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เชื้อโมโนดอนแบคคิวโลไวรัส: การตรวจสอบการติดเชื้อในกุ้งกุลาด า 
Monodon Baculovirus: The Detection of Infection 

in Penaeus monodon 
ดวงแขฑิตา  กาญจนโสภา1 

 
บทคัดย่อ 

โรคติดเช้ือโมโนดอนแบคคิวโลไวรัสในกุ้งกุลาด า หรือ เอ็มบีวี (MBV; Monodon baculovirus) ไม่ได้
ก่อให้เกิดการตายของกุ้งกุลาด าในระยะกุ้งเต็มวัย แต่เป็นสาเหตุท าให้กุ้งเติบโตช้าส่งผลให้เกิดความเสียหายแก่
เกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้ง และการติดเช้ือดังกล่าวเป็นสาเหตุหลักให้กุ้งระยะ larva, post larva และ juvenile ตายถึง 
90% ซึ่งเป็นปัญหาแก่โรงเพาะฟัก การตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสท าได้ด้วยการตรวจทางเนื้อเยื่อวิทยาโดยตรวจหาก้อน
โปรตีน (inclusion body) ในนิวเคลียสของเซลล์ตับและตับอ่อนด้วยการท า squash mount เซลล์ตับและตับ
อ่อนแล้วย้อมด้วยมาลาไคล์กรีนหรือย้อมด้วยฮีมาโตไซลินและอิโอซินบนเนื้อเยื่อตับที่ตรึงบนแผ่นสไลด์ ในปัจจุบัน
ใช้วิธีการตรวจหาเช้ือไวรัสในระดับชีวโมเลกุลด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งวิธีการ PCR ที่
พัฒนาโดย Belcher and Young (1998) เป็นวิธีที่น่าเช่ือถือและนิยมใช้ในการตรวจโรคไวรัส MBV ที่ระบาดใน
ประเทศออสเตรเลีย อินเดีย และไทย ต่อมาได้พัฒนาวิธีการตรวจให้มีความแม่นย าขึ้นกว่า PCR เช่น real time 
PCR และ loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เนื่องจากการตรวจเช้ือด้วย PCR ไม่เหมาะสม
ต่อการตรวจในฟาร์ม ท าให้มีการพัฒนาวิธีการตรวจเช้ือโดยใช้หลักการทางอิมโมโนวิทยา (immunological 
method) ด้วยการผลิตแอนติบอดี้ที่ จ า เพาะต่อเ ช้ือไวรัส  เพื่อพัฒนาเป็นแผ่นตรวจไวรัส (immuno-
chromatographic strip test) แม้วิธีการตรวจไวรัสด้วยชุดตรวจสอบ จะมีความแม่นย าน้อยกว่าการตรวจด้วย 
PCR แต่ชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นสามารถน ามาใช้ได้ง่ายในการปฏิบัติงานฟาร์ม ขั้นตอนการใช้ไม่ยุ่งยาก ไม่ต้อง
อาศัยเครื่องมือราคาแพงและเกษตรกรสามารถตรวจสอบได้เอง ซึ่งน าไปสู่การควบคุมการแพร่ระบาดของเช้ือไวรัส
อย่างยั่งยืน 
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ABSTRACT 
Monodon baculovirus (MBV) may cause reduction of growth rate and increase of culture 

period in shrimp. In addition, virus infection in the larva, post larva and juvenile stages shows a 
high rate of death to 90%. This has indicated very serious in many hatcheries. Diagnosis of MBV 
was originally accomplished by microscopic observation of inclusion bodies in hapatopancreatic 
cells via malachite green staining of hepatopancreatic squash mounts or hematoxylin and eosin 
staining (H&E) of hepatpancreatic tissue sections. Now a day, polymerase chain reaction (PCR) 
that is more sensitive molecular method has been reported. However, only the method of 
Belcher and Young (1998) has been found to be reliable for the detection of MBV from Australia, 
India and Thailand. Recently, other highly sensitive nucleic acid amplification methods were 
developed, including a real-time PCR method and a loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) method. Although PCR-based methods are used widely for the detection of MBV in the 
laboratory, they are not suitable for pond-side detection by farmers. Simpler immunological 
methods using monoclonal antibody have been developed into immunochromatographic strip 
test. Although less sensitive than PCR, antibody-based diagnostic methods trend to be simpler, 
less expensive and more amenable to use in less well equipped laboratories or by unskilled 
personnel in the field. It is sustainable to restrict a prevalence of MBV virus. 
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บทน า 

จากการขยายตัวของอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงกุ้งสามารถสร้างรายได้เข้าสู่ประเทศไทยปีละ
หลายหมื่นล้านบาทติดต่อกันเป็นระยะเวลามากกว่า 15 
ปี โดยประเทศไทยสามารถก้าวขึ้นมาเป็นผู้ส่งออกกุ้ง
อันดับหนึ่งของโลกตั้งแต่ปี พ.ศ. 2533 ติดต่อกันจนถึง
ปัจจุบัน อุตสาหกรรมกุ้งได้สร้างรายได้เข้าประเทศแล้ว
เป็นรายได้สุทธิถึงประมาณ 1 ล้านล้านบาท ตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2540-2554 (สมศักดิ์, 2554) กุ้งกุลาด า 
(Penaeus monodon) มีถิ่นก าเนิดในมหาสมุทร
อินเดีย ทะเลจีนใต้ และมหาสมุทรแปซิฟิก ถูกน ามา

