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ABSTRACT 

The purpose of this study is to identify and characterize the hemocytic patterns 

of two crustacean species including the freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii 

and the marine mud crab, Scylla olivacea in respond to viral infection. The 

anticoagulants for hemocyte collection of each species were optimized and used to 

study the types or sub-populations of hemocytes. Hemocytes were identified and 

characterized by using light, transmission electron microscope and Flow cytrometry. 

Prawn hemocyte was classified into three types; Hylaine hemocyte (HH) or cell (HC), 

small granular hemocytes (SGH or SGC) and large granular hemocyte (LGH or LGC), 

whereas four types were classified in crabs including HH, SGH, LGH and 

intermediate granular hemocyte (IGH or IGC). The normal range of total hemocyte 

number, and the number of each hemocyte types in circulation have been established.  

By using artificial MrNV/XSV infection and observed by immunofluorescent confocal 

microscopy, it was found that MrNV antigens were found mainly in the cytoplasm of 

the granule-containing hemocyte types (SGH and LGH), whereas XSV antigens were 

found mainly in the nucleus and cytoplasm of the hyaline cells. Similar results were 

observed in hemocytes collected from natural MrNV/XSV infection of prawn. In 

crabs, WSSV antigen was found in the nucleus of at least three types of hemocytes; 

HH or HC (Hylaine cells), SGH or SGC (Small granular cells) and LGH or LGC 

(Large granular cells). The order of highest to lowest signal intensity was in LGC 

>SGC >HC.   

Further experiment were to compare the number of total hemocyte and each 

types in MrNV/XSV-infected and non-infected prawn could not be performed since 

the high number of prawns were persistently infected with MrNV/XSV (98%, 

130/133) and very low number of viral-free prawns (2%, 3/133) were found. We also 

found the persistently WSSV-infected crabs (47-65%) purchased from the local 

markets in Thailand, but with a lesser degree to those of persistently MrNV/XSV-

infected prawn (98%). The hemocytic response was studied in WSSV-negative crabs 

challenged with WSSV (acute infections) and in persistent infections. The numbers of 

total hemocytes and of each hemocyte type were not significantly different among 

natural crabs that were uninfected or persistently infected with WSSV (P>0.05). In 

contrast, the number of total hemocytes was reduced significantly in acutely-infected 
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crabs injected with WSSV, when compared to non-infected crabs (P<0.001) and 

persistently-infected crabs (P<0.05). HC and IGC were responsible for this reduction. 

When primary cultures of hemocytes from normal crab were exposed to hemocyte 

lysates prepared from non-infected crabs, WSSV acutely-infected crabs or WSSV 

persistently-infected crabs prior to challenge with WSSV, there was no significant 

difference in the number of WSSV-infected primary culture cells. By using LC-

MS/MS analysis, a total number of 639 proteins were identified from hemocytes of 

normal crabs and crabs acutely or persistently infected with WSSV. Further analysis 

revealed 47 candidate proteins that showed significantly different expression in crabs 

acutely infected with WSSV when compare to uninfected or persistently infected 

crabs. Comparisons of the transcriptomic profiles by a suppressive subtraction 

hybridization technique revealed a number of candidate genes involved in persistent 

and acute infection. Taken together, there was no evidence that the number hemocytes 

or relative quantity of hemocyte types was involved in the ability of these crabs to 

tolerate WSSV infection. By using LC-MS/MS analysis, a total number of 639 

proteins were identified from hemocytes of normal crabs and crabs acutely or 

persistently infected with WSSV. Further analysis revealed 47 candidate proteins that 

showed significantly different expression in crabs acutely infected with WSSV when 

compare to uninfected or persistently infected crabs. Comparisons of the 

transcriptomic profiles by a suppressive subtraction hybridization technique revealed a 

number of candidate genes involved in persistent and acute infection. Taken together, 

there was no evidence that the number hemocytes or relative quantity of hemocyte 

types was involved in the ability of these crabs to tolerate WSSV infection. Further 

investigation is needed on candidate proteins that might be involved in their ability to 

tolerate persistent infections. 
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บทคัดย่อ 

งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์หลกัคือการแยกและวิเคราะห์แบบแผนของเซลล์เมด็เลือดของสตัว์ในกลุม่ครัส

เตเชียน 2 ชนิดคือกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) และปทูะเล (Scylla olivacea) ในการ

ตอบสนองตอ่การติดเชือ้ไวรัส โดยเร่ิมจากการปรับปรุงสารป้องกนัเลือดแข็งตวัให้เหมาะสมกบัการนําไปใช้ในการ

เก็บเลือดของสตัว์ทัง้สองชนิด หลงัจากนัน้จะทําการวิเคราะห์ชนิดของเซลล์เมด็เลือดโดยใช้เทคนิคการย้อมและตู

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ธรรมดาและดดู้วยกล้อง TEM รวมถงึการใช้เทคนิค Flow cytometry ผลการศีกษาพบวา่

เซลล์เมด็เลือดของกุ้งก้ามกรามมี 3 ชนิดคือ Hyaline hemocytes, (HH or HC), small granular hemocytes 

