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บทคัดยอ

การเพาะเล้ียงกุงขาวของประเทศไทยประสบกับปญหาโรคระบาด Acute Hepatopancreatic Necrosis 
Disease (AHPND) ต้ังแตป พ.ศ. 2556 เปนตนมา ทําใหผลผลิตกุงขาวลดลงเปนจํานวนมาก โดยสาเหตุ
ของโรค AHPND คือ การติดเชื้อแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus สายพันธุที่มีพลาสมิดและ
ยีนผลิตทอกซิน Photorhabdus Insect-related (Pir) A และ Pir B ซ่ึงมีรายงานวิจัยท่ีแสดงถึงอิทธิพล
ของสภาวะแวดลอมในการเล้ียงตอการแพรระบาดของโรค การวิจัยน้ีมุงเนนศึกษารูปแบบการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิของนํ้าในบอเล้ียงกุงขาวในรอบวัน รวมถึงผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในรอบวันตอ
การเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND จากผลการสํารวจอุณหภูมิน้ํา
ในรอบวันในบอเล้ียงกุงขาวจังหวัดนครศรีธรรมราช ในป พ.ศ. 2560 สามารถแบงการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ
ในรอบวันเปน 3 รูปแบบ ไดแก (1) การเปล่ียนแปลงในชวงอุณหภูมิปกติ (24 - 30 oC) (2) การเปล่ียนแปลง
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ในชวงอุณหภูมิตํ่า (22 - 27 oC) และ (3) การเปลี่ยนแปลงในชวงอุณหภูมิผันแปร (22 - 30 oC) และ
เมื่อเลี้ยงเช้ือ V. parahaemolyticus ภายใตอุณหภูมิตาง ๆ ทั้ง 3 รูปแบบตอเนื่องเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
เพื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและอัตราการเจริญจําเพาะพบวา การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไมมี
ความแตกตาง ในขณะที่อัตราการเจริญจําเพาะมีความแตกตางกัน และชวงอุณหภูมิผันแปรโดยเฉพาะ
ชวงท่ีมีอุณหภูมิแตกตางกัน 3 oC สงผลใหแบคทีเรียมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด นอกจากน้ีผลการศึกษา
โปรตีน รวมถึงทอกซิน Pir A และ Pir B ในน้ําเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีเล้ียงภายใตอุณหภูมิตาง ๆ  
ดวยวิธี SDS-PAGE พบวาการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิสงผลตอการเจริญเติบโต การสรางสารพิษ และ
อาจรวมถึงความสามารถในการกอโรคของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND ผลท่ีได
ถือเปนองคความรูสําคัญสําหรับการจัดการระบบการเล้ียงหรือการจัดการฟารมกุงเพ่ือลดความสูญเสีย
จากโรค AHPND

คําสําคัญ : โรค Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND); แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus; 
  การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในรอบวัน; ทอกซิน Photorhabdus insect-related (Pir); อัตราการเจริญจําเพาะ

Abstract

The culture of white shrimp (Litopenaeus vannamei) in Thailand has encountered an acute 
hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) since 2013 resulting in a devastating reduction 
of white shrimp production. The infection of Vibrio parahaemolyticus of which strains 
carrying plasmids with the genes encoding the Photorhabdus insect-related (Pir) A toxin 
and Pir B toxin are considered as a cause of this epidemic disease. Recently, a number of 
environmental factors have been reported to infl uence the spread of disease. This research 
work aimed to study the variation patterns of water temperature in white shrimp culturing 
pond throughout the day and night. The eff ect of the diurnal temperature change on the 
growth of AHPND-causing V. parahaemolyticus was also determined. After collecting the 
data of water temperature in white shrimp culturing ponds in 2017, we classifi ed the 
temperature variation patterns into 3 major groups; (1) normal temperature range (24 - 30 oC), 
(2) low temperature range (22 - 27 oC) and (3) fl uctuating temperature range (22 - 30 oC). 
These 3 diurnal temperature patterns were set to continually culture V. parahaemolyticus 
strain causing AHPND for 24 h and the comparative analysis of bacterial growth and specifi c 
growth rate was performed. The results showed that the bacterial growths were similar while 
the specifi c growth rates were diff erent. The fl uctuating temperature range especially that of 
the variation range of 3 oC caused the greatest specifi c growth rate. Moreover, the produced 
proteins including Pir A and Pir B toxins in the bacterial culture media in 3 temperature 
patterns were also determined via SDS-PAGE. The obtained results suggested that the 
temperature change could aff ect the growth and toxin production as well as involve in 
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pathogenicity of AHPND-causing V. parahaemolyticus. This knowledge leads to the cultural 
and farm management practices to effi  cient reduce losses caused by the AHPND.

Keywords: Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND); Vibrio parahaemolyticus; Diurnal 

  Temperature Change, Photorhabdus Insect-related (Pir) Toxin, Specifi c Growth Rate

