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Abstract: White shrimp (Litopenaeus vannamei) is the most shrimp cultured in the world when disease 
outbreaks that will affect the shrimp farming industry. White spot syndrome is an important disease due to high 
morbidity rate and high mortality rates. Currently, there are methods for detecting and diagnosing white spots 
syndrome. Recommended method is polymerase chain reaction (PCR) for screening and confirmation 
diagnosis according to high sensitivity and high specificity and can be detected in shrimp almost every stage. 
The method by using parameter including clinical sign, gross pathology, histopathology should be diagnosed 
with an immunological method or molecular techniques such as Polymerase Chain Reaction (PCR), Antigen-
antibody detection methods, DNA sequencing, Fluorescence in-situ hybridisation (FISH) and Loop-mediated 
isothermal amplification techniques (LAMP). Other the transmission electron microscope, biological analysis 
method and cell culture can detecting and diagnosing for confirmation, but not recommended due to their low 
susceptibility. 
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ค าน า 
 

อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตว์กลุ่มครัสเต
เชียนมีความส าคญัในหลายภมูิภาค ประกอบไปด้วยทวีป
เอเชียคิดเป็น 89% ทวีปอเมริกา 10% โดยอีก 1% มีการ
เพาะเลีย้งในทวีปแอฟริกาและในมหาสมุทร ความส าคญั
ในแง่ ของการผลิ ต เชิ งพ าณิ ช ย์ ขนาดใหญ่  กุ้ งมี
ความส าคญัมากที่สดุซึ่งการผลิตกุ้ งทั่วโลกคิดเป็น 90% 
และสว่นที่เหลอืคือกลุม่ครัสเตเชียนอื่น ๆ อีก 10% และกุ้ ง
ที่ มี การเพาะเลี ย้ งมากที่ สุดคิ ด เป็ น 53% ของการ
เพาะเลีย้งกุ้ งทัง้หมดคือ กุ้ งขาวแวนนาไม (Litopenaeus 
vannamei) (FAO, 2018) ทัง้นีเ้นื่องจากกุ้ งขาวแวนนาไม
เป็นสายพนัธุ์ที่เหมาะสมในการเพาะเลีย้งตามชายฝ่ังทั่ว
โลกมีความทนทานต่อการเพาะเลีย้งที่มีความหนาแนน่สงู 
และมีการเจริญเติบโตที่รวดเร็ว ส าหรับประเทศไทยพบว่า
มีทิศทางเพิ่มขึน้จากข้อมูลการผลิตกุ้ งขาวแวนนาไม ปี 
พ.ศ. 2561 ประเทศไทยผลิตได้ 0.259 ล้านตัน เพิ่มขึน้
จากปี พ.ศ. 2560 คิดเป็น 5.4% การขยายตวัของการผลิต
เนื่องจากการน าเทคโนโลยีสมยัใหม่มาใช้ในการผลิตและ
คณุภาพของอาหารมีการพฒันา สง่ผลให้ผลผลิตต่อพืน้ที่
เพาะเลีย้งเพิ่มสงูขึน้ อย่างไรก็ตามการเพาะเลีย้งทัว่ไปมกั
พบปัญหา ได้แก่ พืน้ที่เพาะเลีย้งที่มีจ ากดั พนัธุ์กุ้ งมีความ
ออ่นแอสง่ผลตอ่อตัราการรอดชีวิตต ่า ภมูิอากาศที่มีความ
แปรปรวนมากขึน้ และที่ส าคัญอย่างยิ่ง คือ ปัญหาของ
โรคกุ้ งที่ระบาดทั่วโลก และมีความรุนแรงมากขึน้ (FAO, 
2018; Li et al., 2019; Tokrisna et al., 2015) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
โรคระบาดของกุ้ งจัดอยู่ในบญัชีโรคสตัว์น า้ของ

องค์การโรคระบาดสตัว์ระหวา่งประเทศ หากเกิดการตรวจ
พบในสินค้าการเกษตร สง่ผลให้เกิดการกีดกนัทางการค้า
ระหว่างประเทศ และหากติดจากพ่อแม่พนัธุ์สูล่กูกุ้ ง สง่ผล
ให้ เกิดการแพร่กระจายเชื อ้ สร้างความเสียหายต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้ งเพิ่มสูงขึน้  (Nunan and 
Lightner, 2011) โดยหนึ่งในโรคระบาดที่ส่งผลกระทบต่อ
อตุสาหกรรมการเลีย้งกุ้งขาวแวนนาไม และกุ้งชนิดอื่น คือ 
โรคจุดขาวเกิดจากการติดไวรัส white spot syndrome 
virus (WSSV) กุ้ งขาวแวนนาไมที่ได้รับผลกระทบจากโรค
จุดขาวในช่วงแรกของการติดเชือ้มักไม่แสดงอาการ
ผิดปกติ ห รือรอยโรคที่ บ่ งชี  ้เกิ ดความล่ า ช้ า และ
คลาดเคลือ่น สง่ผลกระทบต่อการเพาะเลีย้ง หากกุ้ งขาวมี
การที่ติดเชือ้ระยะหนึ่งจะพบอาการป่วยแบบเฉียบพลนัซึ่ง
มีอตัราการตายสงูถึง 80-100% ภายใน 5 วนัหลงัติดเชือ้ 
(National Bureau of Agriculture Commodity and Food 
Standards, 2007) ส่วนอาการแบบเรือ้รังพบว่ากุ้ งที่ติด
เชือ้จะไม่มีรอยโรคและไม่ตาย ซึ่งในกรณีนีถื้อว่าเป็นสิ่งที่
ต้องระวัง เนื่องจากจะส่งผลกระทบในอุสาหกรรมการ
ส่งออกกุ้ ง และการคัดเลือกกุ้ งเป็นพ่อแม่พันธุ์ เนื่องจาก
เชื อ้สามารถติ ดผ่ านทางไข่ ได้  (National Bureau of 
Agriculture Commodity and Food Standards, 2007; 
OIE, 2006) มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแหง่ชาติได้
ก าหนดให้มีการชันสูตรโรคจุดขาวในกุ้ งขาว 2 วิธีหลัก 
ไ ด้ แ ก่  ก า รต รว จ ด้ ว ย วิ ธี ท า งจุ ล พ ย า ธิ วิ ท ย า 
(histopathology method) และการตรวจด้วยวิธีการทาง
อณู พันธุศาสตร์ เช่ น  ปฏิ กิ ริยาห่ วงโซ่ โพลิ เมอเรส 

