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การส�ำรวจการพบเชื้อ Enterocytozoon hepatopenaei (EHP)
 ในกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei)
จังหวัดนครศรีธรรมราชและพื้นที่ใกล้เคียง

สาวิตรี ฤทธิ์ช่วย1 ชลธิชา หนูเกตุ2 ชลิตา เรทมิฬ3

พิชญ์สินี เรืองนาค4 สิริลักษณ์ สินธุพาชี5

บทคัดย่อ 

	 กุ้งเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่มีมูลค่าและปริมาณการผลิตสูงของประเทศไทย การจัดการสุขภาพและการจัดการฟาร์ม 

ที่ดีเป็นสิ่งจ�ำเป็นในการเพิ่มผลผลิตและลดความเสียหายจากการเกิดโรค นอกจากนี้ การส�ำรวจการแพร่กระจายของโรค 

ยังเป็นแนวทางส�ำคัญในการวางแผนเฝ้าระวังและควบคุมการะบาด การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อส�ำรวจการพบเชื้อ 

Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) ด้วยเทคนคิ PCR เพือ่เฝ้าระวงัการแพร่ระบาดของโรคกุง้ในจงัหวดันครศรธีรรมราช 

และพืน้ทีใ่กล้เคียง เนือ่งจาก EHP ส่งผลกระทบต่อการผลติกุง้ โดยท�ำให้กุง้โตช้า ขนาดไม่สม�ำ่เสมอและเพิม่ต้นทนุการผลิต

	 จากการสุ่มเก็บตัวอย่างกุ้งจากฟาร์ม (7 จุด) และตลาด (8 จุด) รวม 15 จุด จุดละ 5 ตัวอย่าง เพื่อตรวจหาเชื้อ 

EHP ด้วยเทคนิค PCR พบการติดเช้ือจ�ำนวน 10 จุด คิดเป็นร้อยละ 66.7 โดยตรวจพบเชื้อทั้งในตัวอย่างจากฟาร์ม

เพาะเลี้ยงและตลาดค้าของสด ซึ่งมีแหล่งที่มาทั้งจากฟาร์มและแหล่งธรรมชาติ สะท้อนให้เห็นถึงการกระจายตัวของเชื้อ 

EHP ทั้งในระบบการเพาะเลี้ยงและสิ่งแวดล้อม ผลการศึกษาชี้ให้เห็นว่าการใช้ไพรเมอร์มากกว่าหนึ่งชุดช่วยเพิ่มความไว 

และความน่าเชือ่ถือในการตรวจหาเช้ือ ขณะทีไ่พรเมอร์ทีอ่อกแบบขึน้ในการศกึษาคร้ังนีมี้ความสามารถในการตรวจพบเชือ้ 

ต�ำ่กว่าเมือ่เปรยีบเทยีบกบัไพรเมอร์จากงานวจิยัอ้างองิ ซ่ึงอาจเป็นเพราะความแตกต่างของเทคนคิการตรวจและต�ำแหน่ง

ของยีนเป้าหมาย ดังนั้นการเฝ้าระวังการแพร่กระจายของเชื้อ EHP และการเลือกใช้วิธีการตรวจที่เหมาะสม รวมถึงการ

จัดการฟาร์มที่ดีจะช่วยลดความเสี่ยงและป้องกันความเสียหายทางเศรษฐกิจและสังคมที่อาจเกิดขึ้นได้

ค�ำส�ำคัญ: กุ้งขาว, การตรวจหาเชื้อ, การเฝ้าระวังโรค
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Survey of Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) in Pacific White Shrimp 
(Litopenaeus vannamei) in Nakhon Si Thammarat Province and Adjacent Areas
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Chalita Rethamit3 Pitsinee Reangnak4 Siriluk Sintupachee5

Abstract

Shrimp are an economically important species in Thailand, with high production value and 

volume. Effective health and farm management are essential for increasing productivity and reducing 

losses caused by disease. In addition, surveillance of disease distribution is a key approach for planning, 

monitoring, and controlling outbreaks. This study aimed to investigate the occurrence of Enterocytozoon 

hepatopenaei (EHP) using PCR techniques for disease surveillance in Nakhon Si Thammarat and nearby 

areas. EHP negatively impacts shrimp production by causing slow growth, size variation, and increased 

production costs.

A total of 15 sampling sites were included, comprising shrimp collected from farms (7 sites) 

and fresh markets (8 sites), with five samples per site. PCR detection revealed EHP infection in 10 

sites (66.7%). Positive samples were found in both farmed shrimp and those obtained from fresh 

markets, which originated from both aquaculture systems and natural sources. These findings indicate 

a widespread distribution of EHP across both farming systems and the surrounding environment. The 

results suggest that the use of multiple primer sets improves the sensitivity and reliability of EHP 

detection. In contrast, the newly designed primers in this study showed lower detection efficiency 

compared to previously published primers, which may be attributed to differences in detection 

techniques and target gene regions. Therefore, continuous surveillance of EHP, the selection of 

appropriate detection methods, and proper farm management practices are important to reduce risks 

and mitigate potential economic and societal impacts.