เลี้ยงกันมากในทวีปเอเชียและทวีปออสเตรเลีย ใน
ประเทศไทยพบการแพร่กระจายทั่วไปในอ่าวไทย พบ
มากบริ เ วณ เกาะ ช้า ง  บริ เ วณนอกฝั่ ง ชุ มพรถึ ง
นครศรีธรรมราช  ทางฝั่งอันดามันพบมากที่จังหวัด
อูเก็ตและจังหวัดระนอง อาศัยอยู่บริเวณน้ าลึกห่างจาก
ฝั่งและชอบพื้นที่เป็นดินทราย สามารถทนอยู่ในน้ าที่มี
อุณหอูมิสูงและความเค็มต่ าได้ เช่น ป่าชายเลน กุ้ง
กุลาด าสามารถปรับตัวเข้ากับสอาพแวดล้อมได้ดี 
ทนทาน เลี้ยงง่าย โตเร็ว เนื้อมีรสชาติดี จึงนิยม
เพาะเลี้ยงเพื่อการค้าโดยมีผลผลิตเกือบท้ังหมดเพื่อการ
ส่งออก ประเทศไทยจึงเป็นผู้น าด้านการผลิตและ



KKU Science Journal Volume 41 Number 3520 Review520 KKU Science Journal Volume 41 Number 3 Review 
 

 

ส่งออกกุ้งกุลาด าติดต่อกันมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2534 ต่อมา
เกิดปัญหากุ้งติดเช้ือและกุ้งโตช้าท าให้ผลผลิตลดลงไม่
สามารถที่จะรักษาระดับการผลิตให้คงที่ ได้อย่าง
ต่อเนื่อง (ชลอ, 2543) ตั้งแต่กรมประมง กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์ อนุญาตให้มีการน าพ่อแม่พันธุ์กุ้ง
ขาว แวนาไม (Litopenaeus vannamei) ที่ปลอดเชื้อ
เข้ามาทดลองเลี้ยงในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2545 
จนถึงสิ้นเดือนกุมอาพันธ์ พ.ศ. 2546 ปรากฏว่า
เกษตรกรท่ีเลี้ยงกุ้งชนิดนี้ส่วนใหญ่ประสบความส าเร็จ
มากกว่าที่เลี้ยงกุ้งกุลาด า (ชลอ, 2543) และตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2549 เป็นต้นมา ประเทศไทยได้ปรับเปลี่ยนจาก
อุตสาหกรรมการผลิตกุ้งกุลาด ามาเป็นผลิตกุ้งขาว 
เนื่องจากการผลิตกุ้งขาวท าได้ ง่ายและให้ผลผลิต
มากกว่ า  เมื่ อเปรียบเทียบพื้นที่ การผลิต เท่ ากัน 
เนื่องจากกุ้งขาวสามารถอยู่ในน้ าได้ทุกระดับของบ่อ 
และอีกเหตุผลหนึ่งเนื่องมาจากการพัฒนาสายพันธุ์ของ
กุ้งขาวที่ได้รับการพัฒนามาแล้วกว่า 20 ปี (Flegel, 
2006) อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันอาครัฐได้มีการส่งเสริม
ให้พัฒนาสายพันธุ์กุ้งกุลาด าซึ่งเป็นกุ้งพื้นเมืองของไทย
อย่างต่อเนื่องเพื่อให้ได้สายพันธุ์ที่ปลอดโรคและโตเร็ว 
กุ้งกุลาด ามีข้อดีคือมีขนาดใหญ่กว่ากุ้งขาวที่ระยะเวลา
การเพาะเลี้ยง 4-5 เดือน ซึ่งเป็นระยะที่จับขายได้ มีสี
แดงจัดเมื่อต้มสุกโดยไม่จ าเป็นต้องให้อาหารเสริมเพื่อ
เร่ งสี  และมีผลก าไรต่อกิ โลกรัมมากกว่ากุ้ งขาว 
ประกอบกับปัจจุบันการผลิตกุ้งขาวเริ่มประสบปัญหา
ราคาตกต่ า เนื่องจากผลผลิตที่มีปริมาณมาก รวมทั้ง
ปัญหาการเกิดโรค จึงมีแนวโน้มว่าการเลี้ยงกุ้งกุลาด า
จะกลับคืนมาอีกครั้ ง  เพื่ อ เป็นการ ช่วยส่ ง เสริ ม
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาด า การช่วยแก้ปัญหา
ต่าง ๆ ด้วยงานวิจัยนับว่าเป็นสิ่ งจ า เป็นเพื่อการ
เพาะเลี้ยงท่ียั่งยืน 
 

โรคโมโนดอนแบคคิวโลไวรัส (Monodon 
baculovirus; MBV) 

โรคที่พบบ่อยและก่อให้เกิดความเสียหายต่อ
ผลผลิตกุ้งกุลาด า ส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือไวรัส เช่น ไวรัส
หัวเหลือง (yellow head virus; YHV) ไวรัสตัวแดง
ดวงขาว (white spot syndrome virus; WSSV) 
ไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคแคระแกร็น (infectious 
hypodermal and hematopoeitic necrosis virus; 
IHHNV) ไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในทางเดินอาหาร 
(hepatopancreatic pavovirus; HPV) ทอร่าซินโดรม
ไวรัส (taura syndrome virus; TSV) และโมโนดอน
แบคคิวโลไวรัส (monodon baculovirus; MBV) 
(Lightner and Redman, 1998) ซึ่งโรคติดเช้ือโมโน-
ดอนแบคคิวโลไวรัสในกุ้งกุลาด าเป็นโรคที่พบได้ทั่วไป
ในประเทศไทยและในหลายอูมิอาคทั่วโลก เกิดจาก
ไวรัส Penaeus monodon types Baculovirus หรือ 
เอ็มบีวี (MBV) ซึ่งเป็นไวรัสที่มีขนาด 75×300 นาโน
เมตร มีสายพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ มี envelope 
รูปร่างแท่ง เพิ่มจ านวนในนิวเคลียสของเซลล์ จัดอยู่ใน
ครอบครัว  Baculoviridae (Theilmann and 
Blissard, 2008) 

