝ้าระวัง แม้จะไม่ใช่การแพร่กระจาย
จากอุตสาหกรรมการเพาะเลี ยงสัตว์น ้า แต่การใช้น ้าเสียหรือมูลสัตว์ไปท้าเป็นปุ๋ย เป็นการท้าให้สปอร์
ของเชื อ ติดอยู่ตามพืชที่ใช้ปุ๋ยมูลสัตว์ เช่น ผลของสตรอเบอรี่ ต้นข้าว หรือผักชนิดอ่ืน ๆ ที่ปลูกด้วย
มูลสัตว์ สามารถพบเชื อไมโครสปอริเดียชนิด Encephalitozoonidae ได้ถึง 3 ชนิด ซึ่งอาจปนเปื้อน
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มาจากการใช้ปุ๋ย มูลสัตว์ หรือการใช้น ้าเสียที่บ้าบัด ไม่สะอาดเพียงพอในการเพาะปลูก ในทวีปยุโรป
และอเมริกาเหนือ พบเชื อไมโครสปอริเดีย E. bieneusi ในมูลของนกพิราบ ซึ่งมนุษย์สามารถรับ
สปอร์เข้าสู่ร่างกายผ่านการหายใจ อีกทั งยังพบเชื อชนิดนี ในฟาร์มเพาะเลี ยงสุนัขและแมวได้อีกด้วย
ดังนั นการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธีพีซีอาร์ จึงเป็นวิธีที่มีประโยชน์เพ่ือทราบถึงปัจจัยเสี่ยงที่มนุษย์สามารถ
ได้รับเชื อไมโครสปอริเดียเข้าสู่ร่างกายได้  

 
2.7 การแพร่เชื้อ (transmission of disease) 

เชื อโรคจะหาโฮสต์ใหม่เพ่ือเข้าไปเพ่ิมปริมาณเชื ออยู่ตลอดเวลา การเพ่ิมจ้านวนในโฮสต์ใหม่ 
ก็จะก่อให้เกิดโรคและแพร่กระจายเชื อสู่โฮสต์ต่อไปเช่นนี เรื่อยๆ ซึ่งการได้รับเชื อเข้าสู่ร่างกายมี
รูปแบบแตกต่างกันดังนี  

 
2.7.1 การติดต่อทางตรง (direct contact)  

เป็นการได้รับเชื อโรคเข้าสู่ร่างกายโดยตรง เช่น การสัมผัสกับเชื อโรค การไชของเชื อเข้าสู่
ร่างกายของโรคฉี่หนู (leptospirosis) ที่สามารถไชผ่านการสัมผัสกับสิ่งขับถ่ายของสัตว์ที่ได้รับเชื อ
หรือการได้รับเชื อผ่านทางการกินจากการปนเปื้อนในอาหาร (food-borne infection) หรือน ้า 
(water-borne infection) หรือการกินสิ่งขับถ่ายที่มีเชื อโรคปนเปื้อนอยู่ (faecal-oral infection) 

 
2.7.2 การติดต่อทางอ้อม (indirect contact)  

เป็นการได้รับเชื อโรคเข้าสู่ร่างกายทางอ้อม เชื อโรคบางชนิดจ้าเป็นต้องอาศัยสัตว์หรือ
สิ่งแวดล้อมที่ช่วยในการพาเชื อเข้าสู่ร่างกายของโฮสต์ เช่น สัตว์พาหะ หรือสัตว์ที่มีความสามารถใน
การได้รับเชื อโรคนั นได้และไม่แสดงอาการของโรค หรืออาการของโรคที่ได้รับนั นเกิดขึ นน้อยมากจน
ไม่อาจสังเกตเห็นได้ การได้รับเชื อเข้าสู่ร่างกายของสัตว์พาหะ อาจเป็นเพียงช่วงเวลาสั น ๆ หรืออาจ
เป็นระยะเวลานาน เมื่อสัตว์พาหะได้รับเชื อแล้วจะสามารถกระจายเชื อไปสู่โฮสต์ใหม่หรือสิ่งแวดล้อม
โดยรอบ เพื่อเพ่ิมโอกาสให้เชื อโรคได้เข้าสู่ร่างกายของโฮสต์โดยการติดผ่านสิ่งแวดล้อมนั นได้ง่ายยิ่งขึ น  
สัตว์พาหะเป็นสิ่งส้าคัญในวงจรการเกิดโรค เมื่อเกิดโรคระบาดและสัตว์ส่วนใหญ่แสดงอาการป่วยให้
เห็น การเฝ้าติดตามสัตว์ทุกชนิดที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมเดียวกับที่เกิดการระบาดของโรคนั น อาจจะเป็น
สิ่งมีชีวิตที่มีโอกาสในการเป็นสัตว์พาหะของโรคระบาดที่เกิดขึ นในสัตว์ที่ป่ วยส่วนใหญ่นั นได้ เชื อโรค
บางชนิดสามารถอาศัยอยู่นอกร่างกายของโฮสต์ได้เป็นเวลานาน ๆ และในบางเชื อโรคสัตว์บางชนิดก็
สามารถได้รับเชื อโรคเข้าสู่ร่างกาย  เชื อจะมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ้านวนมากขึ น และสามารถติดไปสู่สัตว์
ชนิดอ่ืน ๆ ได้ ดังนั นความส้าคัญในการเฝ้าระวังสัตว์ที่สามารถเป็นสัตว์พาหะ จึงเป็นแนวทางส้าคัญใน
การป้องกันการเกิดโรคขึ นได้อีกวิธีหนึ่ง  โดยชนิดของสัตว์พาหะสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ดังนี  

1) Biological vector สัตว์พาหะที่พบในกลุ่มนี ส่วนมากจะเป็นสัตว์ในกลุ่ม 
Arthropod โดยปรสิตที่อาศัยอยู่ในพาหะนั นต้องมีการเปลี่ยนแปลงในด้าน การ
เจริญเติบโต การพัฒนา หรือการแบ่งตัว พาหะใดที่ปรสิตสามารอาศัยอยู่ภายใน
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ร่างกายและปรสิตมีการเจริญเติบโตหรือแบ่งตัวเป็นสัตว์พาหะแบบ biological 
vector ได้ เช่น ยุงก้นปล่องเพศเมีย (Anopheles sp.) เป็นพาหะของเชื อมาลาเรีย 
การติดเชื อของสัตว์พาหะกลุ่มนี สามารถแบ่งออกเป็น 3 แบบ ได้แก่ propagative 
transmission เชื อโรคมีการเพ่ิมจ้านวน แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างตามการ
เจริญ เติบ โต  เช่ น  ไว รั ส  Arbovirus ที่ เ พ่ิ มจ้ านวนในต่ อมน ้ า ล ายของยุ ง 
cyclopropagative transmission คือเชื อโรคมีการเพ่ิมจ้านวน และมีการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างตามการเจริญเติบโต เช่น เชื อมาลาเรียเพียงแค่ 1 ไซโกต
(zygote) ก็สามารถปลดปล่อย สปอโรซอยด์ (sporozoites) ได้มากกว่า 200,000 
สปอโรซอยด์ และ cyclodevelopmental transmission เชื อโรคมีการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างตามการเจริญเติบโต แต่ไม่มีการเพ่ิมจ้านวน เช่น โรคเท้าช้าง 
(elephantiasis) 

2) Mechanical vector เป็นพาหะที่ปรสิตซึ่งอาศัยอยู่ไม่มีการเจริญเติบโตหรือ
เปลี่ยนแปลงใด ๆ ตัวอย่างเช่น แมลงวันบ้านเป็นพาหะของเชื อแบคทีเรียและเชื อ
โปรโตซัวหลายชนิดที่ปนเปื้อนมากับกองของสิ่งขับถ่าย (Gubler, 2009) 

จะเห็นได้ว่าปัจจัยที่อาจโน้มน้าให้สัตว์เกิดโรคนั นมีมากมาย สัตว์ทุกชนิดในฟาร์มอาจได้รับ
เชื อและสามารถถ่ายทอดเชื อ เข้ าสู่ฟาร์มกุ้ ง ได้  ในกรณี ของเชื อไมโครสปอริ เดียชนิด E. 
hepatopenaei มีรายงานการศึกษาถึงการทดลองการเหนี่ยวน้าให้ติดเชื อโดยการให้กุ้งที่ไม่มีเชื อกิน
กุ้งที่มีเชื อเข้าไป เมื่อตรวจอีกครั งพบว่ากุ้งสามารถติดเชื อ E. hepatopenaei ไมโครสปอริเดียชนิดนี 
เป็นเชื อที่มีการเพิ่มจ้านวนที่ทางเดินอาหารดังนั นจะปลดปล่อยสปอร์ออกมากับสิ่งขับถ่าย ท้าให้เชื อมี
จ้านวนเพ่ิมมากขึ นในสิ่งแวดล้อมและสามารถติดสู่โฮสต์อ่ืนได้ด้วยการกินโฮสต์ที่ติดเชื อ หรือสิ่งที่
ขับถ่ายออกมาจากร่างกายของโฮสต์ติดเชื อ เชื อ E. hepatopenaei ยังขาดข้อมูลการเป็นพาหะของ
สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมนั น ๆ ว่าสามารถมีโอกาสได้รับเชื อและสามารถเป็นสัตว์พาหะ
ของเชื อได้หรือไม่ จึงเป็นที่มาของความส้าคัญในการทดลองหาความสามารถในการติดเชื อ  
E. hepatopenaei ในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมภายในบ่อกุ้งขาวแวนนาไม และ
ความสามารถในการเป็นสัตว์พาหะท่ีอาจถ่ายทอดเชื อเข้าสู่บ่อกุ้งได้ 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 พื้นที่เก็บตัวอย่าง 

ในการทดลองนี ผู้วิจัยท้าการเลือกฟาร์มกุ้งขาวแวนนาไมจ้านวน 4 ฟาร์ม ที่มีประวัติการติด
เชื อ Enterocytozoon hepatopenaei โดยเป็นฟาร์มกุ้งที่เลี ยงในน ้าจืดจากจังหวัดฉะเชิงเทรา
จ้านวน 2 ฟาร์ม และฟาร์มกุ้งที่เลี ยงในน ้าเค็มจากจังหวัดหวัดจันทบุรีจ้านวน 2 ฟาร์ม และท้าการสุ่ม
ตัวอย่างบ่อเลี ยงกุ้งจ้านวน 3 บ่อ จากบ่อทั งหมดภายในฟาร์ม เริ่มท้าการเก็บตัวอย่างในช่วงเดือน
พฤศจิกายน ถึงเดือน กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2559 โดยท้าการเก็บตรวจตัวอย่าง ในวันที่เริ่มเลี ยงและวัน
สิ นสุดการเลี ยง ซึ่งมีแผนผังและต้าแหน่งบ่อท่ีเก็บตัวอย่าง (ภาพที่ 1-4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 แผนผังและต้าแหน่งบ่อท่ีเก็บตัวอย่างในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 
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ภาพที่ 2 แผนผังและต้าแหน่งบ่อที่เก็บตัวอย่างในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 
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ภาพที่ 3 แผนผังและต้าแหน่งบ่อที่เก็บตัวอย่างในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 1 
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ภาพที่ 4 แผนผังและต้าแหน่งบ่อท่ีเก็บตัวอย่างในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 2 
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3.2 วิธีการเก็บตัวอย่างเพื่อท าการศึกษา 
3.2.1 การเก็บตัวอย่างกุ้ง  

ท้าการเก็บตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวา ก่อนเริ่มการเลี ยงจ้านวน 200 ตัวน้ามารวมกันเป็น 
10 ตัวอย่างต่อบ่อ เพ่ือน้ามาสกัดดีเอ็นเอของวันที่เริ่มเลี ยง และเก็บตัวอย่างกุ้งระยะโตเต็มวัย หลัง
สิ นสุดการเลี ยงอายุระหว่าง 48 - 60 วัน จ้านวน 100 ตัว ต่อ 1 บ่อ ใส่ในถุงพลาสติกและเก็บในกล่อง
โฟมที่ภายในใส่น ้าแข็งเพ่ือรักษาความเย็น ท้าการบันทึกข้อมูลเบื องต้น ได้แก่ น ้าหนักและความยาว
ของกุ้ง เพ่ือท้าการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของน ้าหนักและความยาวของกุ้ง จากนั นท้าการแยกอวัยวะ
ภายในโดยท้าการเก็บเนื อเยื่อส่วนตับและตับอ่อนและล้าไส้ โดยแบ่งตัวอย่างกุ้งจาก100 ตัวอย่าง
น้ามารวมกันเป็น 10 ตัวอย่างต่อบ่อสกัดดีเอ็นเอในวันที่สิ นสุดการเลี ยง เพื่อเป็นตัวแทนของตัวอย่างที่
ต้องการศึกษา (Yamane, 1967)ใช้ในการตรวจสอบการติดเชื อ E. hepatopenaei ด้วยวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส (polymerase chain reaction PCR) ต่อไป 

 
3.2.2 การเก็บตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่  

ท้าการเก็บตัวอย่างสัตว์น ้าที่มีขนาดตัวใหญ่กว่า 2 มิลลิเมตร ที่พบในบ่อกุ้งฟาร์มละ 5 ชนิด 
ชนิดละ 10 ตัว เนื่องจากมีการระบาดของโรคในฟาร์มกุ้งที่ท้าการศึกษา จึงมีข้อจ้ากัดในการเก็บ
ตัวอย่าง บันทึกข้อมูลเบื องต้นของตัวอย่าง ถ่ายรูปเพ่ือระบุจ้าแนกชนิด โดยดูจากลักษณะสัณฐาน
วิทยาภายนอกของร่างกาย ในกรณีที่ไม่สามารถจ้าแนกชนิดได้ จะท้าการสกัดดีเอ็นเอเพ่ือท้าการระบุ
ชนิด โดยการท้าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสด้วยไพรเมอร์สากล ที่จ้าเพาะต่อยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซ
มอลอาร์เอ็นเอ (small subunit rNA gene: SSU rRNA ) 

3.2.3 การเก็บตัวอย่างน ้าและดินในบ่อ  

เก็บตัวอย่างน ้าปริมาตร 1 ลิตร และดินปริมาณ 100 กรัม จากบริเวณ 5 จุดภายในบ่อ โดย
ต้าแหน่งที่เก็บ จะเก็บจากมุมทั ง 4 ของบ่อและ อีก 1 จุดตรงกลางบ่อ (ภาพที่ 5) เพ่ือน้ามาท้าการ
สกัดดีเอ็นเอตรวจสอบหาสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei ในสิ่งแวดล้อม โดยเก็บตัวอย่างดินและ
น ้า 2 ครั ง คือ ก่อนปล่อยลูกกุ้งและหลังจับกุ้ง 
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ภาพที่ 5 แผนผังการก้าหนดจุดการเก็บตัวอย่างดินและน ้า ตามวิธีของ Boyd (1990) 
- A, B, C, D แสดงจุดเก็บตัวอย่างดินและน ้าที่มุมบ่อ 
- E แสดงจุดเก็บตัวอย่างดินและน ้ากลางบ่อ 

 

3.3 การสกัดดีเอ็นเอ 
 
3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเนื อเยื่อ 

การสกัดดีเอ็นเอ ท้าได้โดยการใช้ AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (BIONEER 
Corp, No. K-3032) ซึ่งมีวิธีในการสกัดดังนี  น้าตัวอย่างเนื อเยื่อปริมาณ 25-50 มิลลิกรัม ใส่ในหลอด
ไมโครเซนติฟิวจ์ แล้วเติม tissue lysis buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั นบดเนื อเยื่อให้
ละเอียด และท้าการก้าจัดโปรตีนโดยเติมสาร proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
ด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex) จากนั นน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 ชั่วโมง ปั่น
ให้ตกตะกอนแล้วดูดเฉพาะส่วนใส เติม binding buffer (GC) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันทันทีด้วยเครื่องเขย่าสาร จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้ว
เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย pipette ถ่ายตัวอย่างใส่หลอด 
binding column tube แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000g เป็นเวลา 1 นาที น้าเฉพาะส่วน
กรอง ใส่ในหลอด 2 มิลลิลิตรหลอดใหม่ หลังจากนั นท้าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ด้วยการล้างสารเคมีออก 
โดยใส่ washing buffer 1 (W1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000g เป็นเวลา 
1 นาที และใส่ washing buffer 2 (W2) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000g 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 1 นาที อีกครั ง เพ่ือก้าจัดเอ
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ทานอลแอลกอฮอล์ออกจนหมด ขั นตอนสุดท้ายน้าเฉพาะส่วนของคอลัมน์ (binding column tube) 
ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ แล้วละลายดีเอ็นเอด้วยสาร elution buffer ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000 g เป็นเวลา 1 นาที แล้วท้าการเก็บเฉพาะดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่
ปริมาตรสุดท้าย 200 ไมโครลิตร จากนั นน้าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างน ้า 

น้าตัวอย่างน ้าจากบ่อกุ้งขาวปริมาตร 1 ลิตร กรองผ่าน filter membrane Schrlau® ขนาด 
0.45 ไมครอน (สุกัญญา, 2547) น้าส่วนที่ติด filter membrane ไปสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัด 
DNAZol® Reagent (Invitrogen TM, No.10503-027, USA) ในการสกัด โดยน้ากระดาษกรองที่ได้
จากการกรองน ้าตัวอย่างใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติมสารสกัด DNAZol® 

Reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการเขย่าสารนาน 5 นาที ให้อนุภาคที่ติดอยู่บน
แผ่นกระดาษกรองหลุดออกมากับสารละลาย น้ากระดาษกรองออก และเอาเฉพาะสารละลาย
ตัวอย่างที่ได้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนของเหลวที่แยกชั นจาก
ตะกอนที่ไม่ละลายน ้าปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ และเติมเอทานอล
แอลกอฮอล์ 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1-
3 นาที จากนั นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสที่แยกออกจากตะกอนดี
เอ็นเอทิ ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอลแอลกอฮอล์ ปริมาตร 0.8-1 มิลลิลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ ง และทิ งส่วนที่เป็นตะกอนไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เพ่ือให้เอทานอลแอลกอฮอล์ระเหยจนหมด  ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย Elution buffer ปริมาตร 
20-30 ไมโครลิตร ซึ่งจะได้สารละลายดีเอ็นเอ เพ่ือน้าไปตรวจสอบหาการติดเชื อ E. hepatopenaei 
จากนั นเก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   

3.3.3 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างดิน 
น้าตัวอย่างดินจากบ่อกุ้ งขาวปริมาณ 0.25-1 กรัม ไปสกัดดี เ อ็นเอ โดยใช้ชุดสกัด  

Soil DNA Isolation Mini Kit, (FavorPrep TM ,No.FASOI001) (Jedryczka et al., 2014) ท้าการ
สกัดดีเอ็นเอ โดยใส่ตัวอย่างดินปริมาณ 0.25-1 กรัมลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ที่มี glass bead แล้ว
เติมสารSDE 1 buffer 1 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร จากนั นน้าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั นเติมสาร SDE 2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
และท้าการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว โดยน้าหลอดตัวอย่างไปแช่ในน ้าแข็งนาน 5 นาที แล้วน้าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 5 นาที ดูดเฉพาะส่วนใสใส่ลงไปในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ใหม่
แล้วเติมไอโซโพรพานอลแอลกอฮอล์ ปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่างที่ได้ น้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนของเหลวออกเหลือไว้เฉพาะตะกอนดีเอ็นเอที่ก้นหลอด 
ใส่ elution buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร จนตะกอนดีเอ็นเอ
ละลายหมด ใส่สารSDE 3 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้สารละลายเข้ากัน ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
นาน 2 นาที  น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 2 นาที ดูดเฉพาะส่วนใสใส่ลงไปในหลอด
ไมโครเซนติฟิวจ์ใหม่ ใส่สาร SDE 4 ปริมาตร 1 เท่า และเอทานอลแอลกอฮอล์ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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ปริมาตร 1 เท่าของของเหลวที่ได้ ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร ถ่ายตัวอย่างใส่หลอด SDE 
column tube แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 1 นาที น้าเฉพาะส่วนกรอง ใส่ใน
หลอด 2 มิลลิลิตร จากนั นหลอดใหม่เติมสารละลาย wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 1 นาที ท้าซ ้าอีกครั ง จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
10,000g เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือก้าจัดเอทานอลแอลกอฮอล์ให้หมด ขั นตอนสุดท้ายน้าเฉพาะคอลัมน์ 
(SDE column tube) ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ แล้วละลายดีเอ็นเอด้วยสาร elution 
buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 1 นาที แล้วท้าการเก็บ
เฉพาะดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ปริมาตรสุดท้าย 30 ไมโครลิตร จากนั นน้าดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์แล้ว ไปตรวจสอบ
หาการติดเชื อ E. hepatopenaei หรือเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในขั นตอน
ต่อไป  

