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ABSTRACT 

RNA interference (RNAi) technology through the trigger of double-stranded RNA 

(dsRNA) has been applied to inhibit viral replication in penaeid shrimp. In this study, we have 

developed a new methodology to deliver dsRNA for controlling Laem-Singh virus (LSNV), a 

causative agent of Monodon Slow Growth Syndrome in Penaeus monodon  (P. monodon).              

First, the transformed Escherichia coli (E.  coli) expressing red fluorescent protein (RFP) was 

tested in the Artemia enrichment process.  RFP signals detectable in the gut of Artemia under 

confocal microscope were evident for the successful encapsulation.  Second, the Artemia 

enrichment process was performed using E. coli producing LSNV-specific dsRNA. By reverse 

transcription-PCR (RT-PCR), dsRNA-LSNV was detected in Artemia after enriching with 4.3 x 

10
11

 CFU of E. coli expressing dsRNA-LSNV for 2 hours.  Artemia containing dsRNA-LSNV 

were subjected to the feeding test with P. monodon postlarvae 1-15. According to RT-PCR 

analysis, 38% and 74% LSNV-infected shrimp were observed in the dsRNA-treated and control 

groups, respectively. Quantitative RT-PCR indicated that a number of LSNV copies in most of 

the treated shrimp were, at least, 1000-fold lower than the untreated controls. During 11-17 

weeks after feeding, the average body weight of the treated group was markedly increased 

relative to the control group. These results suggest that feeding shrimp with the dsRNA-enriched 

Artemia can eliminate LSNV infection, which is the cause of retarded growth in                         

P. monodon. An additional investigation on feed formulated with dsRNA-LSNV suggests the 

potential of this method for delivering dsRNA to juvenile shrimp. In conclusion, therapeutic 

dsRNA can be delivered to post larval and juvenile shrimp via Artemia enrichment and feed 

formulation, respectively.  
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บทคดัยอ่ 
กระบวนการ RNA interference (RNAi) ซ่ึงอาศยัการท างานของอาร์เอน็เอสายคู่ ไดมี้การประยกุตใ์ช้

เพือ่ป้องกนัการเพ่ิมจ านวนของไวรัสในกุง้อยา่งกวา้งขวาง โดยงานวจิยัน้ีไดท้ าการพฒันาระบบการส่งผา่นอาร์เอน็เอ
สายคู่ข้ึน เพ่ือป้องกนัไวรัสแหลมสิงห์ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคโตชา้ในกุง้กลุาด า เร่ิมตน้จากการทดสอบการส่งผา่น
แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสาร red fluorescent protein (RFP) เขา้สู่อาร์ทีเมีย โดยพบสญัญาณสีแดงของสาร RFP 
ภายในล าไสข้องอาร์ทีเมียเม่ือส่องใตก้ลอ้ง confocal ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นอยา่งชดัเจนถึงความส าเร็จในการน าส่งสารโดย
ใชอ้าร์ทีเมียเป็นตวักลาง ในส่วนท่ีสองคือการใชอ้าร์ทีเมียเป็นตวักลางในการส่งผา่นอาร์เอน็เอเขา้สู่กุง้ จากวิธี 
reverse-transcription PCR (RT-PCR) พบสารอาร์เอน็เอสายคู่ ภายในอาร์ทีเมียท่ีไดรั้บอาร์เอน็เอสายคู่จากแบคทีเรีย
ปริมาณ 4.3 x 1011 CFU เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพในการตา้นทานไวรัสแหลมสิงห์ในกุง้ ไดท้ า
การใหอ้าร์ทีเมียท่ีมีอาร์เอน็เอสายคู่แก่กุง้ในระยะ postlarvae (PL) 1 ถึง PL15 ผลการท า RT-PCR พบไวรัสในกุง้ร้อย
ละ 38% และ 74% ในกุง้กลุ่มท่ีไดรั้บและไม่ไดรั้บอาร์เอน็เอสายคู่ตามล าดบั และเม่ือวเิคราะห์หาปริมาณไวรัสดว้ย
วธีิ real-time RT-PCR พบวา่กุง้ท่ีไดรั้บอาร์เอน็เอสายคู่มีปริมาณไวรัสท่ีนอ้ยกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บถึง 1000 เท่า ส าหรับ
น ้ าหนกักุง้พบวา่สปัดาห์ท่ี 11-17 หลงัจากไดรั้บอาร์ทีเมีย กุง้ท่ีไดรั้บอาร์เอน็เอสายคู่มีน ้ าหนกัเฉล่ียมากกวา่กลุ่มท่ี
ไม่ไดรั้บ จากการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่การส่งผา่นอาร์เอน็เอสายคู่โดยผา่นอาร์ทีเมียใหผ้ลในการก าจดัไวรัส
แหลมสิงห์ได ้ อยา่งมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ีการใชอ้าหารเมด็ซ่ึงมีส่วนผสมของแบคทีเรียท่ีมีอาร์เอน็เอสายคู่ 
แสดงผลในการลดลงของไวรัสแหลมสิงห์ ซ่ึงน าไปสู่การเพ่ิมข้ึนของน ้ าหนกักุง้เช่นกนั จากการพฒันาระบบการ
ส่งผา่นสารอาร์เอน็เอสายคู่น้ี สามารถส่งผา่นอาร์เอน็เอสายคู่เขา้สู่กุง้ในระยะ PL และ juvenile โดยการใชอ้าร์ทีเมีย 
และอาหารเมด็เป็นตวักลางในการขนส่งอาร์เอน็เอสายคู่ 
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