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บทคัดย่อ 
 โรคระบาด Hepatopancreatic microsporidiosis (HPM) ในกุ้งทะเลเกิดจากการติดเชื้อไมโครสปอริเดียน 
Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) กุ้งที่เป็นโรค HPM จะโตช้า มีขนาดไม่สม่ าเสมอ ท าให้ผลผลิตตกต่ า 
ต้นทุนสูงและเกษตรกรประสบภาวะขาดทุนจากการเลี้ยง การส ารวจความชุกของการเกิด HPM ในบ่อเลี้ยงกุ้งใน
ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2562 พบว่ามีถึง 60.1% และยังไม่มีแนวทางที่ชัดเจนในการแก้ไขปัญหาได้ การสร้างองค์
ความรู้ความเข้าใจพื้นฐานที่เกี่ยวข้องกับเชื้อ EHP และกลไกการก่อโรคจึงมีความส าคัญ เพื่อให้สามารถประยุกต์ใช้ใน
การลดปัญหา ผลงานวิจัยของคณะผู้วิจัยก่อนหน้านี้พบว่าการติดเชื้อ EHP ที่จะน าไปสู่การเกิดกุ้งโตช้าจะขึ้นอยู่กับ
ปริมาณของเชื้อและอายุของกุ้ง โดยพบว่าถ้าเกษตรกรใช้ลูกกุ้งที่ติดเชื้อ EHP จะท าให้กุ้งโตช้าซึ่งจะเห็นการโตช้าอย่าง
ชัดเจน เมื่อเลี้ยงกุ้งไปเป็นระยะเวลา 2 เดือน คณะผู้วิจัยจึงมีค าแนะน าให้เกษตรกรใช้ลูกกุ้งปลอดเชื้อและได้พัฒนาวิธี
ตรวจทาง PCR ที่เรียกว่า SWP-PCR ขึ้นเนื่องจากมีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถน ามาใช้ในการคัดกรองลกูกุง้
ได้ อย่างไรก็ดีในปัจจุบันพบว่า ถึงแม้เกษตรกรจะใช้ลูกกุ้งปลอดเชื้อ EHP แล้วก็ตาม ยังคงมีรายงานการระบาดของ
เชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงอยู่ คณะผู้วิจัยจึงสร้างแนวทางงานวิจัยในโครงการนี้ออกเป็น 2 รูปแบบกล่าวคือ การสร้างองค์
ความรู้ในการแพร่กระจายของเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงและกลไกการก่อโรคที่เกิดขึ้นในบ่อ ร่วมกับการตรวจหาความ
เป็นไปได้ที่จะมีแหล่งสะสม (Environmental reservoirs) ของเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยง ผลงานวิจัยพบว่าสปอร์ของเชื้อ 
EHP ที่อยู่ในขี้กุ้งที่ติดเชื้อจะเป็นตัวแพร่กระจายเชื้อ EHP ในน้ าในบ่อเลี้ยง หลังจากสปอร์เข้าไปในทางเดินอาหารของ
กุ้ง จะผ่านไปยังกระเพาะอาหารและตับ เมื่อสปอร์อยู่ในตับที่มีค่า pH สูง สปอร์จะงอกโดยการสร้าง polar tube โดย
จะมีการจับกันระหว่าง polar tube protein ที่อยู่บน Polar tube กับ receptor ที่อยู่บนผิวเซลล์ของ Host อย่าง
จ าเพาะเจาะจง เมื่อมีการจับกันอย่างคงที่แล้ว จะมีการส่งถ่าย sporoplasm จากสปอร์เข้าไปในเซลล์ของ Host 
จากนั้นกระบวนการเพิ่มจ านวนของ EHP จะเกิดขึ้นในเซลล์ เมื่อเพิ่มปริมาณในเซลล์ได้จ านวนมาก เซลล์ก็จะแตกและ
สปอร์ก็จะส่งไปยังล าไส้และขี้กุ้งต่อไป ผลงานวิจัยนี้ท าให้เกิดการทดลองที่ก าลังด าเนินการอยู่เพื่อการยับยั้งการงอก
ของสปอร์ เช่น การให้อาหารที่ท าให้ตับกุ้งมี pH และแคลเซียมต่ าลง การใช้ antibody ต่อ polar tube protein 
เพื่อขัดขวางกระบวนการส่งถ่ายของเชื้อเข้าสู่เซลล์ เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบว่าอุณหภูมิ 75 oC เป็นเวลา 1 นาที
สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ได้ จึงแนะน าให้ใช้ในกระบวนการผลิตอาหารกุ้งส าเร็จรูปที่มีส่วนประกอบของสัตว์น้ า
เพื่อท าลายสปอร์ที่อาจปนเปื้อนมากับส่วนประกอบของอาหาร  ส าหรับการศึกษาหา environmental reservoirs ใน
บ่อเลี้ยง พบว่าบ่อที่มีกุ้งติดเชื้อ EHP อย่างหนัก มักจะมีหอยสองฝาในกลุ่ม Mytilopsis sp. เช่นหอยกะพงอยู่ในบ่อ 
โดยเฉพาะที่เสาไม้ของสะพานยอ เป็นต้น เมื่อศึกษาในรายละเอียดก็พบว่าหอยกะพงสามารถเป็น mechanical 
reservoir ของสปอร์ของเชื้อ EHP ได้ และเหนี่ยวน าให้กุ้งติดเชื้อได้เช่นกัน จึงมีค าแนะน าให้ท าลายหอยชนิดนี้ขณะ
เตรียมบ่อและขณะด าเนินการเลี้ยง ผลงานวิจัยที่ได้ยังน าไปสู่การศึกษาเพิ่มเติมหาสายพันธุ์ต้านเชื้อ EHP จากการ
ค้นพบ microsatellite markers ที่สามารถแยกกุ้งที่มีการติดเชื้อต่ าๆจากกุ้งที่มีการติดเชื้อสูงๆในบ่อเลี้ยงเดียวกันได้ 
ซึ่งจะเป็นแนวทางที่ส าคัญในการพัฒนาสายพันธุ์กุ้งต้านเชื้อ EHP ต่อไป องค์ความรู้ที่ได้จากผลงานวิจัยเหล่านี้จะ
สามารถต่อยอดให้เกิดแนวทางการป้องกันและควบคุมโรคระบาด HPM จากการติดเชื้อ EHP ได้อย่างมีประสิทธิภาพ
และเป็นแนวทางที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมต่อไป 
ค าส าคัญ : โรคระบาดในกุ้ง, การติดเชื้อ EHP, การงอกของสปอร์, พาหะของเชื้อ EHP, การพัฒนาสายพันธุก์ุ้งต้าน 
EHP 
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Abstract 
   Hepatopancreatic microsporidiosis is a shrimp disease caused by a microsporidian, 
Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) Shrimp with HPM will be slow growth, high size variation 
of shrimp in the culture pond leading to low productivity, high investment cost and economic 
loss. High prevalence of EHP in shrimp farms in Thailand was surveyed in 2019 to be 60.1%. 
Until now, there is no effective strategy to control EHP. In our opinion, the scientific knowledge 
to better understand the characteristics and pathogenesis is important to design the effective 
measures for EHP in shrimp. Our previous results suggested that the negative effects of EHP 
infection depend on the shrimp stage and the severity of EHP infection. The post larval stage 
is highly susceptible. If the farmers stock the infected PLs, the negative impact on shrimp 
growth performance will be demonstrated at two month of culture period. We thus 
recommended the farmers to screen PLs carefully for the EHP infection status by using our 
established highly sensitive and specific SWP-PCR method before stocking.  Recent reports 
revealed that even the farmers use the EHP-free PL, the EHP infection in the culture pond are 
still detected. In this project, we designed to work with two topics including to better 
understand the spread and pathogenesis of EHP, and screening of an environmental reservoir 
in the culture pond. Our results indicate that the spores of EHP excreted in the feces of the 
EHP infected shrimp is the spreading agent. Once the spores were in the water, it can pass 
through shrimp mouth, to the digestive tract of the non-infected shrimp. The polar tube 
extrusion is a necessary process for EHP spores to infect the shrimp cells and occurs at shrimp 
hepatopancreas and intestine with the optimal pH for the extrusion process. After polar tube 
extrusion, the polar tube protein on the polar tube will bind to specific host cell membrane 
receptor before transmission of its sporoplasm to the host cells. Then the replication of EHP 
occurs. High number of EHP spores in the cells will lead to cell disruption and releasing of 
EHP spores to the shrimp feces and the rearing water in the pond. To apply the information 
to inhibit polar tube extrusion of EHP spores, the interference of polar tube protein and host 
cell receptor was demonstrated by using antibody against polar tube proteins, and the 
application of feed to reduce pH and calcium content in shrimp hepatopancreas. In addition, 
the spores heated at 75 oc for at least 1 minute can inhibit spore activity. It is recommended 
that the shrimp feed pellet should pass through high temperature during the production 
process to inactivate EHP spores contaminated from the feed ingredients. To screen for 
environmental reservoir of EHP, we found the bivalve of the genus Mytilopsis could be a 
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mechanical carrier for EHP. Co-habitation of EHP-positive bivalve with the naïve shrimp 
resulted in all shrimp infected with EHP. It is recommended to ensure the removal of the 
bivalve from the culture pond during pond preparation and during cultivation. Along with the 
other results, we have observed the variation of EHP infection levels among individual shrimps 
in the experimental tanks of at least two lots we tested. When compared the genetic patterns 
by microsatellite markers amplification, we found the microsatellite markers that can 
distinguish the high EHP infected group from the low infected group. The markers might have 
a potential to use in the development the EHP-resistant family. Taken together, our results 
based on scientific information could be used to design the effective, environmental friendly 
strategies to control EHP infection in shrimp.   
 
Keywords: Hepatopancreatic microsporidiosis (UPM), Enterocytozoon hepatopanaei (EHP), 
Polar tube extrusion, Environmental reservoirs, EHP-resistant shrimp 

   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



v 
 

สารบัญเรื่อง 
 

บทที ่  หน้า 
 กิตติกรรมประกาศ I 
 บทคัดย่อ ii 
 Abstract iii 

 ค าอธบิายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย xiv 
1 บทน า 1 
2 วิธีการวิจัย 5 
 2.1 อุปกรณ์และสารเคมี 5 
 2.2 การสกัดสปอร์เชื้อ EHP 5 
 2.3 วิธีการศึกษาเพื่อตรวจหาโฮสต์กักตุนเชื้อ (reservoir) ในบ่อเลี้ยงกุ้ง 5 
 2.4 การทดสอบการติดเชื้อ EHP ในห้องทดลองโดยวิธีโดยวิธีเลี้ยงร่วม (co-

habitation) 
7 

 2.5 การทดสอบการติดเชื้อ EHP ในห้องทดลองโดยวิธีการฉีดสปอร์เข้าตับ 
(Injection) 

7 

 2.6 การทดสอบปัจจัยกระตุ้นการงอกของสปอร์ EHP 7 
 2.7 การตรวจหาเชื้อ EHP โดยวิธี In-situ hybridization 8 
 2.8 การตรวจหาโปรตีน PTP2 จากสปอร์โดยวิธี immunofluorescence 9 
 2.9 การทดสอบยับย้ังยีน PTP2 โดยใช้ dsRNA เพื่อลดการติดเช้ือในกุ้งขาว 9 
 2.10 การวัดปริมาณเชื้อ EHP โดยวิธี PCR 10 
 2.11 การสร้างแอนติบอดี IgY จากไข่ไก่เพื่อใช้ยับยั้งสปอร์ EHP 10 
 2.12 การทดสอบยับยั้งเชื้อ EHP โดยใช้ยาฆ่าเชื้อ Albendazole 11 
 2.13 การทดสอบคัดแยกกุ้งสายพันธุ์ที่ต้านการติดเชื้อ EHP ได้ดีโดยใช้

เครื่องหมายทางพันธุกรรม 
11 

3 ผลการวิจัย 13 
 3.1 กลไกการก่อโรคของเช้ือ Enterocytozoon hepatoenaei ในกุ้งขาว 13 

 3.2 งานวิจัยเพื่อศึกษาโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ polar tube 
extrusion ของสปอร์เชื้อ EHP 

19 

 3.3 แนวทางการแก้ไขปัญหาการติดเช้ือ EHP ในกุ้งจากผลงานวิจัย 22 
 3.4 งานวิจัยเพิ่มเติม (ตามค าแนะน าของกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ) 37 

 



vi 
 

สารบัญเรื่อง (ต่อ) 
 

บทที ่  หน้า 

4 ข้อวิจารณ์และบทสรุปผลการทดลอง 40 
5 ข้อเสนอแนะ 45 
6 เอกสารอ้างอิง 46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



vii 
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่  หน้า 
1 ตัวอย่างปัจจัยที่มีส่วนเกี่ยวขอ้งในการกระตุ้นการงอกของสปอร์กลุ่ม 

Microsporidian 
4 

2 แสดงข้อมูลบ่อที่กุ้งติดเชื้อ EHP จ านวน 11 บ่อ และบ่อทีผ่่าน criteria 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



viii 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หน้า 
1 แสดงลักษณะสปอร์ของเชื้อ EHP ที่แยกไดจ้ากกุ้งที่ติดเชื้อ (ซ้าย) ลักษณะพยาธิสภาพใน

เซลล์ตับกุ้งที่เกิดจากเชื้อ EHP พบปริมาณสปอร์จ านวนมาก (S) ในเซลล์ที่ติดเชื้อ (ขวา)  
3 

2 แสดงข้อมูลการศึกษาพยาธิภาพจากกุ้งที่ส ารวจจ านวน 196 บ่อ หมายเลขบ่อสีเหลือง
แสดงถึงตัวอย่างกุ้งที่มีการติดเชื้อ EHP คิดเป็นร้อยละ 62 ของการส ารวจ 

3 

3 แสดงตัวอย่างวงจรชีวิตของเชื้อกลุ่ม microsporidian 2 ชนิดคือ Enterocytozoon 
bieneusi ( บ น )  แ ล ะ  Encephalitozoon intestinalis, 1)  spore extrusion, 2) 
sporoplasm injection, 3)  sporoplasm multiplication, 4)  Multiple fission, 5) 
initiates sporulation, 6) spore dissemination    

4 

4 แสดงขั้นตอนการผลิตแอนติบอดี IgY เพื่อใช้ยับยั้งเชื้อ EHP โดยเริ่มจากการสังเคราะห์
โปรตีนรีคอมบิแนนท์ PTP2 ส าหรับใช้เป็นแอนติเจน จากนั้นจะน าไปฉีดเข้าแม่ไก่เพื่อ
กระตุ้นให้ผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะ หลังจากการกระตุ้นจะท าการเก็บไข่จากแม่ไก่เพื่อ
น ามาสกัด IgY โดยใช้ PEG8000 ก่อนจะน าไปทดสอบการยับยั้งเชื้อ EHP ในหลอด
ทดลองต่อไป 

11 

5 แสดงแผนผังการทดลองเพื่อคัดแยกลักษณะสายพันธุ์กุ้งที่ต้านทานการติดเชื้อ EHP ได้ดี 
โดยอาศัยข้อมูลระดับการติดเชื้อในกุ้งหลังจากการทดสอบการติดเชื้อในห้องปฏิบัติการ
ด้วยวิธี  cohabitation และการตรวจวิ เคราะห์ลักษณะสายพันธุ์กุ้ งโดยใช้ข้อมูล 
microsatellite marker 

12 

6 แสดงวิธีการเหนี่ยวน าให้กุ้งทดลองติดเชื้อ EHP โดยเลี้ยงร่วมกับกุ้งติดเชื้อ EHP ในถัง
ทดลองเดียวกัน แต่เลี้ยงแยกส่วนกัน ท าให้น้ าสามารถหมุนเวียนระหว่างกุ้งทดลองและกุ้ง
ติดเชื้อ 

13 

7 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ EHP ในขี้กุ้งและน้ าเลี้ยงกุ้งที่ติดเช้ือโดยการท า wet smear จะ
พบสปอร์เชื้อจ านวนมากโดยเฉพาะในตัวอย่างขี้กุ้ง เมื่อย้อมด้วยสี phloxine B จะเห็น
สปอร์บางส่วนที่งอก (ลูกศร) ซึ่งท าให้สันนษิฐานได้ว่า การถ่ายทอดเช้ือ EHP น่าจะเกิด
จากการกระจายของ spore จากกุ้งติดเชื้อในระบบน้ า 

14 

8 แสดงผลการตรวจการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP โดยวิธี SWP-PCR ในกุ้งทดลองที่น าไป
เลี้ยงในถังทดลองที่มีการเลี้ยงกุ้งติดเชื้อ EHP มาก่อนหน้านี้ (A) กุ้งทดลองที่ไม่ได้เลี้ยงใน
ถังทดลองที่ไม่เคยเลี้ยงกุ้งติดเชื้อ EHP (B) กุ้งทดลองที่เลี้ยงในถังทดลองที่มีการเลี้ยงกุ้ง
ติดเชื้อ EHP มาก่อน 

14 

 



ix 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
9 แสดงผลของอุณหภูมิที่ 75oC ต่อการงอกของสปอร์อัตราการงอกของสปอร์ลดลงเป็น

อย่างมากเมื่อสปอร์ได้รับการบ่มที่ 75oC, 45-60 วินาที 
15 

10 แสดงผลการตรวจ EHP โดยใช้วิธี SWP-PCR ในกุ้งกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีสปอร์ที่ผ่าน
ความร้อน (75oC) และกุ้งกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีสปอร์ที่ไม่ผ่านความร้อน (No heat) 
จ านวน 5 ตัวต่อกลุ่ม  

16 

11 แสดงผลของระดับ pH กระตุ้นให้อัตราการงอกของสปอร์แตกต่างกันโดยอัตราการงอก
ของสปอร์เมื่อทดสอบในหลอดทดลองจะแปรผันตาม pH ที่เพิ่มขึ้นของสารละลาย ที่ pH 
ประมาณ 8.0 อัตราการงอกจะสูงในขณะที่ pH ต่ า การงอกของ EHP จะลดลง 

16 

12 แสดงระดับ pH ที่วัดได้ในทางเดินอาหารของกุ้งขาว โดยวัดที่กระเพาะอาหาร ตับและ
ล าไส้กุ้งที่ไม่ติดเชื้อ EHP 

17 

13 การตรวจติดตามสารพันธุกรรมเชื้อ EHP ด้วยวิธี in situ hybridization ในกุ้งที่ติดเชื้อ 
EHP จะพบต าแหน่งของเชื้อ EHP ในส่วนของเซลล์ตับเป็นหลัก (ลูกศร) ไม่พบที่กระเพาะ
อาหารหรือส่ วนอื่ นของทาง เดินอาหาร ( AMC; anterior midgut caecum, HP; 
hepatopancreas, Int; Intestine) 

17 

14 แสดงผลการตรวจหาสปอร์ที่มีการงอกในอวัยวะของทางเดินอาหารของกุ้งด้วยเทคนิค 
Immunofluorescence สปอร์ที่งอกแล้วอยู่ในวงสีขาว พบสปอร์ที่งอกแล้วในตับและ
ล าไส้เท่านั้น 

18 

15 แสดงการงอกของสปอร์เชื้อ EHP ที่ถูกกระตุ้นด้วย buffer ที่มี pH 9.5 และ 20 M 
Calcium ionophore A23187 และถูกยับยั้งด้วยสาร Chelating agent (EGTA) 

19 

16 แสดงผลการวิเคราะห์ protein profiles ของ total spore protein (TSP) และ polar 
tube protein (PT) ด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ Mass spectrometry พบจ านวน
โปรตีนที่เหมือนกัน 282 โปรตีน และเป็นโปรตีนที่จ าเพาะต่อสปอร์ 161 โปรตีน และ
จ าเพาะต่อ polar tube 168 โปรตีน 

