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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
การชนัสูตรโรคจุดขาวในกุง  

1. ขอบขาย 

มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี้ กําหนดรายละเอียดที่สําคัญเกี่ยวกับการชันสูตรโรคจุดขาวใน
กุงทางหองปฏิบัติการ ดวยวธิียอมสีแบบรวดเร็ว วิธีทางจุลพยาธิวิทยา และวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรส
แบบเนสเตด็   

2. นิยาม 

ความหมายของคําที่ใชในมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้มีดังตอไปนี ้

2.1 กุง (shrimp) หมายถึง สัตวในสกุล Penaeus  

2.2 โรคจุดขาว (white spot disease, WSD) หมายถึง โรคที่เกิดในกุง มีสาเหตุจากการตดิเชื้อไวรัส 
(white spot syndrome virus, WSSV) โดยพบรอยโรค (lesion) เปนจุดขาวหรือดวงขาวใตเปลือกสวนหัว
และโคนหาง บางครั้งมีลักษณะตัวแดงรวมดวย และทําใหกุงตายได  

2.3 การชันสูตรโรค (diagnosis) หมายถึง การตรวจสอบเพื่อการวินิจฉัยโรค 

2.4 กุงวัยออน (larva) หมายถึง ลูกกุงที่เพ่ิงออกจากไข และมีการเปลี่ยนรูปราง 3 ระยะ คือ นอเพลยีส 
(nauplius) โซเอีย (zoea) และไมซิส (mysis) รวมใชเวลาประมาณ 13 วัน 

2.5 กุงหลังวัยออน (post larva, PL) หมายถึง กุงที่มีรยางค (appendage) เหมือนกุงเต็มวัย มีขนาด
ประมาณ 5 mm  และใชเวลาเติบโตจากระยะไมซิสอีกประมาณ 25 วันหรือมากกวา เพ่ือเจรญิเขาสูวัยรุน 
นิยมเขียนยอวา PL แลวตามดวยจํานวนวนัหลังวัยออน เชน PL21 หมายถึง  กุงหลังวัยออนที่มีอายุ 21 
วัน 

2.6 กุงวัยรุน (juvenile) หมายถึง กุงที่มีขนาด 2 cm ถึง 3 cm มีลักษณะเหมือนตัวเต็มวัย แตยัง
สืบพันธุไมได  

2.7 กุงโตเต็มวัย (adult) หมายถึง กุงโตเต็มที่ และสามารถสืบพันธุได 
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2.8 เลือด (haemolymph) หมายถึง ของเหลวที่มี heme ไหลเวียนอยูในชองวาง หรือ haemocoel ของ
รางกายสัตวไมมีกระดูกสันหลัง ซึ่งทําหนาที่เชนเดียวกบักับเลือดและน้ําเหลืองในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

2.9 พาหะนาํโรค (carrier) หมายถึง สัตวมีเช้ือที่เปนสาเหตขุองโรค โดยไมแสดงอาการปวย    

2.10 วิธีทดสอบเบือ้งตน (presumptive test) หมายถึง วิธีการตรวจโรคทางหองปฏิบัตกิารที่สะดวกหรอื
รวดเร็ว เชน วิธียอมสีแบบรวดเร็ว วิธีทางจุลพยาธิวิทยา เปนตน  

2.11 วิธีทดสอบยนืยัน (confirmation test) หมายถึง วิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการยืนยัน
ผลการชันสูตรโรค และเปนวธิีที่ยอมรับวามีความจําเพาะและความไวสูง  

3. การชันสูตรโรค 

การชันสูตรโรคจุดขาวในกุงดวยวิธีทางหองปฏิบัติการ เชน การยอมสีแบบรวดเร็ว วิธีทางจุลพยาธิวิทยา 
วิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสแบบเนสเตด็ In-situ hybridisation, Western blot analysis, dot blot 
analysis เมือ่ไดผลตรวจทางหองปฎิบตัิการแลว สัตวแพทยหรือผูเช่ียวชาญควรพิจารณา ประวัติทาง
วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการปวยของกุงรวมดวย (ภาคผนวก ก) เพ่ือใหการรักษา  
ปองกันโรคเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ ทัง้นี้วิธีการชันสตูรแตละวธิีมคีวามไวและความจําเพาะแตกตางกัน 
(ภาคผนวก ข) 
วิธีชันสูตรโรคจุดขาวเบี้องตนทางหองปฏิบัติการที่แนะนําใหใชในมาตรฐานนี ้คือ วิธียอมสีแบบรวดเร็ว วิธี
ทางจุลพยาธิวทิยา กรณีที่ผลเปนลบจะตองทดสอบยนืยันดวยวิธปีฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสแบบเนสเต็ด 
เนื่องจากมีความจําเพาะและความไวสูง ซึ่งการเลือกใชวิธีชันสูตรโรคจุดขาวขึ้นกบัวัตถุประสงคและชนิด
ตัวอยางที่เก็บ เชน การตรวจรับรองพอแมพันธุกอนเพาะฟก และลูกกุงกอนปลอยลงเลี้ยงในบอดนิ หรือ
กุงที่สงสัยวาติดเชื้อแตไมแสดงอาการ ควรใชวิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสแบบเนสเต็ด กุงปวยหรือกุง
ระยะที่เล้ียงในบอดินสามารถใชวิธีทางจลุพยาธิวิทยา หรือวิธียอมสีแบบรวดเร็วได    

3.1  การชกัตัวอยาง 

จํานวนตัวอยางที่ตองสุมตรวจใหเปนไปตามตารางที่ ค.1 (ภาคผนวก ค) 