  

Keywords: Enterocytozoon hepatopenaei (EHP), Pacific White Shrimp (Litopenaeus vannamei), PCR, 

pathogen detection, Disease surveillance
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บทน�ำ

กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) เป็นสัตว์น�ำ้เศรษฐกจิท่ีมคีวามส�ำคญัต่ออตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์น�ำ้

ของไทยและโลก โดยไทยมมีลูค่าการส่งออกในปี 2566 มากกว่า 2.5 หมืน่ล้านบาท และสร้างรายได้ให้กบัเกษตรกรกว่า 

200,000 ครวัเรอืนทัว่ประเทศ (กรมประมง, 2567) จากความต้องการกุง้ขาวในตลาดท่ีเพ่ิมสูงข้ึนท�ำให้มเีกษตรกรมกีาร

เพาะเลี้ยงกุ้งขาวในระบบที่มีความหนาแน่นสูงเพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้เกิดปัญหาการระบาดของโรคต่างๆ ที่ท�ำให้เกิดผล 

กระทบต่อการผลิต โดยพบว่าการเพาะเลี้ยงในระบบท่ีมีความหนาแน่นสูงจะเพิ่มความหนาแน่นของประชากรสัตว ์

ในแหล่งเลี้ยง ลดความหลากหลายทางพันธุกรรมและเกิดสภาพแวดล้อมท่ีเอื้อต่อการแพร่กระจายของเชื้อโรค 

(Stentiford et al., 2012) โดยเชื้อก่อโรคที่ส�ำคัญในกุ้งขาว ได้แก่ White Spot Syndrome Virus (WSSV) ก่อให้เกิด 

โรคตวัแดงดวงขาว, Vibrio parahaemolyticus ก่อให้เกดิโรค Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) 

และ Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) ก่อให้เกิดโรค Hepatopancreatic Microsporidiosis (HPM) ท�ำให้

กุ้งโตช้าและมีอาการอุจจาระเป็นสีขาว ซึ่งแต่ละโรคมีรูปแบบการแพร่ระบาดและผลกระทบที่แตกต่างกัน โดย EHP 

ถือเป็นเชื้อโรคเกิดใหม่ที่ก่อให้เกิดปัญหาอย่างต่อเนื่องในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งทั่วโลก

Enterocytozoon hepatopenaei เป็นเชื้อไมโครสปอริเดียนที่ถูกค้นพบครั้งแรกในกุ้งกุลาด�ำ (Penaeus 

monodon) ในประเทศไทยเม่ือปี 2552 โดย Tourtip et al. (2009) เชื้อนี้ก่อให้เกิดโรค Hepatopancreatic 

Microsporidiosis (HPM) และเป็นสาเหตุหนึ่งของโรคขี้ขาว ผ่านการเข้าไปติดเชื้อในเซลล์ตับ (hepatopancreas) 

ของกุ้งท�ำให้เกดิการอกัเสบมีการเสือ่มสภาพของเนือ้เยือ่และรบกวนการท�ำงานของระบบย่อยอาหาร (Tang et al., 2015) 

การแพร่ระบาดของ EHP เกดิข้ึนได้ทัง้แบบแนวนอน (horizontal transmission) คอืผ่านสภาพแวดล้อม ได้แก่ น�ำ้ตะกอน

และการกนิซากกนัเอง และแบบแนวตัง้ (vertical transmission) คอื จากแม่กุง้สู่ลกูกุง้ (Tangprasittipap et al., 2013) 

ปัจจุบันมีรายงานพบการติดเชื้อ EHP ในหลายประเทศผู้ผลิตกุ้ง โดยประเทศไทยพบการระบาดครั้งแรกในป ี

พ.ศ. 2552 และมีความชุกของการติดเชื้ออยู่ในช่วงประมาณ 15-60% ซึ่งส่งผลให้ผลผลิตลดลงประมาณ 20-40% และ 

ก่อให้เกิดความเสียหายทางธุรกิจอย่างมีนัยส�ำคัญ (Geetha et al., 2022) นอกจากนี้ ยังมีรายงานพบการติดเชื้อ EHP 

ในประเทศจีน เวียดนาม มาเลเซีย (Tran et al., 2025) และอินเดีย (Kumar et al., 2024) โดยมีความชุกอยู่ในช่วง