ในเอเชีย พบไวรัสชนิดนี้ครั้งแรกในปี พ.ศ. 
2524 จากลูกกุ้งกุลาด าในประเทศไต้หวัน (Lightner 
and Redman, 1981) หลังจากนั้นมีการรายงานการ
ระบาดหลายประเทศทั่วโลกและพบในกุ้งทะเลหลาย
ชนิด ประเทศไทยได้ตรวจพบเช้ือไวรัส MBV ในลูกกุ้ง
กุลาด าครั้งแรกในปี พ.ศ. 2534 ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาต่อ
อาคอุตสาหกรรมเลี้ยงกุ้งอย่างมาก เนื่องจากกุ้งที่ติด
เชื้อ MBV จะไม่ใช่สาเหตุท าให้กุ้งตาย จึงไม่ได้ก่อให้เกิด
ความเสียหายต่อเกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้งกุลาด ามากนัก แต่
การที่กุ้งติดเช้ือจะท าให้กุ้งมีความยาวล าตัวลดลงและ
กุ้งโตช้ากว่ากุ้งปกติ (Flegel et al., 2004) จึงต้องเพิ่ม
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ระยะเวลาในการเลี้ยงนานขึ้นเพื่อให้ได้ขนาดตามที่
ตลาดต้องการ ส่งผลให้สิ้นเปลืองค่าใ ช้จ่ายของ
เกษตรกร อย่างไรก็ตาม พบว่าเช้ือ MBV เป็นสาเหตุ
หลักท าให้ลูกกุ้งกุลาด าระยะลาร์วา (larva) โพสท์ลาร์-
วา post larva และจูวีไนล์ (juvenile) เกิดอัตราการ
ตายถึง 90% เนื่องจากเช้ือจะเข้าอยู่ไปในเซลล์ตับและ
ตับอ่อนโดยไม่แสดงอาการป่วยให้เห็นจนกว่าจะมีการ
เปลี่ยนแปลงสอาพแวดล้อมหรือมีการเลี้ยงที่หนาแน่น
เกินไป ท าให้กุ้งเกิดความเครียด ร่างกายอ่อนแอลง จึง
พบการแสดงอาการของโรค คือ เซลล์ตับและตับอ่อน
ถูกท าลายหลังจากนั้นแบคทีเรียที่มีอยู่ ในน้ าเข้าสู่
ร่างกายกุ้งท าให้เกิดความเสียหาย (Lightner et al., 
1983) ท าให้เช้ือ MBV เป็นปัญหากับระบบโรงเพาะฟัก
เป็นอย่างมาก 

การป้องกันโรค MBV ในปัจจุบันท าโดยการ
ล้างไข่กุ้งและนอเพลียส (nauplius) ด้วยน้ าทะเล
สะอาดที่ไหลผ่านเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นจุ่มไข่
กุ้งและนอเพลียสลงในน้ าผสมฟอร์มาลินที่ความเข้มข้น 
300 พีพีเอ็ม เป็นเวลา 30 วินาที ตามด้วยการจุ่มไข่กุ้ง
และนอเพลียสลงในน้ าผสมไอโอดีนที่ความเข้มข้น 50-
200 พีพีเอ็ม เป็นเวลา 30 วินาที แล้วล้างต่อในน้ า
ทะเลที่สะอาดอย่างน้อย 3 นาที แล้วจึงย้ายลงไปเลี้ยง
ในถังเพาะฟัก วิธีปฏิบัติเช่นนี้ได้ท าในทุกโรงเพาะฟัก 
นอกจากการป้องกันการติดเช้ือโดยการล้างฆ่าเช้ือไข่
และนอเพลียสแล้ว การติดตามการติดเช้ือในโรงเพาะ
ฟักก็เป็นสิ่งจ าเป็นที่ควรปฏิบัติก่อนการย้ายลูกกุ้งเลี้ยง
ในบ่อ 
 

การตรวจวินิจฉัยโรคเอ็มบีวี (MBV) 
ปัจจุบันการตรวจจับเช้ือในโรงเพาะฟักมี

ด้วยกัน 2 วิธีหลัก คือ การตรวจทางเนื้อเยื่อวิทยาและ
การตรวจทางชีวโมเลกุล 

1. วิธีทางเนื้อเยื่อวิทยา (histological methods) 
เช้ือ MBV สามารถตรวจหาได้ด้วยการท า 