บทนํา

ขอมูลทางวิทยาศาสตรรวมถึงบทความทางวิชาการตาง ๆ ในปจจุบันไดมีการรายงานถึงการเปล่ียนแปลง
ภูมิอากาศและอุณหภูมิของโลกรวมถึงผลกระทบที่นาจะเกิดขึ้นในหลายมิติ [1] นําไปสูการพัฒนาและ
การศึกษาถึงผลกระทบตาง ๆ อยางจริงจังโดยเฉพาะอยางย่ิงในดานการผลิตอาหาร เน่ืองจากอาหารเปน
ปจจัยสําคัญของการดํารงชีวิตของประชากรโลก ซ่ึงการเพาะเล้ียงสัตวน้ําเปนกิจกรรมหน่ึงท่ีไดรับผลกระทบ
จากการเปล่ียนแปลงภูมิอากาศ เพราะสวนใหญยังจําเปนตองเล้ียงกลางแจง สัมผัสกับส่ิงแวดลอมโดยตรง 
ซ่ึงปจจัยส่ิงแวดลอมถือเปนปจจัยท่ีกอใหเกิดความเครียดท่ีสําคัญ และมีอิทธิพลตอสัตวน้ํา โดยมีผลกระทบมาก
ตอการเจริญเติบโตและสภาวะภูมิคุมกันของสัตวนํ้า
 หนึ่งในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าที่เปนอาชีพสําคัญของเกษตรกรไทยคือ การเพาะเลี้ยงกุงขาว 
(Litopenaeus vannamei) จากสถิติของกรมประมงในป พ.ศ. 2558 พบวาปริมาณการเพาะเล้ียงรวมถึง
ผลผลิตของกุงขาวคิดเปนมากกวา 90 % ของกุงท้ังหมดท่ีเล้ียงในประเทศไทย [2] อยางไรก็ตาม ในชวงป 
พ.ศ. 2555 - 2556 ไดมีอุบัติการณของโรคสําคัญในกุงขาวท่ีเพาะเลี้ยงในประเทศไทย คือ โรค Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) ซึ่งแรกเริ่มใหชื่อโรคนี้วา Early Mortality 
Syndrome (EMS) จากสภาพของกุงท่ีตายอยางรวดเร็ว [3] - [4] โรค AHPND ทําใหเกิดการสูญเสีย
ดานผลผลิตกุง และกระทบตออุตสาหกรรมที่เกี่ยวของอยางมาก โดยสาเหตุของโรคนี้เกิดจากกุงติดเชื้อ
แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus สายพันธุที่มีพลาสมิดและยีนผลิตทอกซิน Photorhabdus 
Insect-related (Pir) A และ Pir B หรืออาจเรียกทอกซินน้ีวา Tox A และ Tox B [3], [5] - [7] 
ซึ่งในปจจุบันมีการศึกษาวิจัยที่มุงเนนในการจัดการและควบคุมโรค AHPND ในหลายแงมุม เชน 
การจัดการฟารมและบอเล้ียง ระบบนํ้าเวียน การควบคุมคุณภาพนํ้า การจัดการอาหาร และลูกพันธุกุง
ที่มีคุณภาพ [8] - [9] ชนิดและสายพันธุของแบคทีเรียในบอเลี้ยงและในตัวกุงที่เปนโรค [10] รวมถึง
การพัฒนาการตรวจติดตามแบคทีเรียและพลาสมิดที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค [5] - [6], [11] ในขณะท่ี
การศึกษาถึงผลกระทบของส่ิงแวดลอมตอการเกิดโรค สุขภาพกุง และชนิด/จํานวนจุลชีพ จะใหความสําคัญ
ที่คุณภาพนํ้า pH และตะกอนดิน [12] - [13] แตผลกระทบของอุณหภูมิโดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิขึ้นลงในสภาวะการเล้ียงกุงตอการเจริญเติบโตและความรุนแรงของเช้ือ V. parahaemolyticus 
ท่ีทําใหเกิดโรคน้ียังมีนอยมาก แมวาจะมีการรายงานถึงภาวการณเปล่ียนแปลงอุณหภูมิของโลกท่ีชัดเจนมาก
 Laff erty, K. D. รายงานถึงผลของการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิตออุบัติการณของโรคหลายชนิด [14] 
ซึ่งผลของอุณหภูมิตอการเกิดโรคอาจเกิดจากผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตอการลดลง
ของระดับภูมิคุมกันในสัตวน้ํา [15] รวมถึงกระตุนใหเช้ือกอโรคสรางโปรตีนท่ีเก่ียวของกับความรุนแรงตาง ๆ 
เชน เช้ือแบคทีเรีย Aeromonas spp. ซ่ึงสามารถเจริญไดระหวางอุณหภูมิ 4 - 42 oC พบวาการเปล่ียนแปลง
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ของอุณหภูมิมีผลกระตุนการผลิตโปรตีนความรุนแรงของเชื้อ Aeromonas spp. [16] นอกจากนี้ 
Guerreiro, I. et al. ไดแสดงใหเห็นวาโปรตีนที่เกี่ยวของกับความรุนแรงของเชื้อแบคทีเรีย เชน 
Serin-metalloprotease, S-layer และ fl agellins มีการเปล่ียนแปลงปริมาณการแสดงออกตามปจจัย
อุณหภูมิ [15] ในขณะที่ผลของอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตและความรุนแรงของเชื้อแบคทีเรียสกุล 
Vibrio ยังจํากัดอยูในแงของการปนเปอนในอาหาร โดยเฉพาะอาหารทะเล หรือศึกษาในสายพันธุกอโรค
ที่จะสงผลตอสุขภาพของมนุษยโดยตรง [17] - [20] แตยังไมมีการรายงานถึงผลของอุณหภูมิหรือ
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตอเช้ือ Vibrio spp. ที่เกี่ยวของกับการเพาะเล้ียงสัตวนํ้า
 จากสภาวะภูมิอากาศทางภาคใตในปจจุบัน พบวามีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิอยางกะทันหัน
อยูเปนประจํา และแตกตางคอนขางชัดเจนในแตละชวงฤดู ซ่ึงภูมิอากาศในภาคใตจะแบงเปน 3 ชวงหลัก ๆ 
คือ ชวงฤดูรอน ท่ีอากาศรอนตลอดทั้งวันซึ่งจัดเปนชวงอุณหภูมิปกติ ชวงฤดูฝนที่มีฝนตกตลอดท้ังวัน
และมีอุณหภูมิคอนขางตํ่าในรอบวัน และชวงที่มีฝนตกสลับกับแดดออก ซึ่งแบบสุดทายนี้จะสังเกตไดวา
อุณหภูมิในรอบวันมีการเปล่ียนแปลงกะทันทันหรือผันแปรอยางชัดเจน ดังน้ัน การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการ
สํารวจและเก็บขอมูลอุณหภูมินํ้าในบอเลี้ยงกุงขาวในรอบวัน ในป พ.ศ. 2560 เพื่อใหไดขอมูลที่แทจริง 
โดยสํารวจในบอเลี้ยงกุงขาวเขตอําเภอปากพนัง และอําเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช ซึ่งเปน
บริเวณหลักแหงหน่ึงของการเล้ียงกุงขาวในภาคใต และนําขอมูลอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงในรอบวันท่ีแตกตางกัน 
3 รูปแบบ มาทําการออกแบบโปรแกรมกําหนดอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus 
สายพันธุท่ีทําใหเกิดโรค AHPND เพ่ือศึกษาถึงผลของการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตของเช้ือ 
V. parahaemolyticus ท่ีเล้ียงในหลอดทดลอง (in vitro) แลวติดตามการเจริญเติบโตและอัตราการเจริญ
จําเพาะของแบคทีเรีย โดยในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการติดตามแบบ Real-Time คือ วัดคา Optical 
Density แบบอัตโนมัติอยางตอเนื่องในระหวางการเลี้ยงโดยไมตองทําการหยุดเครื่องเพื่อเก็บตัวอยาง
มาวิเคราะห และสามารถวัดคาไดทุก ๆ 10 นาที ซ่ึงเปนเทคโนโลยีใหมท่ีทําใหการเก็บผลมีความละเอียดสูงข้ึน 
อีกทั้งยังลดความเสี่ยงตอการปนเปอน (Contamination) ระหวางการสุมเก็บตัวอยางมาวิเคราะห 
นอกจากน้ียังไดทําการศึกษาโปรตีนในน้ําเล้ียงของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีเล้ียงในชวงอุณหภูมิท่ีได
จากการเลียนแบบอุณหภูมินํ้าในบอเล้ียงจริง โดยวัดปริมาณโปรตีนและศึกษารูปแบบโปรตีนในนํ้าเลี้ยง
เชื้อแบคทีเรียเมื่อสิ้นสุดการเลี้ยง ผลที่ไดจากการศึกษานี้จะเติมเต็มองคความรูสําคัญสําหรับการจัดการ
ระบบการเล้ียงหรือการจัดการฟารมกุงเพื่อลดความสูญเสียจากโรค AHPND
 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