3.2  วิธียอมสีแบบรวดเร็ว (rapid staining test) 

หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบโรคในระดับเนื้อเย่ือ โดยยอมเนื้อเย่ือสดดวยสีฮมีาทอกซิลีนและอีโอซิน 
(hematoxylin and eosin, H&E) ในระยะเวลาสั้นๆ และตรวจดูดวยกลองจลุทรรศน 
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3.2.1 การเก็บและรกัษาตัวอยาง 

วิธีนี้สามารถใชในการชันสตูรโรคจุดขาวไดเฉพาะกับกุงหลังวัยออนขนาดใหญ (อายุมากกวา PL30) 
เทานั้น ไมสามารถใชกับลูกกุงหลังวัยออน หรือกุงที่ไมแสดงอาการปวยได ตัวอยางที่เหมาะสม คือ เหงือก
ของกุง หรือเนื้อเย่ือใตเปลอืกสวนหัว (carapace) ที่แสดงรอยโรค โดยขนาดของตัวอยางเหงือกตองยาว
ไมเกิน 0.5 cm 
3.2.2   วิธีการ  

(1) ใสสารละลายคงสภาพเดวิดสันผสมกรดเกลือ (HCl Davidson’s fixative) (ภาคผนวก 
ง ขอ ง.1.2) ปริมาตร 0.5 ml ในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml ตัดชิ้นเหงือกจากกุง
ปวยแชในสารละลายคงสภาพผสมกรดเกลือเดวิดสัน นาน 1 h หรือสามารถใชตัวอยาง
ซึ่งเก็บตามวิธใีนขอ 3.3.1 

(2) เทสารละลายคงสภาพเดวิดสันผสมกรดเกลือทิ้ง นําผากอซปดทีป่ากหลอดพลาสติก 
แลวนําไปลางดวยน้ําประปาที่ไหลผานเบาๆ นาน 15 min (ระวังช้ินตัวอยางไหลออก
จากหลอด) 

(3) เทน้ําออก แลวหยดสีฮีมาทอกซิลีน 3 หยดลงในหลอด (ใหทวมชิ้นเหงือก) แชทิ้งไว
นาน 10 min 

(4) เทสีออก แลวลางดวยน้าํประปาทีไ่หลผานเบาๆ นาน 15 min   

(5) เทน้ําออก หยดสีอีโอซนิ 3 หยดลงในหลอด (ใหทวมชิ้นเหงือก) แชทิ้งไวนาน 2 min  

(6) เทสีออก เติมเอทานอล 50% ปริมาตร 0.5 ml ทิ้งไวนาน 1 min แลวเทออก 

(7) เติมเอทานอล 70% ปริมาตร 0.5 ml นาน 1 min แลวเทออก 

(8) เติมเอทานอล 90% ปริมาตร 0.5 ml แชไวนาน 1 min แลวเทออก ทําซ้ําอีกครั้งหนึ่ง 

(9) เติมเอทานอลสัมบูรณ (absolute ethanol) ปริมาตร 0.5 ml แชไวนาน 1 min แลวเท
ออก ทําซ้ําอีกครั้งหนึ่ง 

(10) เติมไซลนี (xylene) ปริมาตร 0.5 ml แชไวนาน 1 min แลวเทออก ทําซ้าํอีกครั้งหนึ่ง 
เก็บเหงือกไวในไซลนี ระวังอยาใหแหง  

(11) ใชปากคบี (forceps) หักช้ินเหงือก (gill) เปนชิ้นเล็กๆ แลวนําไปวางบนสไลด ใชปาก
คีบกดใหแตกออกเปนชิ้นเลก็ๆ จนซี่เหงือก (primary gill lamella) แยกออกเปนชิ้น
เดี่ยวๆ ทําใหสามารถตรวจดูก่ิงเหงือก (secondary gill lamella) ไดสะดวก  

(12) หยดเพอรเมาท (permount) 1 หยด ใชกระจกปดสไลดปด วางไวนาน 3 min ถึง 5 
min ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ที่กําลังขยาย 400 เทา 
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3.2.3  การแปลผล 

กุงที่ปวยเปนโรคจุดขาวจะพบอนภุาคฝงใน (inclusion) สีมวงแดง ในนิวเคลียสทีใ่หญกวาปกตขิองเซลล
เย่ือบุใตผิวเหงือกกุง (subcuticular epithelial cells) (รูปที่ จ.3 และ จ.4) 

หมายเหตุ อาจลดเวลาที่ยอมดวยสีอีโอซนิ ลงไดตามขนาดของเนื้อเย่ือ 

3.3 วิธีทางจุลพยาธิวิทยา (histopathological method) 

หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบโรคในระดบัเนื้อเย่ือ โดยยอมเนื้อเย่ือที่ผานกระบวนการรกัษาใหคง
สภาพ ดวยสี H&E และตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

3.3.1 การเก็บและรกัษาตัวอยาง  

(1) นํากุงมีชีวิตแชในสารละลายคงสภาพเดวิดสัน (Davidson’s fixative) (ภาคผนวก ง ขอ ง.1.1) 
ที่แชเย็น และมีปริมาตรประมาณ 10 เทาของปริมาตรกุง โดย 

(1.1) กุงวัยออนระยะนอเพลียส ถึง PL20 สามารถเก็บรักษาสภาพทั้งตัวไดในสารละลายคง
สภาพเดวดิสนั  