ประมาณ 10.6–96.6% ส่งผลให้ผลผลติลดลงประมาณ 15–50% และก่อให้เกดิความสญูเสยีทางเศรษฐกิจแตกต่างกันไป

ตามสภาพแวดล้อมและรูปแบบการเลี้ยงของแต่ละพื้นที่ ในส่วนผลกระทบทางด้านสังคมที่จะเกิดขึ้นจากการระบาดของ 

EHP น้ันอาจส่งผลกระทบต่อความมั่นคงทางอาชีพของเกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้ง โดยเฉพาะเกษตรกรรายย่อยที่มีทรัพยากร

จ�ำกัดในการจัดการและป้องกันโรค นอกจากน้ีการลดลงของผลผลิตและคุณภาพกุ้งยังส่งผลต่อห่วงโซ่อุปทานและการ

จ้างงานในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวข้อง รวมทั้งการแข่งขันในตลาดส่งออก ซึ่งการส�ำรวจข้อมูลที่เป็นระบบและครอบลุมพื้นที่

จะท�ำให้การวางแผนป้องกันและควบคุมโรคมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

ในประเทศไทยการระบาดของ EHP มีความรุนแรงระดับปานกลางเมื่อเปรียบเทียบกับโรคอื่นๆ โดยไม่ท�ำให้เกิด

อัตราการตายสูงโดยตรง แต่ส่งผลให้กุ้งเติบโตช้าและมีความแปรผันของขนาดผลผลิตในบ่อสูง (Chayaburakul et al., 

2004) การส�ำรวจในพื้นที่ต่างๆ พบว่า EHP มีการแพร่กระจายในหลายจังหวัดที่มีการเพาะเลี้ยงกุ้งแบบหนาแน่นสูง 

โดยเฉพาะในภาคตะวันออก (จันทบุรี ตราด) ภาคใต้ (สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช สงขลา) และภาคกลาง (เพชรบุรี 

สมุทรสงคราม) ความรุนแรงของการติดเชื้อจะแตกต่างกันไปตามพื้นที่ ระบบการเลี้ยงและฤดูกาล แม้จะมีรายงานว่า

ความรุนแรงของการติดเชื้อ EHP อาจเพิ่มขึ้นในช่วงฤดูร้อนและในฟาร์มที่มีความหนาแน่นสูง (Sritunyalucksana et 

al., 2014) แต่ความชุกและรูปแบบการตรวจพบเชื้ออาจแตกต่างกันไปตามพื้นที่และสภาพแวดล้อมของแต่ละแหล่งเลี้ยง 

โดยจังหวัดนครศรีธรรมราชซึ่งเป็นศูนย์กลางการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวที่ส�ำคัญของภาคใต้ มีการพบเชื้อ EHP ในหลายพื้นที ่

อย่างไรก็ตาม ข้อมูลดังกล่าวยังมีการเผยแพร่ในรูปแบบงานวิจัยค่อนข้างจ�ำกัด โดยเฉพาะการส�ำรวจเชิงพื้นที่ที่ครอบคลุม 

และมีรูปแบบการเก็บตัวอย่างท่ีชัดเจน รวมถึงการปรียบเทียบระหว่างแหล่งที่มาของตัวอย่าง ดังนั้นการศึกษานี้จึง
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มีวัตถุประสงค์เพ่ือส�ำรวจการพบเชื้อ EHP ในกุ้งขาวในพื้นที่จังหวัดนครศรีธรรมราชและพื้นที่ใกล้เคียง โดยการเก็บ

ตัวอย่างจากหลายแหล่งและก�ำหนดจ�ำนวนตัวอย่างท่ีสม�่ำเสมอ เพื่อให้ข้อมูลสามารถสะท้อนภาพรวมการกระจายของ

เชื้อในพื้นที่อย่างเป็นระบบมากขึ้น

การตรวจหาเชื้อ EHP สามารถท�ำได้หลายวิธีโดยการใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็น

เทคนิคที่นิยมใช้กันมากที่สุด เนื่องจากมีความไวและความจ�ำเพาะสูง (Tangprasittipap et al., 2013) วิธีการตรวจ

อื่นๆ ได้แก่ การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา (histopathology) การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (transmission 

electron microscopy) และเทคนิค in situ hybridization วิธีเหล่านี้มีข้อจ�ำกัดด้านความไวและความสะดวกในการ

ใช้งาน (Tourtip et al., 2009) ปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคใหม่ๆ เช่น quantitative PCR (qPCR), loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) และ CRISPR-Cas based detection ที่ให้ผลรวดเร็วและแม่นย�ำมากขึ้น (Tran 

et al., 2025) โดยการเลือกใช้เทคนิคการตรวจขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ ทรัพยากรที่มี และความต้องการด้านความแม่นย�ำ 