บทคัดย่อ: กุ้ งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) เป็นกุ้ งสายพันธุ์ที่มีการเพาะเลีย้งมากที่สดุในโลก เมื่อเกิดโรค
ระบาดจะส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้ ง โดยมีโรคจุดขาวเป็นโรคที่ส าคญั เนื่องจากอตัราการป่วย และ
อตัราการตายสงู ในปัจจุบนัมีวิธีการตรวจหาและวินิจฉัยโรคจุดขาวที่แนะน า คือ ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรสเพื่อวินิจฉัย
เบือ้งต้นและยืนยนั เนื่องจากมีความไวและจ าเพาะตอ่เชือ้และสามารถตรวจได้ในกุ้งเกือบทกุระยะ วิธีการสงัเกตอาการทาง
คลนิิก วิธีการทางมหพยาธิวิทยา จลุพยาธิวิทยา ควรได้รับการวินิจฉยัยืนยนัด้วยวิธีทางภมูิคุ้มกนั หรือวิธีการทางอณพูนัธุ
ศาสตร์ เช่น ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรส (PCR) การตรวจหาแอนติเจนแอนติบอดี การหาล าดบัเบสของดีเอ็นเอ การตรวจ
ด้วยสารเรืองแสง (FISH) และเทคนิค LAMP ส่วนวิธีกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน วิธีชีววิเคราะห์  และการ
เพาะเลีย้งเซลล์ สามารถตรวจเพื่อยืนยนัได้แตไ่มแ่นะน าเนื่องจากมีความไวตอ่เชือ้ต ่า 
 
ค าส าคัญ:  กุ้ งขาว โรคจดุขาว การวินิจฉยัโรค วิธีการทางอณพูนัธุศาสตร์ 
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(polymerase chain reaction (PCR) method) อย่างไรก็
ตามการวินิจฉยัที่ดีควรสามารถยืนยนัการติดเชือ้ได้อย่าง
รวดเร็ว และต้องมีความไวและจ าเพาะต่อโรคเป็นส าคัญ 
โดยสว่นใหญ่มกัเป็นวิธีการทางอณพูนัธุศาสตร์ (Durand 
and Lightner, 2002; Piepenburg et al., 2006; Yang et 
al., 2014) ดังนัน้ในบทความนีจ้ึงอธิบายวิธีการตรวจ
วินิจฉัยโรคจุดขาวในกุ้ งขาวแวนนาไม ทัง้วิธีแบบดัง้เดิม
และวิ ธีการทางอณูพันธุศาสตร์ เพื่อให้ เห็นถึงความ
เหมาะสมในการการวินิจฉัยโรคจุดขาวที่มีความไวและ
จ าเพาะต่อเชือ้ เพื่อลดความเสียหายจากการติดเชือ้
ส าหรับการวางแผนการรักษา และการป้องกันโรคที่จะ
แพร่กระจายตอ่ไป 
 
โรค และสถานการณ์การระบาดของโรคจุดขาวในกุ้ง
ขาวแวนนาไม 

โรคในกุ้ งขาวแวนนาไมที่มีความส าคัญในการ
เพาะเลีย้ง ได้แก่ โรคจุดขาว (white spot syndrome) โรค
ไ อ เ อ ช เ อ ช เ อ็ น  (infectious hypodermal and 
hematopoietic necrosis; IHHN) โ ร ค แ ค ร ะ แ ก ร็ น 
(hematopoietic necrosis; RDS) โ ร ค ท อ ร่ า  ( taura 
syndrome) โรค ก ล้ าม เนื ้อ ต า ย ติ ด ต่ อ  ( infectious 
myonecrosis; IMN) โ ร ค หั ว เห ลื อ ง  ( yellow head 
disease)  โรคกุ้ งตายด่วนหรือกลุ่มอาการตายด่วน 
( shrimp early mortality syndrome; EMS) ห รื อ ก ลุ่ ม
อ าก ารตั บ แล ะตั บ อ่ อ น ต าย เฉี ย บพ ลั น  ( acute 
hepatopancreatic necrosis syndrome; AHPNS) 
(Srisuvan, 2008) 

โรคจุดขาวเกิดจากการติดไวรัส white spot 
syndrome virus (WSSV) อยู่ ในสกุล Whispovirus วงศ์ 
Nimaviridaeโดยกุ้งติดเชือ้จะแสดงอาการที่เนือ้เยื่อชัน้เอ็ก
โท เดิ ร์ ม  (ectoderm) แล ะ เม โซ เดิ ร์ ม  (mesoderm) 
ประกอบไปด้วย ชัน้หนังก าพร้า เหงือก ล าไส้ส่วนต้น 
ล าไส้ส่วนปลาย ต่อมน า้เหลือง อวัยวะสืบพันธุ์  อวัยวะ
ขับถ่าย (antennal gland) เซลล์ ต้นก าเนิดของเลือด 
(hematopoietic stem cells) และเซลล์ที่มีความเก่ียวข้อง
กบัระบบประสาทสว่นเซลล์เยื่อบขุองอวยัวะที่ก าเนิดจาก
ชัน้เอนโดเดิร์ม เช่น ตับร่วมตับอ่อน (hepatopancreas) 
(Reddy et al., 2013) อัตราการตายที่สูงจากการติดโรค