20 

17 ผลการวัดปริมาณยีน PTP2 ในกุ้งที่มีการติดเชื้อ EHP โดยวิธี RT-PCR ใน 2 ช่วงเวลาหลัง
การเลี้ยงร่วม พบว่ายีน PTP2 จะแสดงออกสูงในระยะ 22 วันหลังการติดเชื้อ และ
สัมพันธ์กับปริมาณการเพ่ิมจ านวนของตัวเช้ือ EHP 

21 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
18 การระบุต าแหน่งโปรตีน PTP2 โดยใช้วิธี immunofluorescence ใน spore เชื้อ EHP 

ที่กระตุ้นให้งอกและย้อมด้วยแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน PTP2 พบว่าโปรตีน PTP2 
จะมีต าแหน่งอยูร่อบโครงสร้าง polar tube โดยส่วนใหญ่ (ภาพ immunofluorescence 
แสดงสัญญาณโปรตีน PTP2 เป็นสีเขียว) และจะไม่พบที่เม็ดสปอร์ ซึ่งต่างจากโปรตีน 
spore wall protein 1 ที่พบเฉพาะโครงสร้างของเม็ดสปอร์เป็นหลัก (ภาพ immuno-
fluorescence แสดงสัญญาณโปรตีน  SWP1 สี เขี ยวรอบ เม็ ดสปอร์ )  ภาพถ่ าย 
immunofluorescence ถ่ายด้วยกล้อง confocal ก าลังขยาย 600 เท่า 

21 

19 แสดงความส าคัญของการแสดงออกของ PTP2 ต่อการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP (A) การ
เพิ่มจ านวนของ EHP ในกุ้งที่ติด EHP และไม่ได้รับ dsRNA-PTP2 (B) การเพิ่มจ านวนของ 
EHP ในกุ้งที่ติด EHP และได้รับ dsRNA-PTP2 ปริมาณ 10 µg ต่อน้ าหนักกุ้ง 1 กรัม 

22 

20 แสดง Consensus sequences ของตัวอย่าง 18S rRNA ของสิ่งมีชีวิตแขวนลอยในบ่อ 
ER7 แ ล ะ  ER12 อ่ า น ผ ล ต ร งกั บ  Mytilopsis leocophaeata ที่  accession no. 
KX713323.1 

25 

21 แสดง Consensus sequences ของตัวอย่าง 18S rRNA ของสิ่งมีชีวิตแขวนลอยในบ่อ 
ER21 อ่านผลตรงกับ Perna viridis ที่ accession no. MK419109.1 

26 

22 ลักษณะหอยกะพงที่พบบริเวณขอบบ่อและเสาสะพานยอของบ่อเลี้ยงกุ้ง 27 
23 ภาพ Gel electrophoresis ของการทดลอง cohabitation ระหว่างกุ้งที่ติดเชื้อ EHP 

และหอยกะพงปลอดเชื้อ ณ วันที่ 0, 7 และ 20 ของการทดลอง ขนาดของแถบ nested 
PCR เท่ากับ 148 bp M: 2 log marker N1, N2: Negative control ของ first และ 
nested PCR step ตามล าดับ 1-10: ตัวอย่างหอยกะพงที่เลี้ยงร่วมกับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP 
P: EHP pure fragment of positive control 

27 

24 ภาพ Gel electrophoresis ของการทดลอง cohabitation ระหว่างหอยที่ติดเชื้อ EHP 
และกุ้งปลอดเชื้อ ณ วันที่ 0 และ 10 ของการทดลอง ขนาดของแถบ nested PCR 
เท่ากับ 148 bp M: 2 log marker N1, N2: Negative control ของ first และ nested 
PCR step ตามล าดับ 1-5 และ 1-10: ตัวอย่างกุ้งที่เลี้ยงร่วมกับหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP 
วันที่ 0 และ 10 ตามล าดับ  P: EHP pure fragment of positive control 

28 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
25 ลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ digestive organ ของหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP ที่

ก าลังขยาย 10X และ 40X เนื้อเยื่อ digestive gland ไม่พบเชื้อ EHP อยู่ภายในเซลล์ 
(A1 และ B1) แต่พบ positive signal จากการท า in situ hybridization (A2 และ B2) 
การตรวจยืนยัน specificity ของ SSU  probe ด้วย WSSV probe ไม่พบ signal ในที่ที่
พบจากการตรวจด้วย SSU probe (A3 และ B3) 

29 

26 ลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP จาการย้อมสี H&E และ in situ 
hybridization A,B และ C: เนื้อเย่ือของกุ้งที่ตัดติดต่อกันเพ่ือศึกษาด้วยการย้อม H&E, in 
situ hybridization ด้วย SSU probe และ WSSV probe ตามล าดับ, D และ E: ตับกุ้ง
ที่ติดเชื้อ EHP พบลักษณะของ spore (Sp) และ plasmodium (Pl) ในเซลล์เยื่อบุตับ
จ านวนมาก สอดคล้องกับผล in situ hybridization ที่ตรวจด้วย SSU probe แสดง 
positive signal จ านวนมาก (B) 

30 

27 การศึกษาเนื้อเยื่อของหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP ด้วยวิธี  Transmission electron 
microscopy (TEM) ไม่พบลักษณะของเชื้อ EHP ในเซลล์ของ digestive gland แต่พบ
เพียง vesicle ที่บรรจุ degraded material ที่อยู่ภายในเซลล์เท่านั้น (ศรชี้) 

31 

28 การตรวจ digestive organ ด้วยวิธี wet mount พบสปอร์ของเชื้อ EHP ที่มีชีวิตจาก
การแสดงการงอก polar filament ของสปอร์ (ก าลังขยาย 1000 เท่า) 

31 

29 ผลการตรวจความจ าเพาะของ IgY-PTP2 ที่สร้างขึ้น โดยใช้เทคนิค Western Blot 
analysis พบว่าสามารถตรวจพบ PTP2 ใน TSP และ PT ได้ โดยโปรตีน EHP-PTP2 มี
ขนาดประมาณ 31 kDa 

32 

30 แสดงผลการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP โดยใช้ SWP-PCR การทดลองการใช้ IgY-PTP2 ใน
การยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP ในกุ้ง โดยแบ่งกุ้งทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 
5 ตัว ประกอบด้วยกลุ่มที่ได้รับสปอร์ของเชื้อ EHP อย่างเดียว (EHP spore) กลุ่มที่ได้รับ
สปอร์ของเชื้อร่วมกับ preimmune IgY (EHP spore+ Pre-immune) และกลุ่มที่ได้รับ
สปอร์ร่วมกับ IgY-PTP2 (EHP spore + Anti-PTP2 IgY)  

33 

31 แสดงผลการตวจเชื้อ EHP ด้วยวิธี SWP-PCR ภายหลัง 21 วันที่ให้อาหารต่างชนิดกัน 
โดยกลุ่มที่ได้รับอาหารที่ผสมสปอร์ที่มีชีวิต (Positive feed) กลุ่มที่ได้รับอาหารที่ผสม
สปอร์ที่ตายแล้ว โดยการผ่านความร้อนที่ 75 oC นาน 1 นาที (Negative feed) กลุ่มที่
ได้รับอาหารส าเร็จรูปที่มีขายตามท้องตลาดและตรวจพบว่ามีการปนเปื้อนของเชื้อ EHP 
ด้วยวิธี PCR 

34 



xii 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
32 แสดงผลการตรวจหาระดับการติดเชื้อในลูกกุ้งที่ทดสอบการติดเชื้อ EHP ด้วยวิธี 

cohabitation โดยตัวอย่างลูกกุ้งทั้ง 10 ตัวมาจากการทดสอบในถังเดียวกัน วิธีการ
ตรวจหา เชื้ อ  EHP ใ ช้ วิ ธี  PCR ผลการทดสอบแสดง โดยการท า  agarose gel 
electrophoresis จะพบผลิตภัณฑ์ PCR 2 ขนาดคือ 514 คู่เบสและ 148 คู่เบส ผลการ
ทดสอบนี้แสดงให้เห็นว่าในชุดลูกกุ้งที่ทดสอบ cohabitation ในบ่อเดียวกัน มีระดับการ
ติดเชื้อ EHP ที่ไม่เท่ากัน ซึ่งอาจจะบ่งชี้ถึงการต้านทานการติดเชื้อได้มากน้อยต่างกัน
ระหว่างลูกกุ้ง 

35 

33 ผลการตรวจหาเชื้อ EHP โดยวิธี in situ hybridization เพื่อจ าแนกกุ้งที่ต้านการติดเชื้อ 
EHP ได้ดี จากการสุ่มตัวอย่างกุ้งจ านวน 12 ตัว ณ เวลาต่างกันหลังทดสอบการติดเชื้อ 
(กุ้งหมายเลข 1E-6E เก็บตัวอย่างวันที่ 14 และกุ้งหมายเลข 7E-12E เก็บตัวอย่างวันที่ 16 
หลังทดสอบการติดเชื้อ EHP) พบว่ามีกุ้งที่ติดเชื้อในปริมาณมากประมาณ 50% 
(หมายเลข 1E-3E และหมายเลข 7E-9E) ขณะที่ตัวอย่างอีกส่วนไม่มีพบสารพันกรรมของ 
EHP ในตับ หรือพบได้น้อยกว่า (หมายเลข 4E-6E และหมายเลข 10E-12E) การทดสอบ
นี้จะใช้ nucleotide probe สังเคราะห์ที่จ าเพาะกับล าดับนิวคลิโอไทด์ 18s ของเชื้อ 
EHP ผลบวกจากปฏิกิริยาการจับกันระหว่างสารพันธุกรรมจะแสดงเป็นจุดสีน้ าตาลด า 

36 

34 ผลการตรวจการติดเชื้อ  EHP ในตัวอย่างลูกกุ้งจากตัวอย่างกุ้ง 5 บ่อโดยวิธี nested PCR 
ผลตรวจหาเชื้อ EHP ที่ให้ผลบวกจะพบผลิตภัณฑ์ PCR 2 ขนาดคือ 514 base pairs 
และ 148 base pairs 

38 

35 แผนภูมิแสดงผลบันทึกน้ าหนักกุ้งเฉลี่ยและอัตราการเจริญเติบโตของลูกกุ้งจากตัวอย่างกุ้ง 
5 บ่อโดยอัตราการติดเชื้อในกุ้งที่เลี้ยงได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ติดเชื้อน้อย (1 ตัวใน 10 
ตัวอย่าง, S), ติดเชื้อปานกลาง (3-4 ใน 10 ตัวอย่าง, M) และ ติดเชื้อมาก (ติดทั้งหมดใน 
10 ตัวอย่าง, L) 

38 

36 แสดงผลการติดเชื้อ EHP เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ได้รับอาหารที่ผสม Albendazole 
และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่ไม่ผสม ในการทดลองท าในกุ้ง 3 บ่อ โดยแยกเลี้ยงเป็น 2 ถัง ถัง
ที่ได้รับอาหารผสม และถังที่ได้รับอาหารปกติ ท าการเลี้ยงกุ้งเป็นเวลา 30 วัน ท าการสุ่ม
กุ้ง 6-8 ตัวมาตรวจหาระดับเช้ือ EHP โดยวิธี SWP-PCR 

39 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
37 แสดงสมมติฐานการเกิดการงอกของสปอร์ของเชื้อ EHP ในตับกุ้ง ประกอบด้วย 3 

ขั้นตอนคือการมี pH ที่เป็นด่างในตับกระตุ้นให้เกิดการไหลของน้ าและแคลเซียมเข้าสู่
สปอร์ ท าให้สปอร์บวมและกระตุ้นให้เกิดการงอกของสปอร์ที่มีการสร้าง polar tube ที่มี 
PTP2 ออกมา 

42 

38 แสดงขั้นตอนการถ่ายทอดสารพันธุกรรมที่อยู่ใน sporoplasm ของเชื้อไมโครสปอริเดียน
ภายหลังการงอกของ polar tube โดยโปรตีนที่อยู่บน polar tube จะจับอย่างจ าเพาะ
เจาะจงกับโปรตีนที่อยู่บนผิวเซลล์ของ Host ก่อนที่จะท าการถ่ายย้าย sporoplasm จาก
สปอร์ไปยัง host cell เพื่อเพิ่มจ านวนในเซลล์ 

42 

39 แสดงการแพร่กระจายของสปอร์ของเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงที่เกิดจากสปอร์ที่อยู่ในขี้กุ้งที่ติด
เชื้อหรือสะสมอยู่ในหอยกะพงที่มีชีวิตในบ่อ เมื่อหอยตายก็สามารถแพร่กระจายสปอร์
ของเชื้อออกสู่น้ าและกุ้งที่เลี้ยงในบ่อต่อไป 
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ค าอธิบายสญัลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 
 

EHP    Enterocytozoon hepatopenaei  
PTP2   Polar tube protein 2 
SDS-PAGE   Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis  
dsRNA    Double-stranded RNA 
ml   Milliliter 
µl    Microliter 
mM    Millimolar  
µM   Micromolar  
RT-PCR   Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
PCR    Polymerase chain reaction 
°C   Degree Celsius 
H&E   Hematoxylin and Eosin dye staining 
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บทที่ 1 บทน า 
 

 Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) เป็นเชื้อปรสิตในกลุ่ม Microsporidian ที่ฝังตัวใน
เซลล์ตับ (hepatopancreas) ของกุ้ง พบรายงานการติดเชื้อ EHP ในกุ้งทะเลเลี้ยงเป็นจ านวนมากในทุกพื้นที่
เลี้ยงกุ้งของไทย ถึงแม้การติดเชื้อ EHP ในกุ้งนั้นไม่ก่อให้เกิดการตายแบบยกบ่อ แต่เป็นความเสียหายเรื้อรัง 
กล่าวคือเกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้งจ าเป็นต้องแบกรับภาระการเลี้ยงที่ยาวนานขึ้น พร้อมกับต้นทุนการเลี้ยงที่สูงขึ้น 
นอกจากนี้กุ้งที่ติดเชื้อ EHP จะมีโอกาสติดเชื้อแทรกซ้อนอื่นๆได้ง่ายขึ้นเนื่องจากความสามารถในการต้านทาน
การติดโรคต่ าลง การยับยั้งการแพร่ระบาดของ EHP ในกลุ่มการเลี้ยงกุ้งในทุกระดับคือทั้งระดับชาติและ
นานาชาติล้วนมีความจ าเป็นทั้งสิ้น 
 Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) เป็นเชื้อกลุ่มปรสิตที่อยู่ในเซลล์ไม่ท าให้เกิดพยาธิ
สภาพที่ชัดเจนในกุ้ง (ภาพที่ 1, (Sanguanrut et al. 2018) แต่มีส่วนเกี่ยวข้องส าคัญกับอาการโตช้า และ
ทางเดินอาหารหลุดลอกในกุ้งขาว (Penaeus vannamei) การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมของเช้ือพบว่าสาเหตุ
หลักที่ท าให้กุ้งที่ติดเชื้ออ่อนแอและไม่โตคือ การแย่งพลังงาน (ATP) จากเซลล์เป้าหมายของตัวเชื้อ EHP 
เนื่องจากเชื้อชนิดนี้ไม่มีระบบเอนไซม์ที่ใช้สร้างพลังงานเอง ( Wiredu Boakye et al. 2017) กลไกการก่อโรค
ของเชื้อชนิดนี้ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด ข้อมูลเบื้องต้นพบว่า เชื้อ EHP สามารถถ่ายทอดจากกุ้งที่ติดเชื้อได้เมื่อ
น ามาเลี้ยงร่วมกับกุ้งปกติ โดยจะเห็นผลการติดเชื้อด้วยวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมในระยะเวลาประมาณ 3-
5 วัน (Salachan et al. 2017) รูปแบบการแพร่กระจายเชื้อของปรสิตกลุ่มนี้ค่อนข้างจ าเพาะคืออาศัย
โ ค ร งส ร้ า งที่ เ รี ย ก ว่ า สปอร์ ซึ่ ง พบ ได้ ทั่ ว ไ ป ใน เ ชื้ อ ป รสิ ตกลุ่ ม  Nosema, Enterocytozoon และ 
Encephalitozoon ซึ่งติดเชื้อกระจายทั้งในสัตว์มีกระดูกสันหลังและแมลง (Xu and Weiss 2005) อย่างไรก็
ตาม กรณีการถ่ายเชื้อของ EHP จากกุ้งที่ติดเชื้อไปยังกุ้งปกติสันนิษฐานว่าอาจจะไม่จ าเพาะเฉพาะสปอร์ แต่
อาจจะรวมถึงเชื้อในระยะ plasmodium ด้วยก็ได้ กลไกการแพร่เชื้อหลักในปรสิตกลุ่มนี้ จะอธิบายลักษณะ
การถ่ายเชื้อผ่านทางสปอร์ เมื่อสัตว์กินสปอร์จะเกิดกระบวนการกระตุ้นที่จ าเพาะ ซึ่งท าให้สปอร์งอกและเกิด
การส่งผ่าน sporoplasm ไปที่ เซลล์เป้าหมายเพื่อเพิ่มจ านวนเชื้อและสร้างสปอร์ขึ้นมาใหม่ก่อนจะ
แพร่กระจายต่อไป จากการศึกษาวิจัยก่อนหน้าในหลาย species พบว่ามีกลไกหลายแบบที่กระตุ้นให้สปอร์
ของเชื้อปรสิตเกิดการงอกได้ อย่างไรก็ตาม ไมโครสปอริเดียนที่จ าเพาะกับสัตว์แต่ละกลุ่มก็มีกลไกการติดเชื้อ
ผ่านทางสปอร์ที่ไม่เหมือนกัน โดยเฉพาะในสัตว์น้ าซึ่งยังไม่ทราบวิธีที่แน่ชัด 
 การศึกษาในระดับโมเลกุลพบว่ามีปัจจัยหลายอย่างส่งผลต่อการกระตุ้นการงอกของสปอร์ได้ เช่น 
สารเคมี ไอออนของแร่ธาตุบางชนิด โปรตีนกลุ่มเอนไซม์ และโปรตีนที่พบบนผิวเซลล์ของเซลล์เป้าหมาย 
รวมถึงสภาวะภายนอก ได้แก่ อุณหภูมิ ความดันบรรยากาศ และค่าความเป็นกรด-ด่างของสภาวะแวดล้อม 
โดยกลไกหลักที่เกิดจากสารเคมี โปรตีน หรือสภาวะแวดล้อมต่างๆ คือ การกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนของ
แรงดันภายในสปอร์ของเชื้อท าให้เกิดการเร่งการงอกของ polar tube ในขั้นตอนต่อมา (Xu and Weiss 
2005, Williams 2009, Undeen 1990) นอกจากนี้ การงอกของสปอร์ยังควบคุมโดยโปรตีนที่พบใน