สวอช เมานท์ (squash mount) เซลล์ตับและตับอ่อน
ของกุ้งในระยะโพสต์ลาร์วา (post larva; PL) เพื่อ
ตรวจหา ก้อนโปรตีน (inclusion body) บางครั้งอาจ
เรียกว่า occlusion body ซึ่งเป็นถุงโปรตีนที่ห่อหุ้ม
อนุอาคไวรัสหลาย ๆ อนุอาคไว้  ถุงโปรตีนนี้จะ
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย โ ป ร ตี น ห ลั ก  คื อ  พ อ ลิ ไ ฮ ด ริ น 
(polyhedrin) การตรวจวินิจฉัยโรคท าโดยการตรวจหา
ถุง inclusion body อายในนิวเคลียสของเซลล์ตับและ
ตับอ่อน โดยน าตับและตับอ่อนกุ้งมาบดบนแผ่นสไลด์
และหยดสารละลายมาลาไคต์กรีน (malachite green) 
ความเข้มข้น 0.1% หรือ 5% แล้วน ามาส่องดูด้วย
กล้องจุลทรรศน์จะสังเกตพบ inclusion body อยู่ใน
นิวเคลียสซึ่งจะติดสีเขียว โดยดูเปรียบเทียบกับถุงไขมัน
ที่ย้อมไม่ติดสี (รูปที่ 1) เมื่อเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้ง
ถูกท าลาย inclusion body จะถูกขับออกมากับขี้กุ้ง
และถูกกินโดย larva ตัวอื่น ๆ ในบ่อเดียวกันท าให้เกิด
การติดเช้ือไปยังลูกกุ้งแบบฮอริซอนทอลทรานสมิสชัน 
(horizontal transmission) ในกรณีที่เป็นกุ้งโตเต็มวัย
หรือเป็นพ่อแม่พันธุ์ อาจน าขี้กุ้งจากบ่อเลี้ยงมาตรวจ
ด้วยวิธีดังกล่าว ท าให้สามารถวินิจฉัยโรคได้โดยไม่ต้อง
ใช้เนื้อเยื่อกุ้ง 

นอกจากน้ียังสามารถตรวจ inclusion body 
ได้โดยตรงจากเนื้อเยื่อกุ้งที่เริ่มเข้าสู่ระยะ PL โดยส่อง
ไฟผ่านช้ันคิวติเคิล (cuticle) อายใต้กล้องจุลทรรศน์
ขนาดก าลังขยาย 40 เท่า (40x) (รูปที่ 2ก) หากน า
เนื้อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้งระยะ PL ตรึงบนแผ่น
สไลด์ย้อมด้วยฮีมาโตไซลิน (hematoxylin) และอิโอ
ซิน (eosin) (H&E) ในระยะแรกของการติดเช้ือ (early 
stage) จะพบนิวเคลียสมีการบวมใหญ่ขึ้นและเกิดการ
อัดแน่นของสายโครมาติน (chromation) (รูปที่ 2ข) 
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แต่เมื่อการติดเช้ือเข้าสู่ระยะสุดท้าย (late stage) 
อายในนิวเคลียสจะมีก้อนโปรตีน inclusion body 
(occlusion body) เกิดขึ้น เมื่อเข้าสู่ระยะสุดท้ายของ
การติดเช้ือเซลล์จะตายและสลาย inclusion body จะ
ถูกก าจัดออกทางท่อตับและตับอ่อนผสมออกมากับ
อุจจาระท าให้เกิดการแพร่กระจายของเช้ือได้ (รูปที่ 2
ข) วิธีการตรวจหา inclusion body ด้วยการย้อม 
H&E ท าได้โดยหยดสารละลายน้ าเกลือความเข้มข้น 
2.8% ที่มีส่วนผสมของฟอร์มาลินความเข้มข้น 10% 
ลงบนสไลด์ตามด้วยการบดเนื้อเยื่อตับและตับอ่อนจาก
บ่อกุ้งลงแผ่นสไลด์ รอให้แห้งแล้วย้อมด้วย H&E น าไป
ดูอายใต้กล้องจุลทรรศน์จะพบ inclusion body หรือ
จะดูอายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence) หาก
ในสารละลายอิ โอซินมี ส่ วนผสมของสี ฟลอซี น 
(phloxine) (รูปที่ 3) 
2. วิธีทางชีวโมเลกุล (Molecular methods) 

2.1 การตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัสระดับดีเอ็นเอ 
การตรวจเช้ือไวรัส MBV ในกุ้งด้วยปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; 
PCR) เกิดข้ึนคร้ังแรกในประเทศออสเตรเลีย (Vickers 
et al., 1992) งานวิจัยดังกล่าวไม่ได้รายงานล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจไวรัส ต่อมา
นักวิจัยกลุ่มประเทศไต้หวันตรวจเช้ือ MBV ด้วยไพร
เมอร์ที่ออกแบบจากบริ เวณอนุรักษ์  (conserved 
region) ยีนพอลิ ไฮดริ ลของแมลง  (insect 
polyhedrin) ให้ผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ขนาด 
600 คู่เบส (Chang et al., 1993; Lu et al., 1993) 
น าไปออกแบบเป็นโพรบ (probe) ใช้ในการท า dot 
blot hybridization และ in situ hybridization เพื่อ
ตรวจเช้ือ MBV ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาด าแต่พบว่าไพรเมอร์ 
(primer) ที่ออกแบบมาไม่สามารถใช้ตรวจเช้ือ MBV 
สายพันธุ์ที่ระบาดในประเทศไทย ออสเตรเลีย และ