ซึ่งเทคนิค PCR  ยังคงเป็นทางเลือกหลักส�ำหรับการส�ำรวจในระดับพื้นที่เนื่องจากความน่าเชื่อถือและต้นทุนที่เหมาะสม

วัตถุประสงค์การวิจัย

1.	 ส�ำรวจการพบเชือ้ EHP ในกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ในจังหวดันครศรธีรรมราชและพืน้ทีใ่กล้เคียง

ด้วยเทคนิค PCR เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานส�ำหรับการวางแผนมาตรการป้องกันและควบคุมเชื้อ EHP ที่มีประสิทธิภาพ

2.	 เฝ้าระวังการเกิดโรคเพื่อลดความเสี่ยงของการเกิดโรคในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวของจังหวัด

นครศรีธรรมราช

วิธีด�ำเนินการวิจัย

1.	 การเก็บตัวอย่าง

	 ตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไมถูกสุ่มเก็บจากฟาร์มเลี้ยงกุ้งในจังหวัดนครศรีธรรมราชและจังหวัดตรัง และจาก

ตลาดค้าของสดในจังหวัดนครศรีธรรมราช รวมทั้งหมด 15 จุด (ภาพที่ 1) โดยแบ่งเป็นฟาร์มในจังหวัดนครศรีธรรมราช 

4 จุด ฟาร์มในจังหวัดตรัง 3 จุด และตลาดค้าของสด 8 จุด ส�ำหรับตัวอย่างจากตลาดค้าของสด ได้มีการสอบถามแหล่ง

ที่มาของกุ้งจากผู้จ�ำหน่าย พบว่ามาจากฟาร์มในจังหวัดนครศรีธรรมราช 3 จุด จังหวัดสงขลา 1 จุด จังหวัดสุราษฎร์ธานี 

2 จุด และจากแหล่งธรรมชาติ 2 จุด (ตารางท่ี 1) การเก็บตัวอย่างเป็นไปโดยการสุ่มเก็บกุ้งจ�ำนวน 5 ตัวอย่างต่อจุด 

จากนั้นเก็บตัวอย่างตับกุ้งในสารละลายเอทานอล 70% และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 °C เพื่อใช้ในการสกัด DNA และ

ตรวจหาเชื้อ EHP ต่อไป

ตารางท่ี 1 แสดงจุดเก็บตัวอย่าง พื้นที่และที่มาของตัวอย่างกุ้ง

จุดเก็บตัวอย่าง พื้นที่ ที่มาของตัวอย่าง

site 1 อ. สิชล จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 2 อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 3 อ.เมือง จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 4 อ.ท่าศาลา จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 5 อ.ปะเหลียน จ.ตรัง ฟาร์ม

site 6 อ.ปะเหลียน จ.ตรัง ฟาร์ม
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จุดเก็บตัวอย่าง พื้นที่ ที่มาของตัวอย่าง

site 7 อ.ปะเหลียน จ.ตรัง ฟาร์ม

site 8 อ.ท่าศาลา จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 9 อ.หัวไทร จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 10 อ.หัวไทร จ.นครศรีธรรมราช ฟาร์ม

site 11 อ.ปากพนัง จ.นครศรีธรรมราช ธรรมชาติ

site 12 อ.สิชล จ.นครศรีธรรมราช ธรรมชาติ

site 13 จ.สงขลา ฟาร์ม

site 14 จ.สงขลา ฟาร์ม

site 15 จ.สุราษฎร์ธานี ฟาร์ม

ภาพท่ี 1 แสดงจุดเก็บตัวอย่างและที่มาของกุ้งขาวในพื้นที่ต่างๆ

2.	 การออกแบบไพรเมอร์

	 สืบค้นข้อมูลล�ำดับเบสของ Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) จากฐานข้อมูล NCBI น�ำข้อมูล

ล�ำดบัเบสทีพ่บมาออกแบบไพรเมอร์ ด้วยโปรแกรม primer blast โดยก�ำหนดค่าให้ PCR product มขีนาด 70-200 bp, 

ขนาดของไพรเมอร์อยู่ในช่วง 18-23 bp, primer melting temperature 57°C -62°C และ GC content 50-70% 

จากนั้นตรวจสอบ primer self-complementary โดยใช้โปรแกรม multiple primers analyzer จากนั้นจึงส่งล�ำดับ

เบสของไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ไปท�ำการสังเคราะห์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้

3.	 การสกัด DNA

	 ตัวอย่างเนื้อเยื่อตับที่เก็บรักษาไว้ในอุณหภูมิ -20 °C ถูกน�ำมาสกัด DNA โดยใช้ชุดสกัด DNeasy® Blood 

