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บทคัดย่อ 

ศึกษาเปรียบเทียบความรุนแรงและการดื้อยาของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ก่อโรคตับ
วายเฉียบพลัน (VpAHPND) จากพื้นท่ีการเล้ียงกุ้งขาวแวนนาไมท่ีแตกต่างกันในประเทศไทยได้แก่ จังหวัดสงขลา 
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VpAHPND ที่รวบรวมได้จากแต่ละจังหวัด จำนวน 14 ไอโซเลท มาทดสอบความรุนแรงต่อกุ้งขาวแวนนาไมดว้ย
วิธีการแช่เช้ือท่ีระดับความเข้มข้น 105 cfu/ml เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง พบว่ามีระดับความรุนแรงของเช้ือท่ีแตกต่าง
กัน โดยพบว่าเมื่อสิ้นสุดการทดลองส่งผลทำให้กุ้งขาวแวนนาไมมีอัตราการตายตั้งแต่ 37.5 - 82.5 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับเชื้อไอโซเลท CG294 มีอัตราการรอดตายต่ำที่สุดเท่ากับ 37.5±9.57 เปอร์เซ็นต์ 
ท้ังนี้จากผลการตรวจสอบปริมาณของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหาร ตับและตับอ่อนของกุ้งขาว
แวนนาไมที่ได้รับเชื ้อ VpAHPND พบว่าในระยะแรก (12 ชั่วโมงหลังการแช่เชื ้อ) เป็นการติดเชื ้อในกระเพาะ
อาหาร โดยพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารประมาณ 105-106 cfu/g หลังจากนั้นจึง
พบว่ามีปริมาณเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในตับและตับอ่อนเพิ่มมากขึ้นในช่ัวโมงท่ี 96 หลังจากการแช่เช้ือ โดย
พบว่ามีปริมาณเชื้อวิบริโอรวมทั้งหมดประมาณ 106-107 cfu/g ซึ่งส่งผลทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ
สภาพของเนื้อเยื่อตับและตับอ่อน เช่น R cell ที่พบ B-cell และ F cell น้อยลง การพบเซลล์ตับและตับอ่อน
เริ่มมีลักษณะ ลีบ ฝ่อ ผนังบาง และพบการหลุดของเซลล์เข้ามาในท่อตับและตับอ่อน  เป็นต้น ส่วนการทดสอบ
ความไวของเช้ือ VpAHPND ต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าเช้ือ VpAHPND ทุกไอโซเลทมีความไวต่อยา Oxolinic acid และ
มีค่าดัชนีการดื้อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index) เท่ากับ 0.32±0.34  
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Abstract 
 

A comparative study was conducted to assess the virulence and drug resistance of 
Vibrio parahaemolyticus, the causative agent of acute hepatopancreatic necrosis disease 
(AHPND), from different whiteleg shrimp farming areas in Thailand. The study focused on 
Songkhla, Trang, Krabi, Phuket, Samut Sakhon, and Chanthaburi Provinces during 2019-2020. A 
total of 37 isolates of VpAHPND were confirmed by multiplex PCR technique. To evaluate the 
virulence of the isolates on white leg shrimp (Litopenaeus vannamei), 14 isolates were 
selected and tested by immersion method at a concentration of 105 cfu/ml for 6 hours. The 
results showed variations in the virulence levels of the isolates, with shrimp mortalities ranging 
from 37.5% to 82.5%. Notably, the CG294 isolate exhibited the lowest survival rate at 37.5% 
± 9.57%. Further examination of the bacterial load of VpAHPND in the shrimp's stomach and 
hepatopancreas revealed that colonization initially occurred in the stomach (12 hours after 
exposure), with bacterial loads ranging from 105 - 106 cfu/g. Subsequently, the bacterial load 
in the hepatopancreas increased significantly, reaching 106-107 cfu/g at 96 hours after exposure. 
These changes in bacterial colonization led to alterations in the histopathological 
characteristics of the hepatopancreas, including the presence of R cells, reduced B-cell and F-
cell, thinning of the hepatopancreatic wall, and cellular infiltration into the hepatopancreatic 
tubules. Regarding drug resistance testing, all VpAHPND isolates showed sensitivity to oxolinic 
acid. The MAR index, indicating the level of resistance to multiple antibiotics was 0.32 ± 0.34.  

 
 

Keyword: Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND), Virulence, Survival rate, Antibiotic 
resistance pattern, Antibiotic  
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คำนำ 
 

อาการตายด่วน (EMS) หรือโรคตับวายเฉียบพลัน (AHPND) เป็นโรคที ่มีสาเหตุมาจากเช้ือ
แบคทีเรียที่สร้างความเสียหายให้แก่ธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเลเป็นวงกว้าง โดยมีรายงานการพบครั้งแรกท่ี
ประเทศจีน ในปี พ.ศ. 2552 จากนั้นพบมีการแพร่กระจายในหลายประเทศ ได้แก่ เวียดนาม (พ.ศ. 2553) 
มาเลเซีย (พ.ศ. 2554) ไทย (พ.ศ. 2555) แม็กซิโก (พ.ศ. 2556) ฟิลิปปินส์ (พ.ศ. 2558) และอเมริกาใต้ (พ.ศ. 
2559) (Tran et al., 2013; Nunan et al., 2014; Lee et al., 2015; Dong et al., 2017; Kumar, 2020) 
โดยผลจากการระบาดของโรคตับวายเฉียบพลันส่งผลทำให้ภาพรวมของปริมาณผลผลิตกุ้งทะเลจากทวีปเอเชีย
ลดลงราว 60 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็นมูลค่าความเสียหายราว 43,000 ล้านดอลล่าร์สหรัฐ (Shinn et al., 2018; 
FAO, 2014) ซึ ่งโรคนี้สามารถพบได้ในกุ ้งหลายชนิดทั ้งกุ ้งขาว (Litopenaeus vannamei) กุ ้งก ุลาดำ 
(Penaeus monodon) (Lightner et al., 2012; Tran et al., 2013) และกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii) (Tun et al., 2017) รวมทั้งยังสามารถพบการติดเชื ้อในอาร์ทีเมีย (Artemia franciscana) 
(Kumar, 2020; Hong et al., 2016; Roy et al., 2019) ได้อีกด้วย สำหรับความรุนแรงของโรคนี้ พบว่าทำให้
กุ้งทะเลท่ีเล้ียงในบ่อดินมีอัตราการตายสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ภายหลังจากการปล่อยลงเล้ียงประมาณ 20 - 30 
วัน (Choi et al., 2017; Kumar et al., 2021) ส่วนอาการของกุ้งท่ีป่วยเป็นโรคตับวายเฉียบพลัน พบว่าจะ
ว่ายน้ำเฉื ่อย เซื ่องซึม กินอาหารลดลง  ตับและตับอ่อนมีลักษณะฝ่อและมีสีซีดไปจนถึงมีสีขาว เนื่องจาก          
การสูญเสียเม็ดสีของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน นอกจากนั้นยังพบมีอาการเปลือกนิ่มและอาหารไม่เต็มลำไส้ (Joshi et 
al., 2013) โดยเมื่อกุ้งทะเลป่วยเป็นโรคตับวายเฉียบพลันในระยะแรก ๆ (Initial phase) พบว่าจะมีการหลุด
ลอกของเซลล์เยื ่อบุ (Epithelial cell) ของตับและตับอ่อน (Hepatopancreas) และเมื่อมีการติดเชื ้อเป็น
เวลานานจะพบการตายของเซลล์เย ื ่อบุตับและตับอ่อน รวมทั ้งพบการเกาะกลุ ่มของเซลล์เม็ดเลือด  
(Hemocytic infiltration) เป็นจำนวนมาก (Tran et al., 2013; Soto-Rodriguez et al., 2015; Nunan et 
al., 2014) 

สำหรับผลการศึกษาการเกิดโรคตับวายเฉียบพลันในกุ้งทะเล พบว่ามีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรีย 
Vibrio parahaemolyticus ท่ีมีช่ือเฉพาะเรียกว่า VpAHPND (Zhang et al., 2012; Tran et al., 2013; Soto 
Rodriguez et al., 2015) โดยเช ื ้อแบคที เร ียชนิดน ี ้จะม ีสารพันธ ุกรรมจำเฉพาะอย ู ่นอกโครโมโซม 
(Extrachromosomal plasmid) ท่ีมีขนาดประมาณ 63 - 69 kbp และมีคุณสมบัติเฉพาะท่ีสามารถสร้าง
สารพิษ (Toxin) ได้ โดยสารพิษที่สร้างขึ้นมี 2 ชนิด คือ toxin A และ toxin B (Tinwongger et al., 2014) 
ทั้งนี้เมื ่อมีการนำเชื้อ VpAHPND มาหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีการ Sequencing พบว่าสารพิษดังกล่าวมี
คุณสมบัติคล้ายคลึงกับกลุ่มยาฆ่าแมลง (Photorhabdus insect-related; Pir) ซึ่งเป็น Binary toxin gene 
ประกอบด้วย 2 subunit คือ PirA และ PirB (Han et al., 2015; Lee et al., 2015; Yang et al., 2014) ซึ่ง
เป็นตำแหน่งที่ถูกนำมาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์สำหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยการเกิดโรค VpAHPND ด้วย
เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) (Lee et al., 2015; Han et al., 2015; Thitamadee et al., 
2016) 

สำหรับการศึกษาความรุนแรงของการติดเช้ือ VpAHPND ท่ีผ่านมา โดยพิจารณาจากอัตราการตาย
สะสมและระยะเวลาที่สร้างความเสียหายในกุ้งทะเลชนิดต่าง ๆ เป็นหลักพบว่าความรุนแรงของการเกิดโรค           
ตับวายเฉียบพลันจะแตกต่างกัน เช่น จากการศึกษาของ Soto-Rodriguez et al. (2015) ซึ ่งนำเชื ้อ VpAHPND มา
ทดสอบความรุนแรงของเชื้อ โดยการแช่เชื้อที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 104 CFU/ml เป็นระยะเวลา 
15 นาที แล้วสังเกตอาการและอัตราการตายสะสมของกุ้งขาว พบว่าเชื้อ VpAHPND บางไอโซเลทมีผลทำให้กุ้ง
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ตายภายในระยะเวลา 4 ช่ัวโมง และทำให้กุ้งตาย 100 เปอร์เซ็นต์ภายในระยะเวลา 17 ช่ัวโมงหลังจากแช่เช้ือ 
ในขณะที่บางไอโซเลทซึ่งใช้ระดับความเข้มข้นของเชื้อเท่ากันกลับส่งผลทำให้กุ้งตายช้ากว่า  และเมื่อครบ
ระยะเวลาที่กำหนดพบว่ามีอัตราการตายเพียง 75 เปอร์เซ็นต์เท่านั้น นอกจากนี้ ยังพบว่าระดับความรุนแรง
ของเช้ือยังขึ้นอยู่กับปริมาณของเช้ือท่ีได้รับอีกด้วย (Soto-Rodriguez et al., 2015) ส่วนผลการศึกษาของ Lai 
et al. (2015) ซึ่งทดลองแช่เช้ือ VpAHPND ในกุ้งขาวให้มีระดับความเข้มข้นของเช้ือสุดท้ายเท่ากับ 104 CFU/ml 
โดยแช่เชื ้อนาน 15 นาที พบว่าที่ระยะเวลาเท่ากันเชื ้อแต่ละไอโซเลทมีการแสดงออกของยีน PirAVP และ 
PirBVP ในปริมาณที่แตกต่างกัน โดยบางไอโซเลท (5HP) สามารถตรวจพบยีนทั้งสองชนิดในกระเพาะอาหาร
ตั้งแต่ 6 ชั่วโมงหลังการแช่เชื ้อ แต่ในตับและตับอ่อนพบเฉพาะการแสดงออกของยีน PirBVP ในขณะที่บาง          
ไอโซเลทพบการแสดงออกของยีนดังกล่าวไม่แตกต่างกันกับชุดควบคุมตลอดระยะเวลาการทดลอง 