2 
 

โครงสร้างของสปอร์ ซึ่งแบ่งเป็น 2 ส่วนหลักๆคือ polar tube protein (PTP) และ spore wall protein 
(SWP) โดยโปรตีนที่พบทั้ง 2 ชนิดสามารถแบ่งแยกได้อีกหลาย isoform และพบในต าแหน่งต่างๆกันภายใน
โครงสร้างของสปอร์ ยกตัวอย่างเช่น PTP4 พบมากที่บริเวณปลายของท่อ polar tube ซึ่งสันนิษฐานว่าน่าจะ
ท าหน้าที่เกาะกับโปรตีนบนผิวเซลล์เป้าหมายเพื่อยึดโครงสร้าง polar tube ไว้กับเซลล์ก่อนที่จะมีการถ่าย 
sporoplasm (Han et al. 2017) ส่วน SWP9 จะพบมากบริเวณส่วน Anchoring disk (AD) ซึ่งเป็นต าแหน่ง
ของการงอกของ polar tube โดยโปรตีนชนิดนี้จะเกาะอยู่กับ PTP1 ที่อยู่บนท่อ polar tube สันนิษฐานว่า
การท างานของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดเกี่ยวข้องกับการม้วนตัวของโครงสร้าง polar tube ในขั้นตอนการสร้างสปอร์
และควบคุมการดีดตัวของ polar tube ในขณะที่เกิดการงอกของสปอร์ (Yang et al. 2017) เป็นต้น 
 ในกรณีของเชื้อ EHP ที่พบในกุ้ง ยังไม่มีรายงานการศึกษากลไกการถ่ายเชื้อผ่านสปอร์เข้าสู่เซลล์
เป้าหมาย ลักษณะเฉพาะของการติดเชื้อ EHP ในกุ้งคือจะพบเชื้อได้เฉพาะในเซลล์ตับเท่านั้นซึ่งท าให้
สันนิษฐานว่า กลไกการก่อโรคน่าจะแตกต่างจากเชื้อ microsporidian กลุ่มอื่น และเป็นไปได้ว่ากลไกการติด
เชื้ออาจจะเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของโมเลกุลบางชนิด (เช่น โปรตีน) ที่พบเฉพาะในเนื้อเยื่อตับเท่านั้น จาก
การวิเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับพันธุกรรมของเชื้อ EHP พบว่ามียีนที่อาจจะเกี่ยวข้องกับการก่อโรค 
โดยเฉพาะในกระบวนการงอกและถ่ายเชื้อเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย เช่น Polar tube protein gene และ spore 
wall protein gene ท าให้สันนิษฐานได้ว่ากลไกก่อโรคของ EHP บางอย่างเช่น host-binding protein หรือ 
spore wall-polar tube protein interaction รวมถึงวงจรชีวิตขณะติดเชื้อ อาจจะคล้ายกับ micro-
sporidian ชนิดอื่น (ภาพที่ 3) โดยเฉพาะกลุ่มที่ติดเช้ือในแมลง  
 เนื่องจากในปัจจุบันการแพร่กระจายของเชื้อ EHP ค่อนข้างรุนแรง (ภาพที่ 2) และส่งผลกระทบ
ต่อสายการผลิตในอุตสาหกรรมกุ้งอย่างมาก โดยผลกระทบหลักคือเพิ่มต้นทุนในการเลี้ยง ผลผลิตต่อไร่ลดลง
เนื่องจากกุ้งโตช้า เสี่ยงต่อการเกิดโรคอุบัติซ้ าเนื่องจากกุ้งอ่อนแอ ท าให้ปัญหาการติดเชื้อ EHP ในระบบเลี้ยง
กุ้งจ าเป็นต้องแก้ไขเร่งด่วน การศึกษากลไกการก่อโรคของเชื้อนี้จึงมีความจ าเป็น การศึกษากลไกการติดเชื้อ
โดยมุ่งที่กลไกการเข้าสู่เซลล์ในระยะแรกของเชื้อผ่านทางสปอร์ จะท าให้ทราบรูปแบบการติดเชื้อที่เฉพาะของ 
EHP และจะน าไปสู่การยับยั้งตั้งแต่ต้นด้วยวิธีที่เฉพาะ อาจจะท าให้มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการ
แพร่กระจายของเชื้อ EHP ในกุ้งได้ 
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ภาพที่ 1 แสดงลักษณะสปอร์ของเชื้อ EHP ที่แยกได้จากกุ้งที่ติดเชื้อ (ซ้าย) ลักษณะพยาธิสภาพในเซลล์
ตับกุ้งที่เกิดจากเชื้อ EHP พบปริมาณสปอร์จ านวนมาก (S) ในเซลล์ที่ติดเชื้อ (ขวา) (คัดลอกภาพจาก 
(Sanguanrut et al. 2018) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 แสดงข้อมูลการศึกษาพยาธิภาพจากกุ้งที่ส ารวจจ านวน 196 บ่อ หมายเลขบ่อสีเหลืองแสดงถึง
ตัวอย่างกุ้งที่มีการติดเชื้อ EHP คิดเป็นร้อยละ 62 ของการส ารวจ (คัดลอกจาก (Sanguanrut et al. 
2018))  
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ภาพที่  3   แสดงตัวอย่างวงจรชีวิตของเชื้อกลุ่ม microsporidian 2 ชนิดคือ Enterocytozoon 
bieneusi ( บน )  แ ล ะ  Encephalitozoon intestinalis, 1)  spore extrusion, 2)  sporoplasm 
injection, 3)  sporoplasm multiplication, 4)  Multiple fission, 5)  initiates sporulation, 6) 
spore dissemination   (คัดลอกจาก https://www.cdc.gov/dpdx/ microsporidiosis/) 
 
ตารางที่ 1 ตัวอย่างปัจจัยที่มีส่วนเกี่ยวข้องในการกระตุ้นการงอกของสปอร์กลุ่ม Microsporidian 
 

Biological factors 
Species Effective factor Action 

Encephalitozoon 
cuniculi 

Calmodulin-dependent 
kinase 

Activation of Calcium camodulin 
activating casecade leads to spore 
swelling 

Anncaliia algerae Trehalase  Digest trehalose to glucose leading 
to hyperosmotic pressure  

Spraguea lophii Catalase Break-down fatty acid and 
converted H2O2 to O2 leads to 
swelling 

Chemical factors 
Nosema algerae Monovalent ions (F-,Cl-, Br-,I-) Activates spore shooting 
Glugea hertwigi Calcium ionophore  Initiates polaroblast swelling 
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บทที่ 2 วิธีการวิจัย 
2.1 อุปกรณ์และสารเคม ี

 อุปกรณ์ส าหรับการทดลองประกอบด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูง เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ชุด
เตรียมตัวอย่างส าหรับเนื้อเยื่อวิทยา สารเคมีที่ใช้ในการทดลองประกอบด้วย สารละลาย percoll (GE 
Healthcare), ชุดเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Invitrogen), ชุดน้ ายาสกัดดีเอ็นเอ (Qiagen), ชุดน้ ายาสกัดอาร์
เอ็นเอ (Invitrogen), แอนติบอดี (Cell Signaling), ชุดน้ ายาสกัดโปรตีน (GE Healthcare,Bio-Rad), ชุดน้ ายา
แยกขนาดของโปรตีน (Bio-Rad, GE Healthcare), ชุดน้ ายาวัดปริมาณโปรตีน (Bio-Rad) 
  ตัวอย่างกุ้งทดลองใช้กุ้งขาวอายุเฉลี่ย 30 วัน ส าหรับตัวอย่างกุ้งปลอดเชื้อ EHP ได้จากฟาร์มกุ้ง มูลนิธิ
ชัยพัฒนา และบริษัทเครือเจริญโภคภัณฑ์ ส าหรับกุ้งติดเชื้อ EHP ได้จากฟาร์มเขตจังหวัดปทุมธานี จันทบุรี 
และฉะเชิงเทรา 
 

2.2 การสกัดสปอร์เชื้อ EHP 
 ใช้กุ้งที่ติดเชื้อ EHP โดยฆ่ากุ้งและแยกเอาเฉพาะตับ ประมาณ 10-20 ตัวต่อการสกัด 1 ครั้ง ตับกุ้งที่
แยกได้จะบดให้แตกในหลอด 15 ml จากนั้นผสมกับน้ ากลั่นประมาณ 15 ml จากนั้นกรองเนื้อเยื่อผ่านแผ่น
กรองขนาด 100 และ 40 µm ตามล าดับ น้ าที่ได้จากการกรองจะน าไปปั่นที่ความเร็ว 5000 rpm ควบคุม
อุณหภูมิที่ 15 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเทส่วนน้ าทิ้ง เอาเฉพาะตะกอนมาละลายในน้ ากลั่น
ประมาณ 2 ml เพื่อเตรียมหยอดลงในหลอดที่มีสารละลาย percoll โดยวิธีเตรียมสารละลาย percoll จะ
ละลาย percoll 100% เป็น 75%, 50% และ 25% ตามล าดับ จากนั้นหยอด percoll 2 ml ลงในหลอด 
12.5 ml โดยหยอดความเข้มข้นละ 2 ml เรียงจากมากไปน้อย หลังจากเตรียมสารละลาย percoll ในหลอด
แล้วหยอดตัวอย่างที่เตรียมจากตับประมาณ 2 ml และน าไปปั่นที่ความเร็ว 5000 rpm โดยใช้ rotor แบบ 
swing out ควบคุมอุณหภูมิที่ 15 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที สปอร์ของเชื้อ EHP จะตกที่ก้นหลอด ดูด
สปอร์เช้ือใส่หลอด 1.5 ml และปั่นล้างด้วยน้ ากลั่น 2 รอบ ก่อนน าไปใช้ 
 

 2.3 วิธีการศึกษาเพื่อตรวจหาโฮสต์กักตุนเชื้อ (reservoir) ในบ่อเลี้ยงกุ้ง 
 2.3.1 การเก็บตัวอย่างสิ่งมชีวีิตในบ่อเลี้ยงกุ้งที่ติดเชื้อ EHP 

 ด าเนินการเก็บสิ่งมีชีวิตที่แขวนลอยอยู่ในน้ าบ่อเลี้ยงกุ้งจ านวน 21 บ่อ จากจุรีฟาร์ม ใน
อ าเภอนายายอาม และอ าเภอแหลมสิงห์ จังหวัดจันทบุรี โดยท าการตักน้ าที่ความลึกจากผิวน้ าอย่างน้อย 30 
เซนติเมตร เป็นจ านวน 20 ลิตร เทผ่าน plankton net ขนาดตา 20 ไมครอน หลังจากนั้นเก็บตัวอย่างที่ติดอยู่
ใน plankton net ลงในน้ ายา lysis buffer ส าหรับน าไปสกัด DNA เพื่อตรวจระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตและการ
ติดเชื้อ EHP นอกจากนี้ท าการยืนยันการติดเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงโดยการเก็บตัวอย่างกุ้งจ านวน 10 ตัว ท าการ
ผ่าตัดแยกน าเฉพาะส่วนตับออกและใส่ลงในน้ ายา lysis buffer ส าหรับน าไปสกัด DNA เพื่อตรวจการติดเชื้อ 
EHP 
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 2.3.2 การตรวจเชื้อ EHP ในตัวอย่างกุ้งและสิ่งมีชีวิตทีแ่ขวนลอยอยูใ่นน้ า 
 ตัวอย่างตับกุ้งและสิ่งมีชีวิตที่แขวนลอยอยู่ในน้ าที่ดองอยู่ในน้ ายา Lysis buffer จะถูกน ามา

สกัด DNA โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) และท าการตรวจคุณภาพและปริมาณ 
DNA ที่ได้ในแต่ละตัวอย่างด้วยเครื่อง Spectrophotometer หลังจากนั้นตรวจเชื้อ EHP โดยใช้เทคนิค SWP-
PCR (Jaroenlak et al., 2015) หากตัวอย่างมีปริมาณเชื้อ EHP มาก จะปรากฏแถบ DNA ในขั้นตอน first 
step PCR ที่ 514 bp แต่ถ้าตัวอย่างติดเชื้อในระดับต่ า จะพบการปรากฏของแถบ DNA ในขั้นตอน nested 
PCR ที่ 148 bp จากการอ่านผลด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 

 2.3.3 การคัดกรองบ่อเลี้ยงที่มีสิ่งมีชีวิตทีอ่าจเป็นพาหะของเชื้อ EHP 
 ทางคณะผู้วิจัยได้สร้าง criteria ส าหรับคัดเลือกพาหะของเชื้อ EHP จากบ่อเลี้ยงที่ได้รับ

ผลกระทบจากการติดเชื้อ EHP อย่างหนัก โดยก าหนดให้บ่อที่จะท าการศึกษาพาหะของเชื้อ EHP ต้องพบการ
ติดเชื้อ EHP ในกุ้งอย่างหนัก (Severe infection) โดยการปรากฏของแถบ DNA ในขั้น first step PCR ที่
ขนาด 514 bp และกุ้งภายในบ่อนั้นต้องมีอัตราการเจริญเติบโต (Average daily growth: ADG) ต่ ากว่าหรือ
เท่ากับ 0.1 กรัมต่อวัน ตัวอย่างสิ่งมีชีวิตแขวนลอยที่ติดเชื้อ EHP ในบ่อที่ผ่าน criteria จะถูกน าไปศึกษาชนิด
ของสิ่งมีชีวิตที่สามารถเป็นพาหะของเช้ือ EHP ต่อไป  

 2.3.4 การระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตที่อาจเป็นพาหะของเชื้อ EHP 
 น า DNA ของตัวอย่างสิ่งมีชีวิตแขวนลอยที่ติดเชื้อ EHP ในแต่ละบ่อที่ผ่าน criteria มาท าการ

แยกเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้ 18s-rRNA gene universal primers (Pie et al., 2006) แล้วโคลน DNA 
template ที่ได้เข้ากับ PGEM T-easy vectors แล้วส่งไปท า Sequencing จ านวนตัวอย่างละ 3 clones กับ
ทางบริษัท MACROGEN, South Korea ผล DNA sequences ที่ได้จะถูกน ามาวิเคราะห์ Species ด้วย
โปรแกรม BlastN, NCBI 

 2.3.5 การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ EHP ดว้ยวิธี cohabitation 
 จากผลการวิเคราะห์ species ในหัวข้อที่ 4 พบว่าตัวอย่างสิ่งมีชีวิตที่พบคือ หอยสองฝา 

(Mytilopsis sp.) หรือชื่อที่ทางเกษตรกรเรียกกันว่า หอยกะพง ดังนั้นในขั้นตอนการศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ 
EHP ระหว่างหอยสองฝาและกุ้ง จึงด าเนินการด้วยวิธี Cohabitation โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ขั้นตอนดังนี ้

 1) การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ EHP ด้วยวิธี cohabitation ระหว่างกุ้งติดเชื้อ EHP และหอย
กะพงที่ไม่ติดเชื้อ EHP 

 ท าการเลี้ยงกุ้งติดเชื้อ EHP จ านวน 10 ตัว ร่วมกับหอยกะพงจ านวน 150 ตัว เป็นระยะเวลา 
20 วัน ก่อนการเก็บตัวอย่างทุกจะท าการล้างเปลือกหอยด้านนอก 3 ครั้ง หลังจากนั้นท าการผ่าเปิดเปลือก
หอย แล้วน าตัวหอยออกมาล้างน้ าอีก 3 ครั้ง เพื่อป้องกันการ contaminate บริเวณภายนอกเนื้อเยื่อจากน้ า
เลี้ยง โดยจะท าการสุ่มตรวจการติดเชื้อในหอยครั้งแรกในวันที่ 7 ด้วยเทคนิค SWP-PCR (Jaroenlak et al., 
2015) จ านวน 10 ตัว หลังจากนั้นในวันที่ 20 ของการเลี้ยงร่วม ท าการเก็บตัวอย่างหอยส าหรับตรวจการติด
เชื้อด้วยเทคนิค PCR จ านวน 10 ตัว ตรวจลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อด้วยเทคนิค H&E staining และ 
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in situ hybridization จ านวน 10 ตัว ตรวจการมีชีวิตของสปอร์ด้วยวิธี Wet mount จ านวน 5 ตัว ด้วยการ
ย้อมสี Phloxine B ตามวิธีของ Aldama-Cano et al., 2018 และตรวจระยะของ EHP ในเซลล์ด้วยเทคนิค 
Transmission electron microscope (TEM) จ านวน 5 ตัว  

 2) การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ EHP ด้วยวิธี cohabitation ระหว่างหอยกะพงติดเชื้อ EHP 
และกุ้งที่ไม่ติดเชื้อ EHP 

 ท าการเลี้ยงหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP จากการทดลองที่ 1 จ านวน 60 ตัว มาเลี้ยงร่วมกับกุ้งที่
ไม่ติดเชื้อ EHP จ านวน 10 ตัว ในถังขนาด 100 ลิตร บรรจุน้ า 70 ลิตร เป็นระยะเวลา 10 วัน สุ่มกุ้งจ านวน 8 
ตัว โดยกุ้ง 1 ตัว จะถูกแบ่งตับเป็น 2 ส่วน ตามแนวยาว เพื่อท าการตรวจการติดเชื้อ EHP ด้วยเทคนิค PCR 
และลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับ การทดสอบนี้ เพื่อบ่งบอกว่าหอยกะพงมีความสามารถในการเป็น
พาหะ และสามารถถ่ายทอดเช้ือ EHP สู่กุ้งได้หรือไม่ 

 
2.4 การทดสอบการติดเชื้อ EHP ในห้องทดลองโดยวิธีโดยวิธีเลี้ยงร่วม (co-habitation) 

 การเหนี่ยวน าให้กุ้งขาวติดเชื้อ EHP ภายในห้องปฏิบัติการสามารถท าได้โดยวิธีการเลี้ยงกุ้งที่ติดเชื้อ
แล้วร่วมกับกุ้งชุดใหม่ที่ยังไม่ติดเชื้อ โดยการทดสอบนี้จะขังกุ้งที่ติดเชื้อไว้ในกระชังหรือตะกร้าขนาดเล็กและ
น าไปเลี้ยงร่วมกับกุ้งที่ยังไม่ติดเชื้อนานประมาณ 7 ถึง 22 วัน อัตราความหนาแน่นของกุ้งติดเชื้อต่อกุ้งไม่ติด
เชื้ออยู่ที่ 1:1 ถึง 1:10 การตรวจการติดเชื้อในกุ้งที่เลี้ยงร่วมจะใช้วิธี PCR หรือตรวจโดยการย้อมเนื้อเยื่อตับ 

 
2.5 การทดสอบการติดเชื้อ EHP ในห้องทดลองโดยวิธีการฉีดสปอร์เข้าตับ (Injection) 

 การทดสอบนี้เป็นการทดสอบสมมติฐานการถ่ายทอดเชื้อ EHP โดยอาศัยตัวกลางคือ สปอร์ของเชื้อ
ที่มาจากกุ้งที่ติดเชื้อแล้ว จะเข้าสู่ตับกุ้งและเกิดการงอกใหม่เพื่อเพิ่มจ านวนเชื้อภายในเซลล์ตับ โดยวิธีทดสอบ
ระดับห้องปฏิบัติการจะเริ่มจากการสกัดสปอร์จากกุ้งโดยวิธีการปั่นผ่านสารละลาย percoll จากนั้นค านวณ
ปริมาณของสปอร์ที่ได้และน าไปฉีดเข้ากุ้งที่ไม่ติดเชื้อ โดยก าหนดจ านวนสปอร์ประมาณ 1000 – 10000 สปอร์
ต่อตัว ผสมในสารละลาย PBS และฉีดเข้าส่วนหัวของกุ้งให้เข้าสู่เนื้อเยื่อตับโดยตรง จากนั้นท าการเลี้ยงกุ้งต่อ
ประมาณ 7-14 วัน ก่อนจะท าการเก็บตัวอย่างตับเพ่ือตรวจหาการติดเชื้อโดยวิธี PCR  