& Tissue Kit (Qiagen, เยอรมัน) ตามคูมื่อทีบ่รษิทัก�ำหนดไว้ จากนัน้ละลาย DNA ด้วยน�ำ้กลัน่ทีผ่่านการนึง่ฆ่าเชือ้ 50 µl 

แล้วจึงตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ DNA ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน (Thermo Scientific, 

USA) และ 1% agarose gel electrophoresis ด้วย 0.5X TAE buffer ที่กระแสไฟฟ้า 120 V เป็นเวลา 40 นาที แล้ว

จึงถ่ายภาพเจลด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล GelDoc Go Imaging System (BIO-RAD,USA)

ตารางท่ี 1 แสดงจุดเก็บตัวอย่าง พื้นที่และที่มาของตัวอย่างกุ้ง (ต่อ)
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4.	 การตรวจสอบหาเชื้อ EHP ด้วยเทคนิค PCR

	 ท�ำการตรวจสอบหาเชื้อ EHP จากตัวอย่างด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อจ�ำนวน 

6 ไพรเมอร์ประกอบด้วยไพรเมอร์จากงานวิจัยอื่นๆ 4 คู่และไพรเมอร์ที่ออกแบบจากงานวิจัยนี้จ�ำนวน 2 คู่ ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย Genomic DNA 2 µl, Forword primer 1 µl, Reverse primer 1 µl, PCRBIO 

Taq Mix Red 10 µl (PCR Biosystems, UK) และน�้ำกลั่นฆ่าเชื้อ 6 µl จากนั้นท�ำปฏิกิริยาPCR ในสภาวะที่เหมาะสม 

(ตารางที่ 3) โดย normal PCR ท�ำปฏิกิริยาจ�ำนวน 30 รอบ nested PCR ด้วยไพรเมอร์ตัวที่ 1 จ�ำนวน 25 รอบและ

ไพรเมอร์ตัวที่ 2 จ�ำนวน 30 รอบ แล้วจึงตรวจสอบผลการท�ำปฏิกิริยา PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

ด้วย 0.5X TAE buffer ที่กระแสไฟฟ้า 120 V เป็นเวลา 40 นาที และถ่ายภาพเจลด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล GelDoc Go 

Imaging System (BIO-RAD,USA) โดยการตรวจสอบการมีอยู่ของเชื้อ EHP สามารถตรวจสอบได้จากการปรากฏของ

แถบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นจากไพรเมอร์แต่ละคู่ตามขนาดที่แสดงในตารางที่ 2

ตารางท่ี 2 ตารางแสดงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ วิธีการท�ำ PCR ขนาดผลผลิต PCR และ melting temperature 

(T
m
) ของไพรเมอร์แต่ละคู่

ชื่อ
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์

(5’-3’)

วิธีการ

ท�ำPCR

ขนาดผลผลิต 

PCR (bp)
T

m
อ้างอิง

EN779_F CAGCAGGCGCGAAAATTGTCCA Nested-

PCR

1st

779 59 ̊C

Tangprasittipap 

et al., 2013

EN779_R AAGAGATATTGTATTGCGCTTGCTG

EN176_F C A A C G C G G G A A A A C T TA C C A
2nd 176 64 ̊C

EN176_R ACCTGTTATTGCCTTCTCCCTCC

SWP_1F TTGCAGAGTGTTGTTAAGGGTTT Nested-

PCR

1st

514 57 ̊C

Jaroenlak et al., 

2016

SWP_1R CACGATGTGTCTTTGCAATTTTC

SWP_2F TTGGCGGCACAATTCTCAAACA
2nd 148 60 ̊C

SWP_2R GCTGTTTGTCTCCAACTGTATTTGA

EHP2_F G C C AT C A C A A AT G T C C A G G T
Normal 

PCR
225 60 ̊C งานวิจัยนี้

EHP2_R A G T T C C T G AT C A A A C G C A C G

EHP4_F G G T G G A G G C A G A G T G TA A G T
Normal 

PCR
202 61 ̊C งานวิจัยนี้

EHP4_R G T C TA G A C C C C A C G C A C T TA
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ตารางท่ี 3 ตารางแสดงองค์ประกอบและปริมาณสารต่อปฏิกิริยา PCR และขั้นตอนการท�ำปฏิกิริยา PCR 

องค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR
ปริมาณ/

ปฏิกิริยา
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา

DNA template 2 µl Initial Denature 95 ̊C 3 mins

Forword Primer (10µM) 1 µl Denature 95 ̊C 30 s

Reverse Primer (10µM) 1 µl Annealing ขึ้นอยู่กับไพรเมอร์ที่ใช้ 15 s

PCRBIO Taq Mix Red 10 µl Extension 72 ̊C 30 s

Sterile water 6 µl Final Extension 72 ̊C 1 min

Total volume 20 µl Holding 4 ̊C ∞

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย

สรุปผลการวิจัย

	 1.	 การออกแบบไพรเมอร์และการสกัดดีเอ็นเอ

		  ผลการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ EHP พบว่า สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะ 