ส่วนการใช้ยาปฏิชีวนะในการเพาะเล้ียงปลาและกุ้ง พบว่ามีการใช้กันอย่างแพร่หลายท้ังในแง่ของ
การป้องกันและการร ักษาการต ิดเชื ้อแบคที เร ีย  (Cabello et al., 2013) เช ่น ยา Oxytetracycline, 
Quinolone และ Trimethoprim (Rico et al., 2012; Yano et al., 2014) จากการศึกษาของ Shaw et al. 
(2014) พบว่า Vibrio sp. เป็นเชื้อแบคทีเรียที่มีความไวต่อยาปฏิชีวนะสูง ในขณะท่ีผลการศึกษา Al-Othrubi 
et al. (2011) ซึ่งแยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากตัวอย่างอาหารทะเลและสิ่งแวดล้อมของประเทศ
มาเลเซีย พบว่าเช้ือดื้อต่อยา Ampicillin (25%), Cefalexin (52%) และ Ciprofloxacin (44%) สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Yano et al. (2014) ท่ีแยกเช้ือ V. parahaemolyticus จากกุ้งขาวที่เล้ียงในพื้นท่ีความเค็มต่ำ
ของประเทศไทย จำนวน 6 ตัวอย่าง พบว่ามีการดื้อต่อยา Ampicillin (72%) และยา Oxytetracycline (3%) 
ส่วนการศึกษาของกมลชัยและคณะ (2540) พบว่าเชื ้อ Vibrio sp. ดื ้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด ได้แก่ 
Tetracycline (52%), Oxytetracycline (55 - 66%), Tetracycline (44 - 58%) และ Chlortetracycline 
(53-60%) และ Oxolinic acid (40-48%) (เกรียงศักดิ์และคณะ, 2542) ต่างจากการศึกษาของมณีและจินตนา 
( 2 5 4 5 )  พ บ ว ่ า เ ช ื ้ อ  V. parahaemolyticus ม ี ค ว า ม ไ ว ต ่ อ ย า  Chloramphenicol, Tetracycline, 
Oxytetracycline, Penicillin G, Streptomycin, Spectinomycin และ Ampicillin จากข้อมูลดังกล่าวจะ
เห็นได้ว่ารูปแบบการดื้อยาและความไวของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ต่อยาปฏิชีวนะมีการ
เปล่ียนแปลงไปจากท่ีเคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ 

ด้วยเหตุนี้ การศึกษาเกี่ยวกับความรุนแรงของเชื้อ VpAHPND ที่รวบรวมจากแหล่งเลี้ยงกุ้งขาวใน
ภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ร่วมกับการศึกษาความไวและรูปแบบการดื้อยาของเชื้อดังกล่าว จึงมี
ความสำคัญเพื่อนำมาใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานสำหรับนำมาใช้ในการวางแผนการบริหารจัดการต่างๆ เพื่อควบคุม
การเกิดโรค AHPND และประเมินความเส่ียงของการใช้ยาปฏิชีวนะ การดื้อยาและแนวโน้มของรูปแบบการด้ือ
ยาปฏิชีวนะของเช้ือ VpAHPND ท่ีจำแนกได้จากบ่อเล้ียงกุ้งทะเลของประเทศไทยและหาแนวทางในการลดความ
รุนแรงของเช้ือ VpAHPND ได้ต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ 

 
1. เพื่อศึกษาความรุนแรงของเช้ือ VpAHPND จากพื้นท่ีการเล้ียงกุ้งขาวแวนนาไมท่ีแตกต่างกันในประเทศไทย 
2. เพื่อศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะและรูปแบบของการด้ือยาของเช้ือ VpAHPND ท่ีแยกได้จากกุ้งขาวแวนนาไม
ในพื้นท่ีแหล่งเล้ียงต่าง ๆ ของประเทศไทย 
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วิธีดำเนินการ 
 
1. สถานที่และระยะเวลาดำเนินการทดลอง 
 

ดำเนินการทดลองท่ีศูนย์วิจัยและพัฒนาสุขภาพสัตว์น้ำสงขลา กองวิจัยและพัฒนาสุขภาพสัตว์น้ำ 
130/2 ถนนติณสูลานนท์ ตำบลพะวง อำเภอเมืองสงขลา จังหวัดสงขลา ในระหว่างเดือนตุลาคม 2561 - เดือน
กรกฎาคม 2563 
 
2. การรวบรวมและยืนยันผลการติดเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND  
 

  2.1 การรวบรวมตัวอย่างเช้ือแบคทีเรีย  
     ดำเนินการเก็บรวบรวมตัวอย่างเชื ้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ซึ่งจำแนกได้จาก

ตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไมจากพื้นที่เลี้ยงกุ้งในจังหวัดต่าง ๆ ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดสงขลา ตรัง กระบี่ 
ภูเก็ต สมุทรสาคร และจันทบุรี (ภาพท่ี 1) ในระหว่างปี พ.ศ. 2562 - 2563  

 

 
ภาพที่ 1 จังหวัดท่ีเก็บรวบรวมตัวอย่างเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND สำหรับการศึกษาครั้งนี ้

 
      โดยนำตัวอย่างเชื ้อแบคทีเร ีย V. parahaemolyticus แต่ละไอโซเลทท่ีแยกได้จาก                       

ตับและตับอ่อน (Hepatopancreas) ของกุ้งขาวแวนนาไมมาเล้ียงเช้ือต่อบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Tryptic soy 
agar (TSA) ท่ีเติมเกลือ 2 เปอร์เซ็นต์ และทำให้เป็นเช้ือบริสุทธิ์ (Pure culture) ด้วยวิธี Cross streak โดยบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 - 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนำเช้ือแบคทีเรียท่ีรวบรวมได้มายืนยันผลการติด
เช้ือ VpAHPND ด้วยเทคนิค Multiplex PCR  ตามวิธีการท่ีดัดแปลงจาก Tinwongger et al. (2014) จากนั้นจึง
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เก็บเชื ้อ VpAHPND แต่ละไอโซเลทที่ได้ในอาหารเลี้ยงเชื ้อชนิด Nutrient broth (NB) ที่ผสมด้วยกลีเซอรอล 
(Glycerol) 15 เปอร์เซ็นต์ แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ตลอดการศึกษาในครั้งนี้ 

2.2 การยืนยันผลการติดเช้ือ VpAHPND ของตัวอย่างแบคทีเรียท่ีรวบรวมได้  
       ตรวจสอบผลการติดเช้ือ VpAHPND ของตัวอย่างแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ท่ีรวบรวม

ได้ทั ้งหมด โดยใช้ไพรเมอร ์จำนวน 3 คู ่  ประกอบด้วยไพรเมอร ์ที ่ม ีความจำเพาะเจาะจงต่อเชื ้อ  V. 
parahaemolyticus โดยท่ัวไป จำนวน 1 คู่ ไพรเมอร์ท่ีมีความจำเพาะเจาะจงต่อเช้ือ V. parahaemolyticus 
ที่มีการสร้างพลาสมิดที่มีความผิดปกติ จำนวน 1 คู่ และไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะเจาะจงต่อเชื้อ VpANPND       

(V. parahaemolyticus ท่ีมีพลาสมิดท่ีสามารถสร้างสารพิษได้) จำนวน 1 คู่ แสดงในรายละเอียดดังตารางท่ี 1 
 
ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการยืนยันผลการติดเช้ือ VpAHPND ด้วยวิธี Multiplex PCR 

Primer names 
Nucleotide sequences 

(5’→ 3’) 
Expected 
size (bp) 

Targets References 

Vp-flaE-79F GCAGCTGATCAAAACGTTGAGT 
897 V. parahaemolyticus Tarr et al., 2007 

Vp-flaE-34R ATTATCGATCGTGCCACTCAC 

TUMSAT-Vp1F CGCAGATTTGCTTTTGTGAA 
500 

V. parahaemolyticus 
ท่ีมีพลาสมิดผิดปกติ 

Tinwongger et 
al. (2014) TUMSAT-Vp1F AGAAGCTGGCCGAAGTGATA 

TUMSAT-Vp3F GTGTTGCATAATTTTGTGCA 
360 

V. parahaemolyticus 
ท่ีมีพลาสมิดสรา้งสารพิษ 
(Toxin) 

Tinwongger et 
al. (2014) TUMSAT-Vp3R TTGTACAGAAACCACGACTA 

 
      2.2.1 การสกัด Genomic DNA ของตัวอย่างแบคทีเรียด้วยวิธีการต้ม 

         คัดเลือกโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่บริสุทธิ์แต่ละไอโซเลทที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ
ชนิด TSA ที่เติมเกลือ 2.0 เปอร์เซ็นต์ ที่มีอายุประมาณ 18 - 24 ชั่วโมง ใส่ลงใน Microcentrifuge tube ท่ี
เติมน้ำกล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วปริมาณ 200 ไมโครลิตร นำไปป่ันด้วยเครื่อง Vortex mixture เพื่อให้ตะกอน
แบคทีเรียละลายจนหมด จากนั้นนำไปต้มด้วยเครื่องให้ความร้อนแบบแห้ง (Heating block) ที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วจึงนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อ
นาที นาน 5 นาที แล้วจึงดูดเอาเฉพาะสารละลายส่วนใสใส่ลงใน Microcentrifuge tube หลอดใหม่ สำหรับ
นำไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) สำหรับทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ในลำดับต่อไป หรือเก็บที่อุณหภูมิ              
-20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ 