จุดขาวในกุ้ งขาวแวนนาไม (Wang et al., 2019) มีสาเหตุ
จากความไวต่อการติดเชือ้ร่วมกบัปัจจัยความเครียดจาก
สารก่อโรคอื่น ๆ หรือ สภาพแวดล้อมที่ไม่เอือ้อ านวย กุ้ ง
กลุ่มพีเนียดมีความไวสงูต่อการติดเชือ้ส่งผลให้ความชุก
ของการเกิดโรคมีความแปรปรวนสูงตั ง้แต่  1% ใน
ประชากรตามธรรมชาติที่ติดเชือ้ไปจนถึง 100% ของ
ประชากรในบ่อเลีย้ง (Lo and Kou, 1998) โรคจุดขาวถูก
ตรวจพบจากกลุม่ครัสเตเชียนในประเทศจีน ญ่ีปุ่ น เกาหล ี
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ เอเชียใต้ อินเดีย เมดิเตอร์เรเนียน 
ตะวันออกกลางและอเมริกา (Rodriguez-Anaya et al., 
2016) อาการแสดงทางคลินิกโดยการสังเกตลักษณะที่
เปลี่ยนแปลงไปประกอบด้วย มีพฤติกรรม เซื่ องซึม 
หลงัจากนัน้จะกินอาหารน้อยลง ขนาดแตกต่างกัน กุ้ งจะ
ว่ายรวมบริเวณขอบสถานที่เลีย้ง และภายใน 2-4 วนัจาก
การปรากฏตัวจะพบการตายบริเวณขอบสถานที่เลีย้ง 
อัตราการป่วย และอัตราการตายสูง ลักษณะภายนอก
พบว่ากุ้ งมีจุดสีขาวบนเปลือกซึ่งเป็นอาการทางคลินิก
ทัว่ไปของการติดเชือ้ไวรัสจดุขาว (OIE, 2006)  

 
หลักการการตอบสนองของระบบภมิูคุ้มกันต่อโรค
จุดขาวในกุ้งขาวแวนนาไม 

กุ้ งขาวแวนนาไมเป็นสัตว์น า้ที่ไม่มีกระดูกสัน
หลงั และระบบไหลเวียนเลือดเป็นแบบระบบเปิด (open 
circulatory system) มีระบบภูมิคุ้ มกันแบบไม่จ าเพาะ 
(non-specific immunoglobulin) ไ ม่ มี ร ะ บ บ ก า ร
ตอบสนองที่เป็นแบบอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) 
แต่พึ่ งพาภูมิคุ้ มกันที่ มี ตั ง้แต่ก าเนิ ด รวมถึ งระบบ
ภูมิคุ้ มกันแบบสารน า้ในน า้เลือด (humoral immunity) 
เพื่อจดจ าและก าจัดผู้บุกรุกต่าง ๆ (Li et al., 2019) โดย
สรุปแล้วกุ้งขาวแวนนาไมมีการตอบสนองภมูิคุ้มกนัตอ่เชือ้
ไวรัสที่เป็นสาเหตขุองโรคจุดขาว 3 ระบบ ได้แก่ 1) ระบบ
ภูมิคุ้ มกันแบบเซลล์ (cellular immunity) ประกอบด้วย
เซลล์ไฮยาลิน (hyaline cells) เซลล์เซมิแกรนูล (semi-
granular cells) และเซลล์แกรนูล (granular cells) อาศัย
การท างานของเซลล์ เม็ ด เลื อดในการท าลายสิ่ ง
แปลกปลอมหรือเชือ้ก่อโรคที่สามารถเข้าสูร่่างกาย (Smith 
and Soderhall, 1 9 9 3 ; Hannon, 2002)  2)  ร ะ บ บ
ภูมิคุ้ มกันในน า้เลือด (humoral immunity) มีการท างาน

วิธีการทางอณูพันธุศาสตร์ส าหรับการวินิจฉัยโรคจุดขาวในกุ้งขาวแวนนาไม 
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โดยอาศยัเซลล์เม็ดเลือดของกุ้ งจะมีการผลิตสารโปรตีน
ท าหน้าที่ช่วยในการจดจ า และเข้าจับกับโมเลกุลของสิ่ง
แปลกปลอมหรือเชื อ้ก่อโรค ซึ่งมี ช่ือเรียกว่า pattern 
recognition protein (PRPs) (Wang and Wang, 2013) 
3) ระบบการยับยัง้อาร์เอ็นเอ (RNA interference) ซึ่งมี
บทบาทในการต้านเชือ้ไวรัสตามธรรมชาติ (Labreuche 
and Warr, 2013) เป็นการตอบสนองทางชีวภาพผ่านการ
รับรู้ของอาร์เอ็นเอสายคู่ เป็นการยับยัง้กระบวนการ
แสดงออกของยีน และการสร้างโปรตีนเป้าหมายภายใน
เซ ล ล์  (post-transcriptional gene silencing) ซึ่ ง เป็ น
ตวักลางที่ต้านทานต่อปรสิตภายในและกรดนิวคลิอิกของ
เชือ้จากภายนอก และควบคุมการแสดงออกของยีนที่
เข้ารหสัโปรตีน (Hanon, 2002; Geley and Muller, 2004) 
ในส่วนของระบบภูมิคุ้ มกัน RNAi ได้ถูกน าไปใช้ส าหรับ
การกระตุ้ นการสร้างภูมิคุ้ มกันแบบจ าเพาะ (specific 
immunity) ผ่านรูปแบบของการพัฒนาวัคซีน (Syed 
Musthahq and Kwang, 2014) 