(SGH or SGC) and large granular hemocyte (LGH or LGC) ในขณะท่ีในปทูะเลมี 4 ชนิดโดยเพิ่มชนิด 

Intermediate granular cells (IGH or IGC) ด้วย  ได้ทําการศีกษาคา่ปกติของจํานวนเซลล์เมด็เลือดในกุ้ง

ก้ามกรามและปทูะเลเพ่ือนํามาใช้ในการเปรียบเทียบเม่ือมีการติดเชือ้ไวรัส เม่ือทําการ challenge กุ้งก้ามกราม

ด้วยเชือ้ไวรัส MrNV/XSV และตรวจดดู้วยเทคนิค immunofluorescent confocal microscopy พบแอนติเจนของ 

MrNV ในไซโตพลาสซมึของเซลล์ชนิด SGH และ LGH เทา่นัน้ สว่นแอนติเจนของ XSV พบได้ทัง้ในนิวเคลียสและ

ไซโตพลาสซมึของเชลล์ชนิด HH เป็นสว่นใหญ่  กุ้งก้ามกรามท่ีติดเชือ้ไวรัสจากธรรมชาติฏ้พบการติดเชือ้ของ

เซลล์ในลกัษณะเดียวกนั สว่นการศกึษาในปพูบแอนติเจนของไวรัสตวัแดงดวงขาวในนิวเคลียสของเซลล์อยา่ง

น้อย 3 ชนิดคือ  HH, SGH และ LGH โดยพบปริมาณแอนติเจนไมเ่ทา่กนั  โดยจะพบใน LGH>SGH>HH  

การศกึษาเปรียบเทียบจํานวนเซลล์เมด็เลือดรวมและจํานวนเซลล์เม็ดเลือดแต่ละชนิดในกุ้งก้ามกรามไม่สามารถ

ทําได้ เน่ืองจากพบวา่กุ้งก้ามกรามท่ีซือ้มาจากตลาดหลายๆแหง่มีการติดเชือ้ไวรัส MrNV/XSVอยูแ่ล้ว โดยมีการ

ติดเชือ้ไวรัสถงึ 98% ของกุ้งท่ีได้ ทําให้ไมส่ามารถหากุ้งท่ีปลอดเชือ้มาทําการศกึษาเปรียบเทียบได้ ในปทูะเลก็พบ

การติดเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาวในประขากรปท่ีูจบัจากธรรมชาติเช่นกนั  (47-65%)  แตมี่อตัราสว่นท่ีน้อย

กวา่ท่ีพบในกุ้งก้ามกราม เม่ือเปรียบเทียบจํานวนเซลล์เมด็เลือดทัง้หมดและเซลล์เม็ดเลือดแต่ละชนิดพบวา่ไม่มี

ความแตกตา่งระหวา่งปปูลอดเชือ้และปติูดเชือ้ไวรัสแบบคงอยู่(P>0.05) แตใ่นทางกลบักนัพบวา่จํานวนเซลล์

เมด็เลือดทัง้หมดและเซลล์เมด็เลือดชนิด HC และ IGC มีการลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติในปท่ีูติดเชือ้ไวรัส

แบบเฉียบพลนัเม่ือเทียบกบัปปูลอดเชือ้  เซลล์เมด็เลือดกุ้งท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ถกูนํามาบ่มด้วยสารท่ีได้จาก

เลือดปทูัง้ 3 กลุม่ (ปลอดเชือ้ ปติูดเชือ้แบบเฉียบพลนัและปติูดเชือ้แบบเชือ้คงอยู)่ ก่อนเติมเชือ้ไวรัสตวัแดงดวง

ขาว จากผลการทดลองพบวา่ไมมี่ความแตกตา่งของการเพิ่มจํานวนไวรัสตวัแดงดวงขาวในปทูกุกลุม่การทดลอง 

จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS สามารถแยกโปรตีนได้ทัง้หมด  639 เปปไทด์ ซึง่ได้จากปปูลอดเชือ้ ปู

ติดเชือ้แบบเฉียบพลนัและปติูดเชือ้แบบเชือ้คงอยูP่NP+ เม่ือเปรียบเทียบในปติูดเชือ้แบบเฉียบพลนั และพบว่า 

47 เปปไทด์ ไม่มีการแสดงออกท่ีแตกตา่งระหว่างจากปปูลอดเชือ้และปติูดเชือ้แบบเชือ้คงอยูท่ัง้แบบ PNP+ และ 

PNI+  แตมี่ความแตกตา่งในปติูดเชือ้แบบเฉียบพลนั  การศกึษาการแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค 

suppressive subtraction hybridization  พบกลุม่ของยีนตอบสนองตอ่การติดเชือ้ทัง้สองแบบแตกตา่งกนั จาก

งานวิจยันีค้าดว่าจํานวนของเซลล์เมด็เลือดปอูาจไมมี่ความเก่ียวข้องกบัการทนตอ่การติดเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว 

งานวิจยัตอ่ไปคือศกึษาเปปไทด์ท่ีแยกได้จากการติดเชือ้ไวรัสทัง้ 4 แบบ ถงึความเก่ียวข้องตอ่การติดเชือ้ไวรัสในปู

ทะเล 
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