      2.2.2 การทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction; PCR) 
 นำตัวอย่าง DNA template ที่เตรียมได้จากข้อ 2.2.1 มาเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ

เป้าหมาย (Target DNA) ด้วยเครื่อง Thermocycler ตามวิธีการของ Tinwongger et al. (2014) โดยใช้          
ไพรเมอร์ ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 1 และมีส่วนผสมท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR cocktail) ของ
แต่ละตัวอย่าง ดังนี้ 
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Distilled water                7.0 ไมโครลิตร  
2x Multiplex mastermix        10.0 ไมโครลิตร 
10 µM Primer F/R Primer Mix (VpflaE, Vp1, Vp3)    1.0 ไมโครลิตร 
DNA template            2.0 ไมโครลิตร 

     ปริมาตรรวม    20.0 ไมโครลิตร 
 

 ใส่ส่วนผสมของสารท้ังหมดลงในหลอด PCR จากนั้นจึงนำหลอด PCR ดังกล่าวไปใส่
ในเครื่อง Thermalcycler (Flex Cycler2, Analytik Jena) เพื่อเพิ่มปริมาณของ Target DNA โดยกำหนดให้
สภาวะการทำงานของเครื่อง Thermalcycler เป็นดังนี้ คือ ช่วงแรกใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 
นาที ช่วงท่ี 2 ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ 72 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที จำนวน 29 รอบ และช่วงที่สาม 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วจึงนำ PCR 
product ท่ีได้ไปตรวจสอบการติดเช้ือ VpAHPND ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 

2.2.3 การตรวจสอบการติดเช้ือ VpAHPND ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 
  นำ PCR product ที่ได้จากข้อ 2.2.2 มาตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น

ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยแต่ละตัวอย่างใช้ PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ 6x 
Loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปตรวจสอบการขนาดของแถบดีเอ็นเอที ่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง Gel 
electrophoresis (1.5% agarose gel ใน 1X TBE buffer, 125 volt นาน 30 นาที) นำไปอ่านผลด้วยเครื่อง
อ่านเจล ชนิด Block LED transilluminator (GeneDirex รุ่น BK001) เพื่อเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิด
ขึ้นกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) และขนาดของแถบดีเอ็นเอของตัวควบคุม
ผลบวก (Positive control) ซึ่งใช้ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย VpAHPND และตัวควบคุมผลลบ (Negative control) 
ท่ีใช้น้ำกล่ันฆ่าเช้ือเป็นดีเอ็นเอต้นแบบของการทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 
3. การทดสอบความรุนแรงของเชื้อ VpAHPND ต่อการตายสะสมของกุ้งขาวแวนนาไม 

 

 3.1 การเตรียมกุ้งขาวแวนนาไม 
  เลี ้ยงลูกกุ้งขาวแวนนาไมระยะโพสลาวาร์ 20 (P20) ที่ปลอดจากเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
(WSSV) หัวเหลือง (YHV) ไอเอชเอชเอ็น (IHHNV) ทอราซินโดรม (TSV) และเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ท่ีหน่วย
เลี้ยงสัตว์ของศูนย์วิจัยและพัฒนาสุขภาพสัตว์น้ำสงขลา โดยเลี้ยงในบ่อปูนขนาดความจุ 20 ตันที่เติมน้ำทะเล
ความเค็ม 20 ส่วนในพันส่วน (ppt) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วยคลอรีนความเข้มข้น 30 ส่วนในล้านส่วน (ppm) ให้
อาหารเม็ดสำเร็จรูปสำหรับกุ้งขาว วันละ 5 เปอร์เซ็นต์ของน้ำหนักตัว โดยแบ่งให้อาหารวันละ 4 มื้อ (8.00 
12.00, 16.00 และ 20.00 น.) เปล่ียนถ่ายน้ำประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ สัปดาห์ละ 2 ครั้ง ให้อากาศตลอดเวลา 
และเล้ียงกุ้งจนมีขนาดประมาณ 3 - 4 กรัม จึงนำไปใช้ในการทดลอง 

3.2 การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
       นำเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND แต่ละไอโซเลทมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื ้อ Tryptic soy broth  

(TSB) ที่เติมเกลือ 1.5 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเขย่าตลอดเวลา เป็นเวลานาน 16 - 
18 ช่ัวโมง จึงนำเช้ือแบคทีเรียท่ีได้มาปั่นด้วยเครื่องปั้นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 
แล้วจึงดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง เหลือเฉพาะตะกอนของแบคทีเรีย แล้วเติมน้ำเกลือ 1.5 เปอร์เซ็นต์ แล้วใช้
เครื่อง Vortex mixer เพื่อผสมตะกอนให้เข้ากัน นำไปปั่นด้วยเครื่องปั้นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อ
นาที นาน 15 นาที อีกครั้ง ทำเช่นนี้ 2 รอบจึงละลายตะกอนที่ได้ด้วยน้ำเกลือปลอดเชื้อความเข้มข้น 1.5 
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เปอร์เซ็นต์ แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate reader (บริษัท Thermo scientific รุ่น 
MULTISKAN G0) ท่ีความยาวคล่ืน (Optical density; OD) 640 นาโนเมตร ให้มีค่าประมาณ 0.10 ซึ่งจะมีเช้ือ
แบคทีเรียประมาณ 108 cfu/ml สำหรับนำไปใช้แช่เช้ือต่อไป  
  3.3 การตรวจสอบปริมาณเช้ือวิบริโอในน้ำก่อนและหลังการการแช่เช้ือ  

       3.3.1 ตรวจสอบปริมาณเช้ือวิบริโอในน้ำก่อนการแช่เช้ือ  
             เก็บตัวอย่างน้ำจากแต่ละถังพลาสติกสำหรับแช่เชื้อปริมาตร 10 มิลลิตร แล้วดูดน้ำ

ตัวอย่างปริมาณ 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่เติมน้ำเกลือปลอดเช้ือ
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 900 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex mixture 
จากนั ้นเจือจางตัวอย่างลงครั้งละ 10 เท่า (10 fold dilution) ด้วยน้ำเกลือปลอดเชื ้อความเข้มข้น 1.5 
เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ระดับความเข้มข้น (10-1 และ 10-2) จำนวน 3 ซ้ำ นำตัวอย่างน้ำเริ่มต้นในถังพลาสติก
และที่เจือจางแล้ว ปริมาณหลอดละ 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS จากนั้นใช้แท่งแก้ว
สามเหลี่ยม (Spreader) เกลี่ยตัวอย่างให้ทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 
18 - 24 ชั่วโมง คัดเลือกจานเพาะเชื้อของระดับความเข้มข้นที่มีจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียอยู่ในช่วง 30 - 
300 โคโลนี เพื่อนับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียวิบริโอที่ได้ โดยแยกเป็นวิบริโอที่มีโคโลนีสีเขียวและวิบริโอ
โคโลนีสีเหลือง และนำมาคำนวณหาจำนวนวิบริโอรวมทั้งหมด มีหน่วยเป็น cfu/ml  

     3.3.2 ตรวจสอบปริมาณเช้ือวิบริโอในน้ำภายหลังการเติมเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
             หลังจากเติมเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND แต่ละไอโซเลทลงในถังพลาสติกสำหรับแช่เช้ือ

แล้วตรวจสอบปริมาณเช้ือวิบริโอในน้ำแต่ละถัง โดยดูดตัวอย่างน้ำจากแต่ละถังปริมาณ 100 ไมโครลิตร ใส่ลง
ใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีเติมน้ำเกลือปลอดเช้ือความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 
900 ไมโครลิตร แล้วผสมตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex mixture จากนั้นเจือจางตัวอย่างครั้งละ 10 เท่า 
(10 fold dilution) ด้วยน้ำเกลือปลอดเชื้อความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 ระดับความเข้มข้น (10-1, 
10-2 และ 10-3) ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ นำตัวอย่างน้ำท่ีเจือจางแล้ว ปริมาณ 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TCBS จากนั้นใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader) เกลี่ยตัวอย่างให้ทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วนำไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 - 24 ช่ัวโมง คัดเลือกจานเพาะเช้ือของระดับความเข้มข้นท่ีมีจำนวน
โคโลนีของแบคทีเรียอยู่ในช่วง 30 - 300 โคโลนี เพื่อนับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียวิบริโอที่ได้ โดยแยกเป็น    
วิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเขียวและวิบริโอโคโลนีสีเหลือง และนำมาคำนวณหาจำนวนวิบริโอรวมท้ังหมด มีหน่วยเป็น 
cfu/ml   

3.4 การทดสอบความรุนแรงของเช้ือ VpAHPND แต่ละไอโซเลท 
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design; 

RCBD) กำหนดให้กุ้งขาวที่นำมาใช้ทดสอบแต่ละครั้งเป็น block โดยทดลองในตู้กระจก ขนาด 23 x 60 x 28 
เซนติเมตร ท่ีบรรจุน้ำทะเลฆ่าเช้ือความเค็ม 20 พีพีที ปริมาตร 30 ลิตร และคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ท่ี
รวบรวมได้จากแต่ละจังหวัดมาทดสอบความรุนแรงของเช้ือ โดยแบ่งการทดลองเป็น 15 ชุดการทดลอง ชุดการ
ทดลองละ 4 ซ้ำ ดังนี้ 

ชุดการทดลองท่ี 1 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่ด้วยน้ำเกลือ 2 เปอร์เซ็นต์ (ชุดควบคุม) 
 ชุดการทดลองท่ี 2 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท SMK1 
 ชุดการทดลองท่ี 3 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท SMK2 
 ชุดการทดลองท่ี 4 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท SMK3 
 ชุดการทดลองท่ี 5 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท AKB1 
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 ชุดการทดลองท่ี 6 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท AKB12 
 ชุดการทดลองท่ี 7 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท AKB17 
 ชุดการทดลองท่ี 8 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท CG152 
 ชุดการทดลองท่ี 9 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท CG282 
 ชุดการทดลองท่ี 10 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท CG294 
 ชุดการทดลองท่ี 11 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท TG08 
 ชุดการทดลองท่ี 12 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท G2205 
 ชุดการทดลองท่ี 13 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท G2269 
 ชุดการทดลองท่ี 14 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท SVP019 
 ชุดการทดลองท่ี 15 กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ไอโซเลท SVP026 

นำเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ในแต่ละไอโซเลท (จำนวน 14 ไอโซเลท) ที่ระดับความเข้มข้น 
108 cfu/ml ปริมาณ 80 มิลลิตร ใส่ในถังพลาสติก ขนาด 100 ลิตร ที่บรรจุน้ำทะเลที่มีความเค็ม 20 ppt ท่ี
ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วปริมาตร 79.2 ลิตร เพื่อใหม้ีความเข้มข้นสุดท้ายของเช้ือในน้ำเท่ากับ 105 CFU/ml ส่วนชุด
ควบคุมให้เติมน้ำเกลือความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นใส่กุ้งขาวแวนนาไมจำนวน 
250 ตัวต่อถัง พร้อมท้ังให้อากาศตลอดเวลา แช่เช้ือนาน 6 ช่ัวโมง แล้วจึงย้ายกุ้งขาวไปใส่ตู้ทดลองท่ีเตรียมไว้ 
จำนวน 2 ชุด ดังนี้ 

ชุดท่ี1 สำหรับตรวจสอบปริมาณเชื ้อว ิบร ิโอและการเปลี ่ยนแปลงทางพยาธ ิสภาพ 
(histopathology) ใส่กุ้งขาวแวนนาไมท่ีแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND แต่ละไอโซเลท จำนวน 35 ตัวต่อตู ้จำนวน 
4 ซ้ำ 

  ชุดที่ 2 สำหรับตรวจสอบอัตรารอดตายสะสม ใส่กุ ้งขาวแวนนาไมที ่แช่เชื ้อแบคทีเรีย 
VpAHPND แต่ละไอโซเลท จำนวน 10 ตัวต่อตู ้จำนวน 4 ซ้ำ 

  โดยแต่ละตู้ทดลองให้อาหารกุ้งขาวแวนนาไมวันละ 5 เปอร์เซ็นต์ของน้ำหนักตัว แบ่งให้
อาหารวันละ 4 มื้อ ในเวลา 8.00, 12.00, 16.00 และ 20.00 น. และเปล่ียนถ่ายน้ำ 80 เปอร์เซ็นต์ วันเว้นวัน 

3.5 การเก็บตัวอย่างและการวิเคราะห์ผล 
      หลังจากแช่เชื้อเป็นเวลา 0, 12, 24, 72, 168, 240 และ 336 ชั่วโมง ให้สุ่มเก็บตัวอย่างกุ้ง

ขาวแวนนาไมจำนวน 4 ตัวต่อตู้ (16 ตัวต่อชุดการทดลอง) เพื่อนำมาใช้สำหรับตรวจสอบปริมาณเช้ือวิบริโอใน
กระเพาะอาหารและตับและตับอ่อน จำนวน 3 ตัวต่อตู้ และใช้สำหรับการศึกษาการเปล่ียนแปลงลักษณะทาง
พยาธิสภาพ จำนวน 1 ตัวต่อตู้ โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 

       3.5.1 ตรวจสอบปริมาณเช้ือวิบริโอในกระเพาะอาหารและตับและตับอ่อน  
   นำตัวอย่างกุ้งขาวที่ได้ของแต่ละตู้ทดลองมาแยกกระเพาะอาหาร ตับและตับอ่อน  

(จำนวน 3 ตัวต่อไอโซเลท) บดให้ละเอียด ชั่งน้ำหนักให้ได้ 0.10 กรัม  ใส่ใน Microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติมน้ำเกลือปลอดเช้ือความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 900 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและ
เจือจางตัวอย่างลงครั้งละ 10 เท่า ด้วยน้ำเกลือปลอดเชื้อที่มีความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 ระดับ
ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ นำตัวอย่างที่เจือจางแล้วปริมาณ 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิด TCBS จากนั้นใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader) เกลี่ยตัวอย่างให้ทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วนำไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 - 24 ช่ัวโมง คัดเลือกจานเพาะเช้ือของระดับความเข้มข้นท่ีมีจำนวน
โคโลนีของแบคทีเรียอยู่ในช่วง 30 - 300 โคโลนี เพื่อนับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียวิบริโอที่ได้ โดยแยกเป็น
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วิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเขียวและวิบริโอโคโลนีสีเหลือง และนำมาคำนวณหาจำนวนวิบริโอรวมท้ังหมด มีหน่วยเป็น 
cfu/ml  
 3.5.2 ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพยาธิสภาพ (Histology) 

        นำตัวอย่างก ุ ้งขาวแวนนาไมที ่ไ ด้ของแต่ละตู ้ทดลองมาร ักษาสภาพในน้ำยา 
Davidson’s fixative นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นเปล่ียนไปเก็บรักษาในเอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl alcohol) 70% 
แล้วนำตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไมไปผ่านกระบวนการเตรียมเนื้อเยื่อและศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของ
เนื้อเยื ่อตามวิธีการของ Bell and Lightner (1988) โดยนำตัวอย่างมาเข้าชิ ้นเนื้อเยื ่อในพาราฟฟินบล๊อก 
(Paraffin block) จากนั้นนำบล็อกเนื้อเยื่อไปตัดด้วยเครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อ (Microtome) แล้วนำชิ้นเนื้อเยื่อท่ี
ถูกตัดวางลงบนสไลด์ นำไปอุ่นบนเครื่องอุ่นสไลดเพื่อให้เนื้อเย่ือติดบนแผนสไลด จากนั้นนำสไลด์ไปยอมด้วยสี
ฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน (Haematoxylin and eosin; H&E) และทำเป็นสไลด์ถาวร (Permanent slide) 
ด้วยน้ำยา Permount แล้วจึงนำไปตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
บันทึกผลและถ่ายภาพ 

 3.6 ตรวจสอบอัตราการรอดตายและอัตราการตายสะสมของกุ้งขาว 
  ตรวจนับและบันทึกจำนวนกุ้งขาวแวนนาไมท่ีตายในแต่ละตู้ทดลองทุกวัน เป็นเวลา 14 วัน 

และนำกุ้งขาวแวนนาไมที่ตายมายืนยันการติดเชื้อ VpAHPND ด้วยเทคนิค PCR โดยนำตัวอย่างกระเพาะอาหาร 
และตับและตับอ่อนมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีการต้ม แล้วนำดีเอ็นเอท่ีได้ไปตรวจเช้ือ VpAHPND ด้วยวิธี Multiplex 
PCR ตามวิธีการของ Tinwongger et al. (2014)  
 
4. การทดสอบความไวและรูปแบบการดื ้อยาของเชื ้อ  VpAHPND ต่อยาปฏิชีวนะ ด้วยวิธ ี Agar disk 
diffusion 
 

ทดสอบความไวของเชื้อ VpAHPND ต่อยาปฏิชีวนะจำนวน 4 ชนิด คือ ยา Oxytetracycline ท่ี
ระดับความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม (OT30) ยา Sulphamethoxazole/trimethoprim ระดับความเข้มข้น 25 
ไมโครกรัม (SXT25) ยา Oxolinic acid ระดับความเข้มข้น 2 ไมโครกรัม (OA2) และยา Streptomycin ระดับ
ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม (S30) ซึ ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของบริษัท Oxoid และทดสอบตามวิธีการของ CLSI 
(2014) โดยมีขั ้นตอนดังนี้ คือ เลือกโคโลนีของเชื ้อแบคทีเรีย VpAHPND ที่บริสุทธิ ์ (Pure culture) ที่มีอายุ
ประมาณ 24 - 28 ชั่วโมง ที่เจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ที่เติมเกลือ 1.5 เปอร์เซ็นต์  โดยใช้ Cotton 
swab เขี่ยเชื้อจำนวน 2 - 3 โคโลนีใส่ลงในน้ำเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ และนำไปเทียบความขุ่นให้ใกล้เคียงกับ
ของ McFaland เบอร์ 0.5 แล้วนำ cotton swab ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วใช้ไม้ cotton swab จุ่มเช้ือและเกล่ีย
เชื ้อลงบนผิวหน้าของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ muller hinton agar (MHA) ที่เตรียมไว้ให้ทั ่ว จากนั้นใช้ปากคีบ 
(forceps) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วคีบแผ่นยา (antibiotic disc) แต่ละแผ่นวางลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียม
ไว้ แล้วจึงนำไปบ่มในตู้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 28 ช่ัวโมง แล้วจึงวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางวงใสของการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียรอบแผ่นยา ( inhibition zone) โดยใช้เช้ือ
แบคทีเรีย E. coli ATCC 25922 เป็นเชื้อมาตรฐาน เป็นตัวควบคุมคุณภาพของการทดสอบ และรายงานผล
การทดสอบเป็น Sensitive (ไวต่อยา) Intermediate (ไวต่อยาปานกลาง) หรือ Resistance (ด้ือต่อยา) เทียบ
กับตารางการแปลผลการทดสอบความไวของเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Enterobactericeae ต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่ง
ดัดแปลงจาก CLSI (2013a และ 2013b) (ตารางท่ี 2)   
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ตารางที่ 2 การแปลผลการทดสอบความไวของเช้ือแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะ 

ยาปฏิชีวนะ 
ความเข้มข้น 
(ไมโครกรัม) 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ Inhibition zone 
(มิลลิเมตร) 

Sensitive (S) Intermediate (I) Resistant (R) 

1.  Oxolinic acid (OA) 2 ≥30 25 - 29 ≤24 
2.  Oxytetracycline (OT) 30 ≥28 22 - 27 ≤21 
3.  Sulphamethoxazole/ 

 Trimethoprim (SXT) 
25 ≥16 11 - 15 ≤10 

4.  Streptomycin (S) 10 ≥15 12-14 <11 
 
5. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 

4.1 วิเคราะห์ข้อมูลการดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND 
             นำข้อมูลท่ีได้จากการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ Clear zone ของเช้ือ VpAHPND ต่อยาต้าน
ปฏิชีวนะแต่ละชนิดมาคำนวณหาร้อยละของการดื้อยา (Resistant) การเริ่มพัฒนาการดื้อยา (Intermediate) 
และความไวต่อการต้านการดื้อยา (Sensitive) ดัชนีการดื้อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (Multiple antibiotic 
resistance index; MRI index) และรูปแบบการด้ือยาปฏิชีวนะ ดังนี้ 

      4.1.1 การคำนวณหาร้อยละของการดื้อยา (%Resistance) การเริ่มพัฒนาการดื้อยา (% 
Intermediate) และร้อยละของความไวต่อการต้านการดื้อยา (%sensitive) ตามสูตร ดังนี้  

 

    %Resistance    =    จำนวนไอโซเลทของ VpAHPND ท่ีด้ือยา   x 100 
            จำนวนไอโซเลทของ VpAHPND ท้ังหมดท่ีทดสอบ 
         %Intermediate   =    จำนวนไอโซเลทของ VpAHPND ท่ีเริ่มพัฒนาการดื้อยา x 100 
        จำนวนไอโซเลทของ VpAHPND ท้ังหมดท่ีทดสอบ 
      %Sensitive    =   จำนวนไอโซเลทของ VpAHPND ท่ีไวต่อการต้านการด้ือยา x 100 
                          จำนวนไอโซเลทของ VpAHPND ท้ังหมดท่ีทดสอบ 
 