 
3.4 ตรวจสอบการติดเชื้อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส  

การเพ่ิมจ้านวนยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (small subunit rNDA gene                          
หรือ SSU rRNA) จากตัวอย่างเนื อเยื่อกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่ ดิน และน ้าที่สกัดดีเอ็นเอไว้ โดยน้า 
ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปเพ่ิมปริมาณชิ นส่วนดีเอ็นเอของยีน SSU rRNA ด้วยการท้า
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสในสภาวะที่เหมาะสม โดยใช้สารเคมีต่าง ๆ ตามวิธีของ ดร.ชิดชัย จันทร์ตั งสี 
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ดังนี  

EmeraldAmp GT PCR Master Mix (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) 5.0 ไมโครลิตร 
Molecular grade water   3.6 ไมโครลิตร 
Forward primer  ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 0.2 ไมโครลิตร 
Reverse primer  ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 0.2 ไมโครลิตร 
DNA template  1.0 ไมโครลิตร 

ปริมาตรองค์ประกอบของปฏิกิริยาทั งหมด 10.0 ไมโครลิตร 

งานวิจัยครั งนี ได้ใช้เครื่องเพ่ิมปริมาณชิ นส่วนดีเอ็นเอ (Thermal cycler)  (BIORAD®) และ
โปรแกรมอุณหภูมิที่ตั ง ดังนี  

ขั นตอน Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
ขั นตอน Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที 
ขั นตอน Annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที 
ขั นตอน Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา      25  วินาที 
ท้าซ้ าขั นตอน Denaturation, Annealing และ Extension จนครบ 40 รอบ 
ขั นตอน Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  5  นาที 
ขั นตอน Final hold เก็บรักษา PCR product ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน้า
หลอดปฏิกิริยาออกจากเครื่อง 
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3.5 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้เทคนิค agarose gel 
electrophoresis  

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ท้าได้โดยเตรียมเจลอะกาโรส (agarose gel) ที่ความเข้มข้น 
2 เปอร์เซ็นต์ โดยลงผงอะกาโรส 2 กรัม ละลายกับบัฟเฟอร์ Tris-boric acid disodium EDTA: TBE 
ส้าหรับท้าอิเล็กโตรโฟรีซิส ปริมาตร 100 มิลลิลิตร หลอมผงอะกาโรสให้ละลายจนหมดโดยใช้
ไมโครเวฟ จากนั นเทลงบนถาดที่เตรียมไว้ให้เจลมีความหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร ท้าหลุมส้าหรับใส่
ตัวอย่างดีเอ็นเอ และน้าเจลที่ได้ใส่ลงในเครื่องส้าหรับท้าอิเล็กโตรโฟรีซิส และใส่บัฟเฟอร์ให้ท่วมเจล 
การแยกความแตกต่างของขนาดชิ นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ้านวนได้ ท้าได้ด้วยสนามไฟฟ้าที่ ดีเอ็นเอ
ขับเคลื่อนจากขั วลบไปยังขั วบวก น้าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลุมบนเจล เมื่อ
ใส่ตัวอย่างดีเอ็นเอจนครบ ให้ใส่ 100 bp. DNA ladder (Invitrogen®, Grand Island, NY, USA) 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไปในหลุมแรก เพ่ือใช้บอกขนาดชิ นส่วนของดีเอ็นเอ สกัดแยกดีเอ็นเอด้วย
กระแสไฟฟ้า 100 โวลท์ เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงน้าเจลไปย้อมด้วยสีเอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 5 
นาที จากนั นล้างสีย้อมออกด้วยน ้ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที  ตรวจสอบผลภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง UV 
transilluminator โดยดูการปรากฏของแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เพ่ิมจ้านวนขึ น ซึ่งมีขนาด 
384 bp. จากนั นท้าการบันทึกภาพเจล ด้วยกล้องถ่ายภาพ 
 
3.6 การท าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสใหบ้ริสุทธิ์ 

ท้าเจลอะกาโรสที่มีแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ขนาด 384 bp. ให้บริสุทธิ์ ด้วย AccuPrep® 
Gel Purification Kit (BIONEER Corp, No. K-3035-1) ประเทศเกาหลีใต้ โดยตัดชิ นส่วนของเจลที่
มีผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ต้องการ  ใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ แล้วเติมสาร buffer 1 ปริมาตร 3 เท่า
ของน ้าหนักชิ นเจล จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เมื่อเจลละลายดี
แล้ว ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร ปั่นให้ตกตะกอนแล้วดูดเฉพาะส่วนใส จากนั นเติมไอโซโพรพา
นอลแอลกอฮอล์ ปริมาตรเท่ากับน ้าหนักชิ นเจล ผสมให้เข้ากันด้วย vortex แล้วถ่ายตัวอย่างใส่หลอด 
binding column tube น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที น้าเฉพาะส่วนกรอง 
ใส่ในหลอด 2 มิลลิลิตรหลอดใหม่  หลังจากนั นท้าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ด้วยการล้างสารเคมีออก โดยใส่
สาร buffer 2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 g เป็นเวลา 1 นาที ท้าซ ้าอีก
ครั ง จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที เพื่อก้าจัดเอทานอลแอลกอฮอล์
ออกจนหมด ขั นตอนสุดท้ายน้าเฉพาะส่วนของคอลัมน์ (binding column tube) ใส่ในหลอด 1.5 
มิลลิลิตร แล้วละลายดีเอ็นเอด้วยสาร elution buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที แล้วท้าการเก็บเฉพาะดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ปริมาตรสุดท้าย 30 
ไมโครลิตร จากนั นน้าดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์แล้วไปตรวจหาล้าดับนิวคลิโอไทด์ 

 
3.7 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing)   

น้าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาด 384 bp. จากตัวอย่างเนื อเยื่อและจากตัวอย่างน ้าและดิน ที่ได้ไป
วิเคราะห์หาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen (Korea) และท้าการตรวจล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
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ด้วยโปรแกรม Chromas LITE จากนั นน้าไปเทียบกับฐานข้อมูลของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST) 

 
3.8 การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา (histopathology) 

น้าเนื อเยื่อกุ้งจ้านวน 10 ตัวอย่าง และตัวอย่างสัตว์ที่พบในฟาร์ม จ้านวน 5 ชนิด ที่ตรวจพบ
การติดเชื อไมโครสปอริเดียจากการตรวจด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส แล้วมาแยกเอาเฉพาะ
ส่วนของตับและตับอ่อน เพ่ือเก็บรักษาไว้ในน ้ายารักษาสภาพเนื อเยื่อ Davidson’s fixative เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จากนั นน้ามาเปลี่ยนในเอทานอลแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ และน้าเนื อเยื อมาบรรจุใน 
embedding cassette แล้วผ่านขั นตอนการดึงน ้าออก (dehydration) โดยแช่ในเอทานอลแอลกอ
ฮอลล์ที่ความเข้มข้น 50, 70, 95 และ 100 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับความเข้มข้นละ 30 นาที ตามวิธี
มาตรฐานของน้าชิ นเนื อเยื่อตัวอย่างที่ฝังในพาราฟินแล้ว น้ามาตัดด้วยเครื่องตัดชิ นเนื อ (microtome) 
ให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร หลังจากนั นน้าไปลอยบนน ้าอุ่น อุณหภูมิประมาณ 35-45องศาเซลเซียส 
ใช้กระจกสไลด์ช้อนแผ่นเนื อเยื่อแล้วน้าไปวางบนเครื่องอุ่นสไลด์ (warmer plate) ที่มีอุณหภูมิ
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส ทิ งไว้ 2 ชั่วโมงถึงข้ามคืน น้ามาวางบนกระจกสไลด์ตรึงตัวอย่างด้วย 
xylene นาน 5 นาที และแช่สไลด์เนื อเยื่อในเอทานอลแอลกอฮอลล์ที่ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์
และ 95 เปอร์เซ็นต์ ขั นตอนละ 1 นาทีล้างน ้าและย้อมสี hematoxylin–eosin (H&E) แช่สไลด์
เนื อเยื่อในเอทานอลแอลกอฮอลล์ที่ความเข้มข้น 95 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้นละ 1 นาที แช่
ใน xylene อีก 4 นาทีรอให้สไลด์แห้งและปิดทับด้วยยกระจกปิดสไสด์ (cover glass) โดยใช้น ้ายา 
permount ส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์เพ่ือแยกลักษณะของสปอร์ออกจากเนื อเยื่อ (Bell et al., 
1988)  

 

3.9 การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron 
microscope: TEM) 

เก็บตัวอย่างเนื อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้งและสัตว์น ้าที่พบภายในบ่อ โดยใช้ตัวอย่างเดียวกับ
ที่ท้าการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา โดยเลือกเอาเฉพาะตัวอย่างตับและตับอ่อน มาท้าการศึกษาโดยใช้
การเตรียมเนื อเยื่อตามวิธีของ (ศิริเพ็ญ และคณะ,2535) การเตรียมตัวอย่างเริ่มต้นด้วยการตัดชิ นเนื อ
ให้มีขนาดไม่เกิน 0.5 ลูกบาศก์มิลลิเมตร แช่ในน ้ายารักษาสภาพ 2.5 เปอร์เซ็นต์ glutaraldehyde  
ผสมกับ 0.1 M phosphate buffer ทิ งไว้ 2-24 ชั่วโมง ในตู้เย็น หลังจากนั นล้างด้วย 0.1 M 
phosphate buffer 20 นาที 3-4 ครั ง ใส่ 1 เปอร์เซ็นต์ osmium tetroxide ผสมกับ 0.1 M 
phosphate buffer ทิ งไว้ใน hood 1 ชั่วโมง น้าตัวอย่างไปล้างด้วย 0.1 M phosphate buffer 20 
นาที 1 ครั ง ล้างด้วยน ้ากลั่น 20 นาที 1 ครั ง หลังจากนั นน้าไปดึงน ้าออก ด้วย 35 เปอร์เซ็นต์, 50 
เปอร์เซ็นต,์ 70 เปอร์เซ็นต์ และ 95 เปอร์เซ็นต์เอทานอลแอลกอฮอล์ ครั งละ 15-20 นาที แล้วดึงน ้า
ออก ต่อด้วยเอทานอลแอลกอฮอล์ 100 เปอร์เซ็นต์ ครั งละ 15-20 นาที 3 ครั ง น้าไปแช่ propylene 
oxide 15-20 นาที 3 ครั ง แล้วน้าไป infiltrate ด้วย spurr resin ผสมกับ propylene oxide 
อัตราส่วน  1:3, 1:1 และ 3:1 ในอัตราส่วนละ 3-24 ชั่วโมง ท้าซ ้า 3 ครั ง แล้วน้าตัวอย่างที่ได้ไปอบใน
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ตู้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 8 ชั่วโมง จากนั นตัดด้วยเครื่องตัด ultramicrotome ให้ได้ 
section ความหนา 90 นาโนเมตร วางบน copper grid แล้วย้อมด้วย uranyl acetate และ lead 
citrate เพ่ือเพ่ิม contrast จากนั นน้าไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านยี่ห้อ 
JEOL รุ่น JEM-1400 ประเทศญี่ปุ่น 

 
3.10 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

ข้อมูลที่ได้จะน้ามาวิเคราะห์เชิงพรรณนา (descriptive analysis) 
1) ท้าการวิเคราะห์ผลขนาดความยาวของตัวกุ้ง โดยหาค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน

(coefficient of variance: %CV) ของข้อมูลจากตัวอย่างกุ้งบ่อเดียวกัน โดยน้า
ค่าเฉลี่ยที่ได้จากข้อมูลความยาวของตัวกุ้งเปรียบเทียบกับผลลัพธ์ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (standard deviation: SD) ข้อมูลเป็นเปอร์เซ็นต์สัมประสิทธิ์ความ
แปรปรวนของขนาดความยาวกุ้ง และดูความแตกต่างความยาวของตัวกุ้งทุกบ่อในแต่
ละฟาร์ม 

2) ท้าการวิเคราะห์น ้าหนักของตัวกุ้ง โดยหาค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (coefficient 
of variance: %CV) ของข้อมูลจากตัวอย่างกุ้งบ่อเดียวกัน โดยน้าค่าเฉลี่ยที่ ได้จาก
ข้อมูลน ้าหนักของกุ้ง เปรียบเทียบกับผลลัพธ์ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation: SD) ข้อมูลเป็นเปอร์เซ็นต์สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักกุ้ง และ
ดูความแตกต่างของน ้าหนักตัวกุ้งทุกบ่อในแต่ละฟาร์ม   
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 พื้นที่เก็บตัวอย่าง 

4.1.1 ขนาดและน ้าหนักของกุ้งในวันที่สิ นสุดการเลี ยง  

 

ท้าการวัดขนาดและชั่งน ้าหนักกุ้งในแต่ละบ่อของทุกฟาร์ม จ้านวน 100 ตัวต่อบ่อ (Yamane, 
1967)เพ่ือท้าการศึกษาขนาดตัวของกุ้งว่ามีความแตกต่างกันอย่างไรในแต่ละบ่อและบันทึกข้อมูล
ฟาร์ม (ภาคผนวก ก) โดยศึกษาความเฉลี่ยจากความยาวและน ้าหนักที่วัดได้จากตัวอย่างกุ้งในแต่ละ
ฟาร์มพบว่าค่าเฉลี่ยขนาดความยาวและน ้าหนักจากตัวอย่างกุ้งในฟาร์ม จังหวัดจันทบุรี ที่ 1 ตัวอย่าง
กุ้งจากบ่อที่ 1 บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3 มีค่าเฉลี่ยของขนาดความยาว (15.9±0.5 เซนติเมตร, 11.30±0.5
เซนติเมตร และ12.7±0.5เซนติเมตร) และค่าเฉลี่ยของน ้าหนักกุ้งในบ่อ (25.50±0.5กรัม, 10.00±0.5
กรัม และ12.40±0.5กรัม) มีค่ามากที่สุดในทุกๆฟาร์ม ซึ่งค่าเฉลี่ยของขนาดความยาวและน ้าหนัก มี
ค่าน้อยลงในฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี ที่2 ตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1 บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3 มีค่าเฉลี่ยของ
ขนาดความยาว (12.6±0.8 เซนติเมตร, 11.4±0.6เซนติเมตร และ11±0.7เซนติเมตร) และค่าเฉลี่ย
ของน ้าหนักกุ้งในบ่อ (9.7±0.8 กรัม, 9.2±0.6 กรัม และ9.1±0.6กรัม)ในฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่
1ค่าเฉลี่ยของขนาดความยาวและน ้าหนักของตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3มีค่าเฉลี่ย 
ของขนาดความยาว (10.0±1.1 เซนติเมตร , 7.8±1.2เซนติเมตรและ8.6±1.0เซนติเมตร )   
และมีค่าเฉลี่ยของน ้าหนักกุ้งในบ่อ (8.2±1.0 กรัม, 7.4±1.0 กรัม และ7.8±1.0กรัม) และพบว่า
ค่าเฉลี่ยของขนาดความยาวและน ้าหนักของฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 2 มีค่าน้อยที่สุด จาก
ตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3 มีค่าเฉลี่ยของขนาดความยาว (6.5±1.4 เซนติเมตร, 
7.5±1.6เซนติ เมตร  และ6.5±1.7เซนติ เมตร ) และมีค่ า เฉลี่ ยของน ้ าหนักกุ้ ง ในบ่อ 
 (4.0±2.1 กรัม, 4.4±2.0 กรัม และ4.5±2.กรัม) จะเห็นได้ว่าค่าเฉลี่ยของความยาวและน ้าหนัก 
ของกุ้งจากฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา ที่ 2 มีค่าน้อยที่สุด เมื่อเทียบกับตัวอย่างกุ้งในฟาร์มจันทบุรี 1 ซึ่ง
มีค่าเฉลี่ยความยาวและน ้าหนักมากที่สุด  โดยค่าเฉลี่ยที่ได้มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 1 ) 
 

ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ค้านวณได้จากการน้าค่าเฉลี่ย หารส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(Standard Deviation: SD) ของข้อมูล จะได้ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของข้อมูลทั งขนาดความ
ยาว และน ้าหนักของกุ้งในแต่ละบ่อดังตารางที่ 1 จากค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ค้านวณได้จะ
น้ามาเปรียบเทียบกันในแต่ละฟาร์มพบว่า ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความยาวกุ้งและ
น ้าหนักในฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี ที่ 1 ตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1 บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3 มีค่าสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวนของขนาดความยาว (CV = 3.14 เปอร์เซ็นต,์ 4.42 เปอร์เซ็นต์ และ 3.93 เปอร์เซ็นต์) 
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และน ้าหนักกุ้งในบ่อ (CV = 1.96 เปอร์เซ็นต์, 5 เปอร์เซ็นต์ และ 4.03 เปอร์เซ็นต์) มีค่าน้อยที่สุดใน
ทุกๆฟาร์ม ซึ่งค่าความแปรปรวนของขนาดตัวและน ้าหนัก มีค่าสูงขึ นในฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี ที่2 
ตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1 บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3 มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความยาว (CV 
= 6.34 เปอร์เซ็นต์, 5.26 เปอร์เซ็นต์ และ 6.36 เปอร์เซ็นต์) และน ้าหนักกุ้งในบ่อ (CV = 8.24 
เปอร์เซ็นต์, 5.43 เปอร์เซ็นต์ และ 10.98 เปอร์เซ็นต์) ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนในฟาร์มใน
จังหวัดฉะเชิงเทราที1่ ตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ
ขนาดความยาว (CV = 11 เปอร์เซ็นต์, 15.38 เปอร์เซ็นต์ และ 11.62 เปอร์เซ็นต์) และมีค่า
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักกุ้งในบ่อ (CV = 12.2 เปอร์เซ็นต์, 13.5 เปอร์เซ็นต์ และ 12.8 
เปอร์เซ็นต์)  และพบว่าค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 2 มีค่ามาก
ที่สุด จากตัวอย่างกุ้งจากบ่อที่ 1บ่อที่ 2 และบ่อที่ 3 มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความ
ยาว (CV = 21.53 เปอร์เซ็นต,์ 21.33 เปอร์เซ็นต์ และ 26.15 เปอร์เซ็นต์) และมีค่าสัมประสิทธิ์ความ
แปรปรวนของน ้าหนักกุ้งในบ่อ (CV = 52.5 เปอร์เซ็นต์, 45.45 เปอร์เซ็นต์ และ 48.88 เปอร์เซ็นต์) 
จากภาพที่  6 จะเห็นได้ว่าค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความยาวและน ้าหนักกุ้ง 
จากฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 1 มีค่าน้อยท่ีสุด เมื่อเทียบกับค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความ
ยาวและน ้าหนักกุ้งจากฟาร์มฉะเชิงเทรา 2  ซึ่งมีค่ามากที่สุด  โดยค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ได้
มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่งผลให้ตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มจังหวัด
ฉะเชิงเทรา ที่ 2 ที่พบความแตกต่างของขนาดอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับกุ้งในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี ที่ 
1 ที่กุ้งมีขนาดไม่แตกต่างกัน (ภาพที่ 6 ) 
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ตารางท่ี 1  ค่าเฉลี่ยและสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวนของความยาวและน ้าหนักของตัวกุ้งระยะ
เต็มวัย(n=100) 

แหล่ง
ตัวอย่าง 

บ่อ 
(อายุ) 

ความยาว (ซม.) น้ าหนัก (กรัม) 
ค่าเฉลี่ย 

± 
ค่าส่วน

เบี่ยงเบน 

สัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน 

ค่าเฉลี่ย 
± 

ค่าส่วน
เบี่ยงเบน 

สัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน 

ฉะเชิงเทรา 1 1 
(48วัน) 

10.0±1.1d 11 8.2±1.0c 12.2 

2 
(48วัน) 

7.8±1.2b 15.38 7.4±1.0b 13.5 

3 
(48วัน) 

8.6±1.0c 11.62 7.8±1.0bc 12.8 

 1 
(50วัน) 

6.50±1.4a 21.53 4.00±2.1a 52.5 

2 
(50วัน) 

7.50±1.6b 21.33 4.40±2.0a 45.45 

3 
(50วัน) 