 1. การเก็บขอมูลอุณหภูมินํ้าในรอบวันในบอเลี้ยงกุงขาว 
     การเก็บขอมูลอุณหภูมิน้ําในรอบวันในบอเล้ียงกุงขาว โดยเก็บจากบอในพ้ืนท่ีอําเภอปากพนัง 
และอําเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวนพ้ืนท่ีละ 1 บอตอฤดูกาล จํานวน 3 ฤดูกาล คือ ฤดูรอน 
ระหวางเดือนมกราคม - เมษายน จัดเปนการเปลี่ยนแปลงในชวงอุณหภูมิปกติ การเปลี่ยนฤดูรอน
เขาสูฤดูฝน ระหวางเดือนพฤษภาคม - สิงหาคม หรือชวงอุณหภูมิผันแปร และฤดูฝนระหวางเดือน
กันยายน - ธันวาคม หรือชวงอุณหภูมิตํ่า โดยเลือกเก็บขอมลูอุณหภูมิในนํ้าดวยเครื่องบันทึกขอมูล
อุณหภูมิอัตโนมัติ รุน 175 T2 (Testo) กําหนดการบันทึกขอมูลอากาศและน้ําทุก 10 นาที จากบอท่ีอยูใน
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ระหวางการเลี้ยงกุงขาว โดยเก็บขอมูลตลอดระยะเวลา 1 รอบการเล้ียงกุง (80 - 116 วัน) จากน้ันเลือก
ขอมูลอุณหภูมินํ้าในรอบวันที่มีสภาวะอากาศตามขอกําหนดของแตละฤดูกาล (อางอิงอุณหภูมิอากาศ
จากขอมูลสาธารณะที่บันทึกโดยสถานีตรวจอากาศนครศรีธรรมราช) คือ 
  -  ฤดูรอน ตองไมพบฝนตกและอุณหภูมิอากาศในชวงระหวาง 26 ถึงมากกวา 34 oC 
  -  การเปลี่ยนฤดูรอนเขาสูฤดูฝน ตองมีฝนตกในวันนั้น ๆ และอุณหภูมิอากาศระหวาง 
   24 ถึงมากกวา 34 oC  
  -  ฤดูฝน ตองมีอุณหภูมิอากาศระหวาง 22 ถึงไมเกิน 32 oC  
  โดยในแตละฤดูกาลไดทําการสุมเลือกวันตามขอกําหนดของอุณหภูมิอากาศ จํานวน 20 วัน
ตอบอ โดยนําขอมูลอุณหภูมินํ้าที่มีความซํ้ากันจากการสุมวันที่มีสภาวะอากาศตามที่กําหนดขางตน
ในแตละฤดูกาล จํานวน 10 วันตอบอ (n = 20) มาคํานวณคาเฉลี่ยของอุณหภูมิในทุกชั่วโมงต้ังแตเวลา 
07.00 - 06.00 น. ของวันรุงขึ้น 
 2. การแยกเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND
  นําตัวอยางกุงขาวท่ีแสดงอาการของโรค AHPND โดยมีลักษณะไมตอบสนองตอสิ่งเรา ตับ 
(Hepatopancreas) มีสีซีดและหดตัว ไมมีอาหารในลําไส [21] มาแยกแบคทีเรียจากตับ โดยวิธี Streak 
Plate บนอาหาร Thiosulfate Citrate Bile-Salts Sugar (TCBS, Difco) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 
30 oC เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทําการสุมเลือกโคโลนีแบคทีเรียสีเขียวบนวุนอาหาร TCBS 
จํานวน 10 โคโลนี มายายเล้ียงบนอาหาร Crome (HiCromeTM Vibrio Agar, HiMedia) โดยโคโลนีท่ีข้ึน
บนอาหาร Crome มีสีเขียวปนนํ้าเงิน (Bluish-Green) ซึ่งยืนยันเบื้องตนวาเชื้อแบคทีเรียที่เลือกมาเปน 
V. parahaemolyticus หลังจากน้ันนําเช้ือแตละโคโลนีมาเล้ียงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB, Difco) 
ท่ีเติม 1.5 % (w/v) NaCl (อาหาร TSB+) นําไปเล้ียงโดยเขยาดวยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 30 oC 
เปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เพื่อแยกเอาเฉพาะ
เซลลแบคทีเรียสําหรับสกัด DNA ซ่ึงสกัด DNA โดยใช DNAzol® reagent (Invitrogen) หลังจากน้ัน
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ DNA ท่ีสกัดไดดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง A260 และ A260/280