 
2.6 การทดสอบปัจจัยกระตุ้นการงอกของสปอร์ EHP  

  2.6.1 การทดสอบการงอกของสปอร์ในสารละลายที่มี pH ต่างกัน 
  เป็นการทดสอบปัจจัยกระตุ้นการงอกในหลอดทดลองโดยใช้สารละลายที่มี pH ระหว่าง 4.0-
9.0 วิธีการทดสอบเริ่มจากการสกัดสปอร์จากกุ้งติดเช้ือ จากนั้นน าไปผสมกับน้ ากลั่นที่ปรับ pH แล้วตั้งแต่ 4.0-
9.0 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที จากนั้นทดสอบการงอกของสปอร์โดยใช้สารละลาย 2% phloxine B 
และนับจ านวนสปอร์ที่งอกโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ 
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  2.6.2 การทดสอบการงอกสปอร์ในสารละลาย germination buffer ที่มี calcium  
  ionophore  
  เป็นการทดสอบสมมติฐานปัจจัยกระตุ้นการงอกของสปอร์ในหลอดทดลองอาจจะมาจาก
โมเลกุลของแร่ธาตุกลุ่ม cation โดยรูปแบบการกระตุ้นการงอกของสปอร์ด้วยโมเลกุลของแร่ธาตุบางชนิด
สามารถพบได้ในเช้ือไมโครสปอริเดียนหลายชนิด เช่น Spraguea sp., Nosema sp. เป็นต้น จากผลการศึกษา
ก่อนหน้า น าไปสู่ข้อสันนิษฐานว่า กลไกการงอกของสปอร์เชื้อ EHP อาจจะอาศัยโมเลกุลของแร่ธาตุ ซึ่งคล้าย
กับเชื้อไมโครสปอริเดียนตัวอื่นที่พบในสัตว์น้ า วิธีการทดสอบสมมติฐานจะท าการทดลองกระตุ้นการงอกของ
สปอร์ EHP ในหลอดทดลอง โดยขั้นตอนแรกจะเตรียมสารละลายที่กระตุ้นการงอก (germination buffer) ซึ่ง
ประกอบด้วย 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 และ 20 µM calcium ionophore 
A23187 โดยสารละลายนี้ปรับ pH ให้ได้ 9.5 การทดสอบการงอกของสปอร์จะใช้สปอร์ที่สกัดจ านวน 106 
สปอร์ ผสมกับ germination buffer และบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 30 นาทีจากนั้นท าการย้อมสปอร์ด้วยสี 
1.2% Bengal rose ในสารละลาย 50% ethanol นาน 20 นาทีและย้อมทับด้วย Hematoxylin และ Eosin 
ซ้ าอีกรอบ จ านวนสปอร์ที่งอกจะตรวจนับภายใตใกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า 
  2.6.3 การทดสอบการงอกของสปอร์โดยใช้โปรตีนสกัดจากเนื้อเยื่อทางเดินอาหารกุ้ง 

อ้างอิงผลการทดสอบการติดเชื้อ EHP ในกุ้งจะพบต าแหน่งการติดเชื้อที่จ าเพาะในระบบ
ทางเดินอาหาร และโดยเฉพาะในตับ จากการทดสอบนี้น าไปสู่ข้อสันนิษฐานว่า กลไกการการติดเชื้อ EHP โดย
อาศัยสปอร์ อาจจะถูกกระตุ้นด้วยสาร หรือโปรตีนบางชนิดที่อยู่ในทางเดินอาหารของกุ้ง การทดสอบ
สมมติฐานนี้จะท าการสกัดโปรตีนจากเนื้อเยื่อ 3 ต าแหน่งคือ กระเพาะอาหาร ตับ และล าไส้ ซึ่งคาดว่าจะเป็น
ต าแหน่งอวัยที่เป็นทางผ่านของสปอร์ โดยวิธีการสกัดจะใช้เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 80% ในการ
ตกตะกอนโปรตีน ซึ่งวิธีนี้จะรักษาคุณสมบัติของโปรตีนให้อยู่ในรูปที่ท างานได้ ไม่เสียสภาพในขณะที่ตกตะกอน 
หลังจากท าการปั่นเอาตะกอนโปรตีนจะล้างด้วยสารละลาย PBS เพื่อก าจัดเกลือออก จากนั้นท าการวัด
ปริมาณโปรตีนที่ได้ก่อนจะน าไปทดสอบการกระตุ้นการงอกกับสปอร์เชื้อ EHP ที่สกัดแล้วต่อไป วิธีการทดสอบ
การงอกจะผสมโปรตีนที่สกัดได้จากแต่ละส่วนของเนื้อเยื่อกุ้งที่ความเข้มข้น 0.1-10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน
สารละลาย PBS pH 7.0-8.0 จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ท าการย้อมสปอร์ด้วยสี 
hematoxylin และ eosin และนับจ านวนสปอร์ที่งอกภายใต้กล้องจุลทรรศน์   

 
2.7 การตรวจหาเชื้อ EHP โดยวิธี In-situ hybridization 

 ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อ EHP โดยวิธี In situ hybridization เป็นการตรวจยืนยันผลร่วมกับการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อด้วยวิธี PCR โดยวิธีการนี้อาศัยข้อมูลล าดับสารพันธุกรรมของเชื้อ และท าการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมดังกล่าวได้โดยตรงจากเนื้อเยื่อกุ้งที่สันนิษฐานว่าจะมีการติดเชื้อ EHP ข้อดีคือสามารถ
ระบุต าแหน่งของการติดเชื้อภายในเนื้อเยื่อกุ้งได้อย่างจ าเพาะและชัดเจน โดยวิธีการตรวจเริ่มจากการ
สังเคราะห์ probe ที่จ าเพาะกับล าดับยีนของเชื้อ การทดสอบนี้ใช้ 2 ต าแหน่งคือ 18s RNA gene และ spore 
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wall protein gene (SWP1) วิธีสังเคราะห์ probe เริ่มจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย PCR และใช้
น้ ายาที่มี DIG ในปฏิกิริยา โดย probe ที่ได้จะน าไปใช้ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ EHP ที่อยู่ใน
เนื้อเยื่อต่อไป ในขั้นตอนการเตรียมเนื้อเย่ือส าหรับย้อม เริ่มจากการดองตับกุ้งด้วยน้ ายา Davidson นาน 1 วัน
ก่อนน าไปท า semi-thin section เนื้อเยื่อที่ผ่านการตัดจะน ามาแยกเอา paraffin ออกด้วยสารเคมีและบ่มกับ 
probe ที่เตรียมไว้ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส การทดสอบหาต าแหน่งที่มีการจับกันระหว่าง probe 
และสารพันธุกรรมของเชื้อจะเติมน้ ายา NBT/BCIP เพื่อเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิดสี สามารถอ่านผลได้โดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์ 
 

2.8 การตรวจหาโปรตีน PTP2 จากสปอร์โดยวิธี immunofluorescence 
 จากข้อมูลการวิเคราะห์ยีนและโปรตีนจากเชื้อ EHP พบการแสดงออกของยีนและโปรตีนชื่อ polar 
tube protein 2 (PTP2) ซึ่งสันนิษฐานว่าจะเป็นองค์ประกอบหลักของโครงสร้างเชื้อ EHP และอาจจะ
เกี่ยวข้องกับกลไกการก่อโรค การศึกษาโมเลกุลโปรตีนชนิดนี้จากเชื้อ EHP อาศัยการสร้างรีคอมบิแนนท์
โปรตีน PTP2 ในหลอดทดลองและสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนดดังกล่าวเพื่อน ามาใช้ในการตรวจหา
PTP2 จากเชื้อ โดยวิธีการตรวจหาโปรตีน PTP2 เพื่อระบุต าแหน่งของโปรตีน ใช้วิธีการจับกันระหว่าง PTP2 
และแอนติบอดีที่จ าเพาะ หลังจากนั้นท าการย้อมทับด้วยแอนติบอดีชนิดที่  2 ที่ติดสี fluorescence สามารถ
ระบุต าแหน่งได้โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดพิเศษ การเตรียมตัวอย่างส าหรับตรวจหาโปรตีน PTP2 จะท าการ
สกัดสปอร์จากกุ้งที่ติดเชื้อ จากนั้นน าสปอร์ที่ได้ผสมกับสารละลาย 2% phloxine B ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 
20 นาที เพื่อกระตุ้นการงอกในหลอดทดลอง จากนั้นท า smear โดยหยดส่วนผสมบนสไลด์และไถให้ทั่วสไลด์
น าสไลด์ที่ได้ไปตากให้แห้งก่อนน าไปย้อมด้วยแอนติบอดี (anti-PTP2) เจือจางในอัตราส่วน 1:500 โดยบ่ม
สไลด์ที่  4 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง จากนั้นย้อมทับด้วยแอนติบอดีชนิดที่  2 ซึ่ งติดด้วยสี 
fluorescence Alexa-488 หรือ Alexa-555 บ่มสไลด์ต่อประมาณ 1 ชั่วโมง ท าการล้างแอนติบอดีส่วนเกิน
ออกและย้อมทับด้วยสีอีก 2 ชนิดคือ DAPI และ Calcofluor white M2R เพื่อระบุต าแหน่งของนิวเคลียสและ
เปลือกของสปอร์ตามล าดับ การถ่ายภาพ fluorescence จะใช้กล้องจุลทรรศน์ confocal  
   

2.9 การทดสอบยับยั้งยนี PTP2 โดยใช้ dsRNA เพื่อลดการติดเชื้อในกุ้งขาว 
อาศัยข้อมูลผลการศึกษาการแสดงออกของยีนที่มาจากเชื้อ EHP ภายหลังจากการติดเชื้อในกุ้งขาวใน

ระยะเวลาต่างๆ พบกลุ่มยีนจากเชื้อที่มีการแสดงออกสูงในระยะแรกๆของการติดเชื้อ สันนิษฐานว่าอาจจะ
เกี่ยวข้องกับกลไกการติดเชื้อหรือการเพิ่มปริมาณเชื้อในตัวกุ้ง เพื่อระบุบทบาทและหน้าที่ที่จ าเพาะของยีนบาง
ชนิดที่มาจากเชื้อ การทดสอบจะอาศัยวิธีการควบคุมยีนโดยการยับยั้งการแสดงออกด้วยโมเลกุล dsRNA ซึ่ง
สังเคราะห์ในหลอดทดลอง การทดสอบบทบาทของยีนเป้าหมายคือ PTP2 จะออกแบบการทดลองดังนี้คือ ฉีด 
dsRNA จ านวน 10 ไมโครกรัมต่อน้ าหนักกุ้ง 1 กรัม โดยฉีดเข้ากุ้งที่ติดเชื้อ EHP แล้ว จ านวน 3 ครั้ง ระยะเวลา
ห่างกัน 7 วันต่อครั้ง โดยกุ้งติดเชื้อ EHP ที่ได้รับ dsRNA จะน าไปเลี้ยงร่วมกับกุ้งที่ยังไม่ติดเชื้อ จากนั้นจะ
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ติดตามผลการทดลองโดยการเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อกุ้ง 2 กลุ่มคือ กลุ่มตัวอย่างแรกเป็นตัวอย่างกุ้งที่มาจากบ่อที่
เลี้ยงร่วมกับกุ้งติด EHP ที่ระยะเวลา 7, 14 และ 21 วัน ตามล าดับ ส่วนกลุ่มตัวอย่างที่ 2 จะเป็นตัวอย่างกุ้ง
ที่มาจากบ่อที่เลี้ยงร่วมกับกุ้งติด EHP โดยกุ้งที่ติดเชื้อจะได้รับ dsRNA จ านวน 3 ครั้งโดยวิธีฉีด ตัวอย่าง
เนื้อเยื่อตับกุ้งที่ได้จะท าการสกัดดีเอ็นเอและตรวจวัดปริมาณเช้ือด้วยวิธี PCR 

 
2.10 การวัดปริมาณเชื้อ EHP โดยวิธ ีPCR 
ขั้นตอนนี้เป็นวิธีการตรวจหาปริมาณเชื้อแบบหยาบโดยอาศัยวิธีทางอณูชีววิทยา วิธีการตรวจหาเชื้อ 

EHP แบบจ าเพาะจะใช้ไพรเมอร์ที่จับกับสารพันธุกรรมของเชื้อในต าแหน่งที่จ าเพาะกับยีน Spore wall 
protein (SWP1) โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะจ านวน 2 ชุด และกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 2 ขั้นตอน 
ประกอบด้ วย  initial denaturation 94 °C 5 min, denaturation 94 °C 30 sec, annealing 58 °C, 30 
sec, extension 72 °C 30 sec, final extension 72 °C 5 min โดยในกระบวนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม
ขั้นตอนแรกจะท าทั้งหมด 35 รอบ และขั้นตอนที่ 2 จะเปลี่ยน annealing เป็น 62 °C และลดจ านวนรอบ
เหลือ 30 รอบ  เมื่อผ่านกระบวนการนี้จะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ PCR จ านวน 2 ขนาดคือ 514 คู่เบสและ 148 คู่
เบส วิธีการวัดปริมาณเชื้อ EHP โดยวิธี nested PCR อ้างอิงตามการรายงานของ Jaroenlak P. และคณะ 
(Jaroenlak P., et al 2018.)  

 
2.11 การสร้างแอนติบอดี IgY จากไข่ไก่เพื่อใช้ยับยั้งสปอร์ EHP 

 การทดสอบนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์การยับยั้งเชื้อ EHP สู่ระดับฟาร์มเพาะเลี้ยง โดยแนวคิดการ
ทดสอบการยับยั้งการติดเชื้อในกุ้งจะใช้โมเลกุลแอนติบอดีที่ผลิตจากไข่ไก่ที่สามารถผลิตได้ในปริมาณมาก โดย
วิธีการผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อเริ่มจากการสังเคราะห์โปรตีนรีคอมบิแนนท์ polar tube protein 2 
(PTP2) ซึ่งเป็นโปรตีนองค์ประกอบของโครงสร้าง polar tube จากสปอร์ของเชื้อ EHP และมีบทบาทที่ส าคัญ
ในการก่อโรค ในการฉีดกระตุ้นในไก่ไข่จะใช้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ 0.3-0.5 มิลลิกรัมผสมกับ complete 
adjuvant สัดส่วน 1:2 และฉีดเข้ากล้ามเนื้อส่วนอกของแม่ไก่อายุ 17-18 สัปดาห์ จากนั้นจะฉีดซ้ าอีก 2 รอบ
ห่างกันทุก 7 วันเพื่อกระตุ้นภูมิในแม่ไก่ การเก็บตัวอย่างไข่ไก่จะเก็บไข่ก่อนฉีดโปรตีน PTP2 และหลังฉีด
โปรตีนครบ 3 ครั้งแล้วประมาณวันที่ 21-30 เพื่อน ามาสกัด IgY โดยวิธีการสกัดจะใช้ polyethylene glycol 
(PEG8000) ที่ความเข้มข้น 3%, 6% และ 12.5% ตามล าดับ โปรตีน IgY ที่สกัดได้จะล้างด้วยสารละลาย PBS 
pH 7.4 และวัดความเข้มข้นโดยวิธี Bradford ผังขั้นตอนการผลิต IgY แสดงในภาพที่ 4 
 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ EHP โดยใช้ IgY เบื้องต้นจะทดสอบในหลอดทดลองโดยท าการผสมสปอร์ 
EHP ปริมาณ 10000 สปอร์กับโปรตีน IgY ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสนาน 30 นาทีก่อนน าสปอร์ไปฉีดเข้าปากกุ้ง (oral gavage) กุ้งที่ฉีดสปอร์เข้าปากจะน าไปเลี้ยง
นาน 14 วันก่อนจะเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อตับเพื่อน ามาตรวจวิเคราะห์หาปริมาณเชื้อ EHP โดยเปรียบเทียบ
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ระหว่างกุ้งที่ฉีดสปอร์ที่ไม่ผสมแอนติบอดีกับกุ้งที่ฉีดสปอร์ที่บ่มกับแอนติบอดี IgY ที่สามารถจับกับโปรตีน 
PTP2 ได้ โดยวิธีการตรวจปริมาณเชื้อใชว้ิธี PCR  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 แสดงขั้นตอนการผลิตแอนติบอดี IgY เพื่อใช้ยับยั้งเชื้อ EHP โดยเริ่มจากการสังเคราะห์โปรตีนรี
คอมบิแนนท์ PTP2 ส าหรับใช้เป็นแอนติเจน จากนั้นจะน าไปฉีดเข้าแม่ไก่เพื่อกระตุ้นให้ผลิตแอนติบอดีที่
จ าเพาะ หลังจากการกระตุ้นจะท าการเก็บไข่จากแม่ไก่เพื่อน ามาสกัด IgY โดยใช้ PEG8000 ก่อนจะน าไป
ทดสอบการยับยั้งเชื้อ EHP ในหลอดทดลองต่อไป 
 

2.12 การทดสอบยับยั้งเชื้อ EHP โดยใช้ยาฆ่าเชื้อ Albendazole 
 การทดสอบนี้อาศัยข้อมูลการรักษาโรคติดเชื้อปรสิตกลุ่มไมโครสปอริเดียนในสัตว์บก เช่น สุนัข แมว 
โคและกระบือ พบว่ายาต้านปรสิตกลุ่ม Albendazole และ Metronidazole ซึ่ งออกฤทธิ์ยับยั้ งการ
เจริญเติบโตของเชื้อโดยวิธีการรบกวนการท างานของโปรตีนกลุ่ม microtubule (Albendazole) หรือระงับ
การขนส่งพลังงาน ATP เข้าสู่เซลล์ของเช้ือ (Metronidazole) ท าให้เชื้อหยุดการแบ่งตัวและตายในที่สุด ท าให้
สันนิษฐานว่า ยาต้านเชื้อชุดนี้อาจจะออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ EHP ที่พบในกุ้งได้ โดยวิธีการทดสอบ
อ้างอิงตามการรักษาการติดเชื้อในสัตว์บก โดยระบุความเข้มข้นของยาที่ 200 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักสัตว์ 60 
กิโลกรัม และเภสัชจลนศาสตร์ของยากลุ่มนี้จะออกฤทธิ์ผ่านการกระตุ้นในระบบทางเดินอาหาร วิธีการทดสอบ
ในกุ้งจะใช้วิธีบดยา Albendazole และเคลือบในอาหารกุ้งก่อนจะน าไปให้กุ้งที่ติดเชื้อแล้วกิน โดยให้ 1 ครั้ง
ต่อวัน ติดต่อกันนาน 14-30 วัน จากนั้นท าการสุ่มตัวอย่างกุ้งที่ได้รับยาเพื่อเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อตับและท าการ
ตรวจหาปริมาณเชื้อ EHP โดยวิธี PCR เพื่อเปรียบเทียบความรุนแรงของการติดเชื้อระหว่างกุ้งติดเชื้อ EHP ที่
ไม่ได้รับยาและกุ้งที่ได้รับยา Albendazole ที่ระยะเวลาต่างๆ  
 