6.50±1.7a 26.15 4.50±2.2a 48.88 

จันทบุรี 1 1 
(60วัน) 

15.90±0.5g 3.14 25.50±0.5h 1.96 

2 
(50วัน) 

11.30±0.5e 4.42 10.00±0.5f 5 

3 
(50วัน) 

12.70±0.5f 3.93 12.40±0.5g 4.03 

จันทบุรี 2 1 
(50วัน) 

12.6±0.8f 6.34 9.7±0.8ef 8.24 

2 
(50วัน) 

11.4±0.6e 5.26 9.2±0.6de 5.43 

3 
(50วัน) 

11.5.±0.7e 6.36 9.1±0.6d 10.98 

 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยในแนวตั้งเดียวกันที่มีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p<0.05) 
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ภาพที่ 6 ความแตกต่างของขนาดกุ้งขาวที่เลี ยงในบ่อเดียวกันและตรวจพบการติดเชื อ  
E. hepatopenaei ในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที่ 1 ที่กุ้งมีขนาดไม่แตกต่างกัน (A) เปรียบเทียบ
กับฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 2 ที่แสดงถึงความแตกต่างของขนาดท่ีชัดเจน (B) 

A 

B 
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4.1.2 ชนิดสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบ 
ชนิดสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบนอกจากกุ้งขาวที่จับได้จากในบ่อกุ้งเมื่อสิ นสุดการเลี ยง จากฟาร์ม

ทั ง 4 ฟาร์มที่ท้าการศึกษา โดยท้าการเก็บสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในบ่อกุ้งฟาร์มละ 5 ชนิด ชนิดละ 
10 ตัว เนื่องจากมีการระบาดของโรคในฟาร์มกุ้งที่ท้าการศึกษา จึงมีข้อจ้ากัดในการเข้าไปเก็บตัวอย่าง
สัตว์น ้าขนาดใหญ่ในบ่อกุ้ง ท้าให้สามารถจับสัตว์น ้าขนาดใหญ่ได้ ดังนี  

1) สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบภายในบ่อเลี ยงกุ้งของจังหวัดฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 1 คือ ปูนา 
(Sayamia bangkokensis), ปลากินยุง (Gambusia holbrooki), กุ้งก้ามกราม  
(Macrobrachium rosenbergii), หอยโข่ง (Pila ampullaceal) และ ปลานิล  
(Oreochromis niloticus) (ภาพท่ี 7) 

2) สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบภายในบ่อเลี ยงกุ้งของจังหวัดฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 2 คือ ปูนา 
กุ้งก้ามกราม, ปลากินยุง, ปลาบู่ใส (Gobioterus chuno) และปลานิล (ภาพท่ี 8) 

3) สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบภายในบ่อเลี ยงกุ้งของจังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที่ 1 คือ ปูแสม 
ก้ามม่วง (Episesarma versicolor), ปลาบู่ (Mugilogobius platynotus), ปลา
หมอเทศ (Oreochromis mossambicus), หอยถ่าน (Faunus ater) และปูแป้น 
(Varuna litterata) (ภาพท่ี 9) 

4) พบสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบภายในบ่อเลี ยงกุ้งของจังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที่ 2 คือ ปู
แสมก้ามแดง (Episesarma mederi), ปลาบู่, ปลาตั๊กแตนหิน (Blenniidae sp.), 
ปูแป้น และหอยขี กา (Telescopium telescopium) (ภาพท่ี 10) 
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A B 

C D 

E 

ภาพที่ 7  ตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งขาวจังหวัดฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 1 A. ปูนา, 
B. กุ้งก้ามกราม, C. ปลากินยุง, D.: หอยโข่ง และ E.: ปลานิล 
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ภาพที่ 8  ตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งขาวจังหวัดฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 2 A. ปูนา, 
B. กุ้งก้ามกราม, C. ปลากินยุง, D. ปลาบู่ใส และ E. ปลานิล 

C 

B 

D 

E 

A 
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A B 

C D 
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ภาพที่ 9  ตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งขาวจังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที่ 1 A. ปู
แสมก้ามม่วง, B. ปลาบู่, .C. ปลาหมอเทศ, D. หอยถ่าน และ E. ปูแป้น 
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A B 

C D 
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ภาพที่ 10 ตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งขาวจังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที่ 2  A. ปูแสม
ก้ามแดง, B. ปลาบู่, C. ปลาตั๊กแตนหิน, D. หอยขี กา และ E. ปูแป้น 
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4.1.3 ลักษณะน ้าและดิน 

น ้าและดินที่ท้าการเก็บตัวอย่างในแต่ละฟาร์มพบว่า ลักษณะน ้าในทุกบ่อที่ท้าการเก็บ
ตัวอย่าง มีสีน ้าตาล และขุ่นในวันที่เริ่มเลี ยง โดยเมื่อสิ นสุดการเลี ยงพบว่า น ้ามีตะกอนเพ่ิมมากขึ นเมื่อ
มีการเลี ยงและให้อาหารกุ้ง (ตารางที่ 2) (ภาพที่ 11)โดยดินก่อนปล่อยกุ้งมีลักษณะแตกต่างกันในแต่
ละฟาร์ม แต่หลังจากการปล่อยกุ้งพบว่าฟาร์มจากจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 และ 2 มีลักษณะที่คล้ายกัน 
คือ ดินกลายสภาพเป็นดินเลนสีด้า มีพื นบ่อไม่แน่น และฟาร์มจากจังหวัดจันทบุรีมีลักษณะที่คล้ายกัน 
คือ ดินมีสีที่เข้มขึ นแต่ดินพื นบ่อยังมีลักษณะแน่น (ตารางที่ 3) (ภาพที่ 12) คุณภาพน ้าในแต่ละฟาร์ม
ใน(ภาคผนวก ข) 

ตารางท่ี 2  ลักษณะของน ้าในบ่อตัวอย่าง 
 

ฟาร์ม วันที่เริ่มเลี้ยง วันที่สิ้นสุดการเลี้ยง 
ฉะเชิงเทรา 1 สีน ้าตาลอ่อนและใส สีน ้าตาล ขุ่น  
ฉะเชิงเทรา 2 สีน ้าตาลเข้มและขุ่น สีน ้าตาลเข้ม ขุ่น และมีตะกอนมาก 
จันทบุรี 1  สีเขียวจางและใส สีน ้าเขียวเข้ม ขุ่น 
จันทบุรี 2 สีน ้าตาลปนเขียวและใส สีน ้าตาลปนเขียว ขุ่น  

ตารางท่ี 3  ลักษณะของดินในบ่อตัวอย่าง 

ฟาร์ม วันที่เริ่มเลี้ยง วันที่สิ้นสุดการเลี้ยง 
ฉะเชิงเทรา 1 สีน ้าตาลเข้ม ไม่อัดแน่น เลนสีด้า มีกลิ่นไฮโดรเจนซัลไฟด์ และพื นบ่อไม่แน่น 
ฉะเชิงเทรา 2 สีน ้าตาลเข้ม เหลวอุ้มน ้า เลนสีด้า มีกลิ่นไฮโดรเจนซัลไฟด์ และพื นบ่อไม่แน่น 
จันทบุรี 1  สีน ้าตาล อัดแน่น  เลนสีน ้าตาล ไม่มีกลิ่น ดินพื นบ่อแน่น  
จันทบุรี 2 ดินแข็ง และเป็นลูกรัง เลนสีน ้าตาลเข้ม ไม่มีกลิ่น ดินพื นบ่อแน่น และพบก้อน

หินลูกรัง 
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ภาพที่ 11 แสดงตัวอย่างน้้าในฟาร์มเลี้ยงกุ้งขาว A : จังหวดัฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 1, B : 
จังหวัดฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 2, C : จังหวัดจันทบุร ีฟาร์มที่ 1, D : จังหวัดจันทบุรี ฟาร์ม
ที ่2 
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ภาพที่ 12 แสดงตัวอย่างดินในฟาร์มเลี ยงกุ้งขาว A : จังหวดัฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 1, B : จังหวัด
ฉะเชิงเทรา ฟาร์มที่ 2, C : จังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที่ 1, D : จังหวัดจันทบุรี ฟาร์มที ่2 
4.2 การศึกษาทางอณูชีววิทยา 

จากการศึกษาด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสในตัวอย่างกุ้งขาว สัตว์น ้าขนาดใหญ่ น ้า และดิน 
จากฟาร์มต่าง ๆ ได้ผลการตรวจ ดังแสดงตารางที่ 4-7 และภาคผนวก ค แสดงภาพการปรากฎของ

แถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื้อ E. hepatopenaei ในภาคผนวก ง 

A B 

C D 
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ตารางท่ี 4 ผลการตรวจสอบการติดเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ โพลิเมอเรส
จากตัวอย่างของฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1   

ตัวอย่าง 

บ่อท่ี 1 บ่อท่ี 2 บ่อท่ี 3 

ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง 

+ - + - + - + - + - + - 

กุ้งขาวเลี ยง 8 2 8 2 0 10 8 2 0 10 6 4 

ปูนา 0 0 2 8 0 0 3 7 0 0 2 8 

กุ้งก้ามกราม 0 0 1 9 0 0 2 8 0 0 1 9 

ปลากินยุง 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

หอยโข่ง 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ปลานิล 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ดิน 0 5 2 3 1 4 3 2 1 4 2 3 

น ้า 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 

+ พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ; - ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็น 

ฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 ตรวจพบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ 
โพลิเมอเรส จากตัวอย่างกุ้งขาวในบ่อที่ 1 ก่อนการเลี ยงจ้านวน 8 จาก 10 ตัวอย่าง และหลังการเลี ยง 
จ้านวน 8 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูนา จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง 
กุ้งก้ามกราม จ้านวน 1 จาก 10 ตัวอย่าง และตรวจพบในดินหลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 
ตัวอย่าง บ่อที่ 2 ตรวจไม่พบเชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง แต่พบเชื อหลังจากสิ นสุดการเลี ยง 
จ้านวน 8 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูนา จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง
กุ้งก้ามกราม จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดินก่อนการเลี ยงจ้านวน 1 จาก 5 ตัวอย่าง
หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง บ่อที่ 3 ตรวจไม่พบเชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง 
แต่พบเชื อหลังจากสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 6 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด 
คือ ปูนา จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง กุ้งก้ามกราม จ้านวน 1 จาก 10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดินก่อน
การเลี ยงจ้านวน 1 จาก 5 ตัวอย่าง หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง โดยทั ง 3 บ่อ 
ตรวจไม่พบการติดเชื อในตัวอย่างปลากินยุง  ปลาบู่ใส  ปลานิล และตัวอย่างน ้าทั งก่อนการเลี ยงและ
หลังสิ นสุดการเลี ยงกุ้งขาว 
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ตารางท่ี 5 ผลการตรวจสอบการติดเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยา 
ลูกโซ่โพลิเมอเรสจากตัวอย่างของฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 

ตัวอย่าง 

บ่อท่ี 1 บ่อท่ี 2 บ่อท่ี 3 

ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง 

+ - + - + - + - + - + - 

กุ้งขาวเลี ยง 8 2 8 2 5 5 7 3 6 4 8 2 

ปูนา 0 0 3 7 0 10 2 8 0 0 3 7 

กุ้งก้ามกราม 0 0 1 9 0 10 2 8 0 0 2 8 

ปลากินยุง 0 0 0 10 0 10 0 10 0 0 0 10 

ปลาบู่ใส 0 0 0 10 0 10 0 10 0 0 0 10 

ปลานิล 0 0 0 10 0 10 0 10 0 0 0 10 

ดิน 2 3 3 2 1 4 2 3 1 4 3 2 

น ้า 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 

+ พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ; - ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ 

ฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 ตรวจพบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ 
โพลิเมอเรส จากตัวอย่างกุ้งขาวในบ่อที่ 1 ก่อนการเลี ยงจ้านวน 8 จาก 10 ตัวอย่าง และหลังการเลี ยง 
จ้านวน 8 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูนา จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง 
กุ้งก้ามกราม จ้านวน 1 จาก 10 ตัวอย่าง และตรวจพบในดินก่อนการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง 
หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 3 จาก 5 ตัวอย่าง บ่อที่ 2 ตรวจพบเชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง 
จ้านวน 5 จาก 10 ตัวอย่าง หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 7 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูนา จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง กุ้งก้ามกราม จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง และพบ
เชื อในดินก่อนการเลี ยงจ้านวน 1 จาก 5 ตัวอย่าง หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง บ่อ
ที่ 3 ตรวจพบเชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง จ้านวน 6 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อหลังสิ นสุดการ
เลี ยง จ้านวน 8 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูนา จ้านวน 3 จาก 10 
ตัวอย่าง กุ้งก้ามกราม จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดินก่อนการเลี ยงจ้านวน 1 จาก 5 
ตัวอย่าง หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 3 จาก 5 ตัวอย่าง โดยทั ง 3 บ่อ ตรวจไม่พบการติดเชื อใน
ตัวอย่างปลากินยุง ปลาบู่ใส  ปลานิล และตัวอย่างน ้าทั งก่อนการเลี ยงและหลังสิ นสุดการเลี ยงกุ้งขาว 
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ตารางท่ี 6 ผลการตรวจสอบการติดเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยา 
ลูกโซ่โพลิเมอเรสจากตัวอย่างของฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 

ตัวอย่าง 

บ่อท่ี 1 บ่อท่ี 2 บ่อท่ี 3 

ก่อนเลี้ยง หลังเลี้ยง ก่อนเลี้ยง หลังเลี้ยง ก่อนเลี้ยง หลังเลี้ยง 

+ - + - + - + - + - + - 

กุ้งขาว 0 10 3 7 0 10 3 7 0 10 2 8 

ปูแสมก้ามม่วง 0 0 2 8 0 0 3 7 0 0 2 8 

ปลาบู่ 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ปลาหมอเทศ 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

หอยถ่าน 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ปูแป้น 0 0 1 9 0 0 1 9 0 0 1 9 

ดิน 0 5 1 4 0 5 3 2 0 5 2 3 

น ้า 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 

+ พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ; - ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ 

ฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 ตรวจพบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยา 
ลูกโซ่โพลิเมอเรส จากตัวอย่างกุ้งขาวในบ่อที่ 1 หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง แต่ไม่
พบเชื อก่อนการเลี ยง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูแสมก้ามม่วง จ้านวน 2 จาก 10 
ตัวอย่าง ปูแป้น จ้านวน 1 จาก 10 ตัวอย่าง ตรวจไม่พบในดินก่อนการเลี ยง แต่ตรวจพบเชื อหลัง
สิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 1 จาก 5 ตัวอย่าง บ่อที่ 2 ตรวจไม่พบเชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง แต่
ตรวจพบเชื อหลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ 
ปูแสมก้ามม่วง จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง ปูแป้น จ้านวน 1 จาก 10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดินหลัง
สิ นสุดการเลี ยงจ้านวน 3 จาก 5 ตัวอย่าง แต่ไม่พบเชื อในดินก่อนการเลี ยง บ่อที่ 3 ตรวจไม่พบเชื อ
จากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง แต่พบเชื อหลังจากสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อ
ในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูแสมก้ามม่วง จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง ปูแป้น จ้านวน 1 จาก 
10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดินหลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง แต่ไม่พบเชื อในดินก่อน
การเลี ยง โดยทั ง 3 บ่อ ตรวจไม่พบการติดเชื อในตัวอย่างปลาบู่ ปลาหมอเทศ หอยถ่าน และตัวอย่าง
น ้าทั งก่อนการเลี ยงและหลังสิ นสุดการเลี ยงกุ้งขาว 
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ตารางท่ี 7 ผลการตรวจสอบการติดเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส
จากตัวอย่างของฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 

ตัวอย่าง 

บ่อท่ี 1 บ่อท่ี 2 บ่อท่ี 3 

ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง ก่อนเลี ยง หลังเลี ยง 

+ - + - + - + - + - + - 

กุ้งขาว 0 10 4 6 0 10 6 4 0 10 4 6 

ปูแสมก้ามแดง 0 0 2 8 0 0 3 7 0 0 2 8 

ปลาบู่ 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ปลาตั๊กแตนหิน 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ปูแป้น 0 0 2 8 0 0 3 7 0 0 3 7 

หอยขี กา 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0 10 

ดิน 0 5 2 3 0 5 2 3 0 5 3 2 

น ้า 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 

+ พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ; - ไม่พบการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ 

ฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 ตรวจพบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยา 
ลูกโซ่โพลิเมอเรส จากตัวอย่างกุ้งขาวในบ่อที่ 1 หลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 4 จาก 10 ตัวอย่าง แต่ไม่
พบเชื อก่อนการเลี ยง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูแสมก้ามแดง จ้านวน 2 จาก 10 
ตัวอย่าง ปูแป้น จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง ตรวจไม่พบในดินก่อนการเลี ยง แต่ตรวจพบเชื อหลัง
สิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง บ่อที่ 2 ตรวจไม่พบเชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง แต่
ตรวจพบเชื อหลังจากสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 6 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด 
คือ ปูแสมก้ามแดง จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง ปูแป้น จ้านวน 3 จาก 10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดิน
หลังสิ นสุดการเลี ยงจ้านวน 2 จาก 5 ตัวอย่าง แต่ไม่พบเชื อในดินก่อนการเลี ยง บ่อที่ 3 ตรวจไม่พบ
เชื อจากตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง แต่พบเชื อหลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 4 จาก 10 ตัวอย่าง พบเชื อ
ในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 2 ชนิด คือ ปูแสมก้ามแดง จ้านวน 2 จาก 10 ตัวอย่าง ปูแป้น จ้านวน 3 จาก 
10 ตัวอย่าง และพบเชื อในดินหลังสิ นสุดการเลี ยง จ้านวน 3 จาก 5 ตัวอย่าง แต่ไม่พบเชื อในดินก่อน
การเลี ยง โดยทั ง 3 บ่อ ตรวจไม่พบการติดเชื อในตัวอย่างปลาบู่ ปลาตั๊กแตนหิน หอยขี กา และ
ตัวอย่างน ้าทั งก่อนการเลี ยงและหลังสิ นสุดการเลี ยงกุ้งขาว 
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จากผลการตรวจสอบการติดเชื อ E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ที่
ท้าการศึกษาในตัวอย่างกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่ ดินและน ้า พบว่า 

ฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 1 บ่อที่ 1 ตรวจพบเชื อในตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาในวัน
แรกที่เริ่มเลี ยง และสามารถพบเชื อได้จนถึงวันที่สิ นสุดการเลี ยงส้าหรับบ่อท่ี 2 และ บ่อที่ 3 ไม่พบเชื อ
ในตัวอย่างลูกกุ้งในวันที่เริ่มเลี ยง แต่พบเชื อในวันที่สิ นสุดการเลี ยง ซึ่งทั งบ่อที่ 1, 2 และ 3 ของฟาร์ม
นี  พบเชื อในวันที่สิ นสุดการเลี ยง ในตัวอย่างกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่ ได้แก่ ปูนา (S. bangkokensis) กุ้ง
ก้ามกราม (M. rosenbergii) รวมไปถึงตัวอย่างและดิน แต่ไม่พบเชื อในปลากินยุง (G. holbrooki),  
หอยโข่ง (Pila ampullaceal) และ ปลานิล  (Oreochromis niloticus) 

ฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา ที่ 2 พบเชื อในตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวา และตัวอย่างดินทุก
บ่อ ในวันแรกที่เริ่มเลี ยง และสามารถพบเชื อได้จนถึงวันที่สิ นสุดการเลี ยงทั งในตัวอย่างกุ้งและดิน 
ส้าหรับสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่หลุดลอดเข้ามาในบ่อกุ้งและพบเชื อ ก็คือ ปูนา และกุ้งก้ามกราม ในวันที่
สิ นสุดการเลี ยง แตไ่ม่พบการติดเชื อในปลากินยุง, ปลาบู่ใส (G. chuno) และปลานิล  

ฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 1 และ 2 ไม่พบเชื อในตัวอย่างกุ้งและดินทุกบ่อในวันแรกเริ่มเลี ยง 
แตใ่นวันที่สิ นสุดการเลี ยง พบเชื อในตัวอย่างกุ้ง และสัตว์น ้าขนาดใหญ่ในฟาร์มจันทบุรีที่ 1 ที่หลุดลอด
เข้ามาในบ่อ 2 ชนิดคือ ปูแสมก้ามม่วง (E. versicolor) และปูแป้น (V. litterata) แต่ไม่พบการติด
เชื อในปลาบู่ (M. platynotus), ปลาหมอเทศ (O. mossambicus), หอยถ่าน (Faunus ater) 
ส้าหรับสัตว์น ้าขนาดใหญ่ในฟาร์มจันทบุรี ที่ 2 ที่หลุดลอดเข้ามาในบ่อและพบเชื อคือ ปูแสมก้ามแดง 
(E. mederi) และปูแป้น (V. litterata) และดินในวันที่สิ นสุดการเลี ยง แต่ไม่พบการติดเชื อในปลาบู่, 
ปลาตั๊กแตนหิน (Blenniidae sp.) และหอยขี กา (T. telescopium) นอกจากนี ยังตรวจพบเชื อได้ใน
ตัวอย่างดินจากฟาร์มทั งสองของจังหวัดนี ในวันที่สิ นสุดการเลี ยง 
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4.3 การตรวจล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing)   

ท้ า ก า รต ร ว จล้ า ดั บนิ ว คลี โ อ ไทด์ จ า กผลิ ตภัณฑ์ พี ซี อ า ร์ ที่ ไ ด้ จ า กกา รต รว จ เ ชื อ  
E. hepatopenaei ที่ขนาด 384 bp. โดยน้ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) 
ได้ผลดังตารางที่ 8-21 

ตารางท่ี 8  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 294 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาของฟาร์ม
ในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 

CAAAAAAAGTTCAATGGGTTGGATGCTGCAGTTAAAGGGTCCGTAGTCGTAGATGCA
ATTAAAAGGTGGTGTTAAAAGCCATTGAGTTTGTTGAGAGTAGCGGAACGGATAGG
GAGCATGGTATAGGTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTGGACCAACGG
AGGCGAAAGCGATGCTCTTAGACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGGCTAGAGTAT
CGAAAGTGATTAGACACCGCTGTAGTTCTAGCAGTAAACTATGCCGACAATGCTGGG
TGTTGCGAGAGA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 294 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวา ในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วย
โปรแกรม BLAST แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวา มีความ
เหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei 
(Genbank No.KX013492.1) 100 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 9  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 357 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างกุ้งระยะโตเต็มวัยจากฟาร์มใน
จังหวัดฉะเชิงเทรา 2 

GGGAGGTACTTGACGTGAGCATTGGAGGGCAAGTTTTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATTCCAACTCCAAGAGTGTCTATGGTGGATGCTGCAGTTAAAGGGTCCGTAGTCGTA
GATGCAATTAAAAGGTGGTGTTAAAAGCCATTGAGTTTGTTGAGAGTAGCGGAACG
GATAGGGAGCATGGTATAGGTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTGGAC
CAACGGAGGCGAAAGCGATGCTCTTAGACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGGCTA
GAGTATCGAAAGTGATTAGACACCGCTGTAGTTCTAGCAGTAAACTATGCCGACAAT
GCTGGGTTTTGCGAGAGAA 
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ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 357 คู่เบสของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จาก
ตัวอย่างกุ้งระยะโตเต็มวัยในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
BLAST แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของตัวอย่างกุ้งระยะโตเต็มวัย มีความเหมือนกับล้าดับนิ
วคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank 
No.KX013492.1) 99เปอร์เซ็นต ์

ตารางท่ี 10  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 286 คู่เบสจากตัวอย่างปูนาจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 
1 

TCGTCCTTGATCCCCAGATACGTCTAAGAGCATCGCTTTCGCCTCCGTTGGTCCAGG
TGGGGTCTTGAGATTTCATTCTTTGCCCACCTATACCATGCTCCCTATCCGTTCCGCT
ACTCTCAACAAACTCAATGGCTTTTAACACCACCTTTTAATTGCATCTACGACTACG
GACCCTTTAACTGCAGCATCCACCATAGACACTCTTGGAGTTGGAATTACCGCGGCT
GCTGGCACCAAAACTTGCCCTCCAATTGCTTCACGTCAAGGTTTTTACACTCGACCC 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 286 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างปูนาในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST
แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของตัวอย่างปูนา มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ
สมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 
 100เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 11 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 229 คู่เบสจากตัวอย่างกุ้งก้ามกรามจากฟาร์มจังหวัด
ฉะเชิงเทรา 1 

AAATGCTAGACTACAGCGGTGTCTAATCACTTTCGATACTCTAGCCTTCGTCCTTGA
TCCCCAGATACGTCTAAGAGCATCGCTTTCGCCTCCGTTGGTCCAGGTGGGGTCTTG
AGATTTCATTCTTTGCCCACCTATACCATGCTCCCTATCCGTTCCGCTACTCTCAACA
AACTCAATGGCTTTTAACACCACCTTTTAATTGCATCTACGACTACGGACCCTTTAA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 229 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างกุ้งก้ามกรามในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
BLAST แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของตัวอย่างกุ้งก้ามกราม มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลี
โอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 
99เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 12  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 282 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างปูนาจากฟาร์มจังหวัด
ฉะเชิงเทรา 2 

AATTCCAACTCCAAGAGTGTCTATGGTGGATGCTGCAGTTAAAGGGTCCGTAGTCGT
AGATGCAATTAAAAGGTGGTGTTAAAAGCCATTGAGTTTGTTGAGAGTAGCGGAAC
GGATAGGGAGCATGGTATAGGTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTGGA
CCAACGGAGGCGAAAGCGATGCTCTTAGACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGGCT
AGAGTATCGAAAGTGATTAGACACCGCTGTAGTTCTAGCATTAAACTATGCCGACAA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 282 คู่เบส ของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จาก
ตัวอย่างปูนาในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST แสดงให้
เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของตัวอย่างปูนา มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิต
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 99 เปอร์เซ็นต ์

ตารางท่ี 13 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 171 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างกุ้งก้ามกรามจากฟาร์มในจังหวัด
ฉะเชิงเทรา 2 

AGGCAGAAATACTGCTAAACTACAGCGGTGTCTAATCACTTTCGATACTCTAGCCTT
CGTCCTTGATCCCCAGATACGTGAAGGGCATCGCTTTCGCCTCCGTTGGTCCAGGTG
GGGTCTTGAGATTTCATTCTTTGCCCACCTATACCATGCTCCCTATCCGTTCCGCTA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว คู่เบสของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างกุ้ง
ก้ามกรามในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST แสดงให้เห็น
ว่าลาดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของตัวอย่างกุ้งก้ามกราม มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับ
ยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 98 เปอร์เซ็นต์  

ตารางที่ 14  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 228 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างปูแสมก้ามม่วงจากฟาร์ม
จังหวัดจันทบุรี 1 

TTCGTCCTTGATCCCCAGATACGTCTAAGAGCATCGCTTTCGCCTCCGTTGGTCCAG
GTGGGGTCTTGAGATTTCATTCTTTGCCCACCTATACCATGCTCCCTATCCGTTCCG
CTACTCTCAACAAACTCAATGGCTTTTAACACCACCTTTTAATTGCATCTACGACTA
CGGACCCTTTAACTGTGGCATCCACCATAGACACTCTTGGAGTTGGAATTACCGCGG 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 228 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างปูแสมก้ามม่วงในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 1 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
BLAST แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างปูแสมก้ามม่วง มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอ
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ไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1)  
99 เปอร์เซ็นต์  

ตารางท่ี 15  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 171 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างปูแป้นจากฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 
1 

CTTGAAAAAAAGAATTCTTTGCCCACCTATACCATGCTCCCTATCCGTTCCGCTACT
CTCAACAAACTCAATGGCTTTTAACACCACCTTTTAATTGCAGCTACGACTACGGAC
CCTTTAACTGCAGCATCCACCATAGACACTCTTGGAGGTGGAATTACCGAGGATGCT 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 171 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างปูแป้นในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 1 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 
แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างปูแป้น มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอล
ซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 98 เปอร์เซ็นต์  

ตารางที่ 16  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 290 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างปูแสมก้ามแดงจากฟาร์ม
จังหวัดจันทบุรี 2 

CACCCAGTTCGATGGTGCGATGCTGCAGTTAAGGGTCCGTAGTCGTAGATGCAATTA
AAAGGTGGTGTTAAAACCCTTTGAGTTTGTTGAGAGTAGCGGAACGGATAGGGAGC
ATGGTATAGGTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTGGACCAACGGAGGC
GAAAGCGATGCTCTTAGACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGGCTAGAGTATCGAA
AGTGATTAGACACCGCTGTAGTTCTAGCAGTAAACTATGCCGACAATGCTGGGTGTT
GCGAGAGA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 290 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างปูแสมก้ามแดงในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
BLAST แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างปูแสมก้ามแดง มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 98 
เปอร์เซ็นต ์ 

ตารางท่ี 17  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 289 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างปูแป้นจากฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 
2 

ACACCAAATCGATGGTGGATGCTGCAGTTAAGGGTCCGTAGTCGTAGATGCAATTAA
AAGGTGGTGTTAAAACCCATTGAGTTTGTTGAGAGTAGCGGAACGGATAGGGAGCA
TGGTATAGGTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTGGACCAACGGAGGCG
AAAGCGATGCTCTTAGACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGGCTAGAGTATCGAAA
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GTGATTAGACACCGCTGTAGTTCTAGCAGTAAACTATGCCGACAATGCTGGGTGTTG
CGAGAGA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 289 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างปูแป้นในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 
แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างปูแป้น มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอล
ซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 99 เปอร์เซ็นต์  

 

ตารางที่ 18  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 289 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างดินจากฟาร์มจังหวัด
ฉะเชิงเทรา 1 

AGAGGTAGCTTGCGAGAGAGCTTATGAACGTGAGTAGAAGGGTCGTGCTGGGTGTT
GCGATACAACCTCCGAAAGTGTCTATGGTGGATGCTGCAGTTAAAGGGTCCGTAGTC
GTAGATGCAATTAAAAGGTGGTGTTAAAAGCCATTGAGTTTGTTGAGAGTAGCGGA
ACGGATAGGGAGCATGGTATAGGTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTG
GACCAACGGAGGCGAAAGCGATGCTCTTAGACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGG
CTAGAGTATCGAAAGTGATTAGACACCGCTGTAGTTCTAGCAGTAAACTATGCCGAC
AATGCTGGGTGTTGCGAGAGA 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 289 คู่เบสของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จาก
ตัวอย่างดินในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST แสดงให้เห็น
ว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างดิน มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 99 เปอร์เซ็นต ์ 

ตารางที่ 19  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 289 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างดินจากฟาร์มจังหวัด
ฉะเชิงเทรา 2 

TTCCACGGGTGAGTAACCCGTGGGAATCTACCTAGTTCTACGGAACAACAGTTGGAA
ACGACTGCTAATACCGTATACGCCCTATGGGGGAAAGATTTATCGGAATTAAATGAG
CCCGCGTAAGATTACCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCCACGATCTTTAG
CTGGTCTGAGGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 289 คู่เบสของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จาก
ตัวอย่างดินในฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST แสดงให้เห็น
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ว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างดิน มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 98 เปอร์เซ็นต ์

ตารางท่ี 20  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 262 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างดินจากฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 1 

TTATGAACGTGAGTAGAAGGGTCGTGCTGGCTGTTGCTAGTCCGCCTCCGAGACTGT
CTATGGTGGATGCTGCCGTTTAAGGGTCCGTAGTCGTACATGCAATTAAAAGGTGGT
GTTAAAAACCATTGAGTTTGTTGAGAGTACCGGAACGGATAGGGAGCATGGTATAG
GTGGGCAAAGAATGAAATCTCAAGACCCCACCTGGACCAACGGAGGCGAAAGCAAT
GCTCTTAAACGTATCTGGGGATCAAGGACGAAGGCT 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 262 คู่เบสของผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์จากตัวอย่างดินในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 1 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 
แสดงให้เห็นว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างดิน มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยู
นิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 98 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 21  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 292 คู่เบสที่ได้จากตัวอย่างดินจากฟาร์มจังหวัด
จันทบุรี 2 

GGCAATTTTTATGGCAAGACTACAGCGGTGTCTAATCACTTTCGGATACTCTAGCCT
TCGTCCTTGATCCCCAGATACGTCTAAGAGCATCGCTTTCGCCTCCGTTGGTCCAGG
TGGGGTCTTGAGATTTCATTCTTTGCCCACCTATACCATGCTCCCTATCCGTTCCGCT
ACTCTCAACAAACTCAATGGCTTTTAACACCACCTTTTAATTGCATCTACGACTACG
GACCCTTTAACTGCAGCATCCACCATAGACACTCTTGGAGTTGGAATTACCGCGGCT
GCTGGC 

ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 292 คู่เบสของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จาก
ตัวอย่างดินในฟาร์มจังหวัดจันทบุรี 2 กับฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST แสดงให้เห็นว่า
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างดิน มีมีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอของ E. hepatopenaei (Genbank No.KX013492.1) 99 เปอร์เซ็นต ์
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4.4 การแปลผลทางลักษณะจุลพยาธิวิทยา 

4.4.1 การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาในตัวอย่างกุ้ง 

ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา ด้วยการย้อมสี hematoxylin-eosin ในเนื อเยื่อกุ้ง โดย
ตัวอย่างที่ตรวจไม่พบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยวิธีพีซีอาร์จะพบว่า ลักษณะของเนื อเยื่อเซลล์ตับ
ละตับอ่อนของกุ้งยังมีลักษณะที่ปกติ มีการสะสมของเม็ดไขมัน รอบๆท่อทางเดินตับและตับอ่อน ผนัง

และโครงสร้างของท่อตับและตับอ่อนมีโครงสร้างปกติ ไม่พบผนังท่อตับและตับอ่อนถูกท้าลายหรือ
ลักษณะโครงสร้างคล้ายกับกลุ่มสปอร์ (microsporidian –like) ของเชื อ E. hepatopenaei ยังคง
พบเซลล์ผลิตเอนไซม์ที่อยู่โดยรอบท่อตับและตับอ่อน เช่น Blister-like cell (B-cell), Resorption 
cell(R- cell), Embryonic cell (E-cell) และ Fibrillar cell (F-cell)(ภาพที่ 13-15)  ซึ่งพบรอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาจากตัวอย่างกุ้งที่ตรวจพบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยวิธีพีซีอาร์ในแต่ละฟาร์มจะ 
พบลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei แทรกอยู่ภายในไซโตพลาสซึมของ
เซลล์ตับและตับอ่อน พบลักษณะการติดสีน ้าเงินเข้ม (basophilic) แทรกตัวอยู่ในไซโตพลาสซึมของ
เซลล์โฮสต์ การตอบสนองต่อร่างกายของกุ้งที่เกิดขึ นจากการติดเชื อไมโครสปอริเดียมีลักษณะความ
รุนแรงที่ต่างกัน ในฟาร์มจันทบุรี ที่ 1 พบการตอบสนองของร่างกายกุ้งต่อเชื อไม่มากจึงสามารถพบ
โครงสร้างของท่อทางเดินตับและตับอ่อนคงรูปร่างอยู่ตามปกติ (ภาพที่  16) เมื่อย้อมด้วยสี 
hematoxylin-eosin เพียงแต่พบลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei อยู่
ในไซโตพลาสซึมของเซลล์ ตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มฉะเชิงเทรา 1 และจันทบุรี 2 พบลักษณะโครงสร้าง
คล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei แทรกอยู่ในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อน(ภาพ
ที่ 17-19) ลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei ในท่อตับและตับอ่อน เริ่ม
มีการอักเสบของผนังท่อตับและตับอ่อนได้โดยพบว่า นิวเคลียสของเซลล์รอบๆท่อตับและตับอ่อนมี
การขยายตัวมากขึ น (hypertrophic nuclei) มากกว่าตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มจันทบุรี 2 (ภาพที่ 20) 
ตัวอย่างของกุ้งในฟาร์มฉะเชิงเทรา ที่ 2 พบลักษณะการตอบสนองของร่างกายกุ้งมากขึ นกว่าทุก
ฟาร์มคือพบ ลักษณะเซลล์ตับและตับอ่อนถูกท้าลาย (degeneration hepatopancreatic 
epithelial cell) ร่วมกับการลอกหลุดของผนังท่อตับและตับอ่อน ซึ่งพบลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่ม
สปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei แทรกอยู่ภายในเซลล์ท่อตับและตับอ่อน  มีเม็ดเลือดเข้ามาแทรกที่
ช่องว่างของตับและตับอ่อนมากขึ นในตัวอย่างกุ้งที่มีการตอบสนองต่อเชื ออย่างรุนแรง และการ
ตอบสนองของร่างกายกุ้งเม่ือที่ตับและตับอ่อนถูกท้าลายร่วมกับการติดเชื อไมโครสปอริเดีย จะพบเม็ด
เลือดจ้านวนมากแทรกตัวภายในช่องว่างระหว่างท่อตับและตับอ่อน (hemocytic infiltration)  
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ภาพที่ 13 แสดงเซลล์ตับและตับอ่อนในตัวอย่างกุ้งที่ตรวจไม่พบเชื อ E.hepatopenaei โครงสร้าง
ของตับและตับอ่อนมีลักษณะปกติจากตัวอย่างกุ้งฟาร์มจังหวัดจันทบุรีที่ 1 ที่ก้าลังขยาย 40 เท่า 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14 แสดงเซลล์ตับและตับอ่อนในตัวอย่างกุ้งที่ตรวจไม่พบเชื อ E. hepatopenaei โครงสร้าง
ของตับและตับอ่อนมีลักษณะปกติพบ E: e-cell (ลูกศรชี )ภายในท่อตับและตับอ่อนของตัวอย่างกุ้ง
จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 1 ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า 

E 
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ภาพที่ 15  แสดงเซลล์ตับและตับอ่อนในตัวอย่างกุ้งที่ตรวจไม่พบเชื อ E.hepatopenaei โครงสร้าง
ของตับและตับอ่อนมีลักษณะปกติพบ B: B-cell, R: R-cell และ F:F cell(ลูกศรชี )ภายในท่อตับและ
ตับอ่อนของตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 1 ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 16  แสดงลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei (ลูกศรชี ) แทรกอยู่
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อนของตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 2 ที่
ก้าลังขยาย 400 เท่า 

R 
B 

F 

20µm 
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ภาพที่ 17  แสดงลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei (ลูกศรชี ) แทรกอยู่
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อนของตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 1 ที่
ก้าลังขยาย 400 เท่า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 18  แสดงลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei (ลูกศรชี ) แทรกอยู่
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อน, E: e-cell ที่พบภายในท่อตับและตับอ่อนของตัวอย่าง
กุ้งจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 1 ที่ก้าลังขยาย 1,000 เท่า 
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ภาพที่ 19 แสดงลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei ภายในไซโตพลาสซึม
ของเซลล์ตับและตบัอ่อนของตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 2 (ลูกศรชี ) ที่ก้าลังขยาย 1,000 
เท่า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 20 แสดงลักษณะการตอบสนองของร่างกายกุ้งของร่างกายกุ้งเมื่อการความเสียหายที่ตับและ
ตับอ่อน(ลูกศรชี ) HF:hemocytic infiltration เม็ดเลือดแทรกตัวมากขึ นภายในช่องว่างระหว่างท่อ
ตับและตับอ่อนของตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า 
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4.4.2 การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาในสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 