  ทําการตรวจสอบวาแบคทีเรียท้ัง 10 โคโลนีท่ีสุมเลือกมาเปน V. parahaemolyticus สายพันธุ
กอโรค AHPND โดยการทํา Multiplex PCR ดวย Specifi c Primers ที่จําเพาะตอเชื้อ 
V. parahaemolyticus พลาสมิด และยีน Pir ตามวิธีตรวจมาตรฐานของกรมประมง (ตรวจสอบเชื้อ 
V. parahaemolyticus สายพันธุ EMS/AHPND) โดยมีรายละเอียด Primer และสารในการทํา
ปฏิกิริยา multiplex PCR ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2 
  ทําการเพ่ิมปริมาณ DNA ดวยเคร่ือง T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad) โดยโปรแกรม
ในการทํา PCR อางอิงตามมาตรฐานวิธีการตรวจของกรมประมง คือ Initial Denaturation ที่ 94 oC 
เปนเวลา 3 นาที ตามดวยการทําปฏิกิริยาจํานวน 29 รอบ Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เวลา 30 วินาที 
Annealing ที่ 60 oC 30 วินาที และ Extension ที่ 72 oC 30 วินาที และ Final Extension ที่ 72 oC 
5 นาที จากนั้นนํา PCR Products ที่ไดไปแยกดวย 1.5 % (w/v) Agarose Gel Electrophoresis
 3.  การเตรียมเชื้อ V. parahaemolyticus สําหรับทดสอบ
     เตรียมหัวเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND จํานวน 1 ไอโซเลท 
โดยเร่ิมจากเล้ียงบนอาหาร TSA+ บมท่ี 30 oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวแตะเช้ือ 1 ลูป มาเล้ียงในอาหาร 
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TSB+ ปริมาตร 1 mL เขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
แลวขยายเปน 10 mL ในหลอดเซนตริฟวจขนาด 15 mL ดวยลักษณะการเล้ียงเชนเดียวกับวิธีขางตน 
หลังจากน้ันขยายปริมาตรการเล้ียงโดยนําหัวเช้ือปริมาตร 2 mL ผสมกับอาหาร TSB+ 14 mL และ
นํ้าเกลือ 1.5 % (w/v) NaCl 14 mL แลวนําไปเลี้ยงในเครื่อง RTS-1C Personal Bioreactor 
(Biosan) สําหรับศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียตอไป
 4. การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus ที่อุณหภูมิตาง ๆ
     ศึกษาการเจริญเติบโตของของเช้ือ V. parahaemolyticus โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียจากขอ 3. 
ในเคร่ือง RTS-1C Personal Bioreactor (Biosan) ท่ีต้ังโปรแกรมอุณหภูมิ 3 รูปแบบ คือ (1) การเปล่ียนแปลง
ในชวงอุณหภูมิปกติ (2) ชวงอุณหภูมิต่ํา และ (3) ชวงอุณหภูมิผันแปร (รูปแบบอุณหภูมิและชวงการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิ ออกแบบตามขอมูลอุณหภูมิในรอบวัน) ชวงโปรแกรมละ 3 ซ้ํา โดยกําหนดใหเครื่องอานคา 
Optical Density (แปลผลกลับเปนปริมาณแบคทีเรีย) ทุก ๆ 10 นาทีตอเนื่องเปนเวลา 24 ชั่วโมง และ
แสดงผลเปนการเจริญเติบโต (Growth Curve) และอัตราการเจริญจําเพาะ (Specifi c Growth Rate)

ตารางที่ 1  Primer ที่ใชในการทํา Multiplex PCR

ตารางที่ 2 สารเคมีในการทําปฏิกิริยา Multiplex PCR

  
PCR components

 Volume (μL)/ 
Final concentration

   Reaction

 DNA free water  5.60 

 2X KAPA2G Fast Multiplex Mix (Sigma-Aldrich) 10.00 1X (contains 3 mM MgCl2)

 10 μM F/R Mix Primer (Vp.fl aE, Vp1, Vp3)  2.40 0.2 μM each

 DNA template  2.00 

 Total  20.00 

Primer Name Primer Sequence (5´ to 3´) Target PCR 
Product References 

Vp.flaE-79F 5'-GCAGCTGATCAAAACGTTGAGT-3' 
V. parahaemolyticus 897 bp [21] 

Vp.flaE-934R 5'-ATTATCGATCGTGCCACTCAC-3' 

TUMSAT-Vp1F 5'-CGCAGATTTGCTTTTGTGAA-3' 
Plasmid (pVA1) 500 bp [11] 

TUMSAT-Vp1R 5'-AGAAGCTGGCCGAAGTGATA-3' 

TUMSAT-Vp3F 5'-GTGTTGCATAATTTTGTGCA-3' 
Pir toxin 360 bp [11] 