อินเดียได้ (Belcher, 1998; Satidkanitkul et al., 
2005; Flegel, 2006) ท้ังนี้เนื่องจากความหลากหลาย
ของสายพันธุ์ ไวรัสที่ ระบาดในแต่ละพื้นที่มีความ
แตกต่างกัน จึงได้มีการพัฒนาเทคนิค nested PCR ซึ่ง
เป็นปฏิกิริยา PCR  2 ขั้นตอนอาศัยไพรเมอร์ 2 คู่ ไพร
เมอร์คู่แรกจะขยายส่วน DNA ที่มีขนาดใหญ่และอยู่
นอก DNA เป้าหมาย น าผลผลิตจาก PCR จากขั้นตอน
แรกเป็นดีเอ็นเอแม่พิมพ์ (DNA template) ใช้ไพร
เมอร์คู่ที่ 2 เพื่อเพิ่มขยาย DNA เป้าหมายท าให้ได้ผล
ผลิต PCR ที่มีขนาดสั้นกว่าผลผลิต PCR ในขัน้ตอนแรก 
ซึ่ง nested PCR ช่วยเพิ่มประสิทธิอาพในการตรวจจับ 
MBV ที่ระบาดในประเทศไทยและออสเตรเลียได้อย่าง
จ าเพาะเจาะจง เนื่องจากไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจถูก
ออกแบบจากช้ินส่วน DNA ของไวรัส MBV เอง ล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดงในตารางที่ 1 ซึ่งให้ผล
ผลิต PCR จากปฏิกิริยา PCR และ nested PCR ขนาด
เท่ากับ 533 และ 361 คู่เบส ตามล าดับ วิธีนี้มีความ
แม่นย าสูงในการตรวจที่ระดับ DNA ของเช้ือ MBV 
เท่ากับ 0.01 เฟมโตกรัม (fg) (รูปที่ 4ข) (Belcher and 
Young, 1998) การตรวจเช้ือ MBV ด้วยวิธี PCR แบบ
ขั้นตอนเดียว สามารถตรวจพบการติดเช้ือ MBV ที่
ระดับ DNA ของไวรัสเท่ากับ 10 พิโคกรัม (pg) เท่านั้น 
(รูปที่ 4ก) หากมีการติดเช้ือในปริมาณที่ต่ ากว่าระดับ
ดังกล่าว จ าเป็นต้องตรวจการติดเช้ือด้วย nested PCR 
ร่วมด้วยซึ่ง จะช่วยเพิ่มประสิทธิอาพการตรวจเช้ือ 
MBV ในกุ้งนอกจากนี้ Belcher and Young (1998) 
น าอุจจาระกุ้งมาตรวจการติดเช้ือ MBV ด้วยวิธี dot 
blot DNA hybridization และ PCR โดยใช้โพรบและ
ไพรเมอร์ดังกล่าวได้ส าเร็จเป็นครั้งแรก ท าให้สามารถ
ตรวจสอบการติดเช้ือ MBV ในพ่อแม่พันธุ์และกุ้งในบ่อ
กุ้งที่สงสัยว่ามีการติดเชื้อได้โดยไม่จ าเป็นต้องน าเนื้อเยือ่
กุ้งมาตรวจวิเคราะห์ 
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รูปที่ 1 การตรวจเช้ือ MBV ด้วยการท า squash mouth ของเนื้อเยื่อตับและตับอ่อนของกุ้งกุลาด าระยะ PL 

ก. นิวเคลียสติดสีเขียวของมาลาไคต์กรีนพบ inclusion body อยู่ในนิวเคลียสท าให้นิวเคลียสมีขนาด
ใหญ่ขึ้น ส่วนเม็ดไขมันจะไม่ติดสี 

ข. เซลล์ตับและตับอ่อนมีก้อนโปรตีนอยู่ในนิวเคลียสและเม็ดไขมันในไซโตพลาสซึม 
ที่มา: Flegel (2006) 

 

 
รูปที่ 2 ถุง inclusion body ในเนื้อเยื่อกุ้ง 

ก. inclusion body ในเนื้อเยื่อกุ้งระยะ PL ส่องผ่านช้ันคิวติเคิลอายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลัง ขยาย 40 
เท่า 

ข. เนื้อเยื่อกุ้งย้อม H&E แสดงการติดเช้ือระยะ early stage, late stage และ inclusion body 
จ านวน 4 ก้อนถูกขับออกทางท่อของตับและตับอ่อน 

ที่มา: Flegel (2006) 

 
 

ก 

ก ข 

ข 
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รูปที ่3 ก้อน inclusion body ในเนื้อเยื่อตับและตับอ่อนจากกุ้งวัยอ่อน (juvenile shrimp) ส่องดูอายใต้กล้อง-

จุลทรรศน์แบบธรรมดา (ก) และกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (ข) 
ที่มา: Flegel (2006) 

 

ตารางที่ 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจเช้ือ MBV ด้วยปฏิกริิยา PCR 
ปฏิกิริยา ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด ์ Tm (°C) 

PCR MBV 1.4F 5-CGA TTC CAT ATC GGC CGA ATA-3 62  
 MBV 1.4R 5-TTG GCA TGC ACT CCC TGA GAT-3 64 

nested PCR MBV 1.4NF 5-TCC AAT CGC GTC TGC GAT-3 65 
 MBV 1.4NR 5-CGC TAA TGG GGC ACA AGT CTC-3 66 

ที่มา: Belcher and Young (1998) 
 

 
รูปที่ 4 การตรวจเช้ือ MBV ด้วยวิธี PCR โดยใช้ p4Ec196 เป็น DNA แม่พิมพ์ในการท าปฏิกิริยา PCR ที่มีการ

เจือจาง DNA แม่พิมพ์ลง 10 เท่า เท่ากับ 100 พิโคกรัม ถึง 0.001 เฟมโตกรัม โดยวิธี PCR (ก) และ 
nested PCR (ข) 

ที่มา: Belcher and Young (1998) 