2.13 การทดสอบคัดแยกกุ้งสายพันธุ์ที่ต้านการติดเชื้อ EHP ได้ดีโดยใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 การทดสอบนี้อ้างอิงข้อมูลการทดสอบการติดเชื้อ EHP โดยวิธี cohabitation ในห้องปฏิบัติการ โดย
ใช้ลูกกุ้งจากหลายแหล่ง หลังจากการตรวจหาปริมาณเชื้อในลูกกุ้งที่เลี้ยงร่วมกับกุ้งติดเชื้อด้วยวิธีต่างๆ เช่น 
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PCR, In situ hybridization และ Real-time PCR พบข้อมูลที่น่าสนใจคือ ลูกกุ้งที่เลี้ยงบ่อเดียวกันมีระดับ
การติดเชื้อที่ต่างกันค่อนข้างชัดเจน (มากกว่า 10000 เท่า) จากผลการทดสอบนี้น าไปสู่ข้อสันนิษฐานว่า กุ้งแต่
ละสายพันธ์ุอาจจะมีความสามารถในการต้านการติดเชื้อ EHP ได้แตกต่างกัน การศึกษาเพื่อจะแยกสายพันธ์ุกุ้ง
ที่ต้านเชื้อ EHP ได้ดีอาจจะเป็นแนวทางส าหรับการคัดแยกกุ้งต้านเชื้อ EHP เพื่อน าไปเลี้ยงได้ในอนาคต การ
ทดสอบนี้ ในเบื้องต้น เริ่มทดสอบโดยคัดแยกกลุ่มกุ้งที่ต้านการติดเชื้อ EHP ได้ดี (ติดเชื้อน้อย) โดยอ้างอิงผล
จากการทดสอบ cohabitation จากนั้นท าการระบุลักษณะทางสายพันธุ์กุ้ง โดยอาศัยข้อมูล microsatellite 
หมายเลข 132 (Denise K., et al 2007) จากนั้นท าการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์กุ้งและทดสอบผสมพันธุ์เพื่อให้ได้
ลูกกุ้งที่มีลักษณะสายพันธ์ุต้านเชื้อได้ดีก่อนจะน าลูกกุ้งไปทดสอบการติดเชื้อซ้ าอีกครั้งเพื่อระบุลักษณะทางสาย
พันธ์ุที่ต้านเชื้อ EHP แผนการทดลองดังแสดงในภาพที่ 5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 แสดงแผนผังการทดลองเพื่อคัดแยกลักษณะสายพันธุ์กุ้งที่ต้านทานการติดเชื้อ EHP ได้ดี โดย
อาศัยข้อมูลระดับการติดเชื้อในกุ้งหลังจากการทดสอบการติดเชื้อในห้องปฏิบัติการด้วยวิธี cohabitation 
และการตรวจวิเคราะห์ลักษณะสายพันธุ์กุ้งโดยใช้ข้อมูล microsatellite marker 
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3. ผลการวิจัย 
3.1 กลไกการก่อโรคของเชือ้ Enterocytozoon hepatoenaei ในกุ้งขาว 
 3.1.1 การพบสปอร์ของเชื้อ EHP ในขี้กุ้งและน้ าเลี้ยงกุง้ติดเชื้อ EHP  
 ผลงานวิจัยที่มีมาก่อนหน้านี้พบว่าการเหนี่ยวน าให้กุ้งทดลองติดเชื้อ EHP ท าได้โดยการเลี้ยงกุ้ง
ทดลองร่วมกับกุ้งติดเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงเดียวกัน ที่เรียกว่า Co-habitation assay (Salachan et al., 2017)
ดังแสดงในภาพที่ 6 ผลงานวิจัยดังกล่าวท าให้เกิดสมมติฐานว่าในขี้กุ้งที่ติดเชื้อ EHP น่าจะมีสปอร์ของเชื้ออยู่
และ เมื่อกุ้งถ่ายออกมาท าให้มีการกระจายของสปอร์ออกไปในน้ าในบ่อเลี้ยง การทดลองน ากุ้งที่ติดเชื้อ EHP 
มาเลี้ยงในถังทดลองเป็นระยะเวลาหนึ่ง ก่อนน าขี้กุ้งและน้ าเลี้ยงกุ้งมาตรวจ ผลการวิเคราะห์พบว่าเมื่อเก็บ
ตัวอย่างขี้ในล าไส้ของกุ้งที่ติดเชื้อ EHP มาตรวจสอบด้วยวิธี wet smear พบสปอร์อยู่ในขี้กุ้งติดเชื้อจ านวน
มาก ดังแสดงในภาพที่ 7A เมื่อน ากุ้งติดเชื้อออกจากถังทดลองและน าตะกอนก้นถังมาตรวจ พบสปอร์ของเชื้อ 
EHP จ านวนมาก ดังแสดงในภาพที่ 7B สปอร์ของ EHP ที่พบทั้งในขี้กุ้งติดเชื้อและในน้ าที่เลี้ยงกุ้งติดเชื้อพบว่า
เป็นสปอร์ที่มีชีวิต เมื่อน ามากระตุ้นให้งอกโดยใช้สารละลาย Phloxine B ก็สามารถงอกได้ การทดสอบ
เพิ่มเติมถึงความสามารถในการเหนี่ยวน าการติดเชื้อ EHP ของน้ าในถังทดลอง โดยน ากุ้งทดลองที่ไม่ติดเชื้อมา
เลี้ยงในถังทดลองพบว่ากุ้งทดลองที่ไม่ติดเชื้อ จะติดเชื้อ EHP ทั้งหมดภายใน 7 วันโดยการตรวจด้วยวิธี SWP-
PCR ดังแสดงในภาพที่ 8 
 ผลงานวิจัยดังกล่าวบ่งชี้ว่าการแพร่กระจายของเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงกุ้ง เกิดจากการแพร่กระจายของ
สปอร์ที่ถ่ายออกมาจากกุ้งที่ติดเชื้อเริ่มต้นในบ่อเลี้ยงไปยังกุ้งที่ไม่ติดเชื้อ จนในที่สุดกุ้งเกิดการติดเชื้อทั้งบ่อ 
งานวิจัยในล าดับต่อไปจะท าการศึกษาคุณสมบัติของสปอร์และการกระตุ้นการงอกของสปอร์  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 แสดงวิธีการเหนี่ยวน าให้กุ้งทดลองติดเชื้อ EHP โดยเลี้ยงร่วมกับกุ้งติดเชื้อ EHP ในถังทดลอง
เดียวกัน แต่เลี้ยงแยกส่วนกัน ท าให้น้ าสามารถหมุนเวียนระหว่างกุ้งทดลองและกุ้งติดเชื้อ (Salachan et 
al., 2017) 
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(A)                                                    (B) 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ EHP ในขี้กุ้งและน้ าเลี้ยงกุ้งที่ติดเชื้อโดยการท า wet smear จะพบ
สปอร์เชื้อจ านวนมากโดยเฉพาะในตัวอย่างขี้กุ้ง เมื่อย้อมด้วยสี phloxine B จะเห็นสปอร์บางส่วนที่งอก 
(ลูกศร) ซึ่งท าให้สันนิษฐานได้ว่า การถ่ายทอดเชื้อ EHP น่าจะเกิดจากการกระจายของ spore จากกุ้งติด
เชื้อในระบบน้ า 
 

  (A)  

 
  

 (B)  

ภาพที่ 8 แสดงผลการตรวจการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP โดยวิธี SWP-PCR ในกุ้งทดลองที่น าไปเลี้ยงใน
ถังทดลองที่มีการเลี้ยงกุ้งติดเชื้อ EHP มาก่อนหน้านี้ (A) กุ้งทดลองที่ไม่ได้เลี้ยงในถังทดลองที่ไม่เคยเลี้ยง
กุ้งติดเชื้อ EHP (B) กุ้งทดลองที่เลี้ยงในถังทดลองที่มีการเลี้ยงกุ้งติดเชื้อ EHP มาก่อน  

Polar tube 
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3.1.2 กลไกการก่อโรคของเชื้อ EHP 
 1) การงอกของสปอร์มคีวามสัมพันธ์กับการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP ในกุ้ง 
  การทดลองเปรียบเทียบกุ้งที่ได้รับอาหารที่มีสปอร์ที่มีความสามารถในการงอกกับสปอร์ที่ถูกยับยั้งการ
งอกด้วยความร้อนที่ 75oC เป็นเวลา 45 และ 60 วินาที ภาพที่ 9  แสดงจ านวนสปอร์ที่สามารถงอกได้เมื่อบ่ม
ไว้ที่อุณหภูมิห้องและที่อุณหภูมิ 75 oC  จะเห็นได้ว่าการงอกของสปอร์สามารถยับยั้งได้ด้วยอุณหภูมิสูง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 แสดงผลของอุณหภูมิที่ 75oC ต่อการงอกของสปอร์อัตราการงอกของสปอร์ลดลงเป็นอย่างมาก
เมื่อสปอร์ได้รับการบ่มที่ 75oC, 45-60 วินาที 
 
 การทดลองต่อมาเพื่อศึกษาว่าการงอกของสปอร์ (polar tube extrusion) มีความส าคัญต่อการก่อ
โรคของเชื้อ EHP จึงได้ท าการทดลองให้อาหารที่มีสปอร์ที่สามารถงอก (No heat) และสปอร์ที่ถูกยับยั้งการ
งอกด้วยอุณหภูมิ 75oC ในกุ้ง (75oC) โดยให้อาหารกุ้งเป็นเวลา 14 วัน ผลการศึกษาพบว่ากุ้งที่ได้รับอาหารที่
ผสมสปอร์ที่ไม่ผ่านความร้อน สามารถเพิ่มจ านวนในกุ้งได้ ขณะที่กุ้งที่ได้รับอาหารที่มีสปอร์ที่ถูกความร้อนที่ 
75oC ตรวจไม่พบเช้ือ EHP ดังแสดงในภาพที ่10  ผลการศึกษาดังกล่าวบ่งช้ีว่าการงอกของสปอร์หรือที่เรียกว่า 
polar tube extrusion มีความส าคัญต่อการเพิ่มจ านวนและก่อโรคในกุ้งของเชื้อ EHP  

No heat                                                75 oC                           
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                                       75oC                No heat 

                        
 
ภาพที่ 10 แสดงผลการตรวจ EHP โดยใช้วิธี SWP-PCR ในกุ้งกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีสปอร์ที่ผ่านความรอ้น 
(75oC) และกุ้งกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีสปอร์ที่ไม่ผ่านความร้อน (No heat) จ านวน 5 ตัวต่อกลุ่ม  
 
 2) การกระตุ้นการงอกของสปอร์ในกุ้ง 
 จากการศึกษาการกระตุ้นให้สปอร์งอกในเชื้อไมโครสปอริเดียน 2 ชนิด คือ Spraguea sp. และ 
Glugea sp. พบว่าแคลเซียมไออนมีบทบาทกระตุ้นให้สปอร์งอกได้ โดยอาศัยสภาวะที่เป็นด่างสูง (pH 9.5) 
กระตุ้นให้แคลเซียมไหลเข้าสู่สปอร์และท าให้ระดับแคลเซียมในสปอร์เพิ่มสูงขึ้น  กระตุ้นการงอกของสปอร์ 
(Pleshinger and Weidner, 1985; Campbell et al., 2013)  ส าหรับงานวิจัยปัจจัยที่กระตุ้นการงอกของ
สปอร์ยังไม่ทราบแน่ชัด เมื่อทดสอบด้วย pH พบว่าจ านวนสปอร์ของเชื้อ EHP งอกมากขึ้นในสภาวะที่มี pH ที่
เป็นด่าง แต่จะลดลงในสภาวะที่เป็นกรด (ภาพที่ 11)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11 แสดงผลของระดับ pH กระตุ้นให้อัตราการงอกของสปอร์แตกต่างกันโดยอัตราการงอกของ
สปอร์เมื่อทดสอบในหลอดทดลองจะแปรผันตาม pH ที่เพิ่มขึ้นของสารละลาย ที่ pH ประมาณ 8.0 อัตรา
การงอกจะสูงในขณะที่ pH ต่ า การงอกของ EHP จะลดลง 

148 bp 
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 เมื่อตรวจสอบ pH ในระบบทางเดินอาหารของกุ้งพบว่าค่า pH ที่วัดได้ในกระเพาะอาหารมีค่าอยู่
ระหว่าง 6.53-7.14 ในขณะที่ pH ในตับและล าไส้กุ้งมีค่าสูงกว่า อยู่ระหว่าง 7.07-8.09 และ 7.32-8.24 
ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 12  ผลการทดลองดังกล่าวบ่งชี้ว่าสปอร์ของเช้ือ EHP น่าจะงอกที่ตับและล าไส้ได้
ดีกว่าที่กระเพาะอาหาร  
  
  
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 แสดงระดับ pH ที่วัดได้ในทางเดินอาหารของกุ้งขาว โดยวัดที่กระเพาะอาหาร ตับและล าไส้กุ้ง
ที่ไม่ติดเชื้อ EHP  
 

เพื่อให้เข้ากลไกการติดเชื้อผ่านทางสปอร์ จะอาศัยผลการศึกษาโดยใช้วิธีติดตามสารพันธุกรรมของ
เชื้อ EHP ด้วยเทคนิค in situ hybridization ในเบื้องต้นพบว่ากุ้งที่ติดเชื้อ EHP จะพบสารพันธุกรรมของเชื้อ
ในส่วนเนื้อเยื่อตับเท่านั้น (ภาพที่ 13) ไม่พบการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อในต าแหน่งอื่นของทางเดิน
อาหารกุ้ง จากผลการตรวจนี้ท าให้สันนิษฐานว่า การติดเชื้อ EHP ในกุ้งผ่านทางการงอกของสปอร์น่าจะเกิดใน
ส่วนของเนื้อเยื่อเซลล์ตับเป็นหลัก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 13 การตรวจติดตามสารพันธุกรรมเชื้อ EHP ด้วยวิธี in situ hybridization ในกุ้งที่ติดเชื้อ EHP 
จะพบต าแหนง่ของเชื้อ EHP ในส่วนของเซลล์ตับเปน็หลัก (ลูกศร) ไม่พบที่กระเพาะอาหารหรอืส่วนอื่น
ของทางเดินอาหาร (AMC; anterior midgut caecum, HP; hepatopancreas, Int; Intestine) 
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การทดลองต่อมาพบเพิ่มเติมว่านอกจากตับแล้ว ยังพบการงอกของสปอร์ได้ล าไส้เป็นอวัยวะเป้าหมาย
ส าหรับการงอกของสปอร์ของเชื้อ EHP โดยน ากุ้งติดเชื้อ EHP มาท าการแยกกระเพาะอาหาร ตับ และล าไส้ 
หลังจากนั้นแยกสปอร์ออกมาจากอวัยวะเหล่านี้โดยการใช้เทคนิค Percoll gradient Centrifugation 
(Aldama-Cano et al. , 2018)  น าสปอร์ที่ แยกได้จากอวัยวะต่างๆมาตรวจด้วยเทคนิค Immuno-
fluorescence โดยใช้ antibody ต่อ polar tube protein 2 ที่สร้างขึ้น ผลการทดลองพบสปอร์ที่งอกเฉพาะ
ในตับและล าไส้เท่านั้น ไม่พบสปอร์ที่งอกในกระเพาะอาหาร ดังแสดงในภาพที่ 14     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14 แสดงผลการตรวจหาสปอร์ที่มีการงอกในอวัยวะของทางเดินอาหารของกุ้งด้วยเทคนิค 
Immunofluorescence สปอร์ที่งอกแล้วอยู่ในวงสีขาว พบสปอร์ที่งอกแล้วในตับและล าไส้เท่านั้น  

 
กลไกการกระตุ้นการงอกโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของ pH ยังไม่ทราบแน่ชัดในกรณีเช้ือ EHP การ

ทดสอบโดยการเติม Calcium ionophore (20 M Calcium ionophore A23187) เข้าไปใน buffer ที่มี pH 
สูง (9.5) ท าให้มีการงอกของสปอร์มากขึ้นกว่าการใช้ buffer ที่มี pH สูงอย่างเดียวหรือ การเติม Calcium 
ionophore ดังแสดงในภาพที่ 15   การเติม Ca2+ chelating agent (0.1 mM EGTA) ยับยั้งการงอกของสปอร์ 
ผลการทดลองดังกล่าวบ่งชี้ว่าการงอกของสปอร์เชื้อ EHP เกิดขึ้นที่ตับและล าไส้ของกุ้ง และการงอกถูกกระตุ้น
ด้วย pH สูง (≥8) และปรมิาณ Ca2+ Influx 
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ภาพที่ 15. แสดงการงอกของสปอร์เชื้อ EHP ที่ถูกกระตุ้นด้วย buffer ที่มี pH 9.5 และ 20 M Calcium 
ionophore A23187 และถูกยับยั้งด้วยสาร Chelating agent (EGTA) 
 
3.2 งานวิจัยเพื่อศึกษาโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ polar tube extrusion ของสปอร์เชื้อ EHP 
 ในการเข้าใจกลไกการก่อโรคของเชื้อ EHP จ าเป็นต้องมีองค์ความรู้ที่เกี่ยวข้องกับโมเลกุลที่เกี่ยวข้อง
กับการงอกของสปอร์ จึงได้ท าการเตรียมสารละลายโปรตีนของสปอร์ 2 แบบคือ สารละลายโปรตีนจากสปอร์
ทั้งหมด (Total spore protein, TSP) และโปรตีนของ polar tube (เตรียมโดยกระตุ้นให้เกิดการงอก และ
ละลายโปรตีนที่อยู่บน polar tube โดยที่สปอร์ไม่แตก, PT) น าสารละลายโปรตีนทั้งสองแบบมาวิเคราะห์ด้วย 
SDS-PAGE ดังแสดงในภาพที่ 16 ผลการวิเคราะห์โปรตีนรวมโดยใช้เทคนิค Mass Spectrometry ได้ 
candidate proteins ทั้งสิ้น 443 และ 450 โปรตีนจาก TSP และ PT ตามล าดับ เมื่อน ามาวิเคราะห์
เปรียบเทียบ พบว่ามีโปรตีนที่จ าเพาะต่อ polar tube ทั้งสิ้น 168 โปรตีน โดยแบ่งเป็นโปรตีนที่ทราบหน้าที่
แล้วในเชื้อไมโครสปอริเดียนชนิดอื่น 96 โปรตีน โปรตีนที่ยังไม่ทราบหน้าที่แต่มีรายงานแล้วจ านวน 46 โปรตีน 
และโปรตีนที่ไม่เคยมีรายงานมาก่อน 26 โปรตีน  
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ภาพที่ 16 แสดงผลการวิเคราะห์ protein profiles ของ total spore protein (TSP) และ polar tube 
protein (PT) ด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ Mass spectrometry พบจ านวนโปรตีนที่เหมือนกัน 282 
โปรตีน และเป็นโปรตีนที่จ าเพาะต่อสปอร์ 161 โปรตีน และจ าเพาะต่อ polar tube 168 โปรตีน 
 
 โปรตีน Polar tube protein 2 (PTP2) เป็นโปรตีนที่มีความส าคญัตอ่การเพิ่มจ านวนของเชื้อ 
EHP 