จากความรู้ด้านระบบภูมิคุ้มกันสว่นใหญ่น ามา
ประยุกต์ ใช้ส าหรับการป้ องกันมากกว่าการรักษา 
เนื่องจากอตัราการตายจากการเป็นโรคจุดขาวของกุ้ งขาว
แ ว น น า ไม สู ง ม า ก ก ว่ า  80% (National Bureau of 
Agriculture Commodity and Food Standards, 2007) 
โดย Nilsen et al. (2017) ศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกันโดย
น าเอา VP28 ซึ่งเป็นโปรตีนบนพืน้ผิวของไวรัสโรคจุดขาว 
มาท าหน้าที่ เสมื อนเป็น RNAs สายคู่  (dsRNA) เพื่ อ
กระตุ้นการสงัเคราะห์ siRNA เพื่อใช้ในกระบวนการยบัยัง้
อาร์เอ็นเอ (RNAi) น าไปสู่กระบวนการยับยัง้การสร้าง
โปรตีนของเชือ้ไวรัสตัง้แต่กระบวนการถอดรหัสของ 
mRNA ซึ่ ง รูปแบบของการใช้  VP28 เช่ น  การให้ กิน
สาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii ที่ดดัแปลง
พนัธุกรรมให้มีโปรตีนห่อหุ้มไวรัส VP28 ซึ่งสง่ผลให้อตัรา
การรอดชีวิตสงูสดุ 87% (Kiataramgul et al., 2020)  
 
วิธีการตรวจหาและวินิจฉัยโรคจุดขาวในกุ้งขาวแวน
นาไม 

กุ้ งขาวแวนนาไมที่ได้รับผลกระทบจากโรคจุด
ขาวในช่วงแรกของการติดเชือ้มักไม่แสดงอาการผิดปกติ
หรือรอยโรคที่บ่งชี  ้เกิดความล่าช้า และคลาดเคลื่อน 

ส่งผลกระทบต่อการเพาะเลี ย้ง (National Bureau of 
Agriculture Commodity and Food Standards, 2007) 
จากการก าหนดมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหาร
แห่งชาติ ได้ก าหนดเร่ืองของการชันสูตรโรคจุดขาวในกุ้ ง
คือ การตรวจด้วยวิธีทางจลุพยาธิวิทยา และการตรวจด้วย
วิ ธีป ฏิ กิ ริยาห่ วงโซ่ โพลิ เมอเรส (polymerase chain 
reaction; PCR) อย่างไรก็ตามการวินิจฉยัที่ดีควรสามารถ
ยืนยนัการติดเชือ้ได้อย่างรวดเร็ว มีความไวและจ าเพาะ
ตอ่โรค ราคาถกู และเหมาะสมตอ่การใช้งาน  
 
1. การตรวจด้วยวิธีดัง้เดิม (Conventional method) 

การตรวจมหพยาธิวิทยา (gross pathology) 
เป็นวิธีหนึ่งในการตรวจด้วยวิธีดัง้เดิม โดยสงัเกตลกัษณะ
ภายนอก ร่วมกับอาการทางคลินิกมีอัตราการป่วย และ
อัตราการตายสูง หรือใช้การตรวจเนือ้เยื่อหลงัจากย้อม
ด้วยสีย้อม แล้วตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ทัง้แบบใช้แสง 
(light microscope) หรือกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่ อ งผ่ า น  (transmission electron microscopy: TEM) 
เพื่อศึกษาพยาธิสภาพของโรคด้วยโดยใช้เนือ้เยื่อสดของ
ส่วนที่เป็นรอยโรค ซึ่งเซลล์ที่ติดเชือ้ไวรัสจะพบลกัษณะ
ของนิวเคลียสมีขนาดใหญ่ (hypertrophied) และเห็นการ
ติ ดสี แดงก่ อน  (Cowdry A-type inclusions) (National 
Bureau of Agriculture Commodity and Food 
Standards, 2007) ส าหรับเนือ้เยื่อที่ผ่านกระบวนการเก็บ
รักษาด้วยวิธีการตรวจทางจลุพยาธิวิทยา ตรวจพบการติด
สี น ้า เงิ น  โด ยพ บ  intranuclear inclusion bodies ใน
อวัยวะเป้าหมายหลายอวัยวะ เช่น เนือ้เยื่อกระเพาะ
อาหาร เนือ้เยื่อฮีมาโตปอยอีติก (hematopoietic tissue) 
เหงือก อวยัวะลิมฟอยด์ (lymphoid organ) (Badhul Haq 
et al., 2015)  และหากใช้กล้องใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านน ามาใช้ในสงัเกตรอยโรคและ
การส ร้างภาพของไว รัส  โดย  Hipolito et al. (2012) 
รายงานว่า หากด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน พบว่าร้อยละ 90 ของตัวอย่างที่เป็นโรคจ าขาว จะ
ตรวจพบรูปร่างของไวรัสรูปร่างเป็นวงรี (avoid shape) มี
ความยาว 230-290 นาโนเมตร และมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 
80-160 นาโนเมตร  นอกจากนัน้ยังประยุกต์ใช้  TEM 
ร่วมกับการตรวจด้วยแอนติเจน-แอนติบอดีที่ เรียกว่า 
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immunoelectron microscopy (IEM) โ ด ย อ า ศั ย
แอนติบอดีของโปรตีน VP664 โดยพบว่าร้อยละ 90 ของ
ตวัอย่างที่เป็นโรคจุดขาวมีอนภุาครวมที่เกิดจากปฏิกิริยา
ระหว่างแอนติบอดีและไวรัส (antibody-virus aggregate) 
(Hipolito et al., 2012) เทคนิคนีน้ ามาใช้ในการตรวจหา
ไวรัสได้หลายชนิดทัง้ paramyxovirus retrovirus และ 
coronavirus (Catroxo et al., 2010) สว่นวิธีการตรวจทาง
ระบบภูมิ คุ้ มกัน  (Immunocytochemistry) โดยอาศัย
หลักการการเกิดแอนติเจนแอนติบอดีคอมเพล็กซ์ ซึ่งมี
หลายวิธี เช่น western blot analysis, immunodot assay, 
indirect fluorescent antibody test (IFAT), 
immunohistochemistry (IHC) แ ล ะ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) ( Sithigorngul et al., 
2006; Yoganandhan et al., 2004) นอกจากนีม้ีวิธีการ
เพาะเลีย้งเซลล์ โดยใช้เซลล์จากอวัยวะน า้เหลือง รังไข 
และเม็ดเลือด แล้วน ามาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้และ
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม สามารถวัดปริมาณของเชือ้
โดยวิเคราะห์จากการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (cytopathic 
effect) และการตายของเซลล์ เพื่อก าหนดจุดสิน้สุดการ
ติดเชือ้ของเซลล์ที่ เพาะเลีย้ง (tissue culture infectivity 
dose; TCID50) อยา่งไรก็ตามวิธีนี ้พบวา่ความเสีย่งสงูต่อ
การปนเปือ้นและองค์ประกอบของสารเลีย้งเชือ้แตกต่าง
กันท าให้ยากต่อการน ามาปฏิบัติ  (Assavalapsakul  
et al., 2003; Jiang et al., 2006)  