ต่อเช้ือ EHP และให้ผลผลติ PCR ทีม่ขีนาดตรงตามทีค่าดหมายจ�ำนวน 2 คู ่คอื EHP2 (accession number: OQ581000.1) 

และ EHP4 (accession number: OL753005.1) ซ่ึงผลผลิต PCR มีขนาด 225 bp และ 202 bp ตามล�ำดับ และ

อุณหภูมิที่ใช้ในการจับกันของไพรเมอร์ที่ 60 ̊C และ 61 ̊C ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)

		  ผลการสกัดดีเอ็นเอจากตับของกุ้งตัวอย่างพบว่ามีปริมาณและคุณภาพท่ีเหมาะสมต่อการน�ำไปใช้ในการ

เพิ่มปริมาณ PCR เพื่อตรวจสอบหาเชื้อ EHP

	 2.	 การตรวจสอบหาเชื้อ EHP ด้วยเทคนิค PCR

		  การตรวจสอบหาเชื้อ EHP ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบขึ้นมาใหม่จ�ำนวน 2 คู่ ได้แก่ EHP2 

และ EHP4 ร่วมกับไพรเมอร์จากการศึกษาของ Tangprasittipap et al (2013) และ Jaroenlak et al (2016) โดย

ผลการตรวจสอบจะแสดงแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ดังแสดงในภาพที่ 2

    

ภาพท่ี 2 แสดงขนาดผลผลิต PCR ที่ได้จากไพรเมอร์แต่ละคู่ โดย M คือ DNA marker, (+) คือ EHP positive

ผลการตรวจสอบ พบว่ามีการตรวจพบเชื้อในตัวอย่างกุ้งจ�ำนวน 10 จุด จาก 15 จุดส�ำรวจ คิดเป็นร้อยละ 66.7 

ของพื้นที่ศึกษา (ภาพที่ 3) ซึ่งเป็นการกระจายของเชื้อในระดับพื้นที่ที่ค่อนข้างกว้าง และเมื่อจ�ำแนกจากแหล่งที่มาของ

ตัวอย่าง พบว่าตัวอย่างจากฟาร์มเลี้ยงกุ้งมีการพบเชื้อจ�ำนวน 8 จุด จาก 13 จุด คิดเป็นร้อยละ 61.5 แสดงให้เห็นการ 
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ตดิเชือ้ EHP ในระบบการเพาะเล้ียงในพืน้ท่ีศกึษา ในขณะทีตั่วอย่างจากแหล่งธรรมชาตพิบการตดิเช้ือในทกุจุดเกบ็ตัวอย่าง 

(2 จาก 2 จุด) คิดเป็นร้อยละ 100

นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาระดับการตรวจพบเชื้อภายในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง พบว่าบางพื้นที่มีจ�ำนวนตัวอย่าง

ที่ให้ผลเป็นบวกสูง (4-5 ตัวอย่างจากทั้งหมด 5 ตัวอย่าง) ในขณะที่บางพื้นที่พบเชื้อในระดับต�่ำ (1-2 ตัวอย่าง) แสดง

ให้เห็นถึงความแตกต่างของระดับการปนเปื้อนหรือความชุกของเชื้อ EHP ในแต่ละพื้นที่ ดังแสดงในภาพที่ 4 อย่างไร

ก็ตาม จ�ำนวนจุดเก็บตัวอย่างจากแหล่งธรรมชาติมีน้อย จึงควรพิจารณาผลการเปรียบเทียบระหว่างแหล่งที่มาด้วยความ

ระมัดระวัง

ภาพท่ี 3 แสดงจุดเก็บตัวอย่างที่ตรวจพบการติดเชื้อ EHP

ภาพท่ี 4 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ EHP จากตัวอย่างกุ้งด้วยวิธี PCR ด้วยไพรเมอร์แต่ละชุดในจุดส�ำรวจต่างๆ โดยแกน 

X แสดงจุดเก็บตัวอย่าง แกน Y แสดงจ�ำนวนตัวอย่างที่ตรวจพบ EHP (ตัวอย่าง) และ F = ฟาร์ม (farm) N= ธรรมชาติ 

(Natural) 

อภิปรายผลการวิจัย

ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) มีการกระจายตัวในพื้นที่ศึกษา

ค่อนข้างกว้าง โดยตรวจพบเชื้อ 10 จุดจาก 15 จุดเก็บตัวอย่าง (ร้อยละ 66.7) สะท้อนให้เห็นการมีอยู่ของเชื้อทั้งใน