TUMSAT-Vp3R 5'-TTGTACAGAAACCACGACTA-3' 
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 5.  การวิเคราะหโปรตีนในนํ้าเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus
  5.1  การเตรียมนํ้าเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus 
    หลังจากเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus ในอุณหภูมิทั้ง 3 รูปแบบ โดยมีอาหาร 
TSB+ ผสมกับ 1.5 % (w/v) NaCl ในอัตราสวน 1:1 เปนชุดควบคุม (Negative Control) เพ่ือตรวจสอบ
การปนเปอนและรูปแบบโปรตีนของอาหารเล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง แยกเซลลออกโดยนํานํ้าเลี้ยงเชื้อ
ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 10 นาที แลวนําเฉพาะสวนใส
ที่ไดกรองผาน Whatman® fi lter syringe เมมเบรนขนาดรูพรุน 0.45 μm (GE Healthcare) โดยทํา
วิธีเดียวกันนี้กับอาหารเล้ียงเชื้อในชุดควบคุม หลังจากนั้นเก็บนํ้าเลี้ยงที่ปลอดเชื้อแบคทีเรียไวที่ -20 oC 
(แบงนํ้าเลี้ยง (Aliquot) ออกเปนสวน ๆ เพื่อหลีกเลี่ยงการ Freeze-Thaw)
  5.2  การวัดปริมาณโปรตีน 
    วัดปริมาณโปรตีนในน้ําเล้ียงเช้ือทุกตัวอยางรวมถึงอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุมดวยวิธี
แบรดฟอรด [22] โดยผสมสารละลายแบรดฟอรดกับตัวอยางนํ้าเลี้ยง บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
จากน้ันนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm คํานวณหาปริมาณโปรตีนในตัวอยางน้ําเล้ียง 
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA)
  5.3  การวิเคราะหรูปแบบโปรตีนในนํ้าเลี้ยงเชื้อ
    ทําการวิเคราะหโปรตีนท่ีเช้ือ V. parahaemolyticus ผลิตและหล่ังออกมาในน้ําเล้ียงเช้ือ 
และอาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุม ดวยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตฟอริซิสแบบแปลงสภาพ หรือ Sodium 
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) (ดัดแปลงจากวิธีของ [23]) 
โดยเตรียมนํ้าเลี้ยงเช้ือ V. parahaemolyticus และอาหารชุดควบคุม ผสมกับ Sample Buff er ที่มี 
β-mercaptoethanol เปนองคประกอบ  ทําการแยกโปรตีนดวยเจลท่ีมีความเขมขน 12.5 % และใหกระแสไฟ 
100 โวลต เปนเวลาประมาณ 45 นาที (หรือรอจน Tracking Dye เคล่ือนท่ีไปจนถึงขอบลางของแผนเจล) 
แลวยอมแถบโปรตีนบนแผนเจลดวยสี Coomassie Brilliant Blue และเปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีน
ดวยโปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล (Low Molecular Weight Calibration kit for SDS 
Electrophoresis, GE Healthcare)

ผลการวิจัยและอภิปรายผล

 1. อุณหภูมิของน้ําในบอเล้ียงกุงขาวในรอบวัน
  การศึกษาการเปล่ียนแปลงอุณหภูมินํ้าในรอบวันในบอเล้ียงกุงขาวเขตพ้ืนที่จังหวัด
นครศรีธรรมราช ที่เปนตัวแทนแตละฤดูกาลจากการกําหนดสภาวะอากาศ (รายละเอียดในวัสดุ อุปกรณ 
และวิธีการ ขอ 1.) ผูวิจัยทําการเก็บขอมูลในชวงเวลา 07.00 - 06.00 น. ของวันใหม เน่ืองจากเปนชวงเวลา
การทํางานของเกษตรกรผูเลี้ยงกุง ผลการวิจัยแสดงใหเห็นวา อุณหภูมินํ้าในบอเลี้ยงกุงขาวที่เก็บขอมูล
ในชวงฤดูรอนซ่ึงมีสภาวะอากาศปกติมีคาต่ําสุดท่ี 23.2 oC และสูงสุดท่ี 29.6 oC (อุณหภูมิน้ําระหวาง 24 - 30 oC) 
โดยในชวงเวลาระหวาง 07.00 - 14.00 น. ของรอบวันมีอุณหภูมินํ้าเพิ่มสูงข้ึนอยางตอเนื่องและเพ่ิมขึ้น
อยางรวดเร็วในชวง 11.00 - 14.00 น. หลังจากเวลา 14.00 น. อุณหภูมินํ้าจะลดลงอยางตอเนื่อง และลดลง
ตํ่าสุดที่อุณหภูมิ 24±1 oC ระหวางชวงเวลา 21.00 - 09.00 น. ของวันใหม  
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  ชวงอุณหภูมิผันแปรระหวางเปลี่ยนฤดูจากฤดูรอนสูฤดูฝน มีอุณหภูมินํ้าในบอเลี้ยงกุงขาว
ต่ําสุดท่ี 21.2 oC และสูงสุดท่ี 29.7 oC แตพบการลดลงอยางรวดเร็วของอุณหภูมิน้ําจากฝนตก และอุณหภูมิน้ํา
จะเพิ่มสูงขึ้น 3 - 4 oC หลังจากฝนหยุดตก (อุณหภูมินํ้าระหวาง 22 - 30 oC) ในขณะที่ฤดูฝนซึ่งนํ้า
ในบอเลี้ยงกุงขาวมีอุณหภูมิตํ่าจะมีอุณหภูมินํ้าตํ่าสุดที่ 22.1 oC และสูงสุดที่ 26.5 oC (อุณหภูมินํ้าระหวาง 
22 - 27 oC) โดยมีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในรอบวันใกลเคียงกับฤดูรอนแตอุณหภูมินํ้าตํ่ากวา 
1 - 3 oC (รูปที่ 1) ซึ่งจากการเก็บขอมูลสถิติการเกิดโรค AHPND สังเกตวาในชวงการเล้ียงแตละรอบ 
สภาพอากาศในชวงเวลาที่มีการผันแปรของอุณหภูมิในรอบวัน จะมีโอกาสพบการแพรระบาดของโรค 
AHPND สูงกวา 
  แมวาชวงอุณหภูมิในรอบวันจะใกลเคียงกัน แตเปนที่นาสังเกตวารูปแบบการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิมีความแตกตางกันคอนขางชัดเจน โดยเฉพาะชวงอุณหภูมิผันแปรที่มีการขึ้นลงมากกวา 1 ครั้ง
ในรอบวันและพบการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิขึ้นลงอยางฉับพลัน ดังนั้นขอมูลอุณหภูมิที่ไดจึงถูกนํามาใช
อางอิงในการศึกษาผลของการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในรอบวัน (เปรียบเทียบในรูปแบบชวงการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิที่แตกตางกัน) ตอการเจริญเติบโตและการผลิตโปรตีนของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ
กอโรค AHPND ในหองปฏิบัติการ
 

รูปที่ 1 อุณหภูมิน้ําในบอเล้ียงกุงขาวในรอบวันจากบอเล้ียงกุงขาวในจังหวัดนครศรีธรรมราช ในป พ.ศ. 2560