     4.1.2 การคำนวณหาดัชนีการดื้อยาของเช้ือ VpAHPND ต่อยาหลายชนิด (Multiple antibiotic 
resistance (MAR) index) ตามวิธีการของ Krumperman (1983) ตามสูตร ดังนี้  

 
 

 MAR Index  =  a/b 
 
 

          โดยท่ี a คือ จำนวนการดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย  
        b คือ จำนวนยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการทดสอบ  
 

        ทั้งนี ้ หากค่าดัชนี MAR (MAR index) มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.2 แสดงว่าเช้ือ
แบคทีเรีย VpAHPND ไม่มีการดื้อยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการศึกษา แต่ถ้ามีค่ามากกว่า 0.2 แสดงว่าสัตว์ที ่ใช้ใน
การศึกษามีความเส่ียงสูงในการได้รับยาปฏิชีวนะหลายชนิด 
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       4.1.3 การคำนวณเปอร์เซ็นต์ของรูปแบบการด้ือยาปฏิชีวนะ (%Pattern) ตามสูตร ดังนี้ 
 
 

            %Pattern  =    จำนวนเช้ือ VpAHPND ท่ีด้ือยาแต่ละรูปแบบ   x 100 
               จำนวนเช้ือ VpAHPND ท่ีด้ือยาท้ังหมด 
 
 

 4.2 อัตราการตายสะสมของกุ้งขาวภายหลังการแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND 
    เมื่อส้ินสุดการทดลอง นำข้อมูลจำนวนกุ้งขาวท่ีตายภายหลังการแช่เช้ือ VpAHPND ในแต่ละไอ
โซเลท มาหาค่าอัตราการตายสะสม เพื่อเปรียบเทียบอัตราการรอดตายของกุ้งขาวแวนนาไมภายหลังการได้รับ
เชื ้อ VpAHPND แต่ละไอโซเลท โดยว ิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยว ิธี  One-way ANOVA analysis และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างชุดการทดลองด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ท่ี
ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

ผลการศึกษา 
 
1. ผลการเก็บรวบรวมตัวอย่าง 
 

จากการรวบรวมตัวอย่างเชื ้อแบคทีเร ีย V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับวายเฉียบพลัน 
(VpAHPND) จากจังหวัดต่าง ๆ จำนวน 6 จังหวัด ได้แก่ สมุทรสาคร จันทบุรี สงขลา ภูเก็ต กระบี่ และตรัง ใน
ระหว่างปี พ.ศ. 2562 - 2563 ได้จำนวนทั้งสิ้น 50 ไอโซเลท ซึ่งเมื่อนำเชื้อดังกล่าวมาทำให้บริสุทธิ์และยนืยัน
ผลการติดเชื ้อ VpAHPND ด้วยวิธี Multiplex PCR ด้วยไพรเมอร์ จำนวน 3 คู่ ((Vp-flaE, TUMSAT-Vp1 และ 
TUMSAT-Vp3F) ซึ ่งม ีขนาดเท่ากับ 897, 500 และ 360 bp ตามลำดับ (ภาพที ่  2) พบว่ามีจำนวนเช้ือ
แบคทีเรีย VpAHPND รวมทั้งสิ ้น 37 ไอโซเลท โดยรวบรวมได้จากจังหวัดจันทบุรี มากที่สุด (10 ไอโซเลท) 
รองลงมาคือ จังหวัดสมุทรสาคร และกระบี่ ซึ่งมีจำนวนเท่ากัน คือ 9 ไอโซเลท นอกจากนั้นได้มาจากจังหวัด
ภูเก็ต สงขลา และตรัง โดยมีจำนวนตัวอย่างเท่ากับ 6, 2 และ 1 ไอโซเลท ตามลำดับ (ตารางท่ี 3)  

 

 
 

ภาพที่ 2 ภาพถ่าย Agarose gel ของแถบดีเอ็นเอตัวอย่างเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ส่วนหนึ่งท่ีใช้ในการทดลอง 
            โดยท่ี M คือ 100 bp DNA marker PC คือ Positive control NC คือ Negative control และตัวเลข   
            อารบิก คือ รหัสของตัวอย่าง 
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ตารางที่ 3 จำนวนตัวอย่างของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ท่ีรวบรวมได้จากแต่ละจังหวัด 

จังหวัด 
จำนวนไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรีย (ไอโซเลท) 

รวบรวมได้ทั้งหมด ยืนยันผลการทดสอบเป็น VpAHPND 

จันทบุรี 10 10 
สมุทรสาคร 10 9 

กระบี ่ 10 9 
ภูเก็ต 10 6 
สงขลา 2 2 
ตรัง 8 1 

รวมทั้งส้ิน 50 37 
 
2. ผลการทดสอบความรุนแรงของเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ต่ออัตราการตายของกุ้งขาวแวนนาไม 
 

 2.1 ปริมาณของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ในถังสำหรับทดสอบการแช่เช้ือท้ังก่อนและหลังเติมเช้ือ 
   นำเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ที่รวบรวมได้จากแต่ละจังหวัด (ตารางที่ 4) มาทดสอบความ
รุนแรงต่อกุ้งขาวแวนนาไม ซึ่งผลของการตรวจสอบปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในน้ำในถังพลาสติก
สำหรับแช่เชื ้อแบคทีเร ีย VpAHPND พบว่าก่อนการเติมเชื ้อ VpAHPND ในน้ำของทุกถังพลาสติก พบเฉพาะ
แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเหลือง แต่ไม่พบแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเขียว โดยมีปริมาณของเช้ือ
วิบริโอรวมทั้งหมดในน้ำอยู่ระหว่าง 40 - 173 cfu/ml ทั้งนี้ ภายหลังการเติมเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND แต่ละ            
ไอโซเลทลงในถังพลาสติกแต่ละถัง พบว่ามีปริมาณของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอรวมท้ังหมดอยู่ระหว่าง 4.50 x 
105 - 8.27 x 105 cfu/ml ซึ่งส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเขียว โดยมีจำนวนอยู่ระหว่าง 4.47 
x 105  - 8.27 x 105 cfu/ml (ตารางท่ี 5) 
 
ตารางที่ 4 รายละเอียดของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ท่ีใช้ทดสอบความรุนแรงในกุ้งขาวของการศึกษาครั้งนี้               

จังหวัดที่รวบรวม 
รายละเอียดเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 

จำนวนไอโซเลท ชื่อไอโซเลท 

จันทบุรี 3 CG152, CG282 และ CG294 

สมุทรสาคร 3 SMK1, SMK2 และ SMK3 

กระบี ่ 3 AKB1, AKB12 และ AKB17 

ภูเก็ต 2 G2205 และ G2269 

สงขลา 2 SVP019 และ SVP026 

ตรัง 1 TG08 
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ตารางที่ 5 ปริมาณของเช้ือวิบริโอในน้ำของถังพลาสติกสำหรับแช่เช้ือท้ังก่อนและหลังการเติมเช้ือแบคทีเรีย  
              VpAHPND ของแต่ละไอโซเลท 

ลำดับ
ท่ี 

ชื่อ 
ไอโซเลท 

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ (cfu/ml) ในน้ำ 
ก่อนเติมเชื้อ หลังเติมเชื้อ 

โคโลนี 
สีเขียว 

โคโลนี 
สีเหลือง 

วิบริโอรวม 
โคโลนี 
สีเขียว 

โคโลนี 
สีเหลือง 

วิบริโอรวม 

1 SMK1 0 110 30 7.67 x 105 6.67 x 103 7.73 x 105 
2 SMK2 0 57 57 5.57 x 105 1.00 x102 5.57 x 105 
3 SMK3 0 60 60 5.03 x 105 0 5.03 x 105 
4 AKB1 0 87 87 5.47 x 105 0 5.47 x 105 
5 AKB12 0 123 123 4.47 x 105 3.33 x 103 4.50 x 105 
6 AKB17 0 127 127 6.93 x 105 0 6.93 x 105 
7 CG152 0 173 173 5.47 x 105 0 5.47 x 105 
8 CG282 0 130 130 5.83 x 105 3.33 x 103 5.87 x 105 
9 CG294 0 40 40 7.43 x 105 6.67 x 103 7.50 x 105 
10 TG08 0 53 53 7.13 x 105 0 7.13 x 105 
11 G2205 0 60 60 7.17 x 105 0 7.17 x 105 
12 G2269 0 120 120 8.27 x 105 0 8.27 x 105 
13 SVP019 0 97 97 6.07 x 105 3.33 x 103 6.10 x 105 
14 SVP026 0 157 157 7.97 x 105 0 7.97 x 105 

 

  2.2 ปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารและตับและตับอ่อนของกุ้งขาว        
แวนนาไมภายหลังการแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
             เมื ่อนำกุ้งขาวแวนนาไมที่มีน้ำหนักเฉลี่ย 3.08  0.49 กรัม แช่ในเชื ้อแบคทีเรีย VpAHPND         
แต่ละไอโซเลทท่ีมีความเข้มข้นประมาณ 105 cfu/ml เป็นเวลานาน 6 ช่ัวโมง แล้วนำกุ้งขาวแวนนาไมไปเล้ียง
ในตู้กระจกใบใหม่และสุ่มเก็บตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไมแต่ละตู้ที ่เวลา 0, 12, 24, 72, 168, 240 และ 336 
ช่ัวโมง เพื่อตรวจสอบปริมาณแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารและตับและตับอ่อนด้วยวิธี Plate count 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS พบว่าในช่ัวโมงแรก ๆ หลังจากการแช่เช้ือ (ช่ัวโมงท่ี 0 - 72) มีปริมาณของแบคทีเรีย
กลุ ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารสูงกว่าในตับและตับอ่อน โดยแบคทีเร ียกลุ ่มวิบริโอส่วนใหญ่ที ่พบใน                   
กระเพาะอาหารเป็นกลุ่มที่มีโคโลนีสีเขียว และมีแนวโน้มปริมาณเพิ่มมากขึ้นในชั่วโมงที่ 12, 24 และ 72 
ภายหลังการ แช่เชื้อ โดยพบว่ามีปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอรวมทั้งหมดอยู่ในช่วงประมาณ 105 - 106 
cfu/g จากนั้นจึงพบว่าปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอลดลงอย่างต่อเนื่องในชั่วโมงที่ 168, 240 และ 336 
ตามลำดับ โดยมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียอยู่ในช่วงประมาณ 103 - 104 cfu/g โดยแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีพบส่วน
ใหญ่มีโคโลนีสีเหลือง ในขณะที่ในกลุ่มควบคุมพบว่าตลอดการทดลองมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียรวมทั้งหมดใน
กระเพาะอาหารอยู่ในช่วงประมาณ 102 - 103 cfu/g โดยแบคทีเรียที่พบเป็นกลุ่มวิบริโอที่มีโคโลนีสีเหลือง 
(ภาพท่ี 3)  
   ส่วนปริมาณเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีพบในตับและตับอ่อนภายหลังแช่เช้ือ VpAHPND แต่ละ
ไอโซเลท พบว่าปริมาณของเช้ือกลุ่มวิบริโอรวมทั้งหมดมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตั้งแต่ช่ัวโมงท่ี 72 หลังจากแช่เช้ือ โดย
กลุ่มของวิบริโอท่ีพบส่วนใหญ่เป็นวิบริโอโคโลนีเขียว โดยมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วงประมาณ  
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106 - 107 cfu/g จากนั้นพบว่ามีปริมาณเช้ือแบคทีเรียลดลงจนอยู่ในช่วงประมาณ 103 – 104 cfu/g ในขณะท่ี
กลุ่มควบคุมพบว่าตลอดการทดลองมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอรวมท้ังหมดในตับและตับอ่อนประมาณ 
103 cfu/g (ภาพท่ี 4) 
   