เมื่อท้าการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาด้วยการย้อมสี hematoxylin-eosin ในตัวอย่างสัตว์น ้า
ขนาดใหญ่ พบลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei แทรกตัวอยู่ที่ช่องว่าง
ของท่อตับและตับอ่อน โดยลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของที่พบจากการศึกษาในเนื อเยื่อตับและตับ
อ่อนของปูแป้น พบเนื อเยื่อตับและตับอ่อนมีช่องว่างของเม็ดไขมัน (fat vacuole) แทรกอยู่ภายใน
เนื อเยื่อของตับและตับอ่อนปูแป้น  ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อนของปูแป้น สามารถ
พบนิวเคลียสของเซลล์โฮสต์ (HN:host nuclei) ไม่พบการลอกหลุดของผนังเซลล์ท่อตับและตับอ่อน 
ซึ่งในตัวอย่างเดียวกันที่ ตรวจพบเชื อ E. hepatopenaei ด้วยวิธีพีซีอาร์ พบลักษณะโครงสร้างคล้าย
กลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei ภายในช่องว่างของท่อตับและตับ โดยไม่พบลักษณะปฏิกิริยา
การตอบสนองของร่างกายต่อเชื อเหมือนกับที่พบในตัวอย่างกุ้ง โฮสต์เซลล์ยังคงรูปและสามารถพบได้
ในตับและตับอ่อนได้  (ภาพที่  21-22)พบลั กษณะโครงสร้ างคล้ ายกลุ่ มสปอร์ของเชื อ  E. 
hepatopenaei ภายในท่อตับและตับอ่อนของปูแป้นที่พบในฟาร์มกุ้งจังหวัดจันทบุรี 1 ซึ่งให้ผลบวก
จากการตรวจด้วยวิธีพีอาร์ (ภาพที่ 23) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ภาพที่ 21 แสดงเซลล์ตับและตับอ่อนในตัวอย่างปูแป้นที่ตรวจพบเชื อ E.hepatopenaei โครงสร้าง
ของตับและตับอ่อนมีลักษณะปกติ พบการสะสมของเม็ดไขมัน FV:fat vacuole (ลูกศรชี ) แทรกอยู่
ภายในเนื อเยื่อของตับและตับอ่อนที่ก้าลังขยาย 400 เท่า 
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ภาพที่ 22  แสดงเซลล์ตับและตับอ่อนในตัวอย่างปูแป้นที่ตรวจพบเชื อ E.hepatopenaei โครงสร้าง
ของตับและตับอ่อนมีลักษณะปกติพบนิวเคลียสของโฮสต์ที่เยื่อบุท่อตับและตับอ่อน(ลูกศรชี ) 
 HN:Host nuclei ที่ก้าลังขยาย 1,000 เท่า  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 23  แสดงลักษณะโครงสร้างคล้ายกลุ่มสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei ภายในท่อตับและ
ตับอ่อนของปูแป้นที่พบในฟาร์มกุ้งจังหวัดจันทบุรี 1 ที่ (ลูกศรชี ), ที่ก้าลังขยาย 1,000 เท่า 
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4.5 การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron 
microscope: TEM) ในกุ้งขาวแวนนาไม 

การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านกับตัวอย่างเนื อเยื่อกุ้งที่ตรวจพบเชื อ 
E. hepatopenaei ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส พบเชื อไมโครสปอริเดียที่ตับและตับอ่อน 
แสดงระยะต่างๆของสปอร์ที่พบในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้ง จะพบส่วนที่เป็น
สปอร์ทึบต่อล้าแสงอิเล็กตรอน (electron dense membrane) กลุ่มสปอร์จะแทรกตัวอยู่ในไซโตพ
ลาสซึมของเซลล์โฮสต์ สปอร์จะมีรูปร่างเป็นทรงไข่ (oval shape) มีขนาดความยาวของสปอร์
ประมาณ 1 ไมโครเมตรและส่วนของผนังสปอร์จะแบ่งเป็นสองชั น คือ ส่วนนอก (exo spore) ที่จะ
ทึบล้าแสงอิเล็กตรอน และส่วนใน (endo spore) ที่จะโปร่งล้าแสงอิเล็กตรอน ภายในสปอร์จะพบ
ส่วนประกอบต่างๆของสปอร์ที่ใช้ในการเคลื่อนตัวของสปอร์ออกไปสู่ โฮสต์อ่ืนๆ ( extrusion 
apparatus) ได้แก่ anchoring disk เกลียวของ polar filament 5-6 ขด นิวเคลียส 1อัน polar 
filament จะพันเป็นเกลียวล้อมรอบออร์กาแนลล์ของสปอร์ (ภาพที่ 24-25)  และอาจพบเกลียวของ 
polar filament ที่ถูกตัดขวางได้ 5 - 6 เกลียว ซึ่งเป็นลักษณะบ่งชี เอกลักษณ์ของไมโครสปอริเดีย 
ลักษณะของสปอร์ที่โตเต็มที่ (mature spore) ในระยะนี สามารถพบออร์แกเนลล์ภายใน พบ
นิวเคลียสเดี่ยว (monokaryotic) การหนาตัวขึ นของ Anchoring disk เกิดขึ นได้เมื่อสปอร์พัฒนา
โครงสร้างและเปลี่ยนเป็นระยะท่ีโตเต็มที่  ซึ่งในตัวอย่างเนื อเยื่อสัตว์น ้าขนาดใหญ่ยังไม่สามารถตรวจ
พบเชื้อไมโครสปอริเดียได้ 
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ภาพที่ 24 เซลล์ของเนื อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้งที่พบการติดเชื อ E. hepatopenaei โดยตรวจ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (ลูกศรชี ) ระยะ early plasmodium ของสปอร์ที่
ภายในยังไม่สามารถมองเห็นออร์แกเนลล์ของสปอร์ได้อย่างชัดเจน อยู่ในช่วงการพัฒนาให้เกิด
โครงสร้างภายในสปอร์แทรกตัวอยู่ในไซโตพลาสซึมของโฮสต์เซลล์ตามแถบมาตราส่วน 1 ไมโครเมตร   
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ภาพที่ 25  ภาพตัดขวางของเนื อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้งที่พบการติดเชื อ E. hepatopenaei โดย
ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน สปอร์ระยะ early plasmodium สามารถเห็น
ขอบเขตของผนังสปอร์ 2 ชั น (double layer nuclear membrane)ซึ่งแยกตัวออกจากกันอย่าง
ชัดเจน แบ่งออกเป็นผนังชั นนอกและผนังชั นใน EX:exospore ผนังด้านนอกของสปอร์ที่ทึบต่อ
ล้าแสงอิเล็กตรอน EN:endospore ผนังภายในของสปอร์ที่โปร่งต่อล้าแสงอิเล็กตรอน ภายในยังไม่
สามารถมองเห็นออร์แกเนลล์ของสปอร์ได้อย่างชัดเจน อยู่ในช่วงการพัฒนาให้เกิดโครงสร้างภายใน
สปอร์ซึ่งจะพบสปอร์ทึบล้าแสงอิเล็กตรอน ตามแถบมาตราส่วน 200 นาโนเมตร   
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการวิจัย ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1  อภิปรายผลการวิจัย 

5.1.1 ศึกษาการติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei ในกุ้งและสัตว์น ้าขนาดใหญ่ 

จากการทดลองพบว่ามีการติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei ในกุ้งขาวแวนไม
ที่เลี ยงในเขตน ้าจืด (จังหวัดฉะเชิงเทรา) และในน ้าเค็ม (จันทบุรี) ทั งนี จากการเฝ้าติดตามการติดเชื อ
ท้าให้ทราบว่า เชื อ E. hepatopenaei สามารถเพ่ิมจ้านวนและมีการเจริญในร่างกายของกุ้งขาวแวน
นาไม ได้แสดงให้เห็นว่า ความเค็มของน ้าที่ต่างกันไม่มีผลต่อความสามารถในการติดเชื อ E. 
hepatopenaei ในโฮสต์เดียวกัน เพราะเชื อสามารถติดเข้าสู่ร่างกายกุ้งและเพ่ิมจ้านวนได้ทั งในกุ้ง
ขาวแวนนาไมที่เลี ยงในเขตน ้าจืดและน ้าเค็ม  ไมโครสปอริเดียชนิดนี มีความสามารถในการติดเชื อ
คล้ายกับไมโครสปอริเดียชนิด Loma salmonae ที่พบเชื อได้ในปลาแซลมอน (Oncorhynchus 
tshawytscha) ได้ทั งท่ีเลี ยงในน ้าจืดและน ้าเค็ม โดยสปอร์ของเชื อจะผ่านสิ่งขับถ่ายของโฮสต์และติด
สู่ปลาจากการกินสิ่งขับถ่ายหรือเชื อแทรกตัวเข้าไปยังเซลล์ซี่เหงือกของปลาโดยตรง (Docker et al., 
1997) จากการศึกษาโดยการเก็บตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในบ่อกุ้งที่เลี ยงในน ้าจืด และน ้าเค็ม 
พบว่ามีชนิดของสัตว์ที่แตกต่างกันไปตามความเค็มของน ้าที่อยู่อาศัย เช่น ปูที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งน ้า
จืดจะเป็น ปูนา (Sayamia bangkokensis) ส่วนปูที่พบในฟาร์มน ้าเค็มจะเป็นปูแสมก้ามแดง 
(Episesarma mederi) ปูแสมก้ามม่วง (Episesarma versicolor) และปูแป้น (Varuna litterata) 
ส้าหรับกุ้งชนิดอ่ืนนอกเหนือจากกุ้งขาวแวนนาไม ที่พบในฟาร์มน ้าจืด คือ กุ้งก้ามกราม (M. 
rosenbergii) ในการศึกษาครั งนี ไม่พบกุ้งชนิดอ่ืนในบ่อนอกเหนือจากกุ้งขาวแวนนาไม ในฟาร์มที่
เลี ยงด้วยน ้าเค็ม ปลาที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งน ้าจืด คือ ปลานิล (Oreochromis niloticus) ปลาบู่ใส 
(Gobioterus chuno) ส่วนปลาที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งน ้าเค็ม คือปลาหมอเทศ (Oreochromis 
mossambicus) และปลาตั๊กแตนหิน (Blenniidae sp.) ทั งนี  ปลาบู่ (Mugilogobius platynotus) 
เป็นปลาชนิดเดียวในการศึกษานี ที่สามารถพบได้ทั งในฟาร์มน ้าจืดและน ้าเค็ม หอยที่พบในฟาร์มเลี ยง
กุ้งน ้าจืด คือ หอยโข่ง (Pila ampullacea) และหอยที่พบได้ในฟาร์มเลี ยงกุ้งน ้าเค็ม คือ หอยขี กา 
(Telescopium telescopium) และหอยถ่าน (Faunas ater) จากสัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่ส้ารวจพบ
ทั งหมด อาจสรุปเป็นกลุ่มๆ ได้เป็น 3 กลุ่ม คือ ปลา (Ichthys) ครัสตาเซียน (crustacean) และหอย 
(mollusc) ซึ่งผลที่ได้จากการตรวจหาเชื อ E. hepatopenae ด้วยเทคนิคทางพีซีอาร์พบว่า สัตว์น ้า
ในกลุ่มครัสตาเซียน สามารถติดเชื อE. hepatopenaei ได้ โดยสัตว์กลุ่มครัสตาเซียนที่พบในฟาร์ม
เลี ยงกุ้งเขตน ้าจืดและน ้าเค็มมีความสามารถในการติดเชื อไมโครสปอริเดียไม่ต่างกัน กล่าวคือ ปูนา 
และกุ้งก้ามกราม ที่พบในน ้าจืดของฟาร์มฉะเชิงเทราฟาร์มที่ 1 และ 2 สามารถติดเชื อไมโครสปอ
ริเดียได้เช่นเดียวกับปูแสมก้ามแดง,  ปูแสมก้ามม่วง และปูแป้น ที่พบในฟาร์มเลี ยงกุ้งน ้าเค็มใน
จังหวัดจันทบุรี ที่ 1 และ 2 ในขณะที่ไม่พบเชื อในปลา และหอยทั งในฟาร์มที่เลี ยงด้วยน ้าจืดและ
น ้าเค็ม โดยมีรายงานการตรวจพบ การติดเชื อไมโครสปอริเดียในกลุ่มครัสตาเซียน เช่นการติดเชื อไม
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โครสปอริเดียชนิด Thelohania contejeani ติดเชื อในกล้ามเนื อของกุ้ง cray fish 
(Austropotamobius pallipes) ซึ่งสัตว์ในกลุ่มครัสตาเซียนหลายชนิดเป็นสัตว์ที่มีความสามารถใน
การติดเชื อไมโครสปอริเดีย (Stentiford et al., 2013) จากการตรวจหาเชื อ E. hepatopenaei ใน
ปลาทั งในฟาร์มน ้าจืดแลฟาร์มน ้าเค็ม ไม่พบเชื อไมโครสปอริเดียชนิดนี  แต่มีรายงานการศึกษาถึง
ความสามารถในการติดเชื อและถ่ายทอดเชื อไปสู่กุ้งในบ่อได้ในไมโครสปอริเดีย ชนิดอ่ืน เช่น  
ไมโครสปอริเดียชนิด T. penaei ซึ่งเป็นไมโครสปอริเดียที่ท้าให้เกิดโรคกุ้งหลังขาว (cotton shrimp) 
โดยพบว่าโรคนี สามารถติดต่อได้ผ่านการกินสปอร์เข้าไปในร่างกายของกุ้ง จากการที่กุ้งกินกุ้งที่มีเชื อนี 
เข้าไปในร่างกาย และยังไม่มีรายงานการติดเชื อนี ในสัตว์ชนิดอื่นที่อาจน้าโรคนี เข้าสู่ฟาร์มกุ้งได้การติด
เชื อในสัตว์อ่ืนที่อยู่ในฟาร์มกุ้งในจังหวัดสงขลาจากบ่อกุ้งที่ติดเชื อ T. penaei ท้าการศึกษาตั งแต่
เดือนมิถุนายนจนถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2537 จากการสังเกตวิการของกุ้งที่มีลักษณะกล้ามเนื อขาว
ขุ่นกลางหลัง และท้าการตรวจยืนยันวิการของโรคพบว่าเกิดจากเชื อ  T. penaei ด้วยวิธีทาง 
อณูชีววิทยา ที่มีความจ้าเพาะต่อเชื อ และท้าการเก็บตัวอย่างสัตว์น ้าอ่ืน ๆที่พบในบ่อกุ้งที่มีการติด
เชื อ จากตัวอย่างสัตว์ 22 ชนิดพบว่า มี 2 ชนิดที่ให้ผลบวกกับเชื อ T. penaei คือ ปลาตาหวาน 
(Priacanthus tayenus) และ ปลาตะกรับ (Scatophagus argus) ที่อาจถ่ายทอดเชื อไมโครสปอ
ริเดียชนิด T. penaei สู่กุ้งได้ (Pasharawipas et al., 1994) เช่นเดียวกับ  สิ่งขับถ่ายจากปลา 
Spotted sea trout (Cynoscion nebulosus) ที่กินกุ้งที่ติดเชื อไมโครสปอริเดียเข้าไปแล้วน้ามาให้
กุ้งที่ไม่มีเชื อกิน พบว่ากุ้งสามารถติดเชื อไมโครสปอริเดียได้  (Iversen and Kelly, 1976) ที่น้าสิ่ง
ขับถ่ายของปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ที่กินกุ้งท่ีมีเชื อ T. penaei แล้วน้าสิ่งขับถ่ายนั น ไปให้
กุ้งที่ไม่มีเชื อกินพบว่า กุ้งสามารถติดเชื อ ไมโครสปอริเดียได้เช่นเดียวกัน (สาธิต, 2553) การติดเชื อไม
โครสปอริเดียในสัตว์มีรายงานการพบเชื อในสัตว์กลุ่มครัสตาเชียนได้จ้านวนมากโดยเชื อจะติดเข้าสู่
ร่างกายของสัตว์ผ่านทางการกิน (Overstreet, 1973) เชื อไมโครสปอริเดียที่เข้าสู่ร่างกายผ่านระบบ
ทางเดินอาหาร ได้แก่ ไมโครสปอริเดียในกลุ่ม Enterocytozoon ซึ่งเป็นเชื อที่สามารถก่อโรคได้ใน
สัตว์เลี ยงลูกด้วยนมและสัตว์ปีก เช่น E. bieneusi (Reetz et al., 2002) และในสัตว์น ้าที่มีกระดูก
สันหลัง เช่น ปลา ได้แก่ E. salmonis ซึ่งสามารถก่อให้เกิดโรคในปลาแซลมอน (O. tshawytscha) 
ได้ (Barlough et al., 1995) นอกจากนี ในสัตว์น ้าที่ไม่มีกระดูกสันหลังพบรายงานการติดเชื อได้
เช่นกันโดยในหอยzebra mussel (Dreissena polymorpha) สามารพบเชื อ E. bieneusi ได้ 
(Graczyk et al., 2004) หรือ E. hepatopenaei ที่ติดในกุ้งกุลาด้าและกุ้งขาวแวนนาไม  
(Tourtip et al., 2009) Enterospora canceri ในปู (Cancer pagurus) ได้ ซึ่งเชื อชนิดนี จะพบ
การแบ่งตัวภายในนิวเคลียสของเซลล์ตับและตับอ่อนของปู edible crab ต่างจากไมโครสปอริเดีย
ชนิด E. bieneusi และ E. hepatopenaei จะเห็นได้ว่า เชื อในกลุ่มไมโครสปอริเดียสามารถพบได้ใน
สัตว์หลายชนิด ทั งในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังและไม่มีกระดูกสันหลัง โดยไมโครสปอริเดียแต่ละชนิดจะ
มีชีววิทยาที่ไม่เหมือนกัน ตามชนิดของโฮสต์ ต้าแหน่งอวัยวะที่เชื อเข้าไปอาศัยอยู่หรือท้าลาย 
ลักษณะการแบ่งตัวของเชื อ เป็นต้น อย่างไรก็ตามเชื อไมโครสปอริเดียเกือบทั งหมดจะมีสภาวะเป็น
ปรสิต กล่าวคือ จะแย่งพลังงานจากโฮสต์มาใช้ในการเจริญเติบโตและเมื่อภูมิคุ้มกันของโฮสต์ลดลง
เชื อไมโครสปอริเดียจะเพ่ิมจ้านวนโดยการแบ่งตัว (Weiss, 2001) 
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5.1.2 การศึกษาการแพร่กระจายของเชื อในฟาร์ม 

จากผลการทดลองพบว่า กุ้งขาวในฟาร์มเลี ยงที่จังหวัดฉะเชิงเทราฟาร์มที่ 1 บ่อที่ 1 พบเชื อ
ไมโครสปอริเดียในตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวา แต่พบเชื อในตัวอย่างดินในวันที่เริ่มเลี ยงกุ้ง บ่อที่ 2 
และ 3 ไมพ่บเชื อในตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวา และพบเชื อจากตัวอย่างดินในวันที่เริ่มเลี ยงกุ้ง โดย
ในวันที่สิ นสุดการเลี ยงพบว่า ตรวจพบเชื อไมโครสปอริเดียในตัวอย่างกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่และดินของ
ทุกบ่อ ฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราฟาร์มที่ 2 พบเชื อไมโครสปอริเดียในตัวอย่างลูกกุ้งและตัวอย่างดิน
ทุกบ่อในวันที่เริ่มเลี ยงกุ้ง โดยในวันที่สิ นสุดการเลี ยงตรวจพบเชื อไมโครสปอริเดียในตัวอย่างกุ้ง 
 สัตว์น ้าขนาดใหญ่ และตัวอย่างดินทุกบ่อ ในขณะที่ฟาร์มเลี ยงที่จังหวัดจันทบุรีฟาร์มที่ 1 และฟาร์มที่ 
2 ไม่พบเชื อในตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาและตัวอย่างดินในวันที่เริ่มเลี ยงแต่ในวันที่สิ นสุดการ
เลี ยงพบเชื อไมโครสปอริเดียในตัวอย่างกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่ และดิน โดยลักษณะการตรวจพบเชื อ
จากการศึกษาในครั งนี แสดงให้เห็นว่า การพบเชื อไมโครสปอริเดียในตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาใน
วันที่เริ่มเลี ยงอาจเกิดจากลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาได้รับเชื อจากพ่อแม่พันธุ์ (brood stock) ซึ่งเป็น
ลักษณะการถ่ายทอดเชื อทางแนวดิ่ง (vertical transmission) (Dunn et al., 2001) หรืออาจเกิด
จากการที่โรงเพาะเลี ยงลูกกุ้งในระยะโพสต์ลาวามีเชื อไมโครสปอริ เดียชนิดปนเปื้อนอยู่ ท้าให้ลูกกุ้ง
ได้รับเชื อแล้วติดมาเป็นการติดเชื อทางแนวราบ (horizontal transmission) จึงตรวจพบเชื อได้ตั งแต่
ในวันที่เริ่มเลี ยง จากนั นจึงมีการแบ่งตัวของเชื อไมโครสปอริเดียในตัวกุ้งแล้วเกิดการแพร่กระจายของ
เชื อออกสู่สิ่งแวดล้อม ซึ่งอาจปนออกมากับสิ่งขับถ่าย เกิดการสะสมอยู่ในตะกอนดินก้นบ่อ จึงตรวจ
พบเจอเชื อในดินหลังจากสิ นสุดการเลี ยง โดยในกรณีท่ีมีการจัดการหรือการพักบ่อที่ไม่ดีพอ อาจท้าให้
มีเชื อค้างอยู่ในดินก่อนเริ่มท้าการเลี ยงกุ้ง ท้าให้ลูกกุ้งที่ไม่มีเชื อเกิดการติดเชื อ และตรวจพบเชื อในกุ้ง
ในวันสิ นสุดการเลี ยง นอกจากนี การได้รับเชื อของสัตว์น ้าขนาดใหญ่ภายในบ่ออาจเกิดจากการได้รับ
เชื อโดยตรง หรือจากการกินเชื อที่ปนเปื้อนอยู่ในตะกอนดินเข้าไปท้าให้ตรวจพบเชื อได้ ในกรณีที่ตรวจ
ไม่พบเชื อทั งในลูกกุ้งและดินในวันเริ่มต้นการเลี ยง แต่พบได้ทั งในกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่ และในดินหลัง
สิ นสุดการเลี ยง อาจเกิดได้จากการที่สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่ติดมากับน ้าที่น้ามาใช้เลี ยงกุ้งหรือจากการที่
สัตว์มีเชื ออยู่เดิมมาจากบ่ออ่ืน ๆ แล้วมาปล่อยเชื อออกสู่สิ่งแวดล้อมภายในบ่อ เมื่อกุ้งได้รับเชื อหรือมี
การปนเปื้อนเข้าไปโดยการกิน ท้าให้กุ้งเกิดการติดเชื อ มีการเพ่ิมจ้านวนและการแพร่กระจายไปสู่กุ้ง
ทั งบ่อ รวมทั งเกิดการสะสมในตะกอนดินได้  