ก ข 

ก 

ข
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ตารางที่ 2 จ านวนตัวอย่างที่มีการตรวจพบเชื้อไวรัส WSSV IHHNV และ MBV ด้วย TaqMan real time และ 
fast short-fragment PCR จากจ านวนตัวอย่างชนิดละ 24 ตัวอย่าง 

เชื้อไวรัส TaqMan Fast PCR 
WSSV69 17 24 
WSSV154 2 19 
IHHNV81 0 21 
IHHNV77 13 18 
MBV135 0 0 
ทั้งหมด 32 82 

ที่มา: Mrotzek et al. (2010) 
 

จากปัญหาความหลากหลายของสายพันธุ์
ไวรัสท าให้มีการพัฒนาไพรเมอร์ที่สามารถตรวจ MBV 
ที่จ าเพาะกับไวรัสที่ระบาดในแหล่งเลี้ยงกุ้ง 4 แหล่ง คือ 
ฮาวาย ไทย ไต้หวัน และมาเลเซีย ซึ่งมีความจ าเพาะ
และสามารถตรวจไวรัสในแหล่งดังกล่าวที่ระดับ DNA 
ไวรัส 100 ชุด (copy) (Surachetpong et al., 2005) 
นอกจากวิธี PCR แล้ว ยังมีการใช้เทคนิค real-time 
PCR เพื่อตรวจเช้ือ MBV ในเนื้อเยื่อกุ้งไทยและ
อินโดนีเซีย (Yan et al., 2009) และยังสามารถตรวจ 
DNA ไวรัส จ านวน 1 copy ซึ่งมีความไวในการ
ตรวจจับมากกว่า PCR แต่มีข้อจ ากัด คือต้องอาศัย
เครื่องมือที่มีราคาแพง ซึ่งเป็นปัญหาต่อการน ามาใช้ใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไปหรือระบบฟาร์ม จึงได้พัฒนา
เทคนิค fast short-fragment PCR (Mrotzek et al., 
2010) ซึ่งเป็น PCR ที่มีการประยุกต์ใช้วิธีการท า
ปฏิกิริยาให้รวดเร็วขึ้นโดยปรับลดปริมาตรของปฏิกิริยา 
รวมทั้ งขั้ นตอนของอุณหอูมิที่ ใ ช้ท าปฏิกิ ริ ย าให้
เกิดปฏิกิริยาที่อุณหอูมิเดียวกัน และใช้สารย้อมวุ้นที่มี
ความไวมากขึ้น คือใช้ปริมาตรของปฏิกิริยา 5-10 
ไมโครลิตร อุณหอูมิ 2 ระดับ คือ การท าให้ดีเอ็นเอ
แม่พิมพ์เสียสอาพ (denaturation) ที่อุณหอูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที ตามด้วยการท าให้
ไพรเมอร์ เข้าเกาะบริ เวณจ าเพาะในสายดี เ อ็นเอ 

(annealing) แ ล ะ  เ พิ่ ม ป ริ ม า ณ ส า ย ดี เ อ็ น เ อ 
(extension) ที่อุณหอูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยท า
ปฏิกิริยาจ านวน 40 รอบ ใช้เวลาในการท าปฏิกิริยา 
PCR เพียง 25-30 นาที วิเคราะห์ผลผลิต PCR ขนาด 
70-150 คู่ เบส ด้วยเจลอิเลคโตรโฟรีซิส (gel 
elctrophoresis) เป็นเวลา 10 นาที ย้อมสีวุ้นด้วยเจล
สตาร์ (GelStar) ซึ่งเป็นสารสีย้อมที่มีความไวในการ
ตรวจจับมากกว่าสีย้อมชนิดอื่นๆ รวมเวลาในการ
ตรวจสอบท้ังหมดประมาณ 1 ช่ัวโมง ซึ่งมีความแม่นย า
และรวดเร็วกว่าการใช้ TaqMan real-time PCR ดัง
แสดงในตารางที ่2 