ระบบการเพาะเลีย้งและในแหล่งธรรมชาติ ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Sajiri et al (2021) ท่ีระบวุ่าเชือ้สามารถพบได้ 
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ท้ังในฟาร์มและสิ่งแวดล้อม เมื่อพิจารณาตามแหล่งท่ีมาของตัวอย่าง พบว่าการติดเชื้อสามารถตรวจพบได้ทั้งในฟาร์ม

เลี้ยงกุ้งและในแหล่งธรรมชาติ โดยพบความชุกในฟาร์มร้อยละ 61.5 และในแหล่งธรรมชาติร้อยละ100 ซึ่งอาจสะท้อน

ถงึความเป็นไปได้ของการแพร่กระจายแพร่กระจายเชือ้ระหว่างระบบการเพาะเล้ียงและส่ิงแวดล้อม อย่างไรกต็ามจ�ำนวน

ตัวอย่างจากแหล่งธรรมชาติมีน้อยจึงอาจเป็นข้อจ�ำกัดในการตีความผล นอกจากนี้ความแตกต่างของระดับการตรวจพบ

เชื้อในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง ซึ่งพบตั้งแต่ระดับต�่ำ (1-2 ตัวอย่างจาก 5 ตัวอย่าง) ไปจนถึงระดับสูง (4-5 ตัวอย่าง) อาจ 

บ่งชี้ถึงความแตกต่างของระดับการปนเปื้อนของเชื้อ สภาพแวดล้อมในการเลี้ยงหรือการจัดการฟาร์มที่แตกต่างกันใน

แต่ละพื้นที่

ผลการศกึษายงัแสดงให้เหน็ว่าการตรวจหาเชือ้ EHP ควรใช้ไพรเมอร์มากกว่าหนึง่ชดุ เนือ่งจากไพรเมอร์แต่ละชดุ

มีความสามารถในการตรวจพบเชื้อแตกต่างกัน โดยไพรเมอร์ EN176 และไพรเมอร์ SWP_2 สามารถตรวจพบเชื้อได้ใน

จ�ำนวนทีส่งูกว่า ในขณะทีไ่พรเมอร์บางชดุตรวจพบเชือ้ได้เพียงบางส่วน การตรวจพบเชือ้ในตัวอย่างเดียวกนัจากไพรเมอร์

มากว่าหนึ่งชุดจะช่วยเพิ่มความน่าเชื่อถือของผลการตรวจ และลดความคลาดเคลื่อนที่อาจเกิดจากการใช้ไพรเมอร์เพียง

ชุดเดียว ในส่วนของไพรเมอร์ที่ออกแบบขึ้นในการศึกษานี้ (EHP2 และ EHP4) แม้จะสามารถเพิ่มปริมาณ DNA และให้

ผลผลิต PCR ที่มีขนาดตรงตามที่คาดหมาย แสดงถึงความจ�ำเพาะในระดับหนึ่งแต่ความสามารถในการตรวจพบเช้ือใน

ตวัอย่างจรงิค่อนข้างต�ำ่เมือ่เปรียบเทยีบกับไพรเมอร์จากการศกึษาก่อนหน้า โดยตรวจพบเช้ือเพยีง 4 และ 2 จดุ ตามล�ำดบั 

จากทั้งหมด 10 จุดที่มีการพบเชื้อ

ความแตกต่างดังกล่าวอาจเกิดจากหลายปัจจัย ได้แก่ ความแตกต่างของ PCR เทคนิคที่ใช้ โดยไพรเมอร์จาก

งานวิจัยก่อนหน้าใช้เทคนิค Nested PCR ซึ่งมีความไวสูงกว่าวิธี PCR แบบปกติ (conventional PCR) ที่ใช้กับไพรเม

อร์ EHP2 และ EHP4 เนือ่งจากnested PCR มกีารขยายสัญญาณ 2 รอบ จึงสามารถตรวจพบเชือ้ในตัวอย่างท่ีมปีริมาณต�ำ่ 

ได้ดกีว่า นอกจากนี ้ ความผนัแปรของล�ำดบัพนัธกุรรมของเชือ้ในพ้ืนท่ีศกึษาและความเหมาะสมของต�ำแหน่งยนีเป้าหมาย

ที่ใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพการจับคู่ของไพรเมอร์ รวมถึงปัจจัยอื่นๆ เช่น อุณหภูมิการจับ

และขนาดชิ้นส่วนของ DNA เป้าหมาย ล้วนส่งผลต่อประสิทธิภาพในการตรวจจับเชื้อ ดังนั้น แม้ไพรเมอร์ที่พัฒนาขึ้น 