 ในน ้าที่ใช้เลี ยงกุ้งในฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 1 และ 2 ในวันที่เริ่มเลี ยงน ้าจะมีสีน ้าตาลอ่อน  และ
เมื่อสิ นสุดการเลี ยงจะมีสีน ้าตาลขุ่น มีตะกอนมาก โดยฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 2 จะมีตะกอนในน ้า
มากกว่าฟาร์มฉะเชิงเทราที่1 และมีตะกอนมากขึ นในวันที่สิ นสุดการเลี ยง ตัวอย่างดินในฟาร์ม
ฉะเชิงเทรา ที่ 1 และ 2 ในวันที่เริ่มเลี ยงกุ้งพบว่า ลักษณะดินในฟาร์มฉะเชิงเทรา ที่ 1 มีสีน ้าตาลเข้ม 
ไม่อัดแน่น แต่ดินในฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 2 พบว่าดินในวันที่เริ่มเลี ยงจะไม่แห้ง มีสีน ้าตาลและอุ้มน ้า 
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เมื่อสิ นสุดการเลี ยงพบว่าทั ง 2 ฟาร์ม เกิดดินเลนสีด้าขึ นที่พื นบ่อและมีกลิ่นไฮโดรเจนซัลไฟด์ โดยจะมี
ดินเลนสีด้าปริมาณมากในฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 2 ลักษณะน ้าของฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี ที่ 1 และที่ 2 
จะพบว่าน ้าใส และมีสีเขียว ในวันแรกที่เริ่มเลี ยง โดยในวันที่สิ นสุดการเลี ยงพบว่า ลักษณะน ้าจะมี
ความขุ่นมากขึ น มีสีน ้าตาลปนเขียว ซึ่งสีเขียวในน ้าที่พบตลอดการเลี ยงกุ้งเป็นแพลงก์ตอนพืชชนิด 
Chaetoceros ที่เพ่ิมขึ นเมื่อมีการเลี ยงกุ้งและได้รับแสงแดด ดินในฟาร์มจันทบุรีที่ 1 และ ที่ 2 เป็น
ดินอัดแน่นที่พื นบ่อ และเป็นดินลูกรังแข็งออกสีน ้าตาลตามล้าดับ โดยในวันที่สิ นสุดการเลี ยงพบว่า
ลักษณะของดินที่พื นบ่อยังคงอัดแน่นอยู่มีเลนสีน ้าตาลเกิดขึ นที่กลางบ่อไม่มาก แต่ไม่พบกลิ่น
ไฮโดรเจนซัลไฟต์เหมือนในฟาร์มฉะเชิงเทรา การเตรียมดินพื นบ่อ ในวันที่เริ่มเลี ยงกุ้งให้ดี พื นดินใน
บ่อแน่น จนถึงวันที่สิ นสุดการเลี ยง จะท้าให้การจับตัวของเศษอาหารหรือสิ่งขับถ่ายที่เกิดภายในบ่อกุ้ง
กับดินที่พื นบ่อเกิดเป็นดินเลนได้น้อย ซึ่งหากเตรียมดินในพื นบ่อไม่ดี พื นบ่อไม่แน่น จะท้าให้ 
การจับ ตัวของเศษอาหารที่ กุ้ งกิน เหลือหรือสิ่ งขับถ่ายที่ เกิดขึ นภายในบ่อกุ้ ง  จะรวมตัว 
ทับถมเป็นดินเลนหนาตัวขึ น เกิดการหมักหมมของของเสียที่พื นบ่อ ท้าให้เกิดดินเลนเป็นสีด้าและมี
กลิ่นเหม็น และอาจท้าให้เกิดการคงค้างของสปอร์ในดินที่พื นบ่อได้นานขึ น อันเนื่องจากมีการทับถม
ของดินเลนจากรอบการเลี ยงกุ้งครั งก่อนจากพื นบ่อได้ตัวอย่างเช่นในฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 1 และ 2 ซึ่ง
หากพื นบ่อสกปรก อาจส่งผลต่อสุขภาพของกุ้งได้ (Smith et al., 2003) โดยท้าให้ภูมิคุ้มกันของกุ้ง
ลดลงและเชื อไมโครสปอริเดียที่เป็นเชื อฉวยโอกาสอาจเพ่ิมจ้านวนได้มากขึ น (Tangprasittipap et 
al., 2013) 

5.1.3 การศึกษาเปรียบเทียบขนาดความยาวและน ้าหนักของตัวกุ้ง 

การศึกษาเปรียบเทียบขนาดความยาวและน ้าหนักของตัวกุ้งที่ได้ในวันที่สิ นสุดการเลี ยง เพ่ือดู
ความแตกต่างของขนาดและน ้าหนักกุ้งในทุกบ่อของแต่ละฟาร์ม โดยวัดสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน ง  
พบว่าค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักและความยาวของตัวกุ้ง ฟาร์มจันทบุรีที่ 1 มีค่าน้อย
ที่สุด และฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีที่ 2 ฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 1 และ 2 มีค่ามากขึ นตามล้าดับ 
ซึ่งการศึกษาข้อมูลน ้าหนักตัวของกุ้งกุลาด้าที่เกิดภาวะโตช้า พบว่าเมื่อท้าการค้านวณค่าสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวนโดยน้ากุ้งชั่งน ้าหนักเปรียบเทียบกัน 20 ตัวในบ่อที่มีขนาดแตกต่างกันพบว่า หากมีค่า
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักมากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ กุ้งจะมีน ้าหนักตัวแตกต่างกัน 
(Chayaburakul et al., 2004) โดยจากผลของการเก็บตัวอย่างกุ้งในฟาร์มตัวอย่างทั ง 4 ฟาร์ม 
พบว่ากุ้งในฟาร์มฉะเชิงเทราบ่อที่ 2 มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักมากกว่า 30 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีขนาดตัวแตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัดเจน  

ส้าหรับค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน ของขนาดความยาวกุ้ง พบว่า  กุ้งที่มาจากฟาร์มใน
จังหวัดจันทบุรี ที่ 1 มีค่าน้อยที่สุด กุ้งที่มาจากฟาร์มจันทบุรีที่  2 จังหวัดฉะเชิงเทรา ที่ 1 และ 2 มีค่า
มากขึ นตามล้าดับ เมื่อท้าการเปรียบเทียบค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความยาวของตัว
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กุ้ง ตามการศึกษาเปรียบเทียบขนาดความยาวของกุ้งขาวแวนนาไมที่เลี ยงในน ้าเลี ยงกุ้งที่ต่างกัน โดย
น้ากุ้งขาวแวนนาไมมาเลี ยงในน ้าที่ใช้เลี ยงกุ้งมาแล้วโดยไม่บ้าบัด และน ้าที่ใช้เลี ยงกุ้งแล้วมาบ้าบัดด้วย
แบคทีเรียที่สามารถลดค่าของเสียในน ้า ได้แก่ แอมโมเนีย (ammonia) และไนโตรท์ (nitrite) พบว่า
ในบ่อน ้าที่ผ่านการบ้าบัดมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความยาวกุ้ ง น้อยกว่า 12 
เปอร์เซ็นต์ โดยกุ้งจะมีขนาดความยาวไม่แตกต่างกัน แต่ในบ่อที่เลี ยงด้วยน ้าที่ใช้เลี ยงกุ้งมาแล้ วน้า
กลับมาใช้ใหม่ โดยไม่ผ่านการบ้าบัด พบว่า ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของขนาดความยาวกุ้ง
มากกว่า 12 เปอร์เซ็นต์ กุ้งมีขนาดตัวแตกต่างกัน (Leungprasert and Chanakul, 2010) จาก
การศึกษาครั งนี พบว่ากุ้งในฟาร์มฉะเชิงเทรา ที่ 2 มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของความยาวตัวกุ้ง
มากกว่า 12 เปอร์เซ็นต์ และกุ้งจะมีขนาดตัวแตกต่างกัน ทั งนี การติดเชื อไมโครสปอริเดียอาจเป็น
สาเหตุที่ท้าให้กุ้งบางตัวโตช้า เนื่องจากเชื อจะอาศัยและเจริญเติบโตภายในไซโตพลาสซึมของโฮสต์ 
โดยไม่มีไมโตคอนเดรีย ภายใน จึงต้องอาศัยแหล่งพลังงาน ATP จากเซลล์ของกุ้ง ในการเจริญเติบโต
และแบ่งตัว (Stentiford et al., 2013) เซลล์เยื่อบุท่อตับและตับอ่อนของกุ้งมีหน้าที่ในการผลิต
เอนไซม์ B-cell จะพบมากที่สุด โดยสรุปคือ ตับ และตับอ่อน ท้าหน้าที่ผลิต และ หลั่งเอ็นไซม์โดยF-
cell ท้าหน้าที่ย่อย และ ดูดซึมโดย B-cell สะสมอาหารในรูปไขมันใน R-cell (Lehnert and 
Johnson, 2002) ซึ่งในกุ้งที่พบการติดเชื อไมโครสปอริเดียจะพบว่ามีเม็ดไขมันและ  B-cell น้อย เป็น
สาเหตุให้กระบวนการการย่อยอาหาร การสร้างพลังงาน ลดลงส่งผลให้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย
ลดลง จากการศึกษาในตัวอย่างกุ้งที่มีการติดเชื อ E. hepatopenaei จะพบว่ามีปริมาณเม็ดเลือด 
(hemocyte) น้อยกว่าในกุ้งที่ไม่มีการติดเชื อ และกุ้งที่มีเชื อมีลักษณะแคระเกร็นและโตช้า (จิรศักดิ์, 
2555) เชื อ E. hepatopenaei ท้าให้กุ้งขาดแหล่งพลังงานและโน้มน้าให้กุ้งไม่โต ในฟาร์มตัวอย่างทั ง 
4 ฟาร์ม ฟาร์มในจังหวัดจันทบุรีฟาร์มที่ 1 มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักและขนาด
ความยาวของตัวกุ้งต่้า พบกุ้งมีขนาดตัวไม่แตกต่างกันเมื่อเทียบกับ  กุ้งในฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 2 ที่มีค่า
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของน ้าหนักและขนาดความยาวของตัวกุ้งสูง  และพบกุ้งมีขนาดตัว
แตกต่างกันอย่างชัดเจน 

5.1.4 การศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา 

การศึกษาลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาด้วยการย้อมสี hematoxylin – eosin พบสปอร์ของเชื อ
ไมโครสปอริเดียภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้งขาวที่ให้ผลบวกจากการท้าพีซี
อาร์ โดยในตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 1 และ จันทบุรีที่ 2 พบเชื อไมโครสปอริเดีย
ร่วมกับมีการเสื่อมของเซลล์เยื่อบุท่อตับและตับอ่อน (degenerate hepatopancreatic epithelial 
cell) โดยมีการลอกหลุดของผนังของเยื่อบุท่อตับและตับอ่อน แสดงให้เห็นถึงการถูกท้าลายของ
เนื อเยื่อจากการตอบสนองของร่างกายกุ้งต่อการติดเชื ออย่างรุนแรง (Flegel, 2012) นอกจากนี ยังพบ
การแทรกตัวของเม็ดเลือด (hemocyte infiltration) ภายในช่องว่างระหว่างท่อตับและตับอ่อนใน
ตัวอย่างกุ้งจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทราที่ 2 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการตอบสนองของเนื อเยื่อและบ่ง
บอกถึงภาวะการอักเสบ (Costa et al., 2009) ในขณะที่ตัวอย่างกุ้งจากจังหวัดจันทบุรีฟาร์มที่ 1 ไม่
พบการเปลี่ยนแปลงของเนื อเยื่อ จากการตอบสนองของเชื ออย่างชัดเจน พบเพียงสปอร์ของเชื อไมโค
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รสปอริเดียในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้งเพียงบางเซลล์เท่านั น แสดงให้เห็นว่า  
กุ้งจากฟาร์มนี อาจมีการติดเชื อในระดับต่้า เนื่องจากยังพบเซลล์ตับชนิด R (reserve) cell, 
B (blister) cell และ E (embryonic) cell ที่ไม่ได้ลอกหลุดหรือถูกท้าลายเหมือนกับฟาร์มอ่ืน 
(Tangprasittipap et al., 2013) โดยลักษณะของสปอร์ที่พบจากงานวิจัยนี  มีการแทรกตัวอยู่ใน 
ไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อน ติดสีน ้าเงิน (basophilic) คล้ายกับการพบเชื อไมโครสปอ
ริเดียในกุ้งกุลาด้าโดยการย้อมสีเนื อเยื่อด้วยสี hematoxylin - eosin ที่พบเชื อแทรกตัวอยู่ภายในไซ
โตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อน โดยเกิดเป็นช่องว่าง (vacuole) เกิดขึ นก่อนที่จะเริ่มพัฒนา
โครงสร้างภายในสปอร์ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อน จนมีการพัฒนาเป็นสปอร์ที่โต
เต็มที่ (mature spore)  พร้อมจะติดไปยังเซลล์อ่ืนต่อไป โดยสปอร์ที่พบมีขนาดประมาณ 1 
ไมโครเมตร แทรกตัวอยู่รอบผนังท่อตับและตับอ่อน สปอร์จะมีลักษณะคล้ายกับ B-cell ของเซลล์ตับ
และตับอ่อนของกุ้ง ท้าให้บางครั งท้าการแยกความแตกต่างของสปอร์ออกจากเซลล์ของตับและตับ
อ่อนได้ยาก โดยสามารถใช้วิธีตรวจด้วยสารเรืองแสง ( in situ hybridization) ซึ่งจะท้าให้เกิดการ
เรืองแสงของสปอร์ เมื่อส่องดูด้วยกล้องจะสามารถแยกได้ว่าเชื อไมโครสปอริเดียจะแทรกตัวอยู่ภายใน
เซลล์ตับและตับอ่อนเท่านั น โดยไม่พบเชื อแทรกตัวไปยังเซลล์ที่ผลิตเอนไซม์รอบ ๆ เยื่อบุผนังท่อตับ
และตับอ่อน(e cell) แต่บางระยะของสปอร์ที่ก้าลังมีการพัฒนาจะพบเป็นก้อนอินคลูชั่น (inclusion) 
แทรกอยู่ในเซลล์เยื่อบุรอบ ๆ ท่อตับและตับอ่อน กุ้งที่มีการติดเชื อรุนแรงจะพบเชื อแทรกตัวอยู่ได้ทั ง
ภายในท่อตับและตับอ่อนทั งส่วนต้น (proximal) และส่วนกลาง (medial) และพบเชื อไมโครสปอ
ริเดียในระยะต่าง ๆ ไดใ้นเซลล์ที่อยู่บริเวณใกล้เคียงกัน (Tangprasittipap et al., 2013)  

 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของเนื อเยื่อสัตว์น ้าขนาดใหญ่ เช่น ปูแป้น ที่มีการติดเชื อ

ไมโครสปอริเดีย พบสปอร์อยู่ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์เยื่อบุท่อตับและตับอ่อน โดยไม่พบ
ลักษณะการตอบสนองของร่างกายมากเท่ากับในกุ้ง แสดงให้เห็นว่าการติดเชื อไมโครสปอริเดียที่พบ
อาจมีในระดับต่้า หรือ สัตว์น ้าขนาดใหญ่เหล่านี อาจเป็นสัตว์พาหะ (vector) หรือสัตว์กักเก็บโรค 
(reservoir host) ของเชื อ ท้าให้พบการยอมรับของเนื อเยื่อต่อเชื อไมโครสปอริเดีย โดยสัตว์ไม่แสดง
อาการป่วยหรือความผิดปกติใดๆ แต่อาจเป็นแหล่งที่มีการแพร่ของเชื อออกสู่สิ่งแวดล้อมแล้วท้าให้
เกิดการติดเชื อสู่กุ้งได้ โดยการคงอยู่ของเชื อไมโครสปอริเดียในร่างกายช่วงระยะเวลาหนึ่งของสัตว์ จะ
เรียกว่าเป็นสัตว์พาหะน้าโรค (mechanical vector) โดยขณะที่เชื ออยู่ในร่างกายสัตว์จะมีกลไกท้าให้
เชื อสามารถด้ารงชีวิตอยู่ ได้ โดยไม่ถูกท้าลายจากระบบการป้องกันตนเองของร่างกายสัตว์ 
เช่นเดียวกันเมื่อเชื ออยู่ในสิ่งแวดล้อม ก็จ้าเป็นต้องมีกลไกในการป้องกันตั วเองจากอันตรายใน
สิ่งแวดล้อม เช่น สร้างสปอร์ให้มีความสามารถทนต่อการถูกท้าลายนั่นเอง (Didier et al., 2000)  
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5.1.5 การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