เทคนิคที่กล่าวมา เ ช่น Histopathology, 
PCR, nested PCR มีข้อด้อยในการตรวจไวรัส คือ มี
ความไวต่ า ใช้เวลานาน ใช้สารเคมีบางชนิดที่เป็นพิษ 
ไม่ เ หม าะ ในกา รปฏิ บั ติ ง านอาคสนาม  ต่ อม า 
Nimitphak et al. (2010) ได้พัฒนาวิธีการตรวจเช้ือ
ไวรั ส ให้ รวด เ ร็ วและ ง่าย  โดยใ ช้ เทคนิ ค  loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) 
ร่วมกับ lateral-flow dipstick (LFD) เรียกว่า LAMP-
LFD ตรวจเช้ือได้อายในเวลา 75 นาที (ไม่รวมเวลาใน
การสกัด DNA) วิธีนี้มีความแม่นย าในการตรวจ DNA 
เช้ือไวรัส เท่ากับ 0.1 พิโคกรัม ซึ่งไวกว่าการตรวจด้วย 
PCR ร่วมกับ nested PCR (มีความไวในการตรวจ 1  
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พิโคกรัม) (Belcher and Young, 1998) LAMP เป็น
เทคนิคที่พัฒนาขึ้นโดยนักวิจัยชาวญี่ปุ่น (Notomi et 
al., 2000) หลักการคือ การเพิ่มขยายยีนจ าเพาะโดย
ต้องใช้ไพรเมอร์จ านวน 2 ชุด ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ไพรเมอร์จะจ าเพาะกับยีนถึง 6 ต าแหน่ง การเพิ่มขยาย
ยีนจะ ใ ช้อุณหอู มิ ค งที่ และ ใ ช้คุณสมบัติ  strand 
displacement ของเอนไซม์ Bst DNA polymerase 
ในการท าปฏิกิริยา วิธีนี้มีความจ าเพาะสูงและราคาไม่
แพง เนื่องจากต้องการเครื่องมือง่าย ๆ ในการควบคุม
อุณหอูมิที่ 60-65 องศาเซลเซียส แทนการใช้เครื่อง 
PCR เช่น อ่างน้ าควบคุมอุณหอูมิในการท าปฏิกิริยา 
หลังจากนั้นตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นจาก
ป ฏิ กิ ริ ย า ดั ง ก ล่ า ว ด้ ว ย แ ผ่ น เ ม ม เ บ ร น 
chromatographic lateral-flow dipsticks (LFD) 
โดยใช้หลักการ hybridization ระหว่าง DNA 
เป้าหมายกับโพรบที่มีการติดฉลาก ซึ่งในข้ันตอนน้ีจะใช้
เวลาตรวจจับเพียง 10-15 นาที และจะพบแถบสีที่ระบุ
ว่ามีการติดเช้ือบนแผ่นเมมเบรน วิธีนี้ไม่จ าเป็นต้องใช้
เครื่องมือที่ซับซ้อนในการท าปฏิกิริยาแต่มีความไวสูง
และวิธีการตรวจผลด้วยแผ่นเมมเบรนจะรวดเร็วกว่า
การตรวจผลด้วยเจลอิเลคโตรโฟรีซิส (รูปที่ 5) LAMP-
LFD ได้น ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจเช้ือไวรัสหลาย
ชนิด เช่น Taura syndrome virus (TSV), Penaeus 
monodon densovirus (PmDNV) และ infectious 
myonecrosis virus (IMNV) (Kiatpathomchai et 
al., 2008; Nimitphak et al., 2008; Puthawibool 
et al., 2009) 

2.2 การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสระดับโปรตีน 
การตรวจจับเช้ือในระดับ DNA ด้วย PCR 

เป็นวิธีที่เหมาะในการตรวจเช้ือ  MBV ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ แต่ไม่เหมาะในการปฏิบัติงานฟาร์ม
ส าหรับเกษตรกร จึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจเช้ือโดยใช้

หลักการโมโนโคลนอลแอนติบอดี้  (monoclonal 
antibody) ขึ้น แม้ว่าวิธีนี้จะมีความแม่นย าน้อยกว่า 
PCR แต่เป็นวิธีที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ราคาไม่แพง 
และในปัจจุบันได้มีการพัฒนาให้วิธีการดังกล่าวมีความ
สะดวกและแม่นย าในการใช้งานมากขึ้นโดยพัฒนา
ระบบการตรวจแบบแผ่นตรวจจับ (strip test) ซึ่ง
เหมาะในการใช้งานในระดับฟาร์ม (Sithigorngul et 
al., 2011) การพัฒนาการตรวจเช้ือไวรัส MBV ด้วย
ระบบ monoclonal antibody จ าเป็นต้องท าบริสุทธิ์
โปรตีนของไวรัสเพื่อน ามาผลิต antibody ที่มี
ความจ าเพาะต่อไวรัส MBV โดย Satidkanitkul et al. 
(2005) ได้ประสบความส าเร็จในการท าบริสุทธิ์โปรตีน
พอลิไฮดรินจากเช้ือไวรัส MBV และหาล าดับของกรด
แอมิโนจากด้านปลายไนโตรเจน (N-terminal) จ านวน 
25 ชนิด น ามาสังเคราะห์และผลิตเป็นโพลีโคลนอล
แอนติบอดี้ (polyclonal antibody) ท่ีมีความจ าเพาะ
ต่ อ โปรตีนพอลิ ไฮดรินของ เ ช้ื อ  แต่  polyclonal 
antibody ที่ผลิตได้มีความไวและความจ าเพาะต่ า 
ต่อมา Boonsanongchokying et al. (2006) ได้สกัด
โปรตีนพอลิไฮดรินจากเนื้อเยื่อตับกุ้งที่เป็นโรค น ามา
ตรวจสอบน้ าหนักโมเลกุล ให้ค่าน้ าหนักเท่ากับ 58 กิโล
ดาลตัน (kDa) (รูปที่ 6ก) และน าโปรตีนดังกล่าวมาผลิต 
monoclonal antibody ได้ 7 ชนิด (รูปที่ 6ข) เมื่อน า 
antibody ดังกล่าวมาทดสอบทางเนื้อเยื่อวิทยา พบว่า
มีความจ าเพาะต่อเนื้อเยื่อกุ้งที่ติดเช้ือ MBV และไม่ท า
ปฏิกิริยากับเนื้อเยื่อกุ้งที่ติดเช้ือไวรัสชนิดอื่น เช่น HPV, 
YHV และ WSSV 

ต่อมาได้มีการโคลนยีนพอลิไฮดรินของ MBV 
หาล าดับยีนและผลิตเป็นรีคอมบิแนนต์โปรตีนพอลิไฮ- 
ดรินทางด้าน N-terminal (OB-N) และ C-terminal 
(OB-C) พบว่า โปรตีนทั้ง 2 ส่วนมีความจ าเพาะต่อ 
monoclonal antibody ที่ผลิตได้ ในงานวิจัยก่อน
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หน้านี้ (ตารางที่ 3) (Chaivisuthangkura et al., 
2008) ได้น าโปรตีนทั้งสองส่วนมาผลิต monoclonal 
antibody และทดสอบความจ าเพาะด้วยวิธี dot 
blotting และ western blotting พบว่า สามารถ
ตรวจจับเช้ือ MBV ได้และไม่มีความจ าเพาะกับเช้ือ
ไวรัสชนิด TSV, YHV, WSSV และ PmDNV เมื่อ
เปรียบเทียบกับ PCR พบว่า มีความไวน้อยกว่า PCR 
100 เท่า (Sridulyakul et al., 2011) จากผลงานวิจัย
ดังกล่าวท าให้ทีมวิจัยของ Wangman et al. (2012) 
ได้ พัฒนาแผ่ นตรวจอิ มมู โ น โครมา โตกราฟฟิค 