(1.2) กุง PL21 จนถึงกุงที่มีน้ําหนักไมเกิน 3 g ใหรักษาสภาพทั้งตัวโดยแชในสารละลายคง
สภาพเดวดิสนั โดยเปดเปลือกสวนหัวตามแนวยาว เพ่ือใหสารละลายเขาไปทีต่ับและ
ตับออน  

(1.3) กุงที่มีน้ําหนักตั้งแต 3 g ข้ึนไป ใหฉีดสารละลายคงสภาพเดวดิสนัเขาไปในชองปาก
สวนหัวดานหลังใตเปลือก ตับและตบัออนสวนทองบริเวณขาเดินคูที ่ 3 ถึงขาเดนิคู
สุดทาย และลําตัวทั้งดานทองและดานหลังใหทั่ว โดยใชสารละลายคงสภาพเดวิดสัน 
ประมาณ 1 ml ถึง 10 ml ข้ึนอยูกับขนาดกุง ตัดเปลอืกกุงตามแนวยาวตั้งแตเปลือก
ชวงทองปลองที่ 6 จนถึงสวนหัว  

(1.4) กุงที่มีน้ําหนักมากกวา 12 g ใหฉีดสารละลายคงสภาพเดวิดสันเขาทีส่วนหัว และสวน
ลําตัวดานทอง จากหัวไปหางใหทั่วตัว หลังจากนั้นใหตัดกุงตามขวางบริเวณสวนหัว
และสวนทอง  

(2) นําตัวอยางตาม (1) แชในสารละลายคงสภาพเดวดิสนันาน 24 h ถึง 48 h ข้ึนอยูกับขนาดของ
กุง แลวนําตัวอยางมาแชในเอทานอล 70% เพ่ือชวยใหเก็บตัวอยางไดนานขึ้น  

3.3.2 วิธีการ 
นําตัวอยางที่ไดจากขอ 3.3.1 มาดาํเนินการ ดังนี ้ 

(1) ขจัดน้ํา (dehydration) ออกจากชิ้นเนื้อดวยเอทานอล 95% และเอทานอล 100% ตามลาํดบั 
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(2) ขจัด (clearing) เอทานอลดวยไซลีน  

(3) ทําใหพาราฟนแทรกเขาไปในชิ้นเนื้อ (impregnating)  

(4) ฝงช้ินเนื้อ (embedding) ในพาราฟน  

(5) ตัดชิ้นเนื้อที่อยูในแทงพาราฟนใหเปนแผนบางๆ (sectioning) แลวจัดวางบนสไลด 

(6) ยอมดวยสี H&E 

(6.1) ละลายพาราฟนในเนื้อเย่ือบนสไลด โดยวางสไลดที่อุณหภูมิ 60 oC นาน 30 min 
แลวนําไปแชในไซลนี  

(6.2) ทําเนื้อเย่ือบนสไลดใหชุมน้าํ (rehydration) โดยแชสไลดเนือ้เย่ือในเอทานอล 100% 
และเอทานอล 95% ตามลาํดับ 

(6.3) ลางสไลดเนื้อเย่ือดวยน้ําไหลผาน นาน 5 min 

(6.4) จุมสไลดเนื้อเย่ือลงในสี Mayer’s hematoxylin นาน 5 min ถึง 7 min 

(6.5) ลางสไลดเนื้อเย่ือดวยน้ําไหลผานนาน 15 s ถึง 30 s   

(6.6) จุมสไลดเนื้อเย่ือในสีอีโอซนิ นาน 30 s ถึง 60 s 

(6.7) ขจัดน้ําออกจากสไลดเนื้อเย่ือดวยเอทานอล 95% และเอทานอล 100% ตามลําดับ 

(6.8) ขจัดเอทานอล โดยแชในไซลีน  

(6.9) หยดเพอรเมาท (permount) 1 หยด แลวปดสไลดดวยกระจกปดสไลด 

(6.10) นําสไลดเนื้อเย่ือมาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
3.3.3 การแปลผล 
ลักษณะทางจลุพยาธิวิทยาของกุงที่ติดเชื้อ WSSV จะพบพยาธิสภาพของเซลลและเนื้อเย่ือที่เจริญมาจาก
ช้ันเอ็กโธเดิรม (ectoderm) และเมโซเดริม (mesoderm) ที่สําคัญคอื นิวเคลียสใหญข้ึนและตดิสีแดงใน
ระยะแรกของการติดเชื้อ และตดิสีน้าํเงินในระยะหลัง บางครั้งโครมาตนิจะถูกดนัไปตดิเยื่อหุมนิวเคลียส    
(รูปที่ จ.3)  

3.4 วิธีปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสแบบเนสเต็ด (nested polymerase chain reaction, 
nested PCR) 

หลักการของวิธีนี้ คือ การเพิ่มปริมาณ DNA ของเชื้อ WSSV แบบทวีคูณ จนมีจาํนวนมากพอที่จะตรวจ
พบได โดยใชไพรเมอร (primer) 2 ชุดในปฏิกิริยา 
วิธีตอไปนีด้ัดแปลงจาก Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals ของ OIE1 (2003) โดยใชวิธี
ปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสแบบเนสเตด็ 
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3.4.1  การเก็บและรักษาตัวอยาง 
(1) นําตัวอยางกุงมีชีวิตพรอมน้ําจากบอเล้ียงใสถุงพลาสติกหรือภาชนะอืน่ที่เหมาะสม แยกตัวอยาง 