 
 
 
 
 
 
 
                      
             (ก) 
         
      

 
 
 

 
 
 
 
    (ข) 

 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(ค) 

ภาพที่ 3 ปริมาณของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารของกุ้งขาวแวนนาไมภายหลังการแช่เช้ือแบคทีเรีย  
             VpAHPND แต่ละไอโซเลท  
             โดยภาพ ก คือ แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเขียว ภาพ ข คือ แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเหลือง  
             และ ภาพ ค คือ แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอรวมท้ังหมด 
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(ก) 

(ข) 

(ค) 
 
ภาพที่ 4 ปริมาณของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในตับและตับอ่อนของกุ้งขาวแวนนาไมภายหลังการแช่เช้ือแบคทีเรีย  
             VpAHPND แต่ละไอโซเลท  
             โดยภาพ ก คือ แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเขียว ภาพ ข คือ แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีมีโคโลนีสีเหลือง  
             และ ภาพ ค คือ แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอรวมท้ังหมด 
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 2.1 อัตราการตายสะสมของกุ้งขาวแวนนาไมภายหลังการแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
    ภายหลังการแช่เช้ือแบคทีเรีย VpAHPND แต่ละไอโซเลทเป็นเวลานาน 6 ช่ัวโมง พบว่ากุ้งขาว
แวนนาไมเริ่มมีการตายเมื่อได้รับเชื้อเป็นเวลา 1 วัน โดยมีอัตราการตายประมาณ 7.5 - 25 เปอร์เซ็นต์ และมี
อัตราการตายสะสมเพิ่มขึ้นในวันท่ี 2 และ 3 ภายหลังการแช่เช้ือ โดยมีอัตราการตายสะสมอยู่ระหว่าง 15 – 40 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นต้ังแต่วันท่ี 6 พบว่ามีอัตราการตายสะสมคงท่ีจนกระท่ังส้ินสุดการศึกษา (วันท่ี 14 ภายหลัง
การแช่เช้ือ) โดยมีอัตราการตายสะสมมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 4 ไอโซเลท คือ AKB1, AKB12, CG282 
และ CG294 มีอัตราการตายสะสมอยู่ระหว่าง 20 - 50 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 9 ไอโซเลท คือ SMK1, SMK2, 
SMK3, AKB17, CG152, TG08, G2205, G2269, SVP026 และกลุ่มที่มีอัตราการตายสะสมน้อยกว่า 20 
เปอร์เซ็นต์ จำนวน 1 ไอโซเลท คือ SVP019 ส่วนชุดควบคุม (control) พบว่าเมื่อส้ินสุดการทดลองมีอัตราการ
ตายสะสม เท่ากับ 7.5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 5) 
 

 
ภาพที่ 5 อัตราการตายสะสมของกุ้งขาวภายหลังการแช่เชื้อแบคทีเรีย VpAHPND แต่ละไอโซเลทเทียบกับชุด
ควบคุม (Control) 
 

 ทั้งนี ้เมื ่อสิ ้นสุดการทดลอง พบว่าอัตราการรอดตายของกุ้งขาวที่ได้รับเชื ้อ VpAHPND ทุก           
ไอโซเลทมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) กับกุ้งในชุดควบคุม ยกเว้น SMK1 และ 
SVP019 โดยกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับเชื้อไอโซเลท CG294 มีอัตราการรอดตายต่ำที่สุดเท่ากับ 37.5±9.57 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนเช้ือ VpAHPND ไอโซเลทอื่น ๆ พบว่ามีผลทำให้อัตราการรอดตายของกุ้งขาวแวนนาไมอยู่ในช่วง
ประมาณ 47.5±15 - 65±5.77 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 6) 
 

 
ภาพที่ 6 อัตราการรอดตายของกุ้งขาวแวนนาไมภายหลังการแช่เช้ือ VpAHPND แต่ละไอโซเลทเมื่อส้ินสุดการทดลอง  
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3. การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุ้งขาวแวนนาไมภายหลังการแช่เชื้อ VpAHPND 
  
 ภายหลังการเก็บตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับเชื้อ VpAHPND แต่ละไอโซเลทที่เวลา 0, 12, 24, 
72, 168, 240 และ 336 ชั่วโมง เพื่อนำไปศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อด้วยวธิี  
Histopathology และย้อมด้วยสี Hematoxylin and eosin (H&E) พบว่าลักษณะของพูตับและตับอ่อน 
(Hepatopancreatic lobe) ของกุ้งขาวในชุดควบคุมตลอดระยะเวลาการทดลอง (ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0 จนถึงวันท่ี 
14) มีขนาดปกติ และลักษณะทางพยาธิสภาพที่ปกติ โดยสามารถพบเซลล์ของตับและตับอ่อน ได้ทั้ง 4 แบบ 
ได้แก่ E-cells F-cells R-cell และ B-cell (ภาพท่ี 7) 
 

 
ภาพที่ 7 ภาพตัดตามยาว (Longitudinal section) ของตับและตับอ่อนกุ้งขาวแวนนาไมปกติ (กำลังขยาย 

100 เท่า) ท่ีแสดงลักษณะเซลล์ตับและตับอ่อนแบบต่าง ๆ เมื่อย้อมด้วยสี Haematoxylin และ eosin (H&E) 
โดยท่ี R คือ R-cell, B คือ B-cell, F คือ F-cell และภาพเล็ก แสดงลักษณะการแบ่งเซลล์ของนิวเคลียส                

(Cell differentiate) ของเซลล์ตับและตับอ่อน 
 

 ส่วนกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับเชื้อ VpAHPND แต่ละไอโซเลท พบว่าสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 
กลุ่มที่ติดเชื้อแบบรวดเร็ว ได้แก่ ไอโซเลท CG294 กล่าวคือมีผลทำให้กุ ้งเริ ่มแสดงอาการความผิดปกติของ
ลักษณะทางพยาธิสภาพต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 12 ช่ัวโมงของการแช่เช้ือ โดยพบความผิดปกติของเซลล์ตับและตับอ่อน 

ได้แก่ พบ R cell น้อย แต่ยังพบ B-cell และ F cell จากนั้นต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 24 พบ R-cell น้อยมาก เซลล์ตับ
และตับอ่อนเริ่มมีลักษณะ ลีบ ฝ่อ ผนังบาง (collapsed epithelia; CE) หลังจากชั่วโมงที่ 72 ยังพบ B-cell 
แต่ไม่พบ R-cell และแทบจะไม่พบ F-cell บางส่วนพบการหลุด (sloughing) ของเซลล์เข้ามาในท่อตับและตับ
อ่อน และคงลักษณะอย่างนี้จนถึงส้ินสุดการทดลอง (ภาพท่ี 8) 
 

     
 

ภาพที่ 8 ภาพตัดตามยาว (Longitudinal section) ของตับและตับอ่อนของกุ้งขาวแวนนาไมท่ีพบการติดเช้ือ
ตับวายเฉียบพลัน (VpAHPND) ในกลุ่มติดเช้ือแบบรวดเร็ว ท่ีแสดงลักษณะผนังเซลล์บาง และมีการหลุดล่อนของ

เซลล์เข้ามาในท่อตับและตับอ่อน เมื่อย้อมด้วยสี Haematoxylin และ eosin (H&E) 

6 ชั่วโมง 

12 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 

24 ชั่วโมง 

168-336 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

168-336 ชั่วโมง 
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ส่วนการติดเชื ้ออีกรูปแบบหนึ่ง พบว่ากุ ้งขาวแวนนาไมแสดงอาการติดเชื ้อแบบเรื ้อรัง 
(Chronic infection) ซึ่งแบ่งการติดเช้ือเป็น 3 ระยะ คือ การติดเช้ือระยะท่ี 1, 2 และ 3 ตามลำดับ โดยระยะ
ท่ี 1 เป็นระยะท่ียังพบ B cell, R cell และ F cell แต่ไม่พบการพัฒนาของเซลล์ (differentiated cells) ระยะ
ที่ 2 เป็นระยะที่พบ R cell และ F-cell น้อยลง ส่วนระยะท่ี 3 เป็นระยะที่พบเซลล์ตับและตับอ่อนมีลักษณะ
ลีบ ฝ่อ บ้างบางส่วน แต่ไม่พบการหลุดของเซลล์อย่างรุนแรง (ภาพที่ 9) โดยผลจากการศึกษาครั้งนี้ พบว่า
ระดับความรุนแรงของการติดเช้ือ VpAHPND แต่ละไอโซเลทมีความแตกต่างกัน โดยท่ี CG152 และ CG282 พบ
การติดเชื้อ VpAHPND ระยะที่ 1 ภายหลังการแช่เชื้อ 12 ชั่วโมง ในขณะที่ AKB12, AKB17, TG08 และ AKB1 
พบการติดเชื้อ VpAHPND ระยะที่ 1 ที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากแช่เชื ้อ ส่วน G2269 พบการติดเชื้อระยะที่ 1 
ภายหลังการแช่เช้ือนาน 2 วัน ในขณะท่ี SMK2, SMK3, G2205, SVP019 และ SVP026 พบการติดเช้ือระยะ
ที่ 1 ภายหลังการแช่เชื้อนาน 3 วัน ส่วน SMK1 พบว่ามีการติดเชื้อระยะที่ 1 ภายหลังการแช่เชื้อแล้ว 7 วัน 
จากนั้นทุกไอโซเลทจะพบการติดเช้ือในระยะท่ี 2 และ 3 ตามลำดับ 
 
ระยะท่ี 1 
 

  

 