 2. การตรวจสอบเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND
  ในการตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND ดวยวิธี Multiplex 
PCR โดยใช primer 3 คูท่ีจับตําแหนงจําเพาะตางกันและเพ่ิมจํานวน DNA ในตําแหนงตาง ๆ โดยแถบขนาด 
890 bp เกิดจากการเพิ่มจํานวนดวยการจับจําเพาะของคู primer Vp.fl aE ซึ่งจําเพาะตอแบคทีเรีย 
V. parahaemolyticus [21] ในขณะที่แถบขนาด 500 bp เกิดจากการจับจําเพาะของคู primer 
TAMSAT-Vp1 โดยแถบท่ีปรากฏจะแสดงถึงการมีอยูของพลาสมิด pVA1 ซึ่งมีรายงานวาเปนพลาสมิด
ที่เกี่ยวของกับโรค AHPND (AHPND-Associated Plasmid) โดยพลาสมิดสามารถสงผานตัวเอง
ไปยังเซลลอื่น ๆ (Self-Transmissible Plasmid) เนื่องจากมีกลุมยีน Conjugative Transfer และ 
Plasmid Mobilization [24] และแถบ DNA ขนาด 360 bp ที่ไดจากการจับจําเพาะของคู primer 
TAMSAT-Vp3 จะแสดงถึงการมีอยูของยีน Pir [11] ดังน้ัน ผลบวกท่ีจะแสดงวาเช้ือ V. parahaemolyticus 
ที่ทดสอบเปนสายพันธุกอโรค AHPND จะตองปรากฏแถบ DNA ทั้ง 3 แถบขางตน
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  เมื่อตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกไดจากตับของกุงขาวปวยที่แสดงอาการ
ของโรค AHPND จํานวน 10 ไอโซเลท ดวยวิธี Multiplex PCR (รูปท่ี 2) พบวามีเพียง 2 ไอโซเลทท่ีมีแถบ 
DNA ครบทั้ง 3 แถบ คือ ไอโซเลทท่ี 5 และ 9 ผูวิจัยจึงเลือกเชื้อ V. parahaemolyticus ไอโซเลทท่ี 5 
สําหรับศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเจริญเติบโตและการผลิตทอกซินตอไป
 

รูปที่ 2 ผลการทํา Agarose Gel Electrophoresis ของการตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus 
 สายพันธุกอโรค AHPND ดวยวิธี Multiplex PCR (M = Molecular Weight Marker 
 (100 bp Plus, Vivantis), 1-10 = DNA ของเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolytucus ไอโซเลทท่ี 
 1-10 และ N = Negative Control, ใส DEPC-treated H2O แทน DNA)

(ก) ชวงอุณหภูมิปกติ

(ข) ชวงอุณหภูมิตํ่า
รูปที่ 3 โปรแกรมอุณหภูมิสําหรับเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND ท่ีออกแบบ
 ตามขอมูลอุณหภูมิในรอบวัน
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(ค) ชวงอุณหภูมิผันแปร

(ง) รวมชวงอุณหภูมิทั้ง 3 รูปแบบ

รูปที่ 3 โปรแกรมอุณหภูมิสําหรับเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND ท่ีออกแบบ
 ตามขอมูลอุณหภูมิในรอบวัน (ตอ)