แตละบอไมปะปนกัน เขียนรายละเอียดใหชัดเจน และขนสงในสภาพมีชีวิตจนถึงหองปฏิบัติการ  

(2) ถาไมสามารถนําตัวอยางกุงมีชีวิตสงตรวจได ใหนาํตัวอยางกุงใสถุงพลาสติก ปดปากถุงใหสนิท 
แชน้ําแข็ง แลวรีบนําสงหองปฏิบัติการทันทีหรือภายใน 24 h หากไมสามารถสงตัวอยางภายใน
วันนั้นได ใหแชแข็งตัวอยางกุงทั้งตัว (frozen whole specimens) ในน้ําแข็งแหงหรือในตูแชที่
อุณหภูม ิ-20 oC หรือต่ํากวา  แลวรีบนําสงหองปฏิบัติการ   

(3) ถาไมสามารถนําตัวอยางกุงมีชีวิตหรือแชแข็งสงหองปฏิบัติการได ใหรักษาสภาพตัวอยางกุงใน 
เอทานอล 90% ถึงเอทานอล 95% ที่เย็น ปริมาตรประมาณ 10 เทาของตัวอยางกุง สงตรวจ
ภายใน 3 วัน แตถาตองการเก็บตัวอยางกุงใหนานขึ้น ใหใชสารละลายคงสภาพเนื้อเย่ือ 
(ภาคผนวก ง ขอ ง.1.2) โดยถาเปนกุงวัยรุนข้ึนไปใหเก็บตัวอยางเหงือกหรือขาวายน้ํา 
(pleopod) สงตรวจ ถากุงมีขนาดเล็กกวา 3 g ใหรักษาสภาพตัวอยางกุงทั้งตัวได แตตองนาํสง
หองปฏิบัติการภายใน 7 วัน เพ่ือตรวจหาเชื้อไวรัส 

(4) ถาเก็บตัวอยางเลือด (haemolymph) สงตรวจ โดยเก็บตัวอยางเลือดจากแองเลือด 
(haemocoel) ที่ใตทองบริเวณขาวายน้ําคูแรก หรือบริเวณขาเดิน (periopod) คูที่ 3 ถึง 
คูสุดทาย (รูปที่ จ.2) หรือที่หัวใจ ดวยเข็มและกระบอกฉีดยาที่มีสารละลายรักษาสภาพเลือด 
(ภาคผนวก ง ขอ ง.1.3) ในปริมาตรเทากับตัวอยางเลือด แลวแชเย็นตัวอยางเลือดกุงและนําสง
หองปฏิบัติการ ภายใน 6 h ถึง 8 h หากไมสามารถสงตัวอยางภายในเวลานั้นได ใหแชแข็ง
ตัวอยางเลือดในน้ําแข็งแหง หรือในตูแชที่อุณหภูมิ -20 oC หรือต่ํากวา นําตัวอยางแชแข็งใส
ในกลองเก็บความเย็นที่มีน้ําแข็ง  แลวนําสงหองปฏิบัติการภายใน 24 h 

(5) ถาตองการเกบ็รักษาตัวอยางเปนเวลานาน ใหเก็บเลือดใสใน lysis solution (ภาคผนวก ง ขอ 
ง.2.1) ในอัตราสวนของเลือดตอ lysis solution เปน 1:2 หรือนําอวัยวะกุง เชน ขาวายน้ํา  
กานตาทีต่ัดลกูตาออกแลว เหงือก หรือลูกกุงที่มีอายุนอยกวา PL16 ทั้งตัว บดใน storage 
lysis buffer (ภาคผนวก ง ขอ ง.2.2) จะสามารถเก็บไวที่อุณหภูมิหองไดนานกวา 1 ป  

 

 

1องคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties, OIE หรือ World 
Organisation for Animal Health) หมายถึง องคการระหวางประเทศ ที่ประกอบดวยผูแทนรัฐบาล จดัตั้ง
ข้ึนตามขอตกลงของนานาชาติ เมื่อเดือนมกราคม 2467 เพ่ือประสานความรวมมือในการควบคุมโรค
ระบาดที่สําคญัในสตัว 
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3.4.2  วิธีการ 
(1) การสกัด DNA เปาหมายจากตัวอยาง 

(1.1) การเตรียมตัวอยาง ข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยาง คือ  

(1.1.1) ถาเปนกุงวัยรุนจนถึงกอนโตเต็มวัย ใหเก็บตัวอยางกุงตามจาํนวนที่ระบุใน
ภาคผนวก ค ตารางที่ ค.1 มาบดใหละเอียด แลวนําตัวอยางทีบ่ดแลว 
100 mg ถึง 200 mg เก็บไวใชในขั้นตอนตอไป  

(1.1.2) ถาเปนกุงอายุต่ํากวา PL15 ใหใชทั้งตัว  

(1.1.3) ถาเปนกุง PL16 ถึง PL20 ใชทั้งตัว แตตองตดัตาออกกอน เนื่องจากตา
ของกุงมีสารที่ยับยั้งปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสแบบเนสเต็ด  

(1.1.4) ถาเปนเลือด ใหเก็บตามวธิีในขอ (4) ของขอ 3.4.1 

(1.2) ใสตัวอยางกุงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ (microcentrifuge tube) ปริมาตร 1.5 ml 
ตามดวย lysis solution (ภาคผนวก ง ขอ ง.2.1) 600 µl บดตัวอยางใหละเอียด 
แลวบมที ่65 oC นาน 1 h  

หมายเหตุ  ในกรณีที่เก็บตวัอยางเลือดใน lysis solution ตามขอ 3.4.1 (5) ใหใชตัวอยาง 
800 µl แลวดําเนนิการในขอ (1.3) ตอไป 
(1.3) เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) 5 mol ใหไดความเขมขนสุดทายของ NaCl 