ระยะท่ี 2 
 

   
ระยะท่ี 3 

 

  

 

ภาพที่ 9 ภาพตัดตามยาว (Longitudinal section) ของตับและตับอ่อนของกุ้งขาวแวนนาไมท่ีติดเช้ือตับวาย
เฉียบพลัน (VpAHPND) ในกลุ่มติดเช้ือแบบเรื้อรังแต่ละระยะ เมื่อย้อมด้วยสี Haematoxylin และ eosin (H&E) 
 
4. ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะและรูปแบบการด้ือยาของเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND 
 

  3.1 ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
    เมื่อนำเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND มาทดสอบความไวของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะ (Susceptibility 
test) จำนวน 4 ชน ิดค ือ  ยา Oxytetracycline (OT30) Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT25)  
Oxolinic acid (OA2) และ Streptomycin (S25) ด ้วยว ิธ ี  Agar disk diffusion (ภาพท ี ่  10) พบว ่า เ ช้ือ
แบคทีเรีย VpAHPND ทุกไอโซเลท (37 ไอโซเลท) มีความไวต่อยา Oxolinic acid รองลงมาคือมีความไวต่อยา 
Oxytetracycline (21 ไอโซเลท), Sulphamethoxazole/trimethoprim (19 ไอโซเลท) และ Streptomycin 
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(14 ไอโซเลท)โดยมีค่าร้อยละของความไว (Sensitivity) เท่ากับ 100.00, 56.76 และ 51.35 ตามลำดับ 
นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ด้ือต่อยา sulphamethoxazole/trimethoprim มากที่สุด (18 ไอ
โซเลท) รองลงมาคือ ยา Oxytetracycline (16 ไอโซเลท) และยา Streptomycin (14 ไอโซเลท) โดยมีค่ารอ้ย
ละของการดื้อยา เท่ากับ 48.65, 43.24 และ 37.84 ตามลำดับ และมีเชื้อ VpAHPND ที่เริ่มมีพัฒนาการดื้อยา 
Streptomycin จำนวน 9 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 24.32 (ตารางท่ี 6) 

 
 

ภาพที่ 10 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAPHND ด้วยวิธี Agar disk diffusion 
 

ตารางที่ 6 จำนวนและเปอร์เซ็นต์ของการทดสอบการด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  

ชื่อยาปฏิชีวนะ 
จำนวนไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND (ร้อยละ) 

Sensitivity (S) Intermediate (I) Resistant (R) 
Oxytetracycline (OT30) 21 (56.76) 0 (0.00) 16 (43.24) 
Sulphamethoxazole/trimethoprim 
(SXT25) 

19 (51.35) 0 (0.00) 18 (48.65) 

Streptomycin (S25) 14 (37.84) 9 (24.32) 14 (37.84) 
Oxolinic acid (OA2) 37 (100.00) 0 (0.00) 0 (0.00)  
 

3.2 ดัชนีการดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
สำหร ับค ่าด ัชน ีการด ื ้อยาของเช ื ้อ VpAHPND ต่อยาหลายชน ิด (Multiple antibiotic 

resistance; MAR index) ท่ีได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ซึ่งคำนวณจากจำนวนของยาปฏิชีวนะท่ีเช้ือแบคทีเรียด้ือ
ยาต่อจำนวนยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการทดสอบ ซึ่งพบว่าเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ส่วนใหญ่ (19 ไอโซเลท) มีการด้ือ
ยาอย่างน้อย 1 ชนิด (ร้อยละ 51.35) แบ่งเป็นกลุ่มที่ดื้อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (Multiple antibiotic 
resistance; MAR) กล่าวคือมีค่า MAR index น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.2 จำนวน 2 ไอโซเลท และเป็นกลุ่มที่มี
ค่า MAR index มากกว่า 0.2 จำนวน 17 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 10.53 และ 89.47 ตามลำดับ (ตารางท่ี 7) 
ทั ้งนี ้พบว่าค่าดัชน ีการดื ้อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index) ของเชื ้อ VpAHPND มีค่าเท่ากับ 
0.320.34  

 
ตารางท่ี 7 ค่าดัชนีการด้ือยาของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ต่อยาหลายชนิด (MAR index) ของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND 

MAR index levels 
จำนวนไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND 

(จำนวนทั้งหมด) 
ร้อยละของการพบ 

น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.2 2 (19) 10.53 
มากกว่า 0.2 17 (19) 89.47 
รวม 19 (37) 51.35 
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3.3 เปอร์เซ็นต์ของรูปแบบการดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND  
เมื ่อพิจารณารูปแบบการดื้อยาของการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าเชื ้อแบคทีเรีย VpAHPND ที่มี

รูปแบบการดื้อยาปฏิชีวนะท้ังหมด 4 รูปแบบหลัก คือ ด้ือต่อยา 1, 2, 3 ชนิด และไวต่อยาทุกชนิด ซึ่งส่วนใหญ่ 
(18 ไอโซเลท) พบว่ามีความไวต่อยาปฏิชีวนะทั้ง 4 ชนิดที่ทดสอบ คิดเป็น 48.65 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ มี
การดื ้อต่อยา 3 ชนิดร่วมกัน จำนวน 12 ไอโซเลท (32.43 เปอร์เซ็นต์) โดยทั ้งหมดมีร ูปแบบการดื้อยา 
Oxytetracycline (OT) Streptomycin (S) ร่วมกับ Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) และพบ
การดื ้อยาร ่วมกัน 2 ชนิด จำนวน 5 ไอโซเลท ซ ึ ่งม ีร ูปแบบการดื ้อยา Oxytetracyclin (OT) ร ่วมกับ 
Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) จำนวน 3 ไอโซเลท และดื ้อยา Streptomycin (S) ร่วมกับ 
Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) จำนวน 2 ไอโซเลท คิดเป็น 8.11 และ 5.41 เปอร ์เซ ็นต์
ตามลำดับ นอกจากนี้ยังมีเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ที่ดื้อต่อยาเพียงชนิดเดียว โดยดื้อต่อยา Oxytetracyclin 
(OT) และ Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) อย่างละ 1 ไอโซเลท คิดเป็น 2.70 เปอร์เซ็นต์ 
(ตารางท่ี 8)  

 
ตารางที่ 8 เปอร์เซ็นต์ของรูปแบบการดื้อต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND (N=37) 

รูปแบบการด้ือยาปฏิชีวนะ จำนวนไอโซเลท เปอร์เซ็นต์  

1. ด้ือต่อยาชนิดเดียว 2 5.41  
- Oxytetracycline (OT) 1 2.70 
- Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) 1 2.70  

2. ด้ือต่อยา 2 ชนิด 5 13.51  
- Oxytetracycline (OT) และ 

Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) 
3 8.11  

- Streptomycin (S) และ 
Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) 

2 5.41 

3. ด้ือต่อยา 3 ชนิด 12 32.43 
- Oxytetracycline (OT), Streptomycin (S) ร่วมกับ 

Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) 
12 32.43 

4. ไวต่อยาท้ัง 4 ชนิด 18 48.65 
 

วิจารณ์ผลการศึกษา 
 

จากผลการศึกษาเปรียบเทียบความรุนแรงและการดื้อยาของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus 
ก่อโรคตับวายเฉียบพลัน (VpAHPND) จากพื้นที่การเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมที่แตกต่างกันในประเทศไทยได้แก่ 
จังหวัดสงขลา ตรัง กระบี่ ภูเก็ต สมุทรสาคร และจันทบุรี ในระหว่างปี พ.ศ. 2562 - 2563 ซึ่งเมื่อยืนยันผลการ
การทดสอบเป็นเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ท้ังส้ิน 37 ไอโซเลท เมื่อนำเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ท่ีรวบรวมได้จากแต่
ละจังหวัด จำนวน 14 ไอโซเลทมาทดสอบความรุนแรงต่อกุ้งขาวแวนนาไม ขนาดเฉลี่ย 3.08±0.49 กรัม โดย
พิจารณาจากอัตราการรอดตาย ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอที่พบในกระเพาะอาหารและตับและตับอ่อน 
รวมทั้งการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเย่ือตับและตับอ่อนของกุ้งขาวแวนนาไมท่ีเวลา 0, 12, 
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24, 72, 168, 240 และ 336 ช่ัวโมงหลังจากแช่เช้ือ VpAHPND แต่ละไอโซเลทท่ีระดับความเข้มข้น 105 cfu/ml 
เป็นเวลานาน 6 ชั่วโมง ซึ่งพบว่ากุ้งขาวแวนนาไมเริ่มมีการตายเมื่อได้รับเชื้อเป็นเวลา 1 วัน (อัตราการตาย
ประมาณ 7.5 - 25 เปอร์เซ็นต์) และมีอัตราการตายสะสมเพิ่มขึ้นในวันที่ 2 และ 3 ภายหลังการแช่เชื้อ และ
เมื่อส้ินสุดการทดลอง พบว่าอัตราการรอดตายของกุ้งขาวท่ีได้รับเช้ือ VpAHPND ทุกไอโซเลทมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) กับกุ้งในชุดควบคุม ยกเว้นไอโซเลท SMK1 และ SVP019 โดยท่ีกุ้งขาวแวน
นาไมท่ีได้รับเช้ือไอโซเลท CG294 มีอัตราการรอดตายต่ำท่ีสุดเท่ากับ 37.5±9.57 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเช้ือ VpAHPND 
ไอโซเลทอื่น ๆ พบว่ามีผลทำให้อัตราการรอดตายของกุ้งขาวแวนนาไมอยู่ในช่วงประมาณ 47.5±15 - 65±5.77 
เปอร์เซ็นต์ โดยที่ปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในชั่วโมงแรก ๆ หลังจากการแช่เชื้อ (ชั่วโมงที่ 0 - 72) 
พบว่ามีปริมาณของแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารสูงกว่าในตับและตับอ่อน มีปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
กลุ่มวิบริโอรวมทั้งหมดอยู่ในช่วงประมาณ 105 - 106 cfu/g จากนั้นพบว่าปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ
ลดลงอย่างต่อเนื่องในชั่วโมงที่ 168, 240 และ 336 ตามลำดับ โดยมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียอยู่ในช่วงประมาณ 
103 - 104 cfu/g ส่วนในกลุ่มควบคุมพบว่าตลอดการทดลองมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียรวมทั้งหมดในกระเพาะ
อาหารอยู่ในช่วงประมาณ 102 - 103 cfu/g ในขณะท่ีปริมาณเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท่ีพบในตับและตับอ่อน 
พบว่าปริมาณของเช้ือกลุ่มวิบริโอรวมท้ังหมดมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 72 หลังจากแช่เช้ือ โดยมีปริมาณ
เชื้อแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วงประมาณ 106 - 107 cfu/g จากนั้นพบว่ามีประมาณเชื้อแบคทีเรียลดลงจนอยู่
ในช่วงประมาณ 103 - 104 cfu/g ในขณะที่กลุ่มควบคุมพบว่าตลอดการทดลองมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียรวม
ทั้งหมดในตับและตับอ่อนประมาณ 103 cfu/g ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาของ Soto-Rodriguez et al. 
(2015) ซึ่งพบว่าปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอที่พบในกระเพาะอาหารและตับและตับอ่อนของกุ้งขาว
แวนนาไมที่ติดเชื้อ VpAHPND จะอยู่ในช่วง 106 - 107 cfu/g ขึ้นกับระยะของการติดเชื้อ และเป็นไปในทิศทาง
เดียวกับการศึกษาของ Lai et al. (2015) ซึ่งพบว่าการติดเชื ้อ VpAHPND เริ ่มขึ ้นที่กระเพาะอาหารของกุ้ง
ภายหลังแช่เชื้อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึงเริ่มมีการติดเชื้อที่ตับและตับอ่อนของกุ้ง ซึ่งเห็นได้การพบ
ความผิดปกติของเซลล์ตับและตับอ่อน เช่น ปริมาณ R cell ท่ีพบ B-cell และ F cell น้อยลง การพบเซลล์ตับ
และตับอ่อนเริ่มมีลักษณะ ลีบ ฝ่อ ผนังบาง (collapsed epithelia; CE) และพบการหลุด (sloughing) ของ
เซลล์เข้ามาในท่อตับและตับอ่อน เป็นต้น อย่างไรก็ตาม พบว่าอัตราการตายสะสมของกุ้งขาวแวนนาไมจาก
การศึกษาครั้งนี้มีค่าเท่ากับ 25.0 - 62.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าต่ำกว่าการศึกษาของ Soto-Rodriguez et al. 
(2015) ซึ่งมีอัตราการตายสะสมอยู่ในช่วง  75 - 100 เปอร์เซ็นต์ หลังจากแช่เชื้อเป็นเวลานาน 44 ชั่วโมง ซึ่ง
อาจเป็นไปได้ว่าเช้ือแบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษาในครั้งนี้มีสามารถผลิตสารพิษชนิด PirA และ PirB ได้น้อยกว่า 
ซึ่งสารพิษดังกล่าวมีผลอย่างยิ่งต่อการทำลายเนื้อเยื่อเซลล์ตับและตับอ่อนของกุ้งและส่งผลทำให้กุ้งมีระบบการ
ดูดซึมอาหารที ่ผิดปกติและตายได้ในที ่สุด (Padilah et al., 2022; Kuma et al., 2020; Ahmed et al., 
2022)  