 
2. การตรวจด้ วยวิ ธีการทางอณู พั น ธุศาสตร์ 
(Molecular diagnostics) 

การตรวจด้วยสารเรืองแสง (Fluorescence 
in-situ hybridization; FISH) 

เป็นวิธีการตรวจหาดีเอ็นเอที่มีล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่จ าเพาะในเซลล์ที่แสดงอาการหรือสงสยัการติดเชือ้ 
โดยอาศยัดีเอ็นเอโพรบ (DNA-probe) ที่มีขนาดประมาณ 
50-100 นิวคลีโอไทด์ และติดสารเรืองแสงที่จ าเพาะต่อ
เชือ้ไวรัสที่เป็นสาเหตุเอาไว้ที่โพรบ  ซึ่งโพรบจะเข้าไปจับ
กบักรดนิวคลิอิกเป้าหมายที่มีล าดบันิวคลีโอไทด์คู่สมกับ
ดีเอ็นเอโพรบภายในเซลล์ ในการแปลผลนัน้ให้พิจารณา
จากการปรากฏของสีที่ติดฉลากไว้บนโพรบซึ่งต้องอาศัย
กล้องจุลทรรศน์แบบ fluorescent microscope (Nunan 

and Lightner, 1997) โดยกุ้ งขาวที่ มี การติดเชื อ้ไวรัส 
WSSV จะปรากฏตะกอนเป็นสีน า้เงินเข้มถึงด า หากผล
เป็นลบตะกอนมีสีเหลืองถึงน า้ตาล นอกจากการวินิจฉัย
เชือ้ไวรัสแล้ว FISH ยงัใช้ในการศึกษาชนิดของแบคทีเรีย
ในเนือ้เยื่อตบั ล าไส้ และน า้ที่ใช้เลีย้งกุ้ ง (Jirattiwarutkul, 
2007) ซึง่ FISH เป็นวิธีที่มีความไวและจ าเพาะสงู อย่างไร
ก็ตามไม่เหมาะส าหรับการตรวจวินิจฉัยโรคหรือความ
ผิดปกติของล าดบันิวคลีโอไทด์สัน้กว่า 20 กิโลเบส ดงันัน้
จึงมีการพฒันาวิธี PCR ที่สามารถวิเคราะห์ความผิดปกติ
ในระดบัพนัธุกรรมได้อย่างจ าเพาะเจาะจงและมีความไว
สงูมาก (Siriboonpiputtana et al. 2017) 

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเนสเต็ด 
(Nested PCR)  

เป็นวิธีการตรวจสอบที่เป็นมาตรฐานที่เป็นที่
ยอมรับ (gold standard) ที่ OIE  (2006) แนะน าให้ใช้ใน
การตรวจ WSSV ในกุ้ ง โดยการตรวจขัน้แรกท าการสกดัดี
เอ็นเอ หลังจากนัน้ท าตามขัน้ตอน first-step PCR และ 
second step of the (nested) PCR ตามล าดับ ซึ่งอาศัย
ไพรเมอร์จ านวน 2 คู่ ดงัแสดงใน Table 1 การอ่านผลโดย
วิธีการเจลอิเลคโตรโฟลซิิส แล้วน าไปอา่นผลภายใต้แสงยู
วี โดยเทียบกบัแถบตวับง่ชี ้แถบควบคมุ และแถบตวัอยา่ง 
ผลลพัธ์ที่เป็นบวกในขัน้ตอนแรกของเกณฑ์วิธีมาตรฐาน 
หมายถึง การติดเชือ้ไวรัสโรคจุดขาวรุนแรง ในขณะที่เมื่อ
ได้รับผลลพัธ์เป็นบวกในขัน้ตอนที่สองเท่านัน้ แสดงว่า
เป็นการติดเชื อ้แฝงหรือพาหะ (Nunan and Lightner, 
2011)  นอกจากการอ่านผลภายใต้แสงยูวีหรืออ่านผล
ด้วยแถบดีเอ็นเอแล้ว ผลผลิต PCR ยังสามารถประเมิน
ด้ วย เทคนิ ค  loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ท าให้การอา่นผลง่ายและสะดวกขึน้โดยเฉพาะใน
กรณีการวิเคราะห์นอกห้องปฏิบัติการ โดยใช้เวลาใน
กระบวนการประมาณ 60 นาที (Kono et al., 2004) โดย
หลงัจากได้ผลผลติ PCR จากขัน้ตอนปกติแล้ว ให้น าเข้าสู่
เทคนิค LAMP ซึ่งการแปลผลสามารถพิจารณาจากความ
ขุ่นจากตะกอนสีขาวของ magnesium pyrophosphate 
โดยน าหลอดทดสอบไปป่ันให้ตกตะกอน ถ้าเกิดการเพิ่ม
ขยายยีน จะพบตะกอนสขีาว นอกจากนัน้ยงัพิจารณาจาก
สีเรืองแสง โดยใช้สารฟลอูอเรสเซนต์ เช่น SYBR Green I 
เติมหลงัจากผา่นเทคนิค LAMP แล้ว ถ้ามีผลติภณัฑ์ 
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เกิดขึน้จะเปลี่ยนสีตัง้ต้น (สีส้ม) ให้กลายเป็นสีเขียวเมื่อดู
ภายใต้แสง UV (302 nm) (Mori et al., 2001) 