ในสารประกอบเปน 0.7 mol 

(1.4) คอยๆ เติม N-cetyl-N,N,N-trimethylammonium bromide (CTAB) 10% ที่
ละลายอยูใน NaCl 0.7 mol ในสัดสวน 1:10 ของปริมาตรตัวอยางในขอ (1.4) 
แลวผสมใหเขากัน 

(1.5) บมที่อุณหภูม ิ65 oC นาน 10 min แลวนําออกมาวางที่อุณหภูมิหอง 

(1.6) เติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมลิแอลกอฮอล (chloroform/isoamyl alcohol) ที่ผสม
ในอัตราสวน 24:1 ในปริมาตรเทากันกับตัวอยางที่ไดจากขอ (5) ของขอ 3.4.1 
ผสมใหเขากันเบาๆ 

(1.7) ปนเหวี่ยงที่ 13 000 g นาน 5 min แลวดูดเอาสารละลายสวนใส (supernatant) ใส
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจใหม 

(1.8) เติมฟนอล (phenol) ปริมาตรเทากันกบัตัวอยาง เขยาเบาๆ ใหเขากัน 

(1.9) ปนเหวี่ยงที่ 13 000 g นาน 5 min แลวดูดสารละลายสวนใสใสในหลอดไมโครเซน
ตริฟวจใหม ถาตองการใหได DNA ที่บริสุทธิ์มากขึ้น ใหสกัดซ้าํดวยฟนอลอกี  
1 ครั้ง ถึง 2 ครั้ง 
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(1.10) นําสารละลายสวนใสที่ไดจากการสกัดใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจใหม ผสมกับ
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) ปริมาตร 2 เทา ผสมเบาๆ แลวปน
เหวี่ยงที่ 13 000 g นาน 5 min 

(1.11) นําสารละลายสวนใสใสหลอดไมโครเซนตริฟวจใหม แลวตกตะกอน DNA ดวย      
เอทานอล 95% ปริมาตร 2 เทาของตัวอยาง แลวเก็บที่ -20 oC นาน 30 min หรือ
ที่ -80 oC นาน 15 min 

(1.12) ปนเหวี่ยงที่ 13 000 g นาน 30 min เทเอทานอลทิ้งไป แลวลางตะกอน DNA ดวย   
เอทานอล 70% วางทิ้งไวใหเอทานอลระเหยจนหมด 

(1.13) ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน 100 µl บมที่ 65 oC นาน 15 min (น้ํากล่ันทีใ่ชตอง
ปลอดเชื้อและผานการกลั่นอยางนอยสองครั้ง) 

(1.14) เก็บรักษาสารละลาย DNA ที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 oC จนกวาจะใช  

(2) การเพิ่มจํานวน DNA เปาหมายในขั้นตอนที ่1  

(2.1) เตรียมสารผสม PCR cocktail ปริมาตร 100 µl ซึ่งประกอบดวย Tris/HCl 10 
mmol pH 8.8, KCl 50 mmol, MgCl2 1.5 mmol, Triton X-100 0.1%, 200 
µmol ของแตละ dNTP, 100 pmol ของแตละไพรเมอร รหัส 146 F1 และ 146 R1 
(ตารางที่ 1) และ DNA polymerase 2 units 

 ตารางที่ 1. แสดงลําดบันิวคลิโอไทด (neucleotide) ของไพรเมอร รหัส 146 F1 และ 146 R1 

Primer Sequence 
146 F1 5'-ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCT-AG-3' 
146 R1 5'-TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-A-3' 

(2.2) เติมตัวอยาง DNA ปริมาตร 1 µl (มี DNA อยูประมาณ 0.1 µg ถึง 0.3 µg) ลงใน
หลอดที่มีสารผสมอยู ในการชันสูตรทุกครั้งตองมีชุดควบคุมทั้งที่เปน positive control, 
negative control และ blank (non-template control) 

(2.3) นําตัวอยางเขาเคร่ือง PCR โดยตั้งโปรแกรม 1 รอบ ที่อุณหภูม ิ94 ๐C นาน 4 min ที่
อุณหภูม ิ55 ๐C นาน 1 min และท่ีอุณหภมูิ 72 ๐C นาน 2 min แลวตามดวยโปรแกรม 
39 รอบ ที่อุณหภูม ิ 94 ๐C นาน 1 min ที่อุณหภูม ิ 55๐C นาน 1 min ที่อุณหภูมิ  
72 ๐C นาน 2 min และรอบสุดทาย ที่อุณหภูมิ 72 ๐C นาน 5 min 
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(3) การเพิ่มจํานวน DNA เปาหมายในขั้นตอนที ่2  
(3.1) ดูด PCR product ที่ไดจากขอ (2.3) มา 10 µl ใสในหลอดสารผสม PCR cocktail 

90 µl ซึ่งมีสวนประกอบเชนเดียวกับขอ (2.1) แตเปลี่ยนไพรเมอร เปน 146 F2 
และ 146 R2 (ตารางที่ 2) 

ตารางที่ 2. แสดงลําดบันิวคลิโอไทดของไพรเมอร รหัส 146 F2 และ 146 R2 

Primer Sequence 
146 F2 5'-GTA-ACT-GCC-CCT-TCC-ATC-TCC-A-3' 
146 R2 5'-TAC-GGC-AGC -TGC-TGC-ACC-TTG-T-3' 

(3.2) ดําเนนิการเชนเดียวกับขอ (2.3) 

(4) แยกแถบ DNA ดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis ดังนี ้ 

(4.1) ผสมสียอม (6X loading dye) 2 µl กับ PCR product ที่ได เติมประมาณ 10 µl ลง
ในหลุมของ agarose gel ที่มีความเขมขน 1% ถึง 1.5%  