จะสามารถใช้งานได้ในระดับหนึ่ง แต่ยังไม่เหมาะสมส�ำหรับการน�ำไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อในพื้นที่ ซ่ึงต้องอาศัย

เครื่องมือที่มีความไวสูง ขณะท่ีผลการสกัดดีเอ็นเอพบว่าตัวอย่างมีปริมาณและคุณภาพเหมาะสมต่อการน�ำไปใช้ใน

การเพ่ิมปริมาณ PCR แสดงให้เห็นว่าข้อจ�ำกัดในการตรวจพบเชื้อไม่ได้เกิดจากคุณภาพของดีเอ็นเอ แต่เกี่ยวข้องกับ

ประสิทธิภาพของไพรเมอร์และวิธีการตรวจเป็นหลัก

จากผลการส�ำรวจ พบการติดเชื้อ EHP ทั้งในพื้นที่เพาะเลี้ยงและแหล่งธรรมชาติ ซึ่งอาจอธิบายได้จากรูปแบบ

การแพร่กระจายของเชื้อที่มีความซับซ้อน โดยเชื้อสามารถแพร่กระจายได้ทั้งในแนวนอนผ่านการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม

หรืออาหาร (Tang et al., 2016; Salachan et al., 2016) และในแนวตั้งจากพ่อแม่พันธุ์สู่ลูกกุ้ง (Aranguren et al., 

2021) นอกจากนี้ ยังมีรายงานการพบเชื้อในสิ่งมีชีวิตอื่นที่อาจท�ำหน้าที่เป็นพาหะ เช่น แมลงปอ ซึ่งสามารถมีบทบาทใน

การแพร่กระจายเชื้อในระบบนิเวศ (Dewangan et al., 2023) ปัจจัยดังกล่าวสะท้อนให้เห็นถึงการหมุนเวียนของเชื้อ

ในรบบนิเวศ ซึ่งส่งผลให้การควบคุมโรคท�ำได้ยาก โดยเฉพาะในระบบการเลี้ยงแบบหนาแน่น ดังนั้น การจัดการสภาพ

แวดล้อมในการเลี้ยงจึงเป็นปัจจัยส�ำคัญในการควบคุมโรค

แม้การติดเชื้อ EHP จะไม่ท�ำให้กุ้งตายเฉียบพลัน แต่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต ท�ำให้กุ้งโตช้า ขนาดไม่

สม�่ำเสมอและเพิ่มความเสี่ยงต่อการติดเชื้อร่วมอื่นๆ ซ่ึงส่งผลต่อประสิทธิภาพการผลิตและต้นทุนการเลี้ยงในระยะยาว 

อีกทั้งยังมีรายงานว่า EHP อาจเกี่ยวข้องกับการเพิ่มความเสี่ยงของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน (AHPND) 

(Aranguren et al., 2017) และส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและการเจริญเติบโตของกุ้ง (Kumar et al., 

2022) นอกจากนี้ แม้จะยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับความสูญเสียทางเศรษฐกิจที่แน่ชัด แต่ผลกระทบจากการเจริญเติบโต 

ที่ลดลง ความไม่สม�่ำเสมอของผลผลิตและต้นทุนการจัดการที่เพิ่มขึ้น ล้วนส่งผลต่อผู้ประกอบการโดยเฉพาะผู้ประกอบ
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การรายย่อย ดังนั้น การเฝ้าระวังและติดตามการแพร่กระจายของเชื้อ EHP อย่างต่อเนื่องจึงมีความส�ำคัญต่อการวางแผน

ควบคุมโรคและลดความเสี่ยงทางเศรษฐกิจ

อย่างไรก็ตาม การศึกษานีม้ข้ีอจ�ำกดัในแง่ การเก็บตัวอย่างในบางแหล่งมจี�ำนวนจ�ำกัด และการออกแบบการศึกษา

เป็นแบบเชิงส�ำรวจ ซึ่งไม่ได้มุ่งเน้นการวิเคราะห์เชิงสถิติของปัจจัยเสี่ยง ดังน้ันการศึกษาในอนาคตควรมีการออกแบบ

การเก็บตัวอย่างที่ครอบคลุมมากขึ้น และรวมถึงการวิเคราะห์ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อเพื่อให้เข้าใจพลวัตของการ

แพร่กระจายของเชื้อได้อย่างชัดเจนยิ่งขึ้น

ข้อเสนอแนะจากการวิจัย 

ควรมีการเก็บตัวอย่างในพื้นท่ีเดิมในช่วงเวลาที่แตกต่างกันและขยายพื้นที่ศึกษา เพื่อให้ได้ข้อมูลที่ครอบคลุม

และสะท้อนรูปแบบการแพร่กระจายของเชื้อได้ชัดเจนยิ่งขึ้น
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