ส่วนการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ VpAHPND ที่รวบรวมได้จากการศึกษาครั้งนี้ พบว่าเชื้อแบคทีเรีย 
VpAHPND ทุกไอโซเลทมีความไวต ่อยา Oxolinic acid รองลงมาคือมีความไวต่อยา Oxytetracycline, 
Sulphamethoxazole/trimethoprim และ Streptomycin โดยมีค ่าร ้อยละของความไว (Sensitivity) 
เท่าก ับร ้อยละ 56.76, 51.35 และ 37.84 ตามลำดับ โดยที ่พบว ่าเชื ้อแบคทีเร ีย VpAHPND มีการดื ้อยา
sulphamethoxazole/trimethoprim มากที่สุด (ร้อยละ 48.65) รองลงมาคือ ยา Oxytetracycline (ร้อยละ 
43.24) และยา Streptomycin (ร ้อยละ 37.84) ทั ้งน ี ้ย ังพบว่าเชื ้อ VpAHPND ที ่ เร ิ ่มมีพ ัฒนาการดื ้อยา 
Streptomycin คิดเป็นร้อยละ 24.32 ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาของ Khan et al. (2007) ซึ่งทดสอบ
ความไวของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได้จากกุ้งทะเลของประเทศบังคลาเทศ จำนวน 10 ไอโซเลทซึ่ง
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พบว่าเช้ือทุกไอโซเลทมีความไวรับต่อยา Tetracycline (30 ug) และมีความด้ือต่อยา Streptomycin (10 ug) 
จำนวน 8 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 80 และให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาของ Tan et al. (2020) ซึ่งพบว่าเช้ือ 
V. parahaemolyticus ที่จำแนกได้จากอาหารทะเลในเมือง Selangor ของประเทศมาเลเซียมีความไวตอ่ยา 
Tetracycline (30 ug) และยา Trimethoprim sulfamethoxazole (1.25/23.75 ug) เท่ากับร้อยละ 94.17 
และ 95.00 ตามลำดับ ส่วนค่าดัชนีการดื ้อยาของเชื ้อ VpAHPND ต่อยาหลายชนิด (Multiple antibiotic 
resistance; MAR index) จะมีค่าอยู่ระหว่าง 0 ถึง 1 ซึ่งสามารถใช้ในการประเมินความเสี่ยงด้านสุขภาพได้ 
โดยหากเช้ือแบคทีเรียมีค่า MAR index มากกว่า 0.2 แสดงว่ามีความเส่ียงสูงท่ีจะมีแนวโน้มต่อการต้านทานต่อ
ยาปฏิชีวนะ ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้พบว่าเช้ือ VpAHPND มีค่า MAR index เท่ากับ 0.32±0.34 โดยมีจำนวนเช้ือ
ท่ีมีค่า MAR index มากกว่า 0.2 คิดเป็นร้อยละ 89.47 แสดงให้เห็นว่าเช้ือ VpAHPND มีความเส่ียงของการด้ือต่อ
ยาปฏิชีวนะ สอดคล้องกับการศึกษาของ Tan et al. (2020) ซึ่งพบว่าเชื้อ V. parahaemolyticus มีค่า MAR 
index อยู่ในช่วงระหว่าง 0.04 - 0.71 โดยท่ีพบว่าส่วนใหญ่จะมีการด้ือต่อยาปฏิชีวนะมากกว่า 1 ชนิดคิดเป็น
ร้อยละ 90.83  

 
สรุปผลการศึกษา 

 
ผลจากการศึกษาการแช่เชื้อแบคทีเรียก่อโรคตับวายเฉียบพลัน (VpAHPND) ที่แยกได้จากกุ้งขาว

แวนนาไมในแหล่งเลี้ยงต่าง ๆ ของประเทศไทย จำนวน 14 ไอโซเลท เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่ามีระดับความ
รุนแรงของเช้ือท่ีแตกต่างกัน โดยพบว่าเมื่อส้ินสุดการทดลองส่งผลทำให้กุ้งขาวแวนนาไมมีอัตราการตายต้ังแต่ 
37.5 - 82.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งกุ้งขาวแวนนาไมท่ีได้รับเชื้อไอโซเลท CG294 มีอัตราการรอดตายต่ำที่สุดเท่ากับ 
37.5±9.57 เปอร์เซ็นต์ ท้ังนี้จากผลการตรวจสอบปริมาณของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารและ
ตับและตับอ่อนของกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับเชื้อ VpAHPND พบว่าในระยะแรก (12 ชั่วโมงหลังการแช่เชื้อ) เป็น
การติดเชื้อในกระเพาะอาหาร โดยพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในกระเพาะอาหารประมาณ 105-106 
cfu/g หลังจากนั้นจึงพบว่ามีปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอในตับและตับอ่อนเพิ่มมากขึ้นในชั่วโมงที่ 96 
หลังจากการแช่เช้ือ โดยพบว่ามีปริมาณเช้ือวิบริโอรวมท้ังหมดประมาณ 106-107 cfu/g ซึ่งส่งผลทำให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับและตับอ่อน เช่น R cell ท่ีพบ B-cell และ F cell น้อยลง การพบ
เซลล์ตับและตับอ่อนเริ ่มมีลักษณะ ลีบ ฝ่อ ผนังบาง และพบการหลุดของเซลล์เข้ามาในท่อตับและตับอ่อน  
เป็นต้น ส่วนการทดสอบความไวของเช้ือ VpAHPND ต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าเช้ือ VpAHPND ทุกไอโซเลทมีความไวต่อ
ยา Oxolinic acid และมีค่าดัชนีการดื้อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index) เท่ากับ 0.32±0.34 และมี
รูปแบบการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าเชื้อ VpAHPND ส่วนใหญ่มีความไวต่อยา ยา Oxytetracycline (OT30), 
Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT25), Oxolinic acid (OA2) และ Streptomycin (S25) คิดเป็น
ร้อยละ 48.65 

 
คำขอบคุณ 

 
คณะผ ู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำชายฝ่ังจันทบุรี ศูนย์วิจัยและ

พัฒนาการเพาะเล้ียงสัตว์น้ำชายฝ่ังสมุทรสาคร ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเล้ียงสัตว์น้ำชายฝ่ังกระบี่ ศูนย์วิจัย
และพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำชายฝ่ังภูเก็ต ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำชายฝ่ังตรังท่ีให้ความ
อนุเคราะห์ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย VpAHPND ท่ีใช้ในการวิจัยครั้งนี้ รวมถึงเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย 
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ศูนย์วิจัยและพัฒนาสุขภาพสัตว์น้ำสงขลาท่ีให้การสนับสนุนทำให้การดำเนินงานวิจัยครั้งนี้สำเร็จด้วยดี และ
สุดท้ายขอขอบพระคุณคณะกรรมการวิชาการของกองวิจัยและพัฒนาสุขภาพสัตวน้ำทุกท่านที่ให้คำแนะนำท่ี
เป็นประโยชน์และช่วยตรวจสอบแกไ้ขงานวิจัยให้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก 
 
ตารางผนวกที่ 1 ผลการทดสอบความไวรับของเช้ือแบคทีเรีย VpAHPND ต่อยาปฏิชีวนะแต่ละชนิดด้วยวิธี Agar  
                     disk diffusion  

ชื่อไอโซเลท 
ผลการทดสอบความไวรับของเชื้อ VpAHPND 

OT30 SXT25 S25 OA2 

SMK1 S S S S 
SMK2 S S S S 
SMK3 S S S S 
AKB1 R R R S 
AKB12 R R R S 
AKB17 R R R S 
CG152 S S S S 
CG282 R R R S 
CG294 R R R S 
TG08 S S S S 
G2205 S I S S 
G2269 S S S S 
SVP019 R I R S 
SVP026 R I S S 

หมายเหตุ OT30 คือ Oxytetracycline 30 ug, SXT25 คือ Sulphamethoxazole/trimethoprim 25 ug  
   OA2 คือ Oxolinic acid 2 ug และ S25 คือ Streptomycin 25 ug 

    S คือ Susceptible, I คือ Intermediate และ R คือ Resistance 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