(4.2) แยก DNA ดวยกระแสไฟฟา ในสารละลาย TBE (Tris, boric acid, EDTA)  

(4.3) แลวนําไปยอมดวย ethidium bromide (0.5 µg/ml) หรือใชสารยอม DNA ชนิดอื่น 

(4.4) ใช DNA ladder ขนาด 100 bp เปน marker 

3.4.3  การแปลผล 
- เมื่อพบแถบ DNA ขนาด 941 bp (base pair) ใหอานผลเปนบวก เมื่อเปรียบเทียบกับ 

positive control อาจพบแถบ DNA ขนาด 1 447 bp รวมดวย 

- เมื่อไมพบแถบ DNA ขนาด 941 bp ใหอานผลเปนลบ เมื่อเปรียบเทียบกับ negative 
controls 

- ความไวของวธิีทดสอบนี้ คอื สามารถพบ PCR product ได เมื่อมีปรมิาณ DNA เปาหมาย
ในตัวอยางมีมากกวา 20  copies ข้ึนไป  

หมายเหตุ อาจใชวิธีการทดสอบปฏิกิริยาหวงโซพอลิเมอเรสอื่นแทน หากมีความไวและความ 
จําเพาะที่เทียบเทาหรือดีกวา และไดรับการเผยแพรในวารสารทางวิชาการ  
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ภาคผนวก ก 
วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรคจุดขาว 

ก.1 วิทยาการระบาด 

โรคจุดขาวหรือเรียกวาโรคตัวแดงดวงขาว เปนโรคระบาดที่อยูในบัญชีโรคสัตวน้ําขององคการโรคระบาด
สัตวระหวางประเทศ และอยูในกฎกระทรวง พ.ศ. 2548 ภายใตพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 
2499 โรคนี้เกิดจากกุงติดเชื้อ WSSV ซึ่งมีสารพันธุกรรมเปน DNA สายคู (dsDNA) ขนาด 305 kbp 
อยูในวงศ Nimaviridae สกุล Whispovirus ไวรัสมีรูปรางเปนแทงจนถึงรูปไข  ขนาด 80 nm ถึง 120 nm 
x 250 nm ถึง 380 nm มีผนังหุม (envelope) มีรายงานการตรวจพบโรคนี้ในกุง Penaeus monodon  
(กุงกุลาดํา), P. vannamei  (กุงขาว), P japonicus, P. chinensis, P. indicus, P. merguiensis, 
 P. setiferus และ P. stylirostris นอกจากนี้ยังพบไดในปูหลายชนิด จากการทดลองพบวาเช้ือ WSSV 
สามารถทําใหกุง P. articus, P. duodarum และ P. setiferus ตายได  

การระบาดของโรคจุดขาวมรีายงานเปนครั้งแรกเมื่อป พ.ศ. 2536 ในฟารมเพาะเลี้ยงกุง P. japonicus 
แหงหนึ่ง ที่ประเทศญี่ปุน หลังจากนั้นโรคไดแพรระบาดไปยังประเทศตางๆ ในทวีปเอเชีย ไดแก จนี 
เกาหลีใต อินเดีย ฟลิปปนส เปนตน รวมทั้งประเทศในทวีปอเมริกา โดยเรียกชื่อไวรัสนี้แตกตางกันไป 
สําหรับประเทศไทยมีรายงานการพบโรคจดุขาวครั้งแรก เมื่อป พ.ศ. 2537 ที่ จ. ตรัง และเรียกไวรัสนี้วา 
systemic ectodermal and mesodermal baculovirus (SEMBV)  

ก.2 พยาธิกําเนิด 

เมื่อกุงติดเชื้อ WSSV เช้ือจะทําลายเนื้อเย่ือที่มีตนกําเนิดจากเอ็กโทเดิรมและเมโซเดิรม เชน เย่ือบุผิวชั้น
ใตเปลือก (cuticular epithelium) เย่ือบทุางเดินอาหาร เหงือก หัวใจ เนื้อเย่ือประสาท กลามเนื้อ และ
อวัยวะสรางเม็ดเลือด ทําใหนิวเคลียสใหญ (hypertrophied nuclei) จนเต็มหรือเกือบเต็มเซลล ที่เรียกวา 
Cowdry type A inclusion  

กุงสามารถตดิโรคจุดขาวไดโดยตรงจากกุงแมพันธุโดยถายทอดเชื้อผานทางไข นอกจากนี้กุงยังสามารถติด
เช้ือ WSSV ที่แพรมากับน้าํในบอเล้ียง หรือกุงที่แข็งแรงกินกุงที่ติดเชือ้ (cannibalism) เขาไป โรคนี้ตดิตอ
ทางออมไดโดยผานสตัวพวกกุง ก้ัง ปู (crustacean) มากกวา 40 ชนิด แมวาขณะนี้ยังไมมีรายงานที่แสดง
กลไกการแพรเช้ือที่ชัดเจน แตพบวากุงปกติสามารถตดิเชื้อจากกุงปวยที่อยูรวมกันได ภายใน 36 h ถึง  
48 h และจากสื่อนาํโรคเชิงกล (mechanical vector) ที่นําเช้ือได  
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ก.3 อาการ 