Quantitative-PCR (qPCR) 
เป็นเทคนิคในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

พร้อมทัง้สามารถวดัปริมาณของสารพนัธุกรรมโดยอาศยั
การเรืองแสงของสีฟลูออเรสเซ็นต์ โดยมีหลักการคือ 
เร่ิมต้นด้วย mRNA แล้วเปลี่ยนให้เป็น cDNA โดยอาศัย
เอนไซม์ reverse transcriptase จากนัน้น าเข้าขัน้ตอนการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ การศึกษาในกุ้ งมักใช้พลาสมิดที่มี
ชิ น้ส่วนจี โนมของ WSSV (U50923) ส าหรับการเป็น 
positive control และทดสอบความไวโดยเจือจางลง 10  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เท่า ให้มีจ านวน copies ในช่วง  2 - 2x105 copies ในการ
สร้าง standard curves และมักใช้โพรบ TaqMan และ 
FAM-BHQ1 (Durand and Lightner, 2002) ซึ่ ง เค ร่ื อ ง 
real time PCR มีตัววดัการเรืองแสงของสีฟลอูอเรสเซนต์
อิสระ ระหว่างปฏิกิริยา DNA polymerase เป็นตัวที่ย่อย
ฉลากเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ให้หลุดออกจากไพรเมอร์ 
กลายเป็นฟลอูอเรสเซนต์อิสระ ซึง่จ านวนสฟีลอูอเรสเซนต์
อิสระที่ตรวจวัดนัน้แปรผันกับปริมาณสารพันธุกรรม 
(Chou et al., 2011; Jang et al., 2009; Leal, 2013) ใน
การวินิจฉยัโรค WSSV ได้น าเทคนิค qPCR มาประยกุต์ใช้ 
โดยอาศัยเอนไซม์ reverse transcriptase เรียกเทคนิคนี ้

Table 1. The primers for molecular methods of white spot syndrome virus detection 
Methods Sequence 5’-3’ Product 

size (bp) 
References 

RPA F: CATGGATGAAAACCTCCGCATTCCTGTGAC 
R: CATCAGACTTTCCATTGCGGATCTTGATTTTG 
Prob: TGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGA(BHQ1-dT) 
         G(THF)C(FAM-dT)GATGTGTCCTTTGAC (phosphate) 

124 Yang et al. (2014) 

Nested-
PCR 

F1: ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG 
R1: TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA 
F2: GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA 
R2: TACGGCAGCTGCTGGACCTTGT 

1441 
 

941 

Durand and 
Lightner (2002) 

Duplex 
qPCR 

WSSV-F: ’GCTGCCTTGCCGGAAATTA 
WSSV-R; AGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACA 
Prob-r: 6-carboxyfluorescein (FAM) at the 5' 
 Prob-q:   BHQ1 at the 3' 
IHHNV-F: TAC TCC GGA CAC CCA ACC A 
IHHNV-R: GGC TCT GGC AGC AAA GGT AA 
1/Prob-q: N,N,N’,N’-tetramethyl-6-carboxyrhodamine (TAMRA) 
1/Prob-r: 6-carboxyfluorescein (FAM) at the 5' 

- Leal et al. (2014),  
Durand and 
Lightner (2002) 

PCR F: AATGGTCCCGTCCTCATCTCA 
R: GCTGCCTTGCCGGAAATT 

71 Tsai et al. (2012) 

qPCR F: ’GCTGCCTTGCCGGAAATTA 
R; AGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACA 
Prob-r: 6-carboxyfluorescein (FAM) at the 5' 
 Prob-q:   BHQ1 at the 3' 

- Durand and 
Lightner (2002) 

1/ BHQ1-dT: thymidine nucleotide carrying Blackhole quencher, THF: tetrahydrofuran spacer, FAM-dT: thymidine nucleotide 
carrying Fluorescein, phosphate: block elongation 
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ว่ า  recombinase polymerase amplification (RPA) ซึ่ ง
ปฏิกิริยานีส้ามารถท าในขัน้ตอนเดียวโดยลดขัน้ตอนของ
การเตรียม cDNA  นอกจากนัน้วิธี RPA ยังใช้อุณหภูมิ 
(32-42 °C) ซึ่งต ่ากว่าปฏิกิริยา PCR ทั่วไป ในการเพิ่ม
จ านวนหรือสงัเคราะห์ DNA นัน้แสดงถึงการเกิดปฏิกิริยา
สามารถเกิดขึน้ได้แม้อยู่ที่อณุหภมูิปกติ ดงันัน้วิธีนีจ้ึงเป็น
วิธีที่รวดเร็วในการวินิจฉยัโรค (Piepenburg, 2006; Yang 
et al., 2014) การใช้เทคนิค qPCR ยงัถูกพัฒนามาใช้ใน
การตรวจวินิจฉยัโรคที่มีสาเหตจุากไวรัสในกุ้ งได้พร้อมกนั
สองเชือ้ ด้วยเทคนิค duplex qPCR ซึ่งสามารถจ าแนก
การติ ด เชื ้อ  WSSV และ  infectious hypodermal and 
hematopoietic necrosis virus (IHHNV) ใน กุ้ ง ข าวได้ 
โดยใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอในพลาสมิด เพียง 2-20 
copies/ปฏิกิริยา และ 2x105  copies/ปฏิกิริยา ส าหรับ
การวินิจฉัย  WSSV และ IHHNV ตามล าดับ ซึ่งถือว่า
ความไวและจ าเพาะในการตรวจวินิจฉยัในระดบัสงู (Lael 
et al., 2014)  