 3. การเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus ที่เลี้ยงภายใตรูปแบบอุณหภูมิตาง ๆ 
  เม่ือไดขอมูลอุณหภูมิในรอบวันจากการเก็บขอมูลน้ําในบอเล้ียงกุงขาว ซ่ึงสามารถแบงออกได
เปน 3 รูปแบบ คือ ชวงอุณหภูมิปกติ ชวงอุณหภูมิตํ่า และชวงอุณหภูมิผันแปร (รูปที่ 1) นํามาสราง
โปรแกรมอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND โดยใช
เครื่อง RTS-1C Personal Bioreactor (Biosan) ที่สามารถตั้งอุณหภูมิเปนชวง ๆ  ควบคุมการเขยา และ
อานคา Optical Density เพื่อแสดงถึงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดอยางตอเนื่อง โดยโปรแกรม
อุณหภูมิท่ีออกแบบไวท้ัง 3 รูปแบบ ดังแสดงในรูปท่ี 3 ซ่ึงชวงอุณหภูมิปกติ (24 - 30 oC รูปท่ี 3 (ก)) และ
ชวงอุณหภูมิตํ่า (22 - 27 oC รูปที่ 3 (ข)) จะมีลักษณะใกลเคียงกันตางกันเพียงแคชวงอุณหภูมิเทานั้น 
ในขณะท่ีชวงอุณหภูมิผันแปร (22 - 30 oC รูปท่ี 3 (ค)) จะมีการแกวงของอุณหภูมิในแตละชวงอยางชัดเจน 
โดยในบางชวงจะมีความแตกตางของอุณหภูมิเทากับ 3 oC ผันแปรอยางรวดเร็ว   
  ขอมูลคา Optical Density ท่ีวัดทุก ๆ 10 นาที สามารถนํามาสรางเปนกราฟการเจริญเติบโต
ไดทันที และสามารถคํานวณเปนอัตราการเจริญจําเพาะได โดยคิดเปรียบเทียบความแตกตางของคา 
Optical Density ในชวงเวลาหน่ึง พบวากราฟการเจริญเติบโตของ V. parahaemolyticus สายพันธุ
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กอโรค AHPND ที่เลี้ยงภายใตอุณหภูมิทั้ง 3 รูปแบบ (รูปที่ 4) มีความใกลเคียงกันมากโดยแสดงชวง 
Lag Phase และ Exponential Phase เหมือนกัน แตระยะเวลาในชวง Lag Phase มีความแตกตางกัน
โดยแบคทีเรียที่เลี้ยงในชวงอุณหภูมิตํ่าจะมีชวง Lag Phase ที่ยาวที่สุด ในขณะท่ีชวงอุณหภูมิผันแปร
มีชวง Lag Phase สั้นที่สุด ทั้งนี้อาจเน่ืองจากอุณหภูมิเริ่มตนในการเล้ียง โดยพบวาที่อุณหภูมิสูงกวา
จะทําใหแบคทีเรียมีชวง Lag Phase ส้ันกวา สอดคลองกับการศึกษาการเจริญเติบโตของ V. parahaemolycitus 
และ V. vulnifi cus ที่เลี้ยงในอุณหภูมิตาง ๆ พบวาระยะเวลาในชวง Lag Phase แปรผกผันกับอุณหภูมิ 
ทั้งนี้เนื่องจากการท่ีแบคทีเรียเจริญเติบโตในอุณหภูมิตํ่าจะตองใชเวลาในชวงปรับสภาพหรือ Lag Phase 
ยาวนานขึ้น [19] 
  เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญจําเพาะของ V. parahaemolycitus ที่เลี้ยงภายใตอุณหภูมิทั้ง 
3 รูปแบบ (รูปท่ี 5) พบความแตกตางของกราฟอยางชัดเจน โดยในชวงอุณหภูมิผันแปรพบอัตราการเจริญ
จําเพาะสูงสุด 2 ชวงหลัก ซึ่งชวงที่มีการเจริญจําเพาะสูงสุดชวงแรกอยูในชวงระยะเวลาใกลเคียงกับ
การเลี้ยงที่อุณหภูมิอื่น ๆ และเปนชวงที่อุณหภูมิมีการขึ้นลง (รูปที่ 3) แตในอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด
ในชวงท่ี 2 เกิดข้ึนเฉพาะในการเล้ียงดวยชวงอุณหภูมิผันแปรเทาน้ัน พบความสัมพันธกับอุณหภูมิในการเล้ียง
ท่ีมีการข้ึนลงเชนเดียวกัน ซ่ึงชวงท่ีมีอุณหภูมิแตกตางกัน 3 oC สงผลใหแบคทีเรียมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด 
เปนท่ีนาสังเกตวาการผันแปรหรือชวงท่ีมีการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิจะทําใหมีอัตราการเจริญจําเพาะท่ีสูงข้ึน 
ในขณะที่จะไมพบความแตกตางเมื่อพิจารณาจากการเจริญเติบโตทั่วไป เนื่องจากการเจริญเติบโตเปน
การวัดคา Optical Density ของเซลลแบคทีเรียแสดงถึงปริมาณแบคทีเรียท่ีสะสมตอเน่ืองไป ไมสะทอนถึง
ความสามารถในการเจริญเติบโต หรือการแบงเซลลเพิ่มจํานวนได [25] ในขณะที่การศึกษาที่ผานมา
ไดทําการศึกษาเฉพาะผลของอุณหภูมิใดอุณหภูมิหนึ่ง ๆ หรือสวนตางของอุณหภูมิ ตอการเจริญเติบโต
และอัตราการเจริญจําเพาะของแบคทีเรียเทาน้ัน โดยไมไดแสดงถึงผลของการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิข้ึนลง
ในชวงการเล้ียง [26] - [28] การวิจัยคร้ังน้ีจึงเปนการศึกษาคร้ังแรกท่ีติดตามผลของการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ
ท่ีมีการเพ่ิมข้ึนหรือลดลงอยางฉับพลันตอการเจริญเติบโตแบบ Real-Time ของแบคทีเรีย และผลการวิจัย
แสดงอยางชัดเจนวาการข้ึน/ลงของอุณหภูมิจะสงผลตออัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดอยางชัดเจน

(ก) ชวงอุณหภูมิปกติ
รูปที่ 4 การเจริญเติบโต (Growth Curve) ของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND 
 ที่เลี้ยงภายใตรูปแบบอุณหภูมิตาง ๆ
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(ข) ชวงอุณหภูมิตํ่า

(ค) ชวงอุณหภูมิผันแปร

(ง) รวมชวงอุณหภูมิทั้ง 3 รูปแบบ

รูปที่ 4 การเจริญเติบโต (Growth Curve) ของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND 
 ที่เลี้ยงภายใตรูปแบบอุณหภูมิตาง ๆ (ตอ)
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(ก) ชวงอุณหภูมิปกติ

(ข) ชวงอุณหภูมิตํ่า

(ค) ชวงอุณหภูมิผันแปร
รูปที่ 5 อัตราการเจริญจําเพาะ (Specifi c Growth Rate) ของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ
 กอโรค AHPND ที่เลี้ยงภายใตรูปแบบอุณหภูมิตาง ๆ
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(ง) รวมชวงอุณหภูมิทั้ง 3 รูปแบบ
 
รูปที่ 5 อัตราการเจริญจําเพาะ (Specifi c Growth Rate) ของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ
 กอโรค AHPND ที่เลี้ยงภายใตรูปแบบอุณหภูมิตาง ๆ (ตอ)

 4. การวิเคราะหโปรตีนในนํ้าเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND
  เมื่อนํานํ้าเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND ที่เลี้ยง
ในอาหารผสม TSA+ และ 1.5 % (w/v) NaCl ในอัตราสวน 1:1 ในอุณหภูมิตาง ๆ ทั้ง 3 รูปแบบ 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาวัดปริมาณโปรตีนพบวา โปรตีนในนํ้าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ชวงอุณหภูมิผันแปร
มีความเขมขนมากที่สุด รองลงมาคือ ชวงอุณหภูมิปกติ และชวงอุณหภูมิตํ่า ตามลําดับ ในขณะที่อาหาร
เลี้ยงเชื้อมีโปรตีนนอยมาก (ตารางที่ 3) ซึ่งสอดคลองกับผลโปรตีนในเจล SDS-PAGE ซึ่งมีความเขม
ของแถบโปรตีนมากที่สุดในชองของน้ําเล้ียงที่ชวงอุณหภูมิผันแปร และนอยที่สุดในชองอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(รูปท่ี 6) แสดงใหเห็นวาการท่ีเช้ือแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตสูงข้ึน และมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงจะผลิต 
Extracellular Protein ออกมามาก

ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนในน้ําเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND ที่เลี้ยง
  ภายใตรูปแบบอุณหภูมิตาง ๆ

   อาหารเล้ียงเชื้อ ชวงอุณหภูมิปกติ ชวงอุณหภูมิตํ่า ชวงอุณหภูมิผันแปร
 โปรตีน (μg/mL) 0.91±0.16 11.54±0.48 7.77±0.00 26.46±1.86