อาการที่พบในกุงติดเชื้อ WSSV จะแตกตางกันไป ข้ึนกับอายุกุงและการจัดการฟารม อยางไรก็ดีความ
รุนแรงของการระบาดจะขึ้นอยูกับปจจัยทีก่ระตุนใหเกิดความเครียดอืน่ๆ ดวย เชน คุณภาพน้ําไม
เหมาะสม กุงปวยจะวายใกลผิวน้ําหรือเกาะท่ีขอบบอ หากเปดเปลือกสวนหัวออกดูจะสังเกตเหน็จุดขาวได
งาย หลังจากเริ่มแสดงอาการแลวกุงจะตายอยางรวดเร็วภายในไมก่ีวนั อยางไรก็ตาม จุดขาวที่เปลือกอาจ
เกิดจากสาเหตอ่ืุนได เชน น้ําในบอมคีวามเปนดางสูง เช้ือแบคทีเรีย และสภาพแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป 
อาการปวยมักพบในกุงระยะวัยรุนที่ติดเชื้อ ซึ่งมีได 3 แบบ คือ  

ก.3.1 แบบเฉยีบพลัน  

กุงที่ติดเชื้อจะปวยและตายอยางรวดเร็วภายใน 1 วัน ถึง 5 วัน หลังจากเริ่มแสดงอาการ อัตราการตาย
สะสมระหวาง 80% ถึง 100% มีรอยโรคจุดขาวหรือดวงขาว ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 mm ถึง 2 mm 
ที่ในเปลือก (รูปที่ จ.1) กุงอาจมีสีชมพูถึงแดง ไมกินอาหาร วายน้ําเช่ืองชา มักอยูใกลผิวน้ําหรือเกาะท่ี
ขอบบอ 

ก.3.2 แบบกึง่เฉียบพลัน  

กุงที่ติดเชื้อจะทยอยปวยและตายไปเรื่อยๆ มีระยะเวลาไมแนนอน ทั้งนี้ข้ึนกับคุณภาพน้ําและการจัดการ
ฟารม กุงอาจมีหรือไมมีรอยโรคเปนจุดขาว กินอาหารลดลง เคลื่อนไหวเชื่องชา มีอัตราการตายสะสม 
30% ถึง 80% ตลอดระยะเวลาที่เล้ียง  

ก.3.3 แบบเรือ้รัง  

กุงที่ติดเชื้ออาจมีหรือไมมีรอยโรคเปนจดุขาว และไมตาย  
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ภาคผนวก ข 
การเปรียบเทียบความแมนยําของวิธีการชันสูตรโรค 

ตารางที่ ข.1 เปรียบเทียบความแมนยําการชันสูตรโรคจุดขาวดวยวิธีตางๆ1  

1 ดัดแปลงจาก Manual of Diagnostic Test for Aquatic Animals ของ OIE, 2003 

n/a     = ไมมีขอมูล (not available) 
       -    = ไมมีวิธีการทดสอบหรือเปนวิธีที่ยังไมเหมาะสม 
             + = วิธีที่ใชไดในบางกรณ ีเนือ่งจากมีขอจํากัดบางประการ  
           ++ = วิธีมาตรฐาน ใชกันทั่วไป มีประสิทธิภาพดีและมีความจําเพาะ 

  +++ = วิธีที่แนะนาํใหใช เนื่องจากมีความจําเพาะและความไวสูง 
  DF/LM    = dark field/light microscope  
  

แบบคัดกรอง (Screening) วิธีชันสูตร 
กุง 

วัยออน 
กุง 

หลังวัยออน 
กุง    
วัยรุน 

กุง 
โตเต็มวัย 

แบบ
เบื้องตน 

 

 แบบ
ยืนยันโรค 

ดวยตาเปลา  
(Gross signs) 

- - - - + - 

กลองจุลทรรศน (Direct 
DF/LM)1 

- - - - + + 

จุลพยาธิวิทยา - - - - ++ ++ 
กลองจุลทรรศนอิเล็ก 
ตรอนสองผาน (TEM) 

- - - - +++ +++ 

อิไลซา (ELISA) n/a n/a +++ +++ +++ +++ 
หัวตรวจดีเอนเออินซิตู  
(DNA probes-in situ) 

n/a n/a + + +++ +++ 

Nested PCR +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
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ภาคผนวก ค 
การชักตัวอยาง 

ตารางที่ ค.1 แผนการชักตัวอยาง1  
 

จํานวนตัวอยาง เมื่อคาดวามีความชุกโรคที ่ขนาดรุน 
1% 2% 5% 10% 

50 50 50 35 20 
100 96 75 45 23 
250 194 110 50 25 
500 225 130 55 26 

1 000 258 140 55 27 
1 500 271 140 55 27 
2 000 277 145 60 27 
4 000 288 145 60 27 
10 000 299 145 60 27 

100 000 หรือ
มากกวา 

299 150 60 30 

1 ดัดแปลงจาก Manual of Diagnostic Test for Aquatic Animals ของ OIE, 2003 

หมายเหตุ  

จํานวนตัวอยางกุงที่ตองสุมตรวจ (size of sample) ข้ึนอยูกับความชกุโรคจุดขาวทีค่าดวาม ี(prevalence) 
และขนาดรุน(lot size) หรือจํานวนกุงที่มใีนบอ  
1) ในการตรวจกุงระยะ PL ตองใชจํานวนตัวอยางที่ความชุกโรค 1% ถึงความชุกโรค 2% โดยสุมกุงมีชีวิต

มาจาก 5 ตําแหนงใหครอบคลุมพื้นที่ทั้งบอ หากเปนพอแมพันธุใหตรวจทุกตัวหรือตรวจที่ความชุกโรค 
5% ในกรณีกุงวัยรุนใหใชจํานวนตัวอยางที่ความชุกโรค 2% ถึงความชุกโรค 10% 