การหาล าดับเบสของดีเอ็นเอ  
เป็นการตรวจวินิจฉยัในระดบัพนัธุกรรมของเชือ้

ไวรัส โดยน าชิน้สว่นดีเอ็นเอ (amplicon) จากขัน้ตอนของ 
nested PCR มาจดัล าดบั โดยเร่ิมจากท าให้ชิน้ส่วนดีเอ็น
เอท่ีเลือกจากอกาโรสเจลบริสทุธ์ิ หลงัจากนัน้น าชิน้สว่นดี
เอ็นเอ ที่สามารถจ าลองเข้าไปในพลาสมิดของเวคเตอร์
ก่อนการจดัล าดบัหลงัจากนัน้ขยายพลาสมิดลกูผสม และ
ท าให้บริสุทธ์ิเพ่ือจัดล าดับดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ี
เหมาะสมเพื่อจดัล าดบัชิน้สว่นดีเอ็นเอเปรียบเทียบล าดบั
กั บ ฐ า น ข้ อ มู ล  basic local alignment search tool 
(BLAST) โดย OIE แนะน าการหาล าดบัและการวิเคราะห์
แอมพลิคอน จากวิธีการเจลอิเลคโตรโฟลิซิส แล้วน าไป
อา่นผลภายใต้แสงยวูี (Claydon et al., 2004) 

 
การเปรียบเทียบการตรวจและวินิจฉัยโรคจุดขาว
ในกุ้งขาวแวนนาไม 

วิธีการวินิจฉยัโรคจดุขาวในกุ้งขาวแวนนาไม มี
ข้อดีและข้อเสียที่เก่ียวข้องกบัการทดสอบที่แตกต่างกัน 
รวมถึงความเหมาะสมในการตรวจวินิจฉยัที่แตกตา่งกนั
ตามสถานการณ์  ประกอบด้วย การตรวจวินิจฉัย
เบือ้งต้น (Presumptive test) ใช้ส าหรับงานภาคสนาม 

จัดเป็นวิธีการวินิจฉัยที่ต้องการความสะดวก รวดเร็ว  
และราคาถูก แต่การวินิจฉัยไม่มีความแม่นย าหากการ
ติดเชือ้ระดับต ่า ได้แก่ วิธีการย้อมสีแบบรวดเร็วซึ่งใช้
เนือ้เยื่อสดของสว่นที่แสดงรอยโรค ต่างกบัการตรวจทาง
จุลพยาธิวิทยาที่เนือ้เยื่อจะต้องผ่านกระบวนการเก็บ
รักษาให้คงสภาพมาก่อน จึงท าให้ความสะดวกและ
ความรวดเร็วน้อยกว่าการใช้เนื อ้ เยื่อสด (National 
Bureau of Agriculture Commodity and Food 
Standards, 2007) ในขณะที่วิธีการตรวจหาแอนติเจน–
แอนติบอดี เป็นวิธีที่มีราคาสงูขึน้หากใช้ชดุทดสอบ (test 
kit) อีกทัง้มีความแม่นย าน้อยลงหากการติดเชือ้มีใน
ระดับต ่า จึงเหมาะสมส าหรับการตรวจวินิจฉัยโรคจุด
ขาวแบบเฉียบพลนัเท่านัน้ (OIE, 2018) นอกจากนัน้ผล
การตรวจยังให้บวกคล้ายกับเชือ้ไวรัสอีกหลายชนิด 
(Catroxo et al., 2010) ส่วนการตรวจวินิจฉัยยืนยัน 
(confirmative test) ส่วนใหญ่มักเป็นวิธีทางอณูพันธุ
ศาสตร์ ซึง่เหมาะสมกบัการตรวจวนิิจฉยัที่ต้องการความ
ไวและจ าเพาะต่อเชือ้สูงขึน้ ตรงกันข้ามท าให้ความ
สะดวกและความรวดเร็วในการวินิจฉัยลดลง แต่วิธีการ
ดงักลา่วมีขัน้ตอนยุง่ยากและใช้ระยะเวลานาน (Figure 1) 

ส าหรับการเปรียบเทียบระหว่างวิธี nested 
PCR ถึงแม้จะมีความไวและความจ าเพาะในการตรวจ
เชือ้ WSSV แต่เนื่องจากต้องใช้ PCR สองครัง้เพื่อให้ได้
ปริมาณดีเอ็นเอตามที่ต้องการ จึงใช้เวลาในการวินิจฉัย
มากขึน้และมี โอกาสให้ผลบวกที่ ผิดพลาด (false 
positive) ไ ด้ เมื่ อ เที ย บ กั บ วิ ธี  qPCR (Nunan and 
Lightner, 2011; Leal et al., 2014) หากเปรียบเทียบ
ความไวและความจ าเพาะตอ่โรคของวิธี qPCR พบวา่ มี
มากกวา่ โดยพบวา่วิธี nested PCR จะมีความไว 100% 
เมื่อตวัอยา่งมีความเข้มข้นของดีเอ็นเอมากกว่า 150 ng 
ในขณะที่ qPCR ต้องการความเข้มข้นของดีเอ็นเอน้อย
กว่า 50 ng ซึ่งเหมาะสมมากในการตรวจวินิจฉยัโรคจุด
ขาวในลกูกุ้ งขาวตัง้แตล่าวา ถึงระยะโพสต์ลาวา ซึ่งเป็น
ระยะที่มีการขนย้ายระหว่างฟาร์ม (Jang et al., 2009; 
Leal et al., 2014) 