ส้าหรับการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน มีการศึกษาเชื อไมโครสปอ
ริเดียครั งแรกโดย (Weiser, 1959) ได้ท้าการศึกษาโครงสร้างภายในของสปอร์ โดยส่วนบนของสปอร์
มีส่วน Extrusion apparatus ที่สปอร์จะใช้แทรกตัวเข้าสู่โฮสต์เซลล์ได้ ต้าแหน่งนี เรียกได้หลายชื่อ 
เช่น  special organelle, dense lines หรือ polar plast มีหน้าที่ส้าคัญคือ การถ่ายทอดสปอโรพ
ลาสซึม (sporoplasm) ของสปอร์ที่โตเต็มที่ (mature spore)  แล้วไปแทรกยังเซลล์โฮสต์ใกล้เคียง 
โดยอาศัยการยืดของ polar filament จากส่วนบนของสปอร์ และแรงดันจากส่วนท้ายของสปอร์ที่
เกิดเป็นช่องว่าง (posterior vacuole) เกิดแรงดันท้าให้ท่อ polar filament ที่ขดเป็นเกลียวถูกดัน
ออก และปล่อย สปอโรพลาสซึม (sporoplasm) เข้าสู่เซลล์โฮสต์ข้างเคียง เป็นการเพ่ิมจ้านวนของ
สปอร์ต่อไป ส้าหรับโครงสร้างภายในสปอร์ (Takvorian et al., 2006) ได้ท้าการศึกษาลักษณะ
โครงสร้างของสปอร์ไว้ดังนี  สปอร์จะมีส่วนผนังของสปอร์ 2 ชั น (double membrane layer)  ผนัง
ของสปอร์ภายนอกจะหนาเรียกว่า เอกโซสปอร์ (exospore) ชั นถัดมาเป็นผนังส่วนใน เรียกว่า เอนโด
สปอร์ (endospore) จะบางกว่า ส่วน extrusion apparatus ประกอบไปด้วย anchoring disk, 
polar filament, lamellar polar plast และ tubular polar plast ซึ่งสามารถใช้ในการจ้าแนก
ชนิดของไมโครสปอริเดียจากการดูส่วนของ extrusion apparatus โดยนับจ้านวนรอบขดของ  
polar filament ที่พันรอบสปอร์ได้ ด้านล่างของสปอร์จะพบช่องว่างภายในสปอร์เรียกว่า posterior 
vacuole มีลักษณะเป็นผนังขรุขระ (membrane bound vesicle) หรือเรียกว่า membrane whirl 
หรือ glomerular-like ได้ ภายในสปอร์มีไซโตพลาสซึมมีไรโบโซมที่ติดแน่นอยู่กับเกลียวของ polar 
tube นิวเคลียสภายในสปอร์อาจพบนิวเคลียสเดี่ยวหรือ 2 นิวเคลียส (diplokaryon) ซึ่งไมโครสปอ
ริเดียแต่ละชนิดจะมีจ้านวนต่างกัน เช่น สปอร์ของเชื อ Thelohania giardi  นิวเคลียสจะแบ่งจาก
เซลล์เดี่ยวไปเป็น  2 เซลล์ และจะแบ่งตัวจนเกิดสปอร์ในระยะโตเต็มที่ จ้านวน 8 สปอร์ใน ถุงสปอร์
เดียวกัน ขนาดของสปอร์จะมีขนาดแตกต่างกันขึ นอยู่กับชนิดของไมโครสปอริเดีย ซึ่งพบว่ามีขนาดที่
หลากหลายตั งแต่เล็กกว่า 1 ไมโครเมตร จนถึงใหญ่กว่า 10 ไมโครเมตร จ้านวนของ polar filament 
มีจ้านวนรอบที่ต่างกันตั งแต่จ้านวนน้อยจนถึง 30 ขด Thelohania penaei ที่จะพบลักษณะ
นิวเคลียสมี 2 นิวเคลียส (diplokaryote) และนิวเคลียสจะลดลงเหลือเพียงนิวเคลียสเดียว 
(monokaryote) เมื่อเข้าสู่ระยะ sporogony (Flegel and Pasharawipas, 1995) ไมโครสปอริเดีย 
หลายชนิดแบ่งตัวภายในไซโตพลาสซึมของโฮสต์เซลล์ได้เช่นกัน เช่นชนิด Encephalitozoon และ
ชนิด Glugoides intestinalis มี parasitophorous vacuole ในระยะแรกของการแบ่งตัว ซึ่งท้า
หน้าที่ป้องกันไม่ให้ถูกไซโตพลาสซึมของเซลล์โฮสต์ท้าลาย (Cali et al., 1993) ในไมโครสปอริเดีย
ชนิด Vavraia mediterranica จะพบลักษณะเนื อเยื่อหนา 2 ชั น (doulble-layered membrane)
แบบเดียวกับเชื อ E. hepatopenaei แต่ผนังจะบางกว่า ซึ่งสามารถติดเชื อภายในกล้ามเนื อของกุ้ง 
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Crangon crangon แต่ยังไม่มีข้อมูลล้าดับสายนิวคลีโอไทด์ (Azevedo, 2001) บริเวณไซโตพลาสซึม
ที่พบเชื อ E. hepatopenaei สามารถพบร่างแหเอ็นโดพลาสซึมแบบหยาบ (rough endoplasmic 
reticulum : RER)  และไมโตคอนเดรีย (mitochondria) จ้านวนมากของเซลล์โฮสต์ล้อมรอบเชื อ E. 
hepatopenaei (Lee et al., 2008) ไมโครสปอริเดียชนิด Enterospora canceri ที่พบในเนื อเยื่อ
ตับและตับอ่อนของปู ซึ่งเป็นไมโครสปอริเดียในกลุ่ม enterocytozoon เช่นเดียวกับ ไมโครสปอริเดีย
ชนิด E. hepatopenaei ที่พบในกุ้งกุลาด้าและกุ้งขาวแวนนาไม แต่ยังไม่พบเชื อข้ามชนิดของโฮสต์ 
ในไมโครสปอริเดีย 2 ชนิดนี  การติดเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. canceri ในปู edible crab 
(Cancer pagurus) พบลักษณะการแบ่งตัวของเชื อภายในนิวเคลียสของเซลล์ แตกต่างกับE. 
hepatopenaei ที่จะมีการแบ่งตัวเฉพาะภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์เท่านั น (Stentiford et al., 
2007) ในขณะที่ไมโครสปอริเดีย กลุ่ม Enterocytozoon เช่น E. bieneusi จะเข้าไปยังไซโตพลา
สซึมของโฮสต์เซลล์เท่านั น เชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei มีคุณสมบัติหลายประการ ที่
คล้ายกับ E. bieneusi ที่เป็นเชื อไมโครสปอริเดีย ในกลุ่มเดียวกัน ที่ทั งสองชนิดมีระยะ sporogonal 
plasmodium ใน ไซโตพลาสซึมของโฮสต์เซลล์ และมีการพัฒนาตัวเข้าสู่ระยะ sporoblast ซึ่งจะ
พัฒนาต่อไปจนเป็นสปอร์รูปทรงรี (oval shape) และมี posterior vacuole และขดของ polar 
filament ประมาณ 5-7 ขด ขนาดสปอร์ของเชื อ E. hepatopenaei มีขนาด 1.1 x 0.7 ไมโครเมตร 
เล็กกว่า E. bieneusi ซึ่งมีขนาดสปอร์ 1.5 x 1.0 ไมโครเมตร (Didier et al., 2000) จากการศึกษา
ลักษณะโครงสร้างที่ผ่านมา พบว่ายังไม่มีลักษณะจ้าเพาะที่สามารถใช้แยก ไมโครสปอริเดีย 2 ชนิดนี 
ได้อย่างชัดเจน โดยลักษณะของไมโครสปอริเดียชนิด E. bieneusi ในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังจะมี
นิวเคลียสเดี่ยว (monokaryotic nuclei) เช่นเดียวกับ E. hepatopenaei ที่พบในกุ้งกุลาด้า 
(Flegel and Pasharawipas, 1995) จากข้อมูลที่กล่าวมาข้างต้น จึงอาจกล่าวได้ว่า E. 
hepatopenaei และ E. bieneusi มีลักษณะโครงสร้างที่คล้ายกัน มีต้าแหน่งในการติดเข้าสู่โฮสต์
และการแบ่งตัวคล้ายกัน  แต่จัดเป็นคนละชนิดกันเมื่อเทียบตามล้าดับนิวคลีโอไทด์ ความแตกต่าง
ระหว่างเชื อไมโครสปอริเดีย 2 ชนิดนี  เมื่อเทียบล้าดับสายนิวคลีโอไทด์แล้ว แต่เดิมพบว่าเชื อไมโครส
ปอริเดีย Nucleospora salmonis และ E. bienuesi มีความใกล้เคียงกันแต่เมื่อเทียบล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์พบว่า ไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei มีล้าดับสายนิวคลีโอไทด์คล้ายกับมากกว่า E. 
bienuesi 84 เปอร์เซ็นต์ จึงให้เป็นไมโครสปอริเดียชนิดใหม่ ที่ใกล้เคียงกับ E. bienuesi จาก
การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน เนื อเยื่อปูแป้น ที่แสดงผลบวกในการท้าพีซี
อาร์ ยังตรวจไม่พบเชื ออาจเป็นเพราะมีปริมาณเชื อน้อย และเทคนิคพีซีอาร์สามารถตรวจตัวอย่างที่มี
ปริมาณเชื อน้อยได้จึงท้าให้ตรวจไม่พบ  
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5.1.6 การศึกษาด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสในกุ้งและสัตว์น ้าขนาดใหญ่  

ท้าการศึกษาด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อเชื อ 
ยืนยันการพบเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei ด้วยการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ที่ได้เมื่อมีการวางตัวในล้าดับที่ใกล้เคียงกับ ขนาดของตัวควบคุมที่มีดีเอ็นเอต้นแบบ
ที่ถูกต้อง (positive control) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการศึกษาด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ใน
ตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่ จะส่งไปหาล้าดับสายนิวคลีโอไทด์เพ่ือแสดงล้าดับการเรียงตัวและ เมื่อท้า
การยืนยันโดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ไปถอดล้าดับสายนิวคลีโอไทด์พบว่า ล้าดับสายนิวคลี
โอไทด์มีความคล้ายกับเชื อไมโครสปอริเดีย ชนิด E. hepatopenaei  ตรงกับฐานข้อมูลนิวคลีโอไทด์
ใน Gene Bank เพ่ือยืนยันการพบเชื อในตัวอย่าง กุ้งก้ามกราม , ปูนา, ปูแสมก้ามแดง,ปูแสมก้ามม่วง 
 และปูแป้น และดินพบว่าจากผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างสัตว์น ้าขนาดใหญ่และตัวอย่างดินในฟาร์มกุ้ง ที่ได้แถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์
ที่ได้ส่งตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์หาล้าดับ นิวคลีโอไทด์โดยบริษัท Macrogen, Inc (Korea) และท้า
การตรวจล้าดับนิวคลีโอไทด์ ที่ได้ด้วยโปรแกรม Chromas LITE และน้าไปเทียบกับฐานข้อมูลของ 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST) กับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้โปรแกรม BLASTn แสดงให้เห็น
ว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ มีความเหมือนกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยู
นิตไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอของ E. hepatopenaei  ล้าดับสายนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากกุ้ง สัตว์น ้าขนาด
ใหญ่ และ ดิน พบว่าผลการตรวจมีความคล้ายกับกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอล
อาร์เอ็นเอของ E. hepatopenaei ประมาณ 98-99 เปอร์เซ็นต์  การตรวจด้วยวิธีนี  ใช้ระยะเวลาไม่
นาน เมื่อเทียบกับวิธีการตรวจหาเชื อไมโครสปอริเดียด้วยวิธีอ่ืน ที่ต้องอาศัยประสบการณ์ในการแยก
เชื อออกจากเนื อเยื่อของเซลล์ เช่น การตรวจเนื อเยื่อทางจุลพยาธิวิทยา โดยการกดทับและป้ายลงบน
กระจกสไลด์ (impression smear) หรือวิธีในการตรวจด้วยสารเรืองแสง (fluorescent in situ 
hybridization :FISH) ซึ่งต้องใช้เครื่องมือในการตรวจมากและใช้เวลานาน หรือการตรวจด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscope) ซึ่งต้องใช้เครื่องมือใน
การตรวจและเตรียมตัวอย่างที่มีราคาสูงและไม่เหมาะส้าหรับการตรวจหาเชื อในตัวอย่างเพ่ือคัดกรอง
โรค  ซึ่งวิธีเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสเป็นการตรวจด้วยไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อเชื อเป็นวิธี
ที่รวดเร็วและเหมาะส้าหรับการตรวจคัดกรองโรค (Ghosh and Weiss, 2009)  

5.1.7 ศึกษาทางอณูชีววิทยาด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (polymerase chain reaction 
:PCR) ในตวัอย่างดินและน ้า 

  ตัวอย่างดินสามารถตรวจพบเชื อไมโครสปอริเดียได้ เพราะในตัวอย่างดินจะมีอนุภาคที่
สามารถดูดจับเชื อโรคได้เกิดเป็นรวมตัวกันของอนุภาค (flocculation) ที่เกิดจากการรวมตัวกันของ
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อนุภาคดินที่มีขนาดเล็กและมีประจุลบสามารถจับกับเชื อไมโครสปอริเดียจนเกิดเป็นอนุภาคขนาด
ใหญ่จนสามารถตกตะกอนได้ง่าย (Vesey et al., 1993) ซึ่งพบว่าชนิดของเนื อดินมีผลต่อการกระจาย
ตัวของเชื อโรค เช่นการแพร่กระจายของซีสต์ของเชื อโปรโตซัวหรือเชื อไวรัส (Burge and Enkiri, 
1978) ถึงแม้ซีสต์ของโปรโตซัวจะมีขนาดใหญ่กว่าแบคทีเรีย แต่ด้วยความสามารถในการดูดจับเชื อ
โรคของเนื อดิน สามารถดึงอนุภาคของเชื อโรคที่มีขนาดแตกต่างกันรวมอยู่กับอนุภาคดินได้ 
ความสามารถในการดูดจับเชื อโรคของอนุภาคดินแตกต่างกันตามลักษณะของดิน ซึ่งความแตกต่าง
ของพื นผิวเม็ดดินท้าให้ดินมีลักษณะของเนื อดินต่างกัน ส่งผลต่อความสามารถในการดูดจับเชื อโรค
ด้วย เช่นดินทรายจะดูดจับเชื อโรคได้น้อยกว่าดินเหนียวหรือดินเลน ซึ่งสามารถดูดจับเชื อโรคได้ดีกว่า 
(Marshall et al., 1971) อนุภาคของดินเลนจะสามารถยึดเกาะซีสต์ของ  Cryptosporidium 
parvum ได้ดีกว่าดินทราย เพราะดินเลนนั นมีพื นผิวและประจุลบมากกว่าดินทรายจึงท้าให้สามารถ
ดูดจับเชื อโรคได้ดีกว่า สอดคล้องกับผลการวิจัยที่พบว่า ตัวอย่างดินสามารถตรวจพบเชื อได้ อาจป็น
ผลมาจากที่ดินเลนในบ่อกุ้งที่มีคุณสมบัติในการดูดจับเชื อไมโครสปอริเดียได้ดีกว่าในน ้า และอาจเกิด
การรวมตัวกันของอนุภาค ที่จับเชื อที่ลอยอยู่กลางน ้าจับตกตะกอนลงสู่ดินเลนที่พื นบ่อได้ ของเสียที่
เกิดจากการปนเปื้อนของเชื อในดินจากฟาร์มถือเป็นมลพิษที่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม การปล่อย
ของเสียจากฟาร์มที่ท้าการเลี ยงสัตว์จะเป็นการเพิ่มปริมาณเชื อโรคท่ีก่อให้เกิดอันตรายต่อมนุษย์ได้ ซึ่ง
เชื อโรคที่ปนเปื้อนในดินอาจท้าให้เกิดโรคติดต่อสู่คนได้จากดินที่ปนเปื้อนเชื อโรคที่มาจากสิ่งขับถ่าย
ภายในฟาร์มเลี ยงสัตว์ เช่น เชื อ C. parvum (Sterling, 1990) หรือเชื อไมโครสปอริเดียชนิด 
Encephalitozoon sp. ที่ท้าให้กระจกตาอักเสบ (keratoconjunctivitis) ในมนุษย์ได้ การตรวจหา
เชื อไมโครสปอริเดียในดิน สามารถแสดงถึงสุขอนามัยในพื นที่บริเวณนั น อย่างไรก็ตามการท้าพีซีอาร์
ในตัวอย่างดินและน ้าอาจจะยังไม่สมบูรณ์ เนื่องจากในตัวอย่างดินและน ้ามักพบสารที่ยับยั งการสกัดดี
เอ็นเอ (DNA Inhibitor) เช่นกรด humic acid จุลชีพ (microorganism) หรืออนุภาคแขวนลอยต่าง 
ๆ ที่ขัดขวางประสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอจากสปอร์ของเชื อได้ (Smith, 1998) ตัวอย่างน ้าที่ใช้ใน
การตรวจผ่านแผ่นกระดาษกรอง จะมีอนุภาคแขวนลอยจ้านวนมาก ซึ่งอาจยับยั งประสิทธิภาพในการ
สกัดดีเอ็นเอจากสปอร์ของเชื อเช่นกัน  ทั งนี มาตรฐานของปริมาตรน ้าที่ใช้เก็บเพ่ือตรวจหาเชื อไมโครส
ปอริเดียยังไม่มีวิธีและปริมาตรน ้าที่แน่นอน (Hoffman et al., 2007) การตรวจเชื อไมโครสปอริเดีย
ในน ้าท้าได้ยาก เนื่องจากตัวอย่างจะต้องใช้เครื่องมือช่วยในการกรองน ้า การใช้เครื่องกรองน ้าแบบ 
continuous flow centrifugation ที่ใช้ตรวจหาเชื อC. parvum (Borchardt and Spencer, 2002
) การติดตั งเครื่องกรองน ้าเพ่ือเก็บตัวอย่างเชื อจากน ้าในฟาร์มกุ้งท้าได้ยาก เนื่องจากต้องเปลี่ยนไส้
กรองบ่อยเพราะอนุภาคแขวนลอยในน ้ามีปริมาณมาก อีกทั งการเก็บตัวอย่างดินและน ้าจากในฟาร์ม
ทั งหมดเพ่ือเป็นการคัดกรองการคงค้างของสปอร์ภายในฟาร์มกุ้ง  ซึ่งมีปริมาณมากและไม่สามารถท้า
ได้ โดยปริมาณตัวอย่างที่เก็บมานั น เป็นปริมาณที่เป็นตัวแทนของฟาร์มที่เกษตรกรสามารถเก็บ ส่ ง
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มายังห้องปฏิบัติการได้ ดังนั นการเลี ยงกุ้งในบ่อดินจึงควรเฝ้าระวัง การแพร่กระจายของสปอร์ของเชื อ
จากในน ้าหรือดิน ที่เกิดจากการเตรียมบ่อไม่ดีเพียงพอในแต่ละรอบของการเลี ยงกุ้ง เป็นสาเหตุให้ยังมี
สปอร์คงค้างอยู่ในสิ่งแวดล้อมนั นอันจะน้าไปสู่ การเพ่ิมจ้านวนและติดสู่กุ้งในรอบการเลี ยงครั งใหม่ได้
ต่อไปไม่สิ นสุด  

5.2 สรุปและข้อเสนอแนะ 

สามารถพบเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. hepatopenaei ในกุ้งขาวแวนนาไมที่เลี ยงทั ง 
ในน ้าจืดและน ้าเค็ม สัตว์น ้าขนาดใหญ่ที่พบในบ่อกุ้งสามารถพบเชื อไมโครสปอริเดียชนิด E. 
hepatopenaei ได้ทั งในน ้าจืดและในน ้าเค็ม โดยพบเชื อในกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii) ปูนา (Sayamia bangkokensis) ปูแสมก้ามแดง (Episesarma mederi) ปูแสมก้าม
ม่วง (Episesarma versicolor) และปูแป้น (Varuna litterata) โดยสามารถพบเชื อไมโครสปอริเดีย
ชนิด E. hepatopenaei ได้ตั งแต่ลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาไปจนถึงกุ้งโตเต็มวัย ซึ่งเชื อสามารถคงอยู่ได้
ในตัวกุ้งจนถึงวันที่สิ นสุดการเลี ยง และยังสามารถแพร่เชื อผ่านทางสิ่งขับถ่ายสู่สิ่งแวดล้อมภายใน
ฟาร์ม จึงท้าให้สามารถตรวจพบเชื อได้ในตัวอย่างดิน และสัตว์น ้าขนาดใหญ่ภายในบ่อ ซึ่งสามารถเป็น
สัตว์ที่น้าเชื อเข้าสู่บ่อและติดสู่กุ้งได้ กุ้งที่มีการติดเชื อไมโครสปอริเดียตั งแต่วันที่เริ่มเลี ยงจนถึงวันที่
สิ นสุดการเลี ยงฟาร์มฉะเชิงเทราที่ 2 มีขนาดตัวแตกต่างกันชัดเจน กุ้งที่มีการติดเชื อไมโครสปอริเดีย
มาก จะพบการตอบสนองของร่างกายกุ้งมากขึ นตามไปด้วย โดยจะพบสปอร์ของเชื อไมโครสปอริเดีย
ภายในร่างกายกุ้ง ถ้ามีปริมาณไม่มากจะไม่พบการตอบสนองของร่างกายกุ้งอย่างชัดเจน แต่หากพบ
เชื อในร่างกายจ้านวนมาก จะพบการตอบสนองของร่างกายกุ้งอย่างรุนแรง ที่เนื อเยื่อตับและตับอ่อน 
จากการตรวจด้วยกล้องอิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบสปอร์ของเชื อได้ทั งในกุ้ง โดยจะพบภายในไซโตพ
ลาสซึมของเซลล์ตับและตับอ่อน ในสัตว์พาหะไม่พบการเสียหายของเนื อเยื่อจากการศึกษาทางจุล
พยาธิวิทยา สัตว์น ้าขนาดใหญ่เมื่อได้รับเชื อเข้าไปและเชื อยังคงอยู่ในร่างกายได้แม้จะเป็นช่วงสั นๆ  ก็
อาจกล่าวได้ว่าสิ่งมีชีวิตนั นเป็นสัตว์พาหะ (vector) และหากเชื อสามารถเจริญเติบโตและอาศัยอยู่
ในช่วงระยะเวลาหนึ่งของร่างกายโฮสต์เพ่ือเปลี่ยนแปลงรูปร่างให้สมบูรณ์พร้อมส้าหรับการติดเข้าสู่
โฮสต์อีกโฮสต์หนึ่งได้ สัตว์น ้าขนาดใหญ่เหล่านี อาจเป็นโฮสต์กักเก็บโรค (reservoir host) เพ่ือติดไป
ยังสัตว์ชนิดอ่ืน ซึ่งวงจรชีวิตที่สมบูรณ์ของเชื อไมโครสปอริเดียชนิดนี ยังไม่ทราบข้อมูล แต่หากเชื อ
สามารถเข้าสู่ร่างกายได้ ถือว่าเป็นตัวกักเก็บโรคที่สามารถ แพร่เชื อเข้าไปสู่บ่อกุ้งได้ จากการศึกษา
โดยใช้ไพรเมอร์และขั นตอนวิธีการตรวจทางอณูชีววิทยาที่มีความจ้าเพาะ ต่อเชื อไมโครสปอริเดียชนิด
E. hepatopenaei ยืนยันการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ทั งในตัวอย่างจาก
เนื อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้ง สัตว์น ้าขนาดใหญ่ พบว่ามีความคล้ายกันกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ
สมอลซับยูนิตไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอของ E. hepatopenaei ประมาณ 98-100 เปอร์เซ็นต์ เป็นวิธีที่
รวดเร็วและเหมาะส้าหรับการตรวจคัดกรองโรค สามารถน้าวิธีนี ไปใช้ในการตรวจได้ การศึกษาด้วย
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เทคนิคนี ในตัวอย่างดิน สามารถตรวจพบเชื อไมโครสปอริเดียในดินได้ แต่ในตัวอย่างน ้าอาจจะยังไม่
สมบูรณ์ เนื่องจากยังไม่มีวิธีและปริมาตรน ้าที่ใช้เก็บเพ่ือตรวจหาเชื อไมโครสปอริเดียที่แน่นอน 