ผลการวิเคราะห์โปรตีนของ polar tube พบ candidate ที่มีกรดอะมิโนที่คล้ายคลึงกับโปรตีน polar 
tube protein 2 (PTP2) ซึ่งพบในเชื้อ microsporidian ชนิดอื่น (Polonais, V., et al 2013) โดยโปรตีน
ชนิดนี้ เป็นหนึ่งในองค์ประกอบหลักของโครงสร้าง polar tube และมีบทบาทส าคัญในการช่วยถ่าย 
sporoplasm เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในกรณีเชื้อ EHP ยังไม่มีการรายงานหน้าที่ของโปรตีน
ชนิดนี้ การศึกษาในระดับยีนพบว่าการแสดงออกของ PTP2-like ของเชื้อ EHP จะสูงในกุ้งที่ติดเชื้อในปริมาณ
มากในวันที่ 22 หลังการเลี้ยงร่วม (ภาพที่ 17) การศึกษาเพื่อระบุต าแหน่งของโปรตีน PTP2 โดยใช้แอนติบอดี
ที่จ าเพาะ (anti-PTP2) พบว่าโปรตีน PTP2 น่าจะเป็นโปรตีนองค์ประกอบหลักตัวหนึ่งในโครงสร้าง polar 
tube โดยผลการย้อมสปอร์ EHP ที่กระตุ้นให้งอก จะพบการกระจุกตัวของโปรตีน PTP2 ตลอดท่อ polar 
tube ของสปอร์ที่งอก (ภาพที่ 8) แต่จะไม่พบ PTP2 รอบๆ โครงสร้างสปอร์ (เปรียบเทียบกับการย้อมโปรตีน 
spore wall protein 1 (SWP1) ซึ่งจะพบการกระจุกตัวของ SWP1 รอบโครงสร้างสปอร์)  
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ภาพที่ 17 ผลการวัดปริมาณยีน PTP2 ในกุ้งที่มีการติดเชื้อ EHP โดยวิธี RT-PCR ใน 2 ช่วงเวลาหลังการ
เลี้ยงร่วม พบว่ายีน PTP2 จะแสดงออกสูงในระยะ 22 วันหลังการติดเชื้อ และสัมพันธ์กับปริมาณการเพิ่ม
จ านวนของตัวเชื้อ EHP 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
ภาพที่  18  การระบุต าแหน่งโปรตีน PTP2 โดยใช้วิธี immunofluorescence ใน spore เชื้อ EHP ที่
กระตุ้นให้งอกและย้อมด้วยแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน PTP2 พบว่าโปรตีน PTP2 จะมีต าแหน่งอยู่
รอบโครงสร้าง polar tube โดยส่วนใหญ่ (ภาพ immunofluorescence แสดงสัญญาณโปรตีน PTP2 
เป็นสีเขียว) และจะไม่พบที่เม็ดสปอร์ ซึ่งต่างจากโปรตีน spore wall protein 1 ที่พบเฉพาะโครงสร้าง
ของเม็ดสปอร์เป็นหลัก (ภาพ immunofluorescence แสดงสัญญาณโปรตีน SWP1 สีเขียวรอบเม็ด
สปอร์) ภาพถ่าย immunofluorescence ถ่ายด้วยกล้อง confocal ก าลังขยาย 600 เท่า 
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 การศึกษาเพื่อเข้าใจกลไกการการก่อโรคของเชื้อ EHP และหาแนวทางในการยับยั้งเชื้อในกุ้ง โดย
อาศัยข้อมูลการค้นพบยีนที่สร้างโปรตีนPTP2 ซึ่งสันนิษฐานว่าน่าจะเป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในกลไกการ
ก่อโรคหรือการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP ในเซลล์กุ้ง ในเบื้องต้นอาศัยหลักการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PTP2 โดยการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอสายคู่ (dsRNA) และฉีดเข้ากุ้งที่ติดเชื้อ EHP ซึ่งรูปแบบการฉีด dsRNA (10 
µg ต่อน้ าหนักกุ้ง 1 กรัม) จะฉีดเข้ากล้ามเนื้อและก าหนดจ านวนครั้งของการฉีดทั้งหมด 3 ครั้ง ในแต่ละครั้งจะ
ห่างกันประมาณ 7 วัน การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์ว่าถ้ายับยั้งการแสดงออกของ PTP2 ได้ ก็จะท าให้การติด
เชื้อ EHP ลดลง ผลการทดลองพบว่า กุ้งที่ฉีด dsRNA-PTP2 มีปริมาณเชื้อ EHP มีที่ลดลง โดยเปรียบเทียบ
จากปริมาณ DNA ของเชื้อในตัวอย่างโดยวิธี nested PCR (ภาพที่ 19B) ในขณะที่กุ้งติดเชื้อEHP ที่ไม่ได้ฉีด 
dsRNA ยังคงวัดระดับ DNA ของ EHP ได้สูงอยู่ (ภาพที่ 19A) ผลการทดลองสรุปได้ว่า PTP2 เป็นโมเลกุลที่มี
ความส าคัญในการก่อโรคของเชื้อ EHP 

 
 

ภาพที่ 19 แสดงความส าคัญของการแสดงออกของ PTP2 ต่อการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP  
(A) การเพิ่มจ านวนของ EHP ในกุ้งที่ติด EHP และไม่ได้รับ dsRNA-PTP2  
(B) การเพิ่มจ านวนของ EHP ในกุ้งที่ติด EHP และได้รับ dsRNA-PTP2 ปริมาณ 10 µg ต่อน้ าหนักกุ้ง 1 
กรัม 
 
3.3 แนวทางการแก้ไขปัญหาการติดเชื้อ EHP ในกุ้งจากผลงานวิจัย 
 จากผลการศึกษาพบว่าการก่อโรคของเชื้อ EHP จากสิ่งแวดล้อมภายนอกเข้าสู่ตัวกุ้งโดยอาศัยสปอร์ที่
ออกมาจากกุ้งที่ติดเชื้อ EHP และแพร่กระจายในน้ าในบ่อเลี้ยง การก่อโรคของเชื้อจะเกิดขึ้นได้จากสปอร์ที่มี
ชีวิตที่สามารถงอกในตับและล าไส้ของกุ้งได้ กระบวนการงอกของสปอร์จึงมีความส าคัญต่อการเพิ่มจ านวนของ
เชื้อ EHP และก่อโรคในกุ้ง อย่างไรก็ดี ผลงานวิจัยดังกล่าวท าให้เกิดข้อสงสัยว่าถ้าลูกกุ้งก่อนปล่อยได้รับการ
ตรวจว่า ปลอดจากเชื้อ EHP แต่เมื่อเลี้ยงไประยะหนึ่งกลับให้ผลบวกในกุ้งจ านวนหนึ่ง ก่อนที่จะมีการ
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แพร่กระจายไปทั่วบ่อจากขี้กุ้งของกุ้งที่ป่วยนั้น สมมติฐานที่ตั้งขึ้นคือ การมี environmental reservoirs 
ส าหรับเช้ือ EHP ในบ่อเลี้ยง   
 
 3.3.1 ผลการศึกษาสิ่งมีชีวติที่สามารถเปน็พาหะเชื้อไมโครสปอริเดียน (Enterocytozoon 
 hepatopenaei: EHP) ในบ่อเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมทีต่ิดเชื้อ EHP 

ในการศึกษาหาพาหะหรือ environmental reservoir ของเชื้อ EHP จากบ่อเลี้ยงกุ้ง ได้ตั้ง Criteria 
ในการเลือกบ่อที่จะน ามาศึกษาคือ พบการติดเชื้อ EHP (โดย SWP-PCR) ทั้งในตัวกุ้งและ suspended solid 

ที่กรองจากน้ า (200 m plankton net) และกุ้งมี ADG  0.1 g/day จากการเก็บตัวอย่างจากบ่อเลี้ยงกุ้ง
จ านวน 21 บ่อ พบว่ามีจ านวนบ่อเพียง 3 บ่อที่ผ่าน criteria ที่ตั้งไว้เพื่อศึกษาหาพาหะ ได้แก่บ่อที่ 7 (ER7), 
12 (ER12) และ 21 (ER21) ดังแสดงในตารางที่ 2  จึงท าการเพิ่มจ านวน DNA template ของทั้ง 3 บ่อ ด้วย 
18s rRNA gene universal primer และส่ง sequencing ผลที่ได้จาก BlastN ภายใต้ฐานข้อมูล NCBI พบว่า 
บ่อ ER7 และ ER12 พบ candidate ที่ เหมือนกันคือ Mytilopsis sp. โดยมี Identities สูงถึง 99% กับ 
accession no. KX713323.1 (ภาพที่ 20) ส่วน candidate ที่ได้จาก ER21 คือ Perna sp. มี Identities 
เท่ากับ 95% กับ accession no. MK419109.1 (ภาพที่ 21)  

Mytilopsis sp. และ Perna sp. เป็นหอยสองฝาที่เป็น filter feeder จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้เชื้อ 
EHP สามารถเข้าสู่ตัวหอยได้ง่าย ซึ่งในปัจจุบันนี้ ยังไม่มีการรายงานเกี่ยวกับเชื้อ EHP ก่อโรคในหอยสองฝา 
แต่อย่างไรก็ตาม พบว่ามีการรายงานของไมโครสปอริเดียนชนิดอื่นที่ถูกพบเจอในหลากหลายที่ในเนื้อเยื่อหอย
ทะเลสองฝา เช่น connective tissue ของ digestive gland ของหอย Scallop (Aequipecten opercularis) 
(Lohrmann et al. 2000), epithelium ของ digestive gland ของหอย Scallop (Chlamys varia) (Bodoy 
et al. 1991), connective tissue รอบ gut epithelium ของหอยนางรม (Ostrea lutaria) (Jones 1981), 
epithelium ข อ ง  stomach ข อ ง  clams ( Ruditapes decussatus, Venerupis pullastra and V. 
rhomboides) (Villalba et al. 1993a, b) ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าชนิดของหอยที่เราตรวจพบสามารถ
เป็นพาหะของเชื้อ EHP ซึ่งหลังจากผลที่ได้นี้ ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการเลือก Mytilopsis sp. มาทดสอบการ
เป็นพาหะของเชื้อ EHP ก่อน เนื่องจากสามารถพบกระจายอยู่ทั่วไปในบ่อเลี้ยงกุ้งและเกือบทั่วทุกพื้นที่การ
เลี้ยงในประเทศไทย 
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ตารางที่ 2 แสดงข้อมูลบ่อที่กุ้งติดเชื้อ EHP จ านวน 11 บ่อ และบ่อที่ผ่าน criteria 
 

Code 
ADG 

(g/day) 
EHP infection 

Passed criteria Mytilopsis sp. Perna sp. 
Shrimp SMO 

ER2 0.19 + + × × × 
ER3 0.26 + + × × × 
ER4 0.19 ++ + × × × 
ER7 0.08 ++ + √ √ × 
ER8 0.32 ++ + × × × 
ER9 0.36 ++ + × × × 
ER10 0.38 ++ + × √ × 
ER12 0.08 ++ + √ √ × 
ER19 0.22 ++ + × × × 
ER20 0.18 ++ + × × × 
ER21 0.10 ++ + √ × √ 
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ภาพที่ 20 แสดง Consensus sequences ของตัวอย่าง 18S rRNA ของสิ่งมีชีวิตแขวนลอยในบ่อ ER7 
และ ER12 อ่านผลตรงกับ Mytilopsis leocophaeata ที่ accession no. KX713323.1 
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ภาพที่ 21 แสดง Consensus sequences ของตัวอย่าง 18S rRNA ของสิ่งมีชีวิตแขวนลอยในบ่อ ER21 
อ่านผลตรงกับ Perna viridis ที่ accession no. MK419109.1 
 

ทางคณะผู้วิจัยได้ด าเนินการตรวจสอบกับทางฟาร์มแล้วขอเข้าไปเก็บตัวอย่างหอยในบ่อเลี้ยง เพื่อ
น ามาจ าลองการเลี้ยงร่วมกับกุ้ง (Cohabitation) ในห้องปฏิบัติการทีมวิจัยสุขภาพสัตว์น้ า ซึ่งหอยที่ทาง
คณะผู้วิจัยเข้าไปเก็บตัวอย่าง เกษตรกรเรียกว่า หอยกะพง สามารถพบได้ในบ่อเลี้ยงกุ้งตามขอบบ่อ พื้นบ่อ 
และเสาสะพานยอ (ภาพที่ 22) ก่อนเริ่มท าการทดลอง Cohabitation ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการยืนยัน species 
ของตัวอย่างหอยที่เก็บมา ว่าเป็นชนิดเดียวกับที่พบใน ER7 และ ER12 หรือไม่ โดยการส่ง DNA template 
ของตัวอย่างหอยไปท า sequencing และผลที่ได้พบว่าเป็น Mytilopsis sp. เหมือนกันที่ Accession no. 
KX713323.1 เดียวกัน มี identities เท่ากับ 99% (ภาพที่ 20) จึงได้ด าเนินการน าหอยไปท าการทดลองต่อไป 
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ภาพที่ 22 ลักษณะหอยกะพงที่พบบริเวณขอบบ่อและเสาสะพานยอของบ่อเลี้ยงกุ้ง 
 
 3.3.1.1 การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ EHP ด้วยวิธี cohabitation ระหว่างกุ้งติดเชื้อ EHP และหอย
กะพงที่ไม่ติดเชื้อ EHP 
 ก่อนเริ่มการทดลอง ไม่พบการติดเช้ือ EHP ในตัวอย่างหอยที่น ามาจากบ่อเลี้ยง (n=10) จากการตรวจ
ด้วย PCR จึงน าหอยไปเลี้ยงร่วมกับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP เป็นระยะเวลา 20 วัน ในวันที่ 7 ของการทดลอง พบว่ามี
หอยติดเชื้อ EHP 20% (2/10) จากการตรวจด้วยเทคนิค PCR และในวันที่ 20 พบความชุกของการติดเชื้อ 
EHP เพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้ชัด โดยพบการติดเชื้อ EHP เป็น 100% (10/10) ในระดับ light infection (ภาพที่ 
23) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 23 ภาพ Gel electrophoresis ของการทดลอง cohabitation ระหว่างกุ้งที่ติดเชื้อ EHP และ
หอยกะพงปลอดเชื้อ ณ วันที่ 0, 7 และ 20 ของการทดลอง ขนาดของแถบ nested PCR เท่ากับ 148 bp 
M: 2 log marker N1, N2: Negative control ของ first และ nested PCR step ตามล าดับ 1-10: 
ตัวอย่างหอยกะพงที่เลี้ยงร่วมกับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP, P: EHP pure fragment of positive control 
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 3.3.1.2 การศึกษาการถ่ายทอดเชื้อ EHP ด้วยวิธี cohabitation ระหว่างหอยกะพงติดเชื้อ EHP และ
กุ้งที่ไม่ติดเชื้อ EHP 
 ก่อนเริ่มการทดลองด าเนินการตรวจการติดเชื้อ EHP ในกุ้ง จ านวน 5 ตัว ไม่พบการติดเชื้อ EHP (0/5) 
จากการตรวจด้วยเทคนิค PCR หลังจากเลี้ยงร่วมกับหอยที่ติดเชื้อ EHP เป็นระยะเวลา 10 วัน สุ่มเก็บตัวอย่าง
กุ้งจ านวน 8 ตัว พบการติดเชื้อ EHP จ านวน 3 ตัว คิดเป็น 37.5% (ภาพที่ 24) จากผลการทดสอบการเลี้ยง
ร่วมทั้ง 2 การทดลอง สรุปได้ว่ากุ้งที่ติดเชื้อ EHP สามารถถ่ายทอดเชื้อสู่หอยกะพงได้ และหอยกะพงที่ติดเชื้อมี
ความสามารถถ่ายทอดสู่กุ้งได้ ซึ่งทางคณะผู้วิจัยได้ศึกษาลักษณะทางพยาธิวิทยาร่วมด้วย เพื่อยืนยันลักษณะ
การติดเช้ือ EHP ในหอยว่าเป็นแบบ Infectious carrier หรือ mechanical carrier 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24 ภาพ Gel electrophoresis ของการทดลอง cohabitation ระหว่างหอยที่ติดเชื้อ EHP และ
กุ้งปลอดเชื้อ ณ วันที่ 0 และ 10 ของการทดลอง ขนาดของแถบ nested PCR เท่ากับ 148 bp M: 2 log 
marker N1, N2: Negative control ของ first และ nested PCR step ตามล าดับ 1-5 และ 1-10: 
ตัวอย่างกุ้งที่เลี้ยงร่วมกับหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP วันที่ 0 และ 10 ตามล าดับ  P: EHP pure fragment 
of positive control 
 
 3.3.1.3 ผลการศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ 
 ผลจากการศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP ด้วยเทคนิคการย้อม
ด้วยสี H&E ไม่พบสปอร์ หรือระยะอื่นๆ ของ EHP ในทุกอวัยวะได้แก่ gill, gonad, testis, digestive organ, 
intestine และ stomach ตรงกันข้ามกับผลของ in situ hybridization ด้วย SSU probe พบว่า สไลด์ที่ตัด
ต่อเนื่องกับสไลด์ที่ย้อมสี H&E ให้ผลบวกในเน้ือเยื่อของอวัยวะ digestive gland สังเกตุได้จากสีน้ าตาลเข้มจน
เกือบด าที่พบในเซลล์ Epithelium ซึ่งทางคณะผู้วิจัยได้ยืนยันความจ าเพาะของ probe ด้วยการใช้ WSSV 
447 probe ในการตรวจร่วมด้วย โดยสไลด์ที่ถูกบ่มด้วย WSSV probe นั้นไม่พบ positive signal ใดๆ ในทุก
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อวัยวะของหอย (ภาพที่ 25) ส าหรับกุ้งในการทดลองที่ 2 ได้ท าการศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อตับ 
พบว่าตับของกุ้งที่ติดเชื้อ EHP มีสปอร์ และ plasmodium อยู่ภายใน Epithelium tubule สอดคล้องกับการ
ท า ISH ซึ่งพบ positive signal ของการติดเชื้อ EHP จ านวนมากกระจายอยู่ภายในเซลล์เยื่อบุท่อตับ (ภาพที่ 
26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 25 ลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ digestive organ ของหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP ที่
ก าลังขยาย 10X และ 40X เนื้อเยื่อ digestive gland ไม่พบเชื้อ EHP อยู่ภายในเซลล์ (A1 และ B1) แต่
พบ positive signal จากการท า in situ hybridization (A2 และ B2) การตรวจยืนยัน specificity 
ของ SSU  probe ด้วย WSSV probe ไม่พบ signal ในที่ที่พบจากการตรวจด้วย SSU probe (A3 และ 
B3) 
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ภาพที่ 26 ลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP จาการย้อมสี H&E และ in situ 
hybridization A,B และ C: เนื้อเยื่อของกุ้งที่ตัดติดต่อกันเพื่อศึกษาด้วยการย้ อม H&E, in situ 
hybridization ด้วย SSU probe และ WSSV probe ตามล าดับ, D และ E: ตับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP พบ
ลักษณะของ spore (Sp) และ plasmodium (Pl) ในเซลล์เยื่อบุตับจ านวนมาก สอดคล้องกับผล in situ 
hybridization ที่ตรวจด้วย SSU probe แสดง positive signal จ านวนมาก (B) 

 