จะเห็ นว่าความแม่ นย าของวิ ธีการตรวจ
วินิจฉัยโรคจะขึน้อยู่กับระดบัของเชือ้ที่กุ้ งได้รับแล้ว ยงัมี
ปัจจยัเนื่องจากระยะตา่ง ๆ ของกุ้งที่ติดเชือ้ด้วย โดย OIE  
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(2018) ระบุ ว่ า ในกุ้ งระยะลาวา ( larvae) ไม่ มี วิ ธี ที่
เหมาะสมต่อการวินิจฉยัเนื่องจากไม่มีความจ าเพาะและ
ไวต่อการติดเชือ้ ส่วนในระยะโพสต์ลาวา (Post larvae) 
การวินิจฉัยเบือ้งต้นแนะน าวิธีทางจุลพยาธิวิทยาส่วน
ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรสสามารถใช้วินิจฉยัเบือ้งต้นและ
ยืนยนัได้เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะใน
การวินิจฉยัที่ดี สะดวกและรวดเร็วในขณะที่กุ้ งในระยะรุ่น
และระยะตัวเต็มวัยเป็นระยะที่มีการพบอาการมากกว่า
ระยะอื่น  (National Bureau of Agriculture Commodity 
and Food Standards, 2007) การวินิจฉยัเบือ้งต้นแนะน า
การสังเกตอาการทางคลินิก โดยหากป็นอาการแบบ
เฉียบพลัน พบอัตราการตาย 80-100% ในช่วง 1-5 วัน
หลงัแสดงอาการ การตรวจมหพยาธิวิทยา พบลกัษณะ
ของจุดขาวที่ เปลือกและการตรวจจุลพยาธิวิทยาพบ 
inclusion body ภายในนิวเคลียสหากเป็นวิธีการตรวจหา
แอนติเจนแอนติบอดี ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสเทคนิค 
LAMP และ FISH สามารถใช้วินิจฉัยเบือ้งต้นและยืนยัน
ได้ เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะในการวินิจฉัยที่ดี 
สะดวกและรวดเร็ว สว่นการใช้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบสอ่งผา่น วิธีชีววิเคราะห์การเพาะเลีย้งเซลล์ ไมเ่หมาะ
ในกุ้งทกุระยะเนื่องจากไมส่ะดวกและมีความไวตอ่เชือ้ต ่า 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สรุป 
 
แนวทางการตรวจวินิจฉัยโรคจุดขาวในกุ้ งขาว

แวนนาไม ควรมีความจ าเพาะและไวต่อเชือ้ สะดวก และ
ราคาถกู เหมาะส าหรับการตรวจเพื่อยืนยนัได้ เพื่อป้องกนั
การแพร่กระจายเชือ้ในกลุ่มกุ้ งพ่อแม่พนัธุ์  และลดความ
เสียหายจากการกีดกันทางการค้าระหว่างประเทศ วิธีที่
เหมาะสมในการตรวจเมื่อสงสยัและต้องการวินิจฉัยการ
ติดเชือ้โรคจุดขาวควรใช้วิธีมาตรฐานที่ยอมรับและแนะน า
จาก OIE คือ วิธี nested PCR ในการวินิจฉยัเบือ้งต้นและ
เป็นการยืนยัน เนื่องจากมีความไวและจ าเพาะต่อเชือ้ 
ส าหรับการตรวจวินิจฉัยโรคในระยะลูกกุ้ ง ตัง้แต่ระยะ
ลาวาถึงระยะโพสต์ลาวา ซึ่งเป็นระยะที่มีการขนย้าย
ระหวา่งฟาร์ม วิธีที่เหมาะสมคือต้องมีวิธี qPCR เนื่องจาก
สามารถตรวจจากดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นเพียง 50 ng ใน
ระดับฟาร์มเกษตรกรตรวจเมื่อสงสัยการเกิดโรคจุดขาว 
ควรเร่ิมที่การสังเกตอาการทางคลินิก และการตรวจ
วินิจฉัยเบือ้งต้นใช้ส าหรับงานภาคสนามที่ต้องการความ
สะดวก รวดเร็ว เช่น ใช้ชุดตรวจส าเร็จรูปของการตรวจหา
แอนติเจนแอนติบอดี จากนัน้จึงสง่ตรวจในห้องปฏิบตัิการ  
ด้วยวิธีทางมหพยาธิวิทยา จลุพยาธิวิทยา และควรยืนยนั
การวินิจฉยัอีกครัง้ด้วยวิธีการทางอณูพนัธุศาสตร์อื่น ๆ ที่
ง่าย  เช่น เทคนิค LAMP และ FISH ส่วนวิธีชีววิเคราะห์
และการเพาะเลีย้งเซลล์ เป็นวิธีที่ไม่แนะน าเนื่องจากการ
ปอ้งกนัการปนเปือ้นและการกระจายของโรคคอ่นข้างยาก  
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Figure 1. The summary of WSSV diagnostic methods in shrimp. Conventional diagnostic methods are 
usually for presumptive test, which emphasizes rapid results. Molecular methods are 
appropriate for confirmation test 
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ในการตรวจวินิจฉยัโรคจุดขาวในกุ้ งขาวแวนนา
ไม ควรมีการตรวจตวัชีว้ดัทางชีวภาพที่จ าเพาะและไวต่อ
เชือ้สงู อีกทัง้คงอยู่ได้นานพอที่จะสามารถตรวจได้ เพื่อใช้
ในการประเมินความรุนแรง และความเสยีหายที่จะเกิดขึน้ 
ร่วมกบัวิธีการทางอณูพนัธุศาสตร์อื่น ๆ มีการตรวจความ
ต้านทานของกุ้งเพื่อน าไปใช้เป็นพอ่แมพ่นัธุ์และในอนาคต
อาจมีการพฒันาวคัซีนส าหรับการป้องกันโรคจุดขาวที่ใช้
เชิงพาณิชย์ ทัง้ในรูปแบบการฉีดและการกินเพื่อลดความ
สญูเสยีหากเกิดการระบาดของโรค 
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