 เมื่อพิจารณาแถบโปรตีนในน้ําเล้ียงตาง ๆ พบแถบโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 50 kDa 
ในอาหารท่ีมีการเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND โดยไมพบในอาหารเล้ียงเช้ือ 
ซ่ึงนาจะเปนทอกซิน Pir B ตรงกับรายงานท่ีแสดงถึงขนาดของทอกซิน Pir B หรือ Tox B ประมาณ 50 kDa 
และเปนโปรตีนหลักที่สามารถตรวจพบในนํ้าเล้ียงหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ
กอโรค AHPND ท่ีมี plasmid ทีมียีน Pir B [5] - [6] ในการศึกษาคร้ังน้ีพบแถบโปรตีนขนาด 16 kDa 
บางมาก โดยมีรายงานวาแถบโปรตีนทอกซิน Pir A หรือ Tox A ขนาดประมาณ 16 kDa จะตองตรวจพบได
ในนํ้าเลี้ยงหรืออาหารเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND เชนกัน อยางไรก็ตาม 
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Lee, C.-T. et al. ไดใหขอสังเกตวาในนํ้าเล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND 
จะตรวจพบโปรตีน Pir B ในปริมาณมากกวา Pir A มาก [24] 
 

รูปที่ 6 การวิเคราะหโปรตีนในน้ําเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND 
 ที่เลี้ยงในอุณหภูมิตาง ๆ ดวยวิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Brilliant Blue 
 เม่ือ M = Molecular Weight Marker, ME = อาหารเล้ียงเช้ือชุดควบคุม (อาหาร TSB+ ผสมกับ 
 1.5 % (w/v) NaCl ในอัตราสวน 1:1), ชองหมายเลข 1, 2 และ 3 = น้ําเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus 
 ที่เลี้ยงในชวงอุณหภูมิปกติ ชวงอุณหภูมิตํ่า และชวงอุณหภูมิผันแปร ตามลําดับ

 การกอใหเกิดโรคหรืออาการของ AHPND ในกุงเกิดจากผลการทํางานของทอกซิน Pir ที่เชื้อ
แบคทีเรียผลิตและหล่ังออกมาภายนอกเซลลเทาน้ัน เน่ืองจากเม่ือใช Cell-Free Medium ท่ีมีเพียงทอกซิน 
Pir ทดสอบกับกุงพบวาสามารถทําใหเกิดอาการของโรค AHPND ได [6], [24] โดยกุงที่ไดรับทอกซิน 
Pir A และ B หรือ Pir B แสดงอาการของโรค แตกุงที่ไดรับเฉพาะทอกซิน Pir A ไมแสดงอาการ [24] 
มีรายงานวาโปรตีนทอกซินท้ัง 2 ชนิดน้ีมีรูปแบบการทํางานคลายคลึงกับทอกซิน Cry ท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย 
Bacillus thuringiensis ซ่ึงทําลายเซลลเปาหมายดวยการทําใหเกิด Pore-Forming เน่ืองจากโครงสราง
ของทอกซิน Pir B คลายกับ Domain I และ Domain II และ Pir A คลายกับ Domain III ของทอกซิน 
Cry ซ่ึงเขาจับกับตัวรับ (Receptor) บนเซลลเปาหมายเกิดเปน Complex แลวทําใหเกิด Pore-Forming 
ที่เซลลเปาหมาย รวมถึงเปนการสงสัญญาณ (Signal Transduction Pathway) กระตุนใหเกิดการตาย
ของเซลล (Cell Death) [24], [29] ดังนั้น การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิที่ทําใหการแสดงออกของยีน 
Pir A และ Pir B รวมถึงการผลิตโปรตีนทอกซิน Pir A และ Pir B เปลี่ยนแปลงไปก็จะสงผลตอ
ความรุนแรงในการเกิดโรค AHPND เชนกัน 

สรุปผลการวิจัย

จากการเก็บขอมูลอุณหภูมิของน้ําในรอบวันในบอเล้ียงกุงขาวตลอดป พ.ศ. 2560 สามารถแบงการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิได 3 รูปแบบ คือ (1) ชวงอุณหภูมิปกติ (24 - 30 oC) (2) ชวงอุณหภูมิตํ่า (22 - 27 oC) และ 
(3) ชวงอุณหภูมิผันแปร (22 - 30 oC) โดยเมื่อนําขอมูลดังกลาวมาตั้งโปรแกรมในการเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย 
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V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND พบวากราฟการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไมตางกัน 
แตมีความแตกตางในระยะเวลาชวง Lag Phase และรูปแบบของอัตราการเจริญจําเพาะมีความแตกตางกัน 
โดยเม่ืออุณหภูมิมีความแตกตาง 3 oC จะทําใหแบคทีเรียมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด นอกจากน้ีรูปแบบ
อุณหภูมิในการเลี้ยงที่แตกตางกันยังสงผลตอ Extracellular Protein รวมถึงทอกซิน Pir ที่แบคทีเรีย
ผลิตและหลั่งออกภายนอกเซลล โดยพบวาการเล้ียงภายใตชวงอุณหภูมิผันแปรที่มีการขึ้นลงของอุณหภูมิ
อยางฉับพลันจะสงผลใหมีการผลิตโปรตีนสูงสุด โดยสูงกวาชวงอุณหภูมิปกติและชวงอุณหภูมิตํ่าคิดเปน 
2 และ 3 เทา ตามลําดับ ผลการวิจัยคร้ังน้ีแสดงใหเห็นวาอุณหภูมิเปนปจจัยสําคัญท่ีสงผลตอการเจริญเติบโต
และการผลิตโปรตีนของแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สายพันธุกอโรค AHPND เน่ืองจากโปรตีนทอกซิน 
Pir เปนตัวแปรหลักในการทําใหเกิดโรคหรือความรุนแรงของโรค AHPND ดังน้ัน ขอมูลน้ีเปนขอมูลพ้ืนฐาน
สําคัญที่ชวยในการจัดการระบบการเลี้ยงหรือการจัดการฟารมกุงเพื่อลดความสูญเสียจากโรค AHPND
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