(immunochromatographic strip test) เพื่อใช้
ตรวจสอบเชื้อ MBV ในระดับฟาร์มได้โดยมีขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่างง่าย ๆ คือ บดเนื้อเยื่อกุ้งด้วยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน (phosphate buffer saline, 
PBS) ให้ความร้อนเป็นเวลา 15-60 นาที น าไปตรวจ
เช้ือด้วยแผ่น strip test รอเวลา 15 นาที จะทราบผล
การตรวจ (รูปที่ 7) ซึ่งมีความไวน้อยกว่า PCR ปกติ 
200 เท่า ถึงแม้ว่าความไวจะต่ า แต่วิธีการตรวจสอบ
เชื้อท าได้ง่ายและรวดเร็ว ซึ่งเหมาะในการน าไปใช้ตรวจ
เชื้อในโรงเพาะฟักและฟาร์มได้ 

 

 

 

 
 

รูปที่ 5 เจลอิเลคโตรโฟรีซิส และ LAMP-LFD แสดงความไวในการตรวจไวรัส MBV ในกุ้งระยะ PL เมื่อใช้ DNA 
แม่พิมพ ์ที่ระดับ 1 นาโนกรัม ถึง 0.1 เฟมโตกรัม 
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รูปที่ 5 เจลอิเลคโตรโฟรีซิส และ LAMP-LFD แสดงความไวในการตรวจไวรัส MBV ในกุ้งระยะ PL เมื่อใช้ DNA 

แม่พิมพ ์ที่ระดับ 1 นาโนกรัม ถึง 0.1 เฟมโตกรัม (ต่อ) 
ก. LAMP     ข. Nested PCR (commercial kit, Ezee Gene) 
ค. One step PCR (Nimitphak et al., 2010) ง. LAMP-LFD 

หมายเหตุ: M คือ DNA มาตรฐาน (DNA marker), N คือ ปฏิกิริยาที่ไม่มีการเติม DNA แม่พิมพ์ (negative control), P คือ 
ปฏิกิริยาที่มี DNA plasmid เป็นชุดควบคุม (positive control) 

ที่มา: Nimitphak et al. (2010) 
 

        
รูปที่ 6 SDS-PAGE 

ก. น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนพอลิไฮดริน ที่สกัดได้จากไวรัส MBV 
ข. Western blot polyhedrin เมื่อท าปฏิกิริยากับ MBV polyclonal antibody (a) และmonoclonal 

antibody จ านวน 7 ชนิด (b-h) 
ที่มา: Boonsanongchokying et al. (2006) 
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ตารางที่ 3 การทดสอบความจ าเพาะของ monoclonal antibody ชนิดต่าง ๆ ต่อรีคอมบิแนนต์ MBV 
polyhedrin ด้วย Western blotting (Chaivisuthangkura et al., 2008) 

 
 

 
รูปที่ 7 ผลการตรวจการติดเชื้อ MBV ในกุ้งด้วย MBV strip test 

ก. โปรตีนสกัดของกุ้งติดเชื้อ 
ข. โปรตีนสกัดของกุ้งไม่ติดเช้ือ 

ที่มา: Wangman et al. (2012) 
 

สรุป 
แม้ว่าเชื้อ MBV จะไม่ก่อให้เกิดความเสียหาย

รุนแรงต่ออุตสาหกรรมการเลี้ ยงกุ้ งกุ ลาด า เมื่ อ
เปรียบเทียบกับ YHV หรือ WSSV แต่หากกุ้งในระยะ
วัยอ่อนติดเชื้อ MBV จะท าให้เกิดการตายในอัตราการที่
สูง ส่งผลกระทบต่อโรงเพาะฟักในการผลิตลูกกุ้งให้ได้
ปริมาณตามท่ี ต้องการและปลอดจากเ ช้ือ MBV 
เนื่องจาก หากน ากุ้งที่ติดเช้ือลงเลี้ยงในบ่อ กุ้งจะโตช้า
กว่ากุ้งปลอดเช้ือจึงต้องเพิ่มระยะเวลาในการเลี้ยงนาน
ขึ้น การเฝ้าระวังการติดเช้ือจึงเป็นสิ่งจ าเป็นต่อระบบ
โรงเพาะฟัก เทคนิคที่ได้กล่าวมา การพัฒนาการตรวจ
เช้ือในระดับเนื้อเยื่อจนถึงระดับ DNA และโปรตีนจน

สามารถพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบ ซึ่งชุดตรวจสอบที่
พัฒนาขึ้นแม้จะมีความแม่นย าในการตรวจจับน้อยกว่า
การตรวจในระดับดี เอ็นเอ แต่การตรวจด้วยชุด
ตรวจสอบมีวิธีการใช้ง่าย ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือราคา
แพง เกษตรกรสามารถตรวจหาเช้ือได้ด้วยตัวเอง ซึ่ง
น าไปสู่การป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อได้ 
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