2) วิธีการแปลผล 
 - ถาผลการตรวจเปนบวก หมายความวา มีกุงติดเชื้อ 2% หรือมากกวา ในกลุมประชากรตัวอยาง  
 - ถาผลการตรวจเปนลบ หมายความวา มีกุงติดเชื้อต่ํากวา 2% หรือไมติดเชื้อ ในกลุมประชากร

ตัวอยาง 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสารเคมี 

ง.1 การเตรียมสารเคมีที่ใชในการเก็บตัวอยาง 

ง.1.1 สารละลายคงสภาพเดวดิสนั ปริมาตร 1 000 ml 
absolute ethanol 330 ml 
40% formalin 220 ml 
glacial acetic acid 115 ml 
distilled water  335 ml  

ง.1.2 สารละลายคงสภาพเดวดิสนัผสมกรดเกลือ ปริมาตร 1 000 ml 
absolute ethanol   330 ml 
40% formalin 220 ml 
50% conc. HCl 115 ml 
distilled water  335 ml  

ง.1.3 สารละลายรักษาสภาพเลือด ปริมาตร 1 000 ml 
NaCl 26.3  g 
trisodium citrate  8.8   g 
citric acid 5.5    g 
EDTA 3.7  g 
– เติมน้ํา 700 ml แลวปรับ pH ใหได 7.0 จากนัน้นาํไป autoclave  
– ทิ้งไวใหเย็น เติมกลูโคสความเขมขน 1 mol 100 ml  
   (โดยชั่งกลูโคส 36 g ละลายในน้ํากล่ัน 200 ml)  
– เติมน้ําใหครบ 1 000 ml  

ง.2 การเตรียมสารเคมีที่ใชในวิธี nested PCR 

ง.2.1 lysis solution มีความเขมขนของสารเคมีตางๆดังนี ้ 
100 mmol NaCl 
10 mmol Tris/HCl pH 8 

 25 mmol EDTA 
 0.5% SLS (sodium N-laurylsarcosinate) หรือ 2% SDS (sodium dodecyl sulfate)  
 0.5 mg/ml proteinase K  
 หมายเหต ุใหเตรียม proteinase K  ใหมทุกครั้งกอนนาํไปใช 
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ง.2.2 storage lysis buffer  
50 mmol NaCl 
50 mmol Tris/HCl pH 9 
100 mmol EDTA 
2% SDS  
1 mg/ml proteinase K  
หมายเหต ุใหเตรียม proteinase K  ใหมทุกครั้งกอนนาํไปใช 
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ภาคผนวก จ 
ภาพประกอบการชันสูตรโรคจุดขาว 

 
 
 
 
 
 
 
 

          (a) (b) 

รูปที่ จ.1 แสดงรอยโรคของโรคจุดขาวในกุงกุลาดํา ลําตัวกุงมีสีแดง มีดวงขาวที่เปลือก สวนหัว (a) และ
ลําตัว (b) (เอ้ือเฟอภาพโดย ดร. จิราพร เกษรจันทร) 

 
 

 
รูปที่ จ.2  แสดงการเก็บตัวอยางเลือด (haemolymph) จากแองเลือดใตทองบริเวณขาวายน้ําคูแรก 

(ventral sinus) หรือจากแองเลือดใตทองบริเวณขาเดินคูที่ 3 ถึงขาเดินคูสุดทาย (cardiac sinus) 
(ลูกศร) (เอ้ือเฟอภาพโดย รศ. สพ.ญ. ดร. เจนนุช วองธวัชชัย) 
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รูปที่ จ.3 ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของโรคจุดขาว นิวเคลียสของเซลลปกต ิ(หัวลูกศรสีขาว) เซลลที่ติดเชื้อ
ไวรัสจะมีนิวเคลียสขยายใหญ (hypertrophied nuclei) ติดสีแดงในระยะแรกเรียก Cowdry type A 
inclusion (หัวลูกศรสีแดง) แลวคอยๆ เปลี่ยนเปนสีน้าํเงินในระยะหลัง (หัวลูกศรสีดํา) (H&E 
stain) (เอ้ือเฟอภาพโดย Dr. Timothy W. Flegel) 

 

 

รูปที่ จ.4 ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของโรคจุดขาวที่เหงือกจากวิธียอมสีแบบรวดเร็ว เซลลที่ติดเชื้อไวรัส
ระยะแรกจะมีนิวเคลียสขยายใหญ (hypertrophied nuclei) ติดสแีดงเรียก Cowdry type A 
inclusion และระยะหลังนิวเคลียสติดสนี้ําเงิน (basophilic) (เอ้ือเฟอภาพโดย Dr. Timothy  
W. Flegel) 
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ภาคผนวก ช 
หนวย 

 หนวยและสัญญลักษณที่ใชในมาตรฐานฯ นี้ และหนวยที่ SI (International System of Units หรือ 
Le Système International d’ Unités) ยอมรับใหใชได มีดังนี ้  

 
ปริมาณ ช่ือหนวย สัญลักษณหนวย 

กรัม g 
มิลลิกรัม mg 

มวล 
 
 ไมโครกรัม µg 

มิลลิลิตร ml ปริมาตร 
 ไมโครลติร µl 

ความยาว เซนติเมตร cm 
ช่ัวโมง h 
นาท ี min 

เวลา 
 
 วินาท ี s 

อุณหภูม ิ องศาเซลเซียส ˚C 
โมล mol 

มิลลิโมล mmol 
ปริมาณสาร 

ไมโครโมล µmol 
ความหนาแนนของมวล มิลลิกรัม/มิลลิลิตร mg/ml 

 

 
 