 
ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาในครั งนี  สามารถตรวจตัวอย่างลูกกุ้งระยะโพสต์ลาวาซึ่งพบการติดเชื อ  E. 
hepatopenaei ที่อาจได้รับการถ่ายทอดเชื อจากพ่อแม่พันธุ์กุ้ง หรือการจัดการโรงเพาะฟักที่ไม่ได้
มาตรฐาน การตรวจคัดกรองโรคเป็นประจ้าด้วยวิธีทางอณูชีววิทยานี จะช่วยลดการแพร่กระจายของ
เชื อในบ่อกุ้งได้ เกษตรกรผู้เลี ยงกุ้งในทุกระยะสามารถส่งตัวอย่าง เพ่ือตรวจหาเชื อได้อันจะก่อให้เกิด
ประโยชน์ให้กับผู้เลี ยงกุ้งทุกส่วนของการเลี ยง หากเริ่มต้นผลิตลูกกุ้งที่ปลอดเชื อ คัดกรองพ่อ-แม่พันธุ์
และเริ่มต้นการเลี ยงลูกกุ้งที่ปลอดเชื อ โดยเฝ้าระวังการปนเปื้อนเชื อที่อาจจะมาจากภายนอกฟาร์ม
และการแพร่กระจายระหว่างฟาร์ม จะเป็นการยกมาตรฐานให้กับอุตสาหกรรมกุ้งไทย ลดปัญหาการ
ใช้ยาและสารเคมีที่อาจตกค้างในเนื อกุ้ง และควรมีการจัดการฟาร์มที่ ได้มาตรฐาน การควบคุมโรค
หรือสัตว์พาหะ ก็จะสามารถท้าให้รับมือกับปัญหาที่อาจเกิดขึ นระหว่างการเลี ยงและลดควาเสียหายที่
อาจเกิดขึ นได้ ควรมีการพัฒนาวางระบบการเลี ยงกุ้งขาวแวนนาไมให้ปลอดจากเชื อไมโครสปอริเดียให้
ได้อย่างสมบูรณ์ในประเทศไทย การตรวจเชื อในตัวอย่างดินจะเป็นแนวทางในการจัดการ การเตรียม
บ่อเพ่ือให้ปราศจากเชื อไมโครสปอริเดีย เมื่อพบเชื อในดินที่จะใช้เลี ยงกุ้งควรท้าการเตรียมดินให้ดี
ก่อนที่จะปล่อยกุ้ง การเตรียมบ่อที่ดี การสูบเลนหรือการถ่ายน ้าออกนอกฟาร์มเป็นสิ่งที่ควรก้าหนดให้
เป็นมาตรฐานในการเริ่มเลี ยงกุ้ง และการจัดการของเสียที่เกิดขึ นระหว่างและสิ นสุดการเลี ยง ไม่ให้
เกิดการแพร่กระจายภายในหรือสู่ภายนอกฟาร์มได้ เพราะหากยังมีสปอร์ที่คงค้างอยู่ในดินอาจท้าให้
เกิดการติดเชื อแนวราบ (horizontal transmission) เข้าสู่กุ้งและอาจส่งผลกระทบต่อการเลี ยงกุ้งได้ 
นอกจากนี ในการวางแนวทางการเลี ยงกุ้งที่ปราศจากโรคที่เริ่มจากการคัดกรองลูกกุ้งที่ปลอดเชื อแล้ว 
การป้องกันไม่ให้สัตว์น ้าขนาดใหญ่เหล่านี หลุดเข้าไปในบ่อกุ้ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งชนิดที่สามารถติดเชื อ
นี ได้จากการวิจัยในครั งนี  เช่น กุ้งก้ามกราม , ปูนา , ปูแสมก้ามแดง, ปูแสมก้ามม่วง และปูแป้น จะ
ช่วยลดการได้รับเชื อและการแพร่กระจายของเชื อสู่กุ้งได้ (vector transmission) อีกทั งยังสามารถใช้
เป็นการสร้างมาตรฐานระบบความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosecurity system) ในฟาร์มกุ้ง การเริ่ม
การเลี ยงกุ้งในระบบปิด (closed system) ที่มีการวางระบบนี ในหลายประเทศทั งในเอเชียและยุโรป  
เพ่ือเป็นการควบคุมและป้องกันความเสี่ยงในการแพร่กระจายเชื อโรคเข้าสู่ฟาร์มกุ้ง และยังเป็นการ
สร้างมาตรฐานในการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่ปลอดเชื อเพ่ือป้องกันการถ่ายทอดเชื อ (vertical 
transmission) เหนือสิ่ ง อ่ืนใดควรมีการศึกษาวงจรชีวิตของเชื อไมโครสปอริ เดียชนิด  E. 
hepatopenaei ให้สมบูรณ์เพ่ิมเติมเพ่ือเป็นข้อมูลทางวิทยาศาสตร์และเป็นแนวทางในการป้องกัน
การแพร่กระจายของเชื อให้มีความสมบูรณ์มากที่สุดต่อไป 
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ภาคผนวก ก ข้อมูลการเลี้ยงกุ้ง  

ตารางที่ 1 แสดงข้อมูลการเลี้ยงกุ้งของฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 

ฟาร์ม ฉะเชิงเทรา
1 

วันที่เริ่มและ
สิ้นสุดการเลี้ยง 

อายุบอ่ อัตราการปล่อย
กุ้ง 

จ้านวนตวั/
กิโลกรัม 

ปริมาณอาหารที่
ให้ 

บ่อ 1 28 ธ.ค.2558 -
13 ก.พ. 2559 

48 วัน 200,000ตัว/ 4ไร ่ 121 2 ตัน 

บ่อ 2 28 ธ.ค. -13 
ก.พ. 2559 

48วัน 200,000ตัว/ 4ไร ่ 135 2 ตัน 

บ่อ 3 28 ธ.ค. –13 
ก.พ. 2559 

48 วัน 200,000ตัว/ 4ไร ่ 128 2 ตัน 

 

ฟาร์ม ฉะเชิงเทรา
2 

วันที่เริ่มและ
สิ้นสุดการเลี้ยง 

อายุบอ่ อัตราการปล่อย
กุ้ง 

น้้าหนักตัว ปริมาณอาหารที่
ให้ 

บ่อ 1 1 ม.ค.-19 ก.พ. 
2559 

50 วัน 150,000ตัว/ 3ไร ่ 250 1ตัน 

บ่อ 2 1 ม.ค.-19 ก.พ. 
2559 

50 วัน 150,000ตัว/ 3ไร ่ 227 1ตัน 

บ่อ 3 1 ม.ค.-19 ก.พ. 
2559 

50 วัน 150,000ตัว/ 3ไร ่ 222 1ตัน 
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ตารางที่ 2 แสดงข้อมูลการเลี้ยงกุ้งของฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 

ฟาร์ม จันทบุรี1 วันที่เริ่มและ
สิ นสุดการเลี ยง 

อายุบอ่ อัตราการปล่อย
กุ้ง 

น ้าหนักตัว ปริมาณอาหารที่
ให้ 

บ่อ 1 28 ม.ค.-27 
มี.ค. 2559 

60 วัน 800,000ตัว/7ไร่ 39 22ตัน 

บ่อ 2 28 ม.ค.- 17 
มี.ค.2559 

50 วัน 700,000ตัว/7ไร่ 100 8 ตัน 

บ่อ 3 28 ม.ค.-- 17 
มี.ค.2559 

50 วัน 800,000ตัว/7ไร่ 80 12 ตัน 

 

ฟาร์ม จันทบุร2ี วันที่เริ่มและ
สิ นสุดการเลี ยง 

อายุบอ่ อัตราการปล่อย
กุ้ง 

น ้าหนักตัว ปริมาณอาหารที่
ให้ 

บ่อ 1 25 พ.ย.2558- 
13 ม.ค. 2559 

50 วัน 600,000ตัว/6ไร่ 103 7 ตัน 

บ่อ 2 25 พ.ย.- 13 
ม.ค. 2559 

50 วัน 600,000ตัว/6ไร่ 108 7 ตัน 

บ่อ 3 25 พ.ย.- 13 
ม.ค. 2559 

50 วัน 600,000ตัว/6ไร่ 109 7 ตัน 
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ภาคผนวก ข ผลการตรวจคุณภาพน้ า  

ตารางที่ 1 ผลค่าเฉลี่ยและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานคุณภาพน้ าเลี้ยงกุ้งจากฟาร์มฉะเชิงเทรา 1 

 

 

ตารางท่ี 2 ผลค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคุณภาพน้ าเลี้ยงกุ้งจากฟาร์มฉะเชิงเทรา 2    

 

 
 
 

 บ่อที่ 1 บ่อที่ 2 บ่อที่ 3 
การวิเคราะห์ทางกายภาพ 
ความโปร่งแสงของน ้า (Turbidity)(FAU) 

 
32.5 ± 0.5 

 
32.5 ± 0.5 

 
32.5 ± 0.5 

การวิเคราะห์ทางเคม ี    
- ความเค็ม (ppt) 2.30 ± 0.58 2.30± 0.58 2.30± 0.58 
- ความเป็นกรด ด่าง 8.23 ± 0.51 8.23 ± 0.51 8.23 ± 0.51 
- ค่าความเป็นดา่ง (Total alkalinity) 
  (มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

121.67 ± 14.96 117.67 ±12.96 121.67 ±14.96 

- ความกระด้าง (Hardness) 
  (มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

2922 ± 1100 2922± 1100 2922± 1100 

- ปริมาณแอมโมเนีย 
  (มก.ของ NH3/ลิตร) 

0.5±0.05 0.5±0.05 0.5±0.05 

 บ่อที่ 1 บ่อที่ 2 บ่อที่ 3 
การวิเคราะห์ทางกายภาพ 
ความโปร่งแสงของน ้า (Turbidity)(FAU) 

 
65.5 ± 0.05 

 
65.5 ± 0.05 

 
65.5 ± 0.05 

การวิเคราะห์ทางเคม ี    

- ความเค็ม (ppt) 2.10 ± 0.50 2.10 ± 0.50 2.10 ± 0.50 

- ความเป็นกรด ด่าง 8.12 ± 0.32 8.12 ± 0.32 8.12 ± 0.32 

- ค่าความเป็นดา่ง (Total alkalinity) 
(มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

125.75 ± 5.96 132.67 ±5.62 122.37 ±6.06 

- ความกระด้าง (Hardness) 
(มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

2,430 ± 1100 2,430 ± 1100 2,430 ± 1100 

- ปริมาณแอมโมเนีย 
(มก.ของ NH3/ลิตร) 

2.0±0.05 2.0±0.05 2.0±0.05 
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ตารางท่ี 3 ผลค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคุณภาพน้ าเลี้ยงกุ้งจากฟาร์มจันทบุรี 1 
 

 

ตารางท่ี 4 ผลค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคุณภาพน้ าเลี้ยงกุ้งจากฟาร์มจันทบุรี 2 
 

 บ่อที่ 1 บ่อที่ 2 บ่อที่ 3 

การวิเคราะห์ทางกายภาพ 
ความโปร่งแสงของน้้า (Turbidity)(FAU) 

 
10.5 ± 0.5 

 
10.5 ± 0.5 

 
10.5 ± 0.5 

การวิเคราะห์ทางเคม ี    

- ความเค็ม (ppt) 30± 0.50 30± 0.50 30± 0.50 

- ความเป็นกรด ด่าง 8.10 ± 0.50 8.10 ± 0.50 8.10 ± 0.50 

- ค่าความเป็นดา่ง (Total alkalinity) 
  (มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

138.30 ± 15.23 133.34 ±11.16 134.17 ±11.22 

- ความกระด้าง (Hardness) 
  (มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

2,322± 1,000 2,322± 1,000 2,322± 1,000 

- ปริมาณแอมโมเนีย 
  (มก.ของ NH3/ลิตร) 

0.1±0.05 0.1±0.05 0.1±0.05 

 บ่อที่ 1 บ่อที่ 2 บ่อที่ 3 

การวิเคราะห์ทางกายภาพ 
ความโปร่งแสงของน้้า (Turbidity)(FAU) 

 
20.5 ± 0.5 

 
20.5 ± 0.5 

 
20.5 ± 0.5 

การวิเคราะห์ทางเคม ี    

- ความเค็ม (ppt) 31.7± 0.50 31.7± 0.50 31.7± 0.50 

- ความเป็นกรด ด่าง 8.25 ± 0.31 8.25 ± 0.31 8.25 ± 0.31 

- ค่าความเป็นดา่ง (Total alkalinity) 
  (มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

124.63 ± 4.65 164.70 ± 4.23 156.63 ±2.16 

- ความกระด้าง (Hardness) 
  (มก.ของ CaCo3/ลิตร) 

2,625 ± 1,200 2,625 ± 1,200 2,625 ± 1,200 

- ปริมาณแอมโมเนีย 
  (มก.ของ NH3/ลิตร) 

0.2±0.1 0.2±0.1 0.2±0.1 
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ภาคผนวก ง ภาพการปรากฎของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื้อ E. hepatopenaei 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1  แสดงการปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ที่ขนาด 384 bp. 
(ลูกศรชี ) จากตัวอย่างกุ้งที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 (Lmarker,, - negative control, + 
positive control) 

A)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุง้หลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุง้หลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุง้หลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C 

A 

B 
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ภาพที่ 2  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 บ่อที่ 1  A) ปูนา, B) กุ้งก้ามกราม, C) ปลากินยุง, D) หอยโข่ง 
และ E) ปลานิล 
 

D 

A 

E 

B 

C 
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ภาพที่ 3  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 บ่อที่ 2  A) ปูนา, B) กุ้งก้ามกราม, C) ปลากินยุง,  
D) หอยโข่ง และ E) ปลานิล 
 

C 
D 

A B 

E 
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ภาพที่ 4 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 บ่อที่ 3  A) ปูนา, B) กุ้งก้ามกราม, C) ปลากินยุง, D) หอยโข่ง 
และ E) ปลานิล 
 

 

 

E 

A B 

C D 
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ภาพที่ 5 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด 384 bp.ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างดินที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 (Lmarker, - negative control, + positive 
control) 

A)  ตัวอย่างดินบ่อที่ 1 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการ
เลี ยง) 

B) ตัวอย่างดินบ่อที่ 2 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการ
เลี ยง) 

C)  ตัวอย่างดินบ่อที่ 3 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการ
เลี ยง) 

 

A B 

C 
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ภาพที่ 6 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างน ้าที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 1 (Lmarker, -negative control, +positive 
control) 

A)  ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง:ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง:ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง:ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

 

A 

C 
B 

B 
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ภาพที่ 7 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด 384 bp.ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างกุ้งที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 (Lmarker, -negative control, +positive 
control) 

A)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

 

A 

B 

C 
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ภาพที่ 8 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 บ่อที่ 1  A) ปูนา, B) กุ้งก้ามกราม, C) ปลากินยุง,  
D) ปลาบู่ใส และ E) ปลานิล 

A B 

C D 

E 
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ภาพที่ 9 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 บ่อที่ 2  A) ปูนา, B) กุ้งก้ามกราม, C) ปลากินยุง,  
D) ปลาบู่ใส และ E) ปลานิล 

A B 

C  

E  

D  

L          1         2         3        4         5          -         + 

L         6         7         8         9        10        -         + 
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ภาพที่ 10  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 บ่อที่ 3  A) ปูนา, B) กุ้งก้ามกราม, C) ปลากินยุง,  
D) ปลาบู่ใส และ E) ปลานิล 

C A 

AA B 

D 

E 
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ภาพที่ 11  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ที่ขนาด 384 bp. จาก
ตัวอย่างดินที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 (Lmarker,  -negative control, +positive 
control) 

A)  ตัวอย่างดินบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างดินบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างดินบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

A 

 

B 

 

C 
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ภาพที่ 12 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างน ้าที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดฉะเชิงเทรา 2 (Lmarker, -negative control, +positive 
control) 

A)  ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

A BA 

C
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ภาพที่ 13  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างกุ้งที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 (Lmarker, -negative control, +positive control) 

A)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

A 

B 

C 
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ภาพที่ 14  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 บ่อที่ 1  A) ปูแสมก้ามม่วง, B) ปลาบู่, C) ปลาหมอเทศ,  
D) หอยถ่าน และ E) ปูแป้น 

A

DC

E

B

L        1       2       3        4        5       -         + 

 

L        6       7       8        9       10      -       + 
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ภาพที่ 15 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 บ่อที่ 2  A) ปูแสมก้ามม่วง, B) ปลาบู่, C) ปลาหมอเทศ,  
D) หอยถ่าน และ E) ปูแป้น 

A B

C

E

D
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ภาพที่ 16  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 บ่อที่ 3  A) ปูแสมก้ามม่วง, B) ปลาบู่, C) ปลาหมอเทศ,  
D) หอยถ่าน และ E) ปูแป้น 

A B

C D

E
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ภาพที่ 17 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างดินที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 (Lmarker, -negative control, +positive control) 

A)  ตัวอย่างดินบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างดินบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างดินบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

 

A B

C
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ภาพที่ 18 แสดงการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei 
จากตัวอย่างน ้าที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 1 (Lmarker, -negative control, +positive 
control) 

A)  ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างน ้าบ่อที่ 3 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

 

A B

C
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ภาพที่ 19  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างกุ้งที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 (Lmarker, -negative control, +positive control) 

A)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างกุ้งบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างกุ้งก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างกุ้งหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

 

A

 

BA 

C 
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ภาพที่ 20  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 บ่อที่ 1 A) ปูแสมก้ามแดง, B) ปลาบู่, C) ปลาตั๊กแตนหิน, D) ปู
แป้น และ E) หอยขี กา 

 

A B

C

E

D



     
 

114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 21  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 บ่อที่ 2  A) ปูแสมก้ามแดง, B) ปลาบู่, C) ปลาตั๊กแตนหิน, D) ปู
แป้น และ E) หอยขี กา 

A B

C D

E



     
 

115 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 22 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei ในตัวอย่างสัตว์น ้าขนาด
ใหญ่จากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 บ่อที่ 3  A) ปูแสมก้ามแดง, B) ปลาบู่, C) ปลาตั๊กแตนหิน, D) ปู
แป้น และ E) หอยขี กา 

A B

C D

E
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ภาพที่ 23  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างดินที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 (Lmarker, -negative control, +positive control) 

A)  ตัวอย่างดินบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างดินบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

C)  ตัวอย่างดินบ่อท่ี 3 (แถวบน: ตัวอย่างดินก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างดินหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

A B

C
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ภาพที่ 24 การปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ขนาด 384 bp. ในการตรวจเชื อ E. hepatopenaei จาก
ตัวอย่างน ้าที่เก็บจากฟาร์มในจังหวัดจันทบุรี 2 (Lmarker, -negative control, +positive control) 

A)  ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 1 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

B) ตัวอย่างน ้าบ่อท่ี 2 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง) 

  C) ตัวอย่างน ้าบ่อที่ 3 (แถวบน: ตัวอย่างน ้าก่อนการเลี ยง; แถวล่าง: ตัวอย่างน ้าหลังสิ นสุดการเลี ยง)

A B

C
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
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