จากการที่ไม่พบระยะใดๆ ของ EHP ในเนื้อเยื่อของหอยที่ติดเชื้อเลย ดังนั้นจึงท าการศึกษา
เพิ่มเติมด้วยการศึกษา TEM และ wet mount เพื่อยืนยันการมีชีวิตอยู่ของ EHP ในเนื้อเยื่อหอย ผลจาก
การศึกษา TEM ไม่พบลักษณะของเชื้อ EHP ในเซลล์ของ digestive gland แต่พบเพียง vesicle หรือ 
degraded material ในเซลล์เท่านั้น (ภาพที่ 27) ซึ่งการที่ ISH พบ positive signal อาจเกิดจาก probe ไป
จับกับเศษซากของ EHP ที่ถูกย่อยก็เป็นไปได้ แต่ท าไมกุ้งจึงสามารถติดเชื้อ EHP จากการเลี้ยงร่วมกับหอยที่
ติดเชื้อ EHP จากการตรวจด้วย PCR ได้ ทางคณะผู้วิจัยจึงได้ท า wet mount ของอวัยวะ digestive gland 
ด้วยการย้อมสี Phloxine B ผลที่ได้กลับพบสปอร์ EHP อยู่ในเนื้อเยื่อของหอย และเป็น active spore 
เนื่องจากพบการงอกของ polar filament (ภาพที่ 28) นั่นหมายถึง EHP สามารถอาศัยอยู่ภายใน digestive 
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gland ได้ระยะหนึ่ง โดยไม่สามารถ infect เข้าสู่เซลล์ได้ อย่างไรก็ตามตัวสปอร์ยังสามารถมีชีวิตอยู่ และอาจ
เข้าสู่ตัวกุ้งได้หากถูกขับถ่ายออกจากตัวหอย จากผลที่ได้ข้างต้นจึงสามารถสรุปได้ว่าหอยกะพงมีความสามารถ
เป็น mechanical carrier ของเชื้อ EHP ได ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 27 การศึกษาเนื้อเยื่อของหอยกะพงที่ติดเชื้อ EHP ด้วยวิธี Transmission electron microscopy 
(TEM) ไม่พบลักษณะของเชื้อ EHP ในเซลล์ของ digestive gland แต่พบเพียง vesicle ที่บรรจุ 
degraded material ที่อยู่ภายในเซลล์เท่านั้น (ศรชี้) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28 การตรวจ digestive organ ด้วยวิธี wet mount พบสปอร์ของเชื้อ EHP ที่มีชีวิตจากการ
แสดงการงอก polar filament ของสปอร์ (ก าลังขยาย 1000 เท่า) 
3.3.2 การทดลองยับยั้งการท างานของโปรตีน PTP2 ด้วยแอนติบอดี IgY 
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จากผลงานวิจัยที่พบว่าโปรตีน PTP2 มีความส าคัญต่อการงอกของสปอร์ของเชื้อ EHP จึงเกิด
แนวคิดว่าถ้าสามารถยับยั้งการท างานของโปรตีนตัวนี้ได้ ก็น่าจะป้องกันการก่อโรคของเชื้อ EHP ได้ 
 แนวคิดการใช้แอนติบอดี IgY จากไข่ไก่ส าหรับการป้องกันโรคติดเชื้อในสัตว์น้ า เริ่มมีการทดสอบใน
ระดับห้องปฏิบัติการและผลการทดสอบมีแนวโน้มสามารถน า IgY ไปใช้ส าหรับการลดการติดเชื้อในสัตว์น้ าได้ 
เช่น การติดเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ และเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) ข้อดีของการใช้ IgY คือสามารถ
ผลิตได้ในปริมาณที่มาก ไม่จ าเป็นจะต้องฆ่าไก่เนื่องจาก IgY สามารถสกัดได้จากไข่ไก่ ดังนั้นจึงสามารถเพิ่ม
ปริมาณการผลิตได้ และมีโอกาสที่เกษตรกรจะสามารถผลิตใช้ได้เองภายในฟาร์ม เนื่องจากกระบวนการที่ไม่
ซับซ้อน หลังการกระตุ้นให้เกิดการสร้าง IgY-PTP2 แล้ว ได้น า IgY ที่ผลิตได้มาทดสอบว่าสามารถจับอย่าง
จ าเพาะกับ PTP2 ในสปอร์ของเชื้อ EHP ได้หรือไม่ ผลการศึกษาพบว่า IgY-PTP2 ที่สร้างขึ้นสามารถจับกับ
โปรตีน EHP-PTP2 ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ดังแสดงในภาพที่ 29  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 29 ผลการตรวจความจ าเพาะของ IgY-PTP2 ที่สร้างขึ้น โดยใช้เทคนิค Western Blot analysis 
พบว่าสามารถตรวจพบ PTP2 ใน TSP และ PT ได้ โดยโปรตีน EHP-PTP2 มีขนาดประมาณ 31 kDa 
 
 เมื่อน า IgY-PTP2 ที่ผลิตขึ้นผสมกับสปอร์ของเชื้อ EHP (EHP spore + Anti-PTP2 IgY)  ฉีดเข้าไปใน
ตับกุ้ง ตามวิธีของ Li และคณะ (Li Z., et al. 2012) โดยมี control เป็นการฉีดสปอร์ของเชื้อ EHP (EHP 
spore) และ สปอร์ผสมกับpreimmune IgY (EHP spore + preimmune IgY) ผลการทดลองแสดงไว้ดังภาพ
ที่ 30 โดยพบแนวโน้มของการลดลงของเชื้อ EHP ในกลุ่มที่ฉีด EHP spore + IgY-PTP2 ซึ่งจะได้ท าการศึกษา
เพิ่มเติมต่อไป  
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ภาพที่ 30 แสดงผลการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP โดยใช้ SWP-PCR การทดลองการใช้ IgY-PTP2 ในการ
ยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP ในกุ้ง โดยแบ่งกุ้งทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ตัว ประกอบด้วย
กลุ่มที่ได้รับสปอร์ของเชื้อ EHP อย่างเดียว (EHP spore) กลุ่มที่ได้รับสปอร์ของเชื้อร่วมกับ pre-
immune IgY (EHP spore+ Pre-immune) และกลุ่มที่ได้รับสปอร์ร่วมกับ IgY-PTP2 (EHP spore + 
Anti-PTP2 IgY)   
 
3.3.3 การทดสอบอาหารกุ้งส าเร็จรูปที่ผา่นกระบวนการผลิตที่ผ่านความร้อน ≥75 oC  

จากผลการทดลองดังกล่าวข้างต้น บ่งชี้ว่าถ้าน าสปอร์ของเชื้อ EHP ผ่านความร้อนที่ 75 oC นาน 
45-60 วินาที จะท าให้สปอร์ไม่สามารถงอกได้และไม่สามารถก่อโรคได้   

การท างานวิจัยเรื่องการปนเปือ้นของเชื้อ EHP ในอาหารกุ้งที่ขายตามท้องตลาดและมีรายงานว่าตรวจ
พบ EHP positive โดยการตรวจด้วย SWP-PCR  ในงานวิจัยนี้ได้น าอาหารกุ้ง (CS1 และ CS2) ดังกล่าวมา
เลี้ยงกุ้ง ควบคู่ไปกับอาหารกุ้งที่ใส่สปอร์ที่สามารถงอกได้ (positive control) และอาหารกุ้งที่ใส่สปอร์ที่ผ่าน
ความร้อนที่ 75 oC 1 นาที (negative control) หลังจากเลี้ยงกุ้งด้วยอาหารดังกล่าวไปเป็นเวลา 2 อาทิตย์ น า
กุ้งแต่ละกลุ่มมาตรวจหาการติดเชื้อ EHP ผลการตรวจแสดงไว้ดังภาพที่ 31 โดยพบการเพิ่มจ านวนของเชื้อ 
EHP ในกลุ่มที่ได้รับอาหารที่ผสมสปอร์มีชีวิตเท่านั้น จึงต้องระวังว่าอาหารเม็ดส าเร็จรูปที่ระหว่างกระบวนการ
ผลิตมีการให้ความร้อนที่สูงกว่าหรือเท่ากับ 75 oC และระยะเวลาที่เหมาะสม ถึงแม้ว่าจะพบ PCR positive 
อาจเป็นเพียงซาก DNA ของเชื้อ EHP เท่านั้น ไม่สามารถก่อโรคได ้ 
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ภาพที่ 31 แสดงผลการตวจเชื้อ EHP ด้วยวิธี SWP-PCR ภายหลัง 21 วันที่ให้อาหารต่างชนดิกัน โดยกลุ่ม
ที่ได้รับอาหารที่ผสมสปอร์ที่มีชีวิต (Positive feed) กลุ่มที่ได้รับอาหารที่ผสมสปอร์ที่ตายแล้ว โดยการ
ผ่านความร้อนที่ 75 oC นาน 1 นาที (Negative feed) กลุ่มที่ได้รับอาหารส าเร็จรูปที่มีขายตามท้องตลาด
และตรวจพบว่ามีการปนเปื้อนของเชื้อ EHP ด้วยวิธี PCR 
 
3.3.4 แนวทางการพัฒนากุง้ต้านเชื้อ EHP 
 การศึกษานี้อาศัยข้อมูลจากการทดสอบการติดเชื้อในกุ้งขาว ผลเบื้องต้นในการตรวจหาเชื้อโดย
วิธี nested PCR จะพบว่ามีกุ้งบางส่วนตรวจไม่พบการติดเชื้อ ในขณะที่กุ้งอีกกลุ่มหนึ่งจะพบการติดเชื้อ
ในปริมาณมาก  
 ผลการตรวจนี้จึงน าไปสู่ค าถามว่าความไวต่อการติดเชื้อในลูกกุ้งแต่ละสายพันธุ์อาจจะไม่เท่ากัน และ
น่าจะมีลูกกุ้งที่มาจากบางแหล่งที่สามารถต้านการติดเชื้อได้ดีกว่ากุ้งกลุ่มอื่น คณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะแยก
ลักษณะสายพันธุ์กุ้งที่ต้านการติดเชื้อ EHP ได้ดี ซึ่งในอนาคตอาจจะน าไปใช้ประโยชน์ในการคัดเลือกสายพันธุ์
กุ้งที่ทนต่อการติดเชื้อ EHP ได้ โดยในเบื้องต้นจะอาศัยข้อมูลลักษณะพันธุกรรมเฉพาะคือ microsatellite 
marker เพื่อจ าแนกสายพันธุ์กุ้ง ผลการทดสอบเบื้องต้นโดยสุ่มตัวอย่างกุ้งที่เลี้ยงร่วมกับกุ้งที่ติดเชื้อ EHP ณ 
วันที่ 14 และ 16 หลังการเลี้ยงร่วม มาทดสอบหาการติดเช้ือโดยวิธี nested PCR และ in situ hybridization 
โดยวัดปริมาณสารพันธุกรรม EHP ที่เพิ่มขึ้นในตัวอย่างกุ้ง ผลการตรวจหาเชื้อ EHP ด้วยวิธี PCR ให้ผลบวกใน
ตัวอย่างกุ้งเกือบทุกตัวที่สุ่ม อย่างไรก็ตาม มีบางตัวที่ให้ผลลบ (ภาพที่ 32) การตรวจยืนยันผลด้วยวิธี in situ 
hybridization พบว่าสามารถจ าแนกระดับการติดเชื้อ EHP ในกุ้งได้ 2 แบบคือ ติดเชื้อ EHP ในตับมาก และ
ไม่ติดเลยหรือพบน้อยมาก (ภาพที่ 33) โดยสัดส่วนกุ้งที่ติดมากกับติดน้อยหรือไม่พบเชื้อเลยประมาณ 1:1 จาก
ผลการทดสอบนี้ท าให้สันนิษฐานว่าอาจจะมีกุ้งสายพันธุ์ที่ต้านการติดเชื้อ EHP ได้ในชุดตัวอย่างกุ้งที่ทดสอบ 
การศึกษาต่อไปคือคัดแยกสายพันธุ์กุ้ง 2 กลุ่มที่ติดเชื้อต่างกันโดยใช้วิธีตรวจหา microsatellite marker ซึ่ง
คณะผู้วิจัยคาดหวังว่า microsatellite marker จะบ่งชี้รูปแบบประชากรกุ้งระหว่างกุ้งที่ไวต่อการติดเชื้อและ
กุ้งที่ต้านติดเชื้อได้ ก่อนจะน าไปศึกษาต่อในด้านอื่น การทดสอบหา microsatellite marker อยู่ระหว่างการ
ทดลอง  
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ภาพที่  32 แสดงผลการตรวจหาระดับการติดเชื้อในลูกกุ้ งที่ทดสอบการติดเชื้อ EHP ด้วยวิธี  
cohabitation โดยตัวอย่างลูกกุ้งทั้ง 10 ตัวมาจากการทดสอบในถังเดียวกัน วิธีการตรวจหาเชื้อ EHP ใช้
วิธี PCR ผลการทดสอบแสดงโดยการท า agarose gel electrophoresis จะพบผลิตภัณฑ์ PCR 2 ขนาด
คือ 514 คู่เบสและ 148 คู่เบส ผลการทดสอบนี้แสดงให้เห็นว่าในชุดลูกกุ้งที่ทดสอบ cohabitation ในบ่อ
เดียวกัน มีระดับการติดเชื้อ EHP ที่ไม่เท่ากัน ซึ่งอาจจะบ่งชี้ถึงการต้านทานการติดเชื้อได้มากน้อยต่างกัน
ระหว่างลูกกุ้ง 
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ภาพที่ 33 ผลการตรวจหาเชื้อ EHP โดยวิธี in situ hybridization เพื่อจ าแนกกุ้งที่ต้านการติดเชื้อ EHP 
ได้ดี จากการสุ่มตัวอย่างกุ้งจ านวน 12 ตัว ณ เวลาต่างกันหลังทดสอบการติดเชื้อ (กุ้งหมายเลข 1E-6E 
เก็บตัวอย่างวันที่ 14 และกุ้งหมายเลข 7E-12E เก็บตัวอย่างวันที่ 16 หลังทดสอบการติดเชื้อ EHP) พบว่า
มีกุ้งที่ติดเชื้อในปริมาณมากประมาณ 50% (หมายเลข 1E-3E และหมายเลข 7E-9E) ขณะที่ตัวอย่างอีก
ส่วนไม่มีพบสารพันกรรมของ EHP ในตับ หรือพบได้น้อยกว่า (หมายเลข 4E-6E และหมายเลข 10E-12E) 
การทดสอบนี้จะใช้ nucleotide probe สังเคราะห์ที่จ าเพาะกับล าดับนิวคลิโอไทด์ 18s ของเชื้อ EHP 
ผลบวกจากปฏิกิริยาการจับกันระหว่างสารพันธุกรรมจะแสดงเป็นจุดสีน้ าตาลด า 
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3.4 งานวิจัยเพิ่มเติม (ตามค าแนะน าของกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ) 
3.4.1 ข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการติดเชื้อ EHP ในลูกกุ้งและการเจริญเติบโต 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์คือ ศึกษาผลกระทบของการติดเชื้อ EHP ในกุ้งขาวและอัตราการ

เจริญเติบโตของกุ้งที่เพาะเลี้ยงในบ่อ โดยผลการศึกษานี้ อาศัยการเก็บข้อมูลการตรวจการติดเชื้อ EHP ในลูก
กุ้งเพาะเลี้ยงแต่ละบ่อร่วมกับการติดตามบันทึกอัตราการเจริญเติบโตในบ่อเลี้ยง โดยตัวอย่างกุ้งได้จากบ่อ
ภาคเอกชนจ านวน 5 บ่อในพื้นที่เพาะเลี้ยงแหล่งเดียวกัน ผลการตรวจหาเชื้อ EHP ในลูกกุ้งที่อายุ 20 วัน โดย
วิธี nested-PCR พบว่า อัตราการติดเชื้อต่างกันในแต่ละบ่อ ผลการสุ่มตรวจในตัวอย่างกุ้ง 10 ตัวอย่างพบลูก
กุ้งที่ติดเชื้อมากที่สุด 1 บ่อ (A01) ผลตรวจ nested PCR ให้ผลบวกทั้ง 10 ตัว ส่วนตัวอย่างกุ้งอีก 4 บ่อติดเช้ือ
น้อยคือ 1 ใน 10 ตัวอย่าง พบ 2 บ่อ (A08 และ C03) อีก 2 บ่อพบผลบวก 3-4 ตัวใน 10 ตัว (ผล PCR แสดง
ในภาพที่ 34) จากผลการตรวจสามารถก าหนดอัตราการติดเชื้อในกุ้งที่เลี้ยงได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ติดเชื้อน้อย 
(1 ตัวใน 10 ตัวอย่าง, S), ติดเชื้อปานกลาง (3-4 ใน 10 ตัวอย่าง, M) และ ติดเชื้อมาก (ติดทั้งหมดใน 10 
ตัวอย่าง, L) 
 จากข้อมูลการตรวจโรค เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับอัตราการเจริญเติบโตจะพบว่าเฉพาะกุ้งบ่อที่ติดเชื้อ
มาก หมายเลข A01 มีอัตราการเจริญเติบโตที่ต่ ากว่าบ่ออื่น ค่อนข้างชัดเจน โดยที่ระยะเวลาประมาณ 40 วัน 
น้ าหนักกุ้งเฉลี่ยจากบ่อ A01 จะอยู่ที่ประมาณไม่เกิน 4 กรัม ในขณะที่กุ้งอีก 4 บ่อ น้ าหนักกุ้งเฉลี่ยจะประมาณ 
7-8 กรัม ข้อมูลน้ าหนักกุ้งเฉลี่ยสอดคล้องกับอัตราการโตต่อวันซึ่งจะพบว่ากุ้งในบ่อที่ติดเชื้อ EHP มากจะมีค่า
อัตราการโตต่อวัน (ADG) น้อยกว่าตัวอย่างกุ้งในอีก 4 บ่อ  (ภาพที่ 35)  จากข้อมูลนี้จึงสันนิษฐานได้ว่า การ
ติดเชื้อ EHP ในลูกกุ้งที่เพาะเลี้ยงมีผลกระทบต่ออัตราการเจริญเติบโตของกุ้งในระหว่างการเลี้ยง อย่างไรก็ตาม 
มีข้อที่น่าสังเกตคือ ในอีก 4 บ่อที่มีการติดเชื้อของลูกกุ้งบ้างแต่ไม่มากจะพบว่าอัตราการเจริญเติบโตอยู่ใน
เกณฑ์ใกล้เคียงกัน และอัตราการเติบโตยังคงเพิ่มขึ้นตามเวลาที่เพาะเลี้ยง ซึ่งจากข้อมูลนี้อาจจะสรุปได้ว่าอัตรา
การติดเชื้อ EHP ที่สูงน่าจะมีความสัมพันธ์กับการโตของกุ้ง ในขณะเดียวกันสิ่งที่จะบ่งชี้ว่า EHP มีผลกระทบ
ต่อการโตของกุ้ง อาจจะต้องพิจารณาจากปริมาณของเชื้อที่พบในตัวอย่างที่ส่งตรวจ เพราะการตรวจพบเชื้อ
บ้างในตัวอย่างกุ้งอาจจะไม่ได้บ่งชี้ถึงผลกระทบต่อการเติบโตของกุ้งในบ่อโดยรวม แต่จะต้องอาศัยข้อมูล
ปริมาณของเชื้อเปรียบเทียบด้วย  
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ภาพที่ 34  ผลการตรวจการติดเชื้อ  EHP ในตัวอย่างลูกกุ้งจากตัวอย่างกุ้ง 5 บ่อโดยวิธี nested PCR ผล
ตรวจหาเชื้อ EHP ที่ให้ผลบวกจะพบผลิตภัณฑ์ PCR 2 ขนาดคือ 514 base pairs และ 148 base pairs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 35 แผนภูมิแสดงผลบันทึกน้ าหนักกุ้งเฉลี่ยและอัตราการเจริญเติบโตของลูกกุ้งจากตัวอย่างกุ้ง 5 
บ่อโดยอัตราการติดเชื้อในกุ้งที่เลี้ยงได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ติดเชื้อน้อย (1 ตัวใน 10 ตัวอย่าง, S), ติดเชื้อ
ปานกลาง (3-4 ใน 10 ตัวอย่าง, M) และ ติดเชื้อมาก (ติดทั้งหมดใน 10 ตัวอย่าง, L) 
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 3.4.2 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ EHP ด้วยยาต้านปรสิต Albendazole 
 การทดสอบยาปฏิชีวนะ Albendazole ในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP โดยให้ยา 3 
มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ให้กุ้งกินเป็นเวลา 30 วัน ผลการทดลองไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ระหว่างกุ้งที่ได้รับอาหารที่ผสม albendazole และไม่ผสม ดังแสดงในภาพที่ 36   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 36 แสดงผลการติดเชื้อ EHP เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ได้รับอาหารที่ผสม Albendazole และ
กลุ่มที่ได้รับอาหารที่ไม่ผสม ในการทดลองท าในกุ้ง 3 บ่อ โดยแยกเลี้ยงเป็น 2 ถัง ถังที่ได้รับอาหารผสม 
และถังที่ได้รับอาหารปกติ ท าการเลี้ยงกุ้งเป็นเวลา 30 วัน ท าการสุ่มกุ้ง 6-8 ตัวมาตรวจหาระดับเชื้อ EHP 
โดยวิธี SWP-PCR 
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บทที่ 4 ข้อวิจารณ์และบทสรุปผลการทดลอง 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อสร้างความรู้และความเข้าใจในการก่อโรค การแพร่กระจายของเชื้อ การ

งอกของสปอร์ของเชื้อ EHP ในตัวกุ้ง อันจะน าไปสู่การแก้ปัญหาการติดเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยง ผลงานวิจัยที่
ได้มาก่อนหน้านี้พบว่าการแพร่กระจายของเชื้อ EHP เกิดขึ้นโดยการเลี้ยงกุ้งปลอดเชื้อ EHP ร่วมกับกุ้งติดเชื้อ 
EHP ในถังทดลอง (แต่ไม่มีการสัมผัสกันโดยตรง) ที่เรียกว่า Co-habitation assay ซึ่งท าให้กุ้งปลอดเชื้อใน
ตอนแรกติดเชื้อ EHP ทั้งหมด (Salachan et al., 2017, Jaroenlak et al., 2016) จึงมีการตั้งสมมติฐานว่า
สปอร์ของเชื้อ EHP ในขี้กุ้งเป็นตัวกลางส าคัญในการแพร่กระจายของเชื้อ แต่ยังไม่ได้มีการทดลองยืนยัน
สมมติฐานนี้ ในงานวิจัยนี้ได้ท าการตรวจหาสปอร์ของเชื้อ EHP ในขี้กุ้งโดยใช้เทคนิค wet smear พบสปอร์
ของเชื้อจ านวนมากในขี้กุ้งที่ติดเชื้อ EHP และสปอร์ที่พบมีความสามารถในการงอก แสดงให้เห็นว่าเป็นสปอร์ที่
มีชีวิตและสามารถก่อโรคในกุ้งได้ เมื่อน ากุ้งติดเชื้อเหล่านี้มาเลี้ยงในถังทดลองเป็น 1 เดือนก่อนที่จะน ากุ้ง
เหล่านี้ออกจากถังทดลอง และน ากุ้งปลอดเช้ือ EHP ใส่ลงไป เพื่อทดลองว่ากุ้งที่ไม่ติดเช้ือเหล่านี้ ติดเช้ือจากน้ า
ที่ใช้เลี้ยงกุ้งที่ติดเชื้อมาก่อนหรือไม่ ผลการทดลองพบว่าเริ่มพบการติดเชื้อในวันที่ 4 และติดเช้ือทั้งหมดในวันที่ 
6 และมีความรุนแรงของการติดเชื้อเพิ่มขึ้นจนวันที่ 10 กุ้งทดลองทุกตัวติดเชื้อแบบ severe infection 
ทั้งหมด เมื่อน าน้ ามาตรวจดูปริมาณสปอร์ก็พบสปอร์ของเชื้อ EHP อยู่เป็นจ านวนมาก ผลงานวิจัยดังกล่าว
ชี้ให้เห็นว่า สปอร์ของเชื้อ EHP เป็นตัวการส าคัญในการแพร่กระจายของโรคนี้ งานวิจัยที่ด าเนินการอยู่ใน
ขณะนี้คือการศึกษาว่าสปอร์ของเชื้อ EHP ที่อยู่ในน้ านี้จะมีชีวิตอยู่ได้นานเท่าใด โดยไม่มีกุ้งอยู่ ผลงานวิจัยที่ได้
สามารถน าไปใช้กับบ่อเลี้ยงของเกษตรกรในกรณีที่บ่อเลี้ยงมีกุ้งติดเช้ือ EHP ในรอบการเลี้ยงก่อนหน้า  

งานวิจัยต่อมาเป็นการศึกษาว่าการงอกของสปอร์ที่เรียกว่า polar tube extrusion (Aldama-Cano 
et al., 2018) เป็นกระบวนการส าคัญที่จะท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP ในกุ้งได้หรือไม่ จึงได้มีการ
เตรียมสปอร์ของเชื้อ EHP ที่สามารถงอกได้ และ EHP ที่ไม่สามารถงอกได้โดยผ่านความร้อนที่อุณหภูมิ 75oC 
เป็นเวลา 60 วินาที หลังจากนั้นน าสปอร์ไปผสมอาหารกุ้งให้กุ้งกินเป็นเวลา 14 วัน ก่อนน ามาตรวจ PCR โดย
ใช้ EHP-SWP method ผลการศึกษาพบว่ากุ้งที่ได้รับอาหารที่ผสมสปอร์ที่งอกได้ทั้งหมดติดเชื้อ EHP ในวันที่ 
22 หลังการให้อาหาร ในขณะที่กลุ่มที่ได้รับสปอร์ที่ผ่านความร้อนที่ 75oC 60 วินาที ไม่พบกุ้งติดเชื้อเลย ผล
การทดลองดังกล่าวยืนยันว่าการงอกของสปอร์เป็นกระบวนการส าคัญในการเพิ่มจ านวนของเชื้อ EHP ในตัวกุ้ง 
(Munkongwongsiri et al., submission) วิธีที่ใช้ในการทดลองนี้ได้ถูกน าไปประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสอบอาหาร
กุ้งส าเร็จรูปที่มีขายในท้องตลาดที่ตรวจพบว่ามีการปนเปื้อนของเชื้อ EHP ด้วยวิธี PCR โดยอาหารชนิด CS1 
และ CS2 ตรวจพบ EHP ปริมาณ 2.6±0.3 x 107 และ 5.6±0.2 x 106  copies/อาหาร 1 กรัมตามล าดับ เมื่อ
สอบถามไปยังบริษัทผู้ผลิตอาหาร พบว่าอาหารทั้งสองชนิดมีการผ่านความร้อนที่ ≥ 75oC เป็นระยะเวลา
มากกว่า 60 วินาที เมื่อน าอาหาร CS1 และ CS2 มาเลี้ยงกุ้งเป็นระยะเวลา 22 วันและน ากุ้งมาตรวจ EHP โดย
ใช้ PCR พบว่าไม่พบการติดเช้ือในกุ้งที่ได้รับอาหาร CS1 และ CS2 ในขณะที่กลุ่มควบคุมที่ได้รับอาหารที่สปอร์
สามารถงอกได้ ยังคงติดเชื้อทั้งหมด ผลการท าลองดังกล่าวบ่งช้ีว่า DNA ของเชื้อ EHP ที่พบในอาหารส าเร็จรูป 
CS1 และ CS2 เกิดจากเชื้อ EHP ที่ไม่มีชีวิต ไม่สามารถก่อโรคได้ 
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งานวิจัยต่อมาเป็นการสร้างองค์ความรู้ในกลไกการงอกของสปอร์และตัวกระตุ้นการงอกการหา
ต าแหน่ ง ในทาง เดินอาหารที่ มี ก าร งอกของสปอร์ ต้ อ ง ใช้ เ ทคนิ ค Immunohistochemistry หรื อ 
Immunofluorescence ในการตรวจหาโปรตีนที่อยู่บน polar tube โดยใช้ antibody งานวิจัยเพื่อหาโปรตีน
บน polar tube พบโปรตีน PTP2 (Polar tube protein 2) ซึ่งเป็นโปรตีนขนาด 31 kDa และมีรายงานในไม
โครสปอริเดียนชนิดอื่นว่าเป็นโปรตีนที่มีความหลากหลายมาก (Polonais et al., 2005) และเป็นโปรตีนที่มี
ความส าคัญในการงอกของ polar tube เมื่อทดลองยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี้ โดยใช้ dsRNA-
mediated RNAi พบว่ามีการลดปริมาณเชื้อ EHP ลงอย่างมีนัยส าคัญ บ่งชี้ว่าโปรตีน PTP2 มีความส าคัญต่อ
การก่อโรคของเชื้อ EHP เมื่อใช้เทคนิค Immunofuorescence พบว่าโปรตีน PTP2 กระจายอยู่บน Polar 
tube เมื่อน า content ในกระเพาะอาหาร ตับ และล าไส้ของกุ้งที่ติดเชื้อ EHP มาตรวจ ก็พบว่าต าแหน่งที่พบ
สปอร์ ที่ มี ก า ร งอกของ  polar tube คื อที่ ตั บและล า ไส้  ไม่ พบสปอร์ ที่ ง อก ในกระ เพาะอาหาร 
(Taengchaiyaphum et al., manuscript in preparation) ซึ่งหมายถึงเมื่อสปอร์เข้าสู่ปากกุ้งจากการ
แพร่กระจายจากขี้กุ้งติดเชื้อลงมาในน้ า สปอร์จะผ่านจากกระเพาะอาหารเข้าไปในตับ และการงอกของสปอร์
เพื่อเพิ่มจ านวนเชื้อ EHP จะเกิดขึ้นในตับ ซึ่งผลการทดลองนี้ไม่สอดคล้องกับผลงานวิจัยที่มีมาก่อนหน้านี้ว่า
บริเวณ gastric sieve ที่กั้นระหว่างกระเพาะอาหารและตับมีขนาดของ pore size เท่ากับ 0.7 μm เท่านั้น 
(Pattarayingsakul et al., 2019) ในขณะที่ขนาดของสปอร์เท่ากับ 1-2 μm ซึ่งไม่สามารถผ่านจากกระเพาะ
เข้าไปที่ตับได้ ต้องมีการท างานวิจัยเพิ่มเติมเพื่อทดสอบว่าสปอร์ของเชื้อ EHP เข้าสู่ตับได้อย่างไร  

การน า content ของตับมาแยกโปรตีนด้วยวิธี Ammonium sulfate precipitation และน าโปรตีน
แต่ละส่วนที่ได้มาใช้ในการกระตุ้นการงอกของสปอร์ไม่ประสบผลส าเร็จ โดยไม่พบโปรตีนที่สามารถกระตุ้นการ
งอกได้ อย่างไรก็ดี เมื่อวัด pH ในตับเปรียบเทียบกับล าไส้และกระเพาะอาหารพบว่า pH ในตับ (7.07-8.09) 
และล าไส้ (7.32-8.2) มีความเป็นด่างสูงกว่า pH ในกระเพาะอาหาร (pH 6.53-7.14) จึงได้ทดลองผลกระทบ
ของ pH ต่อการงอกของสปอร์ และพบว่า pH สูงท าให้สปอร์งอกได้มากกว่า pH ต่ า โดย pH 8 สามารถ
กระตุ้นให้สปอร์งอกถึง 25.67% ในขณะที่ pH 7 มีการงอกของสปอร์เพียง 0.67% เท่านั้น นอกจากนี้ยังพบว่า
การกระตุ้นให้สปอร์งอกเพิ่มขึ้นในสภาวะที่มี pH สูง คือการมี Calcium ในระบบสูงขึ้น คณะผู้วิจัยจึง
ตั้งสมมติฐานการกระตุ้นการงอกของสปอร์ของเชื้อ EHP ดังแสดงในภาพที่ 37 

แนวทางที่จะน าไปใช้ในการยับยั้งการงอกของสปอร์จากผลงานวิจัยที่ได้คือการหาแนวทางในการลด 
pH และปริมาณแคลเซียมในตับโดยการผสมตัวลด pH และแคลเซียมในอาหารกุ้งที่ติดเชื้อ EHP ซึ่งต้อง
พิจารณาถึงผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของกุ้งด้วย การยับยั้งการท างานของ PTP2 บน polar tube โดย
พบว่าเมื่อมีการงอกของ polar tube  โปรตีน PTP ของ polar tube จะต้องจับอย่างจ าเพาะกับ receptor 
บนผิวเซลล์ของ Host ก่อนที่จะมีการส่งถ่าย sporoplasm จากสปอร์ไปยังเซลล์ของ Host (Han et al., 
2019) เพื่อเพิ่มจ านวน ดังแสดงในภาพที่ 38 
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ภาพที่ 37 แสดงสมมติฐานการเกิดการงอกของสปอร์ของเชื้อ EHP ในตับกุ้ง ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนคือ
การมี pH ที่เป็นด่างในตับกระตุ้นให้เกิดการไหลของน้ าและแคลเซียมเข้าสู่สปอร์ ท าให้สปอร์บวมและ
กระตุ้นให้เกิดการงอกของสปอร์ที่มีการสร้าง polar tube ที่มี PTP2 ออกมา 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 38 แสดงขั้นตอนการถ่ายทอดสารพันธุกรรมที่อยู่ใน sporoplasm ของเชื้อไมโครสปอริเดียน
ภายหลังการงอกของ polar tube โดยโปรตีนที่อยู่บน polar tube จะจับอย่างจ าเพาะเจาะจงกับโปรตีน
ที่อยู่บนผิวเซลล์ของ Host ก่อนที่จะท าการถ่ายย้าย sporoplasm จากสปอร์ไปยัง host cell เพื่อเพิ่ม
จ านวนในเซลล์ (Han et al., 2019) 
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 การขัดขวางการจับกันระหว่าง polar tube protein กบั Host receptor ท าใหส้ปอร์ไม่สามารถ
ถ่ายทอด sporoplasm ได้ งานวิจัยนี้จึงได้สร้าง antibody ต่อ PTP2 เพื่อทดสอบว่าเชื้อ EHP ต้องสร้าง PTP-
host receptor complex เหมือนไมโครสปอริเดียนชนิดอื่น และการขดัขวางการจับกันโดยใช้ antibody ต่อ 
PTP2 ท าให้การเพิ่มจ านวนของเช้ือลดลง ผลงานวิจัยพบว่า มีแนวโน้มการลดลงของเชื้อ EHP ในกุ้งที่ได้รับ 
antibody ต่อ PTP2 ซึ่งจะได้ท าการศึกษาเพิ่มเติม ถึงปรมิาณและความถี่ที่เหมาะสมตอ่ไป โดยในงานวิจัยนี้ ได้
ท าการเตรียม antibody จาก ไข่ไก่ที่เรียกว่า IgY-PTP2 ซึ่งจะมีราคาถกู ผลิตได้ในปรมิาณมาก เพื่อน ามาใช้ใน
การผสมอาหารต่อไป 
 ระหว่างการท างานวิจัย คณะผู้วิจัยพบว่าเกษตรกรลงลูกกุ้งที่ปลอดเช้ือ EHP ในบ่อทีม่ีการเตรียมอย่าง
ดีและไม่มีรายงานของการระบาดของเช้ือ EHP ในบ่อเลี้ยงมาก่อน คณะผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานถึงการมี 
Environmental reservoir(s) ในบ่อเลี้ยง ซึง่ต่อมาพบว่า หอยใน genus Mytilopsis และ Perna รวมถึงสัตว์
ที่อยู่ในกลุ่ม Gastrotrix เป็น candidates จากการส ารวจโดยใช้ 18S rRNA sequencing ในงานวิจัยนี้ได้
ท างานวิจัยในหอยกะพง พบว่าหอยกะพงสามารถเก็บสะสมสปอร์ของเชื้อ EHP ใน digestive tract ได ้แต่ไม่
มีการเพิ่มจ านวนของเช้ือ EHP ในเซลล์ของหอย (Mechanical carrier) ดังแสดงในภาพที่ 39  ดังนั้นจึงมี
ค าแนะน าแก่เกษตรกรในการจัดการกับหอยกะพงในระหว่างการเตรียมบ่อเลี้ยงและระหว่างการเลี้ยง  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 39 แสดงการแพร่กระจายของสปอร์ของเชื้อ EHP ในบ่อเลี้ยงที่เกิดจากสปอร์ที่อยู่ในขี้กุ้งที่ติดเชื้อ
หรือสะสมอยู่ในหอยกะพงที่มีชีวิตในบ่อ เมื่อหอยตายก็สามารถแพร่กระจายสปอร์ของเชื้อออกสู่น้ าและกุ้ง
ที่เลี้ยงในบ่อต่อไป 
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 แนวทางหนึ่งที่ใช้ในการตัดการกับโรคระบาดคือ การพัฒนาสายพันธุ์กุ้งที่ทนต่อการติดเชื้อก่อโรคนั้นๆ 
ระหว่างการท า co-habitation assay ที่มีการเลี้ยงกุ้งปลอดเชื้อร่วมกับกุ้งที่ติดเช้ือ EHP คณะผู้วิจัยพบว่ากุ้งแต่
ละตัวมีการติดเชื้อ EHP แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยพบกุ้งที่มีการติดเชื้อน้อยมากไปจนถึงมีการติดเชื้อ
อย่างหนักในทุก lot ของกุ้งทีท่ดลอง จึงได้ท าการทดสอบหา microsatellite marker เพื่อตรวจดูว่าตัวที่มีการ
ติดเชื้อน้อยในแต่ละ lot มี genetic marker เหมือนกันหรือไม่ การทดลองเบ้ืองต้นพบว่ากุ้งที่ติดเชื้อ EHP น้อย
มี microsatellite marker ที่เหมือนกัน จงึได้ท างานวิจัยร่วมกับภาคเอกชนให้มีการ mating พ่อแม่พันธุ์ให้มี
ลูกพันธุ์ตาม marker ที่ต้องการ ก่อนน ามาตรวจสอบความทนต่อการติดเชื้อ EHP ต่อไป  
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บทที่ 5 ข้อเสนอแนะ 
 

 
 
 
 
 

การค้นพบ ข้อเสนอแนะ 
สปอร์ของเชื้อ EHP น่าจะเป็นตัว
แพร่กระจายเชื้อ EHP ในบอ่เลี้ยง 

1. ไม่ควรเลีย้งกุ้งความหนาแน่นสูง 
2. ควรเปลีย่นถ่ายน้ าเมื่อมีการตรวจพบกุ้งริ่มติดเชื้อ EHP 

เพื่อลดปริมาณสปอร์ในบ่อเลีย้ง  
3. น้ าที่ปนเปื้อนด้วยสปอร์ของเชื้อ ควรมีการจัดการฆ่าเชื้อ 

ก่อนปล่อยน้ าสู่สิ่งแวดล้อม 
สปอร์ของเชื้อ EHP จะไม่งอกในกระเพาะ
อาหาร แต่งอกในตับและล าไส้ 

1. การพัฒนาแนวทางการลด pH และปริมาณแคลเซียมใน
ตับขณะเริ่มพบกุ้งติดเชื้อ EHP 

2. การพัฒนาสารชีวภาพในการขัดขวางกับการจับกันของ 
polar tube protein กับเซลล์กุ้ง 

อุณหภูมิที่ 75 oC สามารถยับยั้งการงอก
ของสปอร์ได้  

1. อาหารเม็ดส าเร็จรูปควรผ่านความร้อนอย่างน้อยที่ 75 oC 
ระหว่างขั้นตอนการผลิตเพื่อท าลายสปอร์ของเชื้อที่อาจ
ปนเป้ือนมาในส่วนประกอบของอาหาร 

2. อาหารส าเร็จรูปที่ผ่านความร้อน อาจตรวจพบผลบวก 
EHP ด้วยวิธี PCR ได้ แต่อาจเป็น EHP ที่ตายแล้ว 

หอยสองฝาในกลุ่ม Mytilopsis เป็น 
Mechanical reservoir ของเชื้อ EHP ได ้

1. ควรมีการก าจัดหอยให้หมดระหว่างการเตรียมบ่อก่อน
การเลี้ยงกุ้งและระหว่างการเลี้ยง 

2. ควรตรวจดูท่อส่งน้ าเข้า-ออกในบ่อเลี้ยงว่าไม่มีหอยชนิดนี้
เกาะอยู่และหมั่นท าความสะอาดอยู่เสมอ 

การใช้ยาปฏิชวีนะกลุ่ม Albendazole ไม่
สามารถลดการติดเชื้อ EHP ในกุ้งได ้

ไม่ควรใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มนี้ในการรักษาหรือควบคุมเชื้อ 
EHP 

กุ้งแต่ละตัวมีความต้านทานต่อการติดเชือ้ 
EHP ได้ไม่เท่ากัน 

ควรมีการทดลองแนวทางพัฒนาสายพันธ์ุกุ้งทนเชื้อ EHP 
ขึ้น 
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