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บทคัดย่อ: เชื ้อแบคทีเรียมีความสำคัญในบ่อเลี ้ยงกุ ้ง ซึ ่งมีทั ้งเชื ้อแบคทีเรียที่มีประโยชน์และเชื ้อแบคทีเรียก่อโรค  งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาต้นแบบเครื่องตรวจหาปริมาณของเช้ือแบคทีเรียในบ่อเลี้ยงกุ้ง ที่สามารถตรวจได้โดยเกษตรกร สามารถรู้ผลการ
ตรวจได้อย่างรวดเร็ว เพื่อนำผลการตรวจที่ได้ไปใช้ในการบริหารจัดการบ่อเลี้ยงได้อย่างทันท่วงที การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา
ต้นแบบการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio ในบ่อเลี้ยงกุ้ง ต้นแบบดังกล่าวเกิดจากจากการพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสำหรบั
เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio เรียกว่า modified TCBS (MTCBS) โดยทำการทดสอบความจำเพาะของอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS 
ต่อเชื้อ Vibrio พบว่ามีเพียงเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio เท่านั้นที่เจริญเติบโตในอาหาร MTCBS ที่พัฒนาขึ้นได้ ร่วมกับการพัฒนา
เครื่องตรวจติดตามวัดเชื้อแบคทีเรียอัตโนมัติ bacterial growth tracker (BGT) ซึ่งเป็นระบบอัจฉริยะในการอ่านผลการเพิ่มจำนวนของ
เชื้อแบคทีเรียด้วยเทคโนโลยีแสง และบันทึกข้อมูลการเพิ่มจำนวนเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบอัตโนมัติ  ซึ่งมีส่วนประกอบที่
สำคัญ 2 ส่วนคือ (1) ส่วนท่ีเป็น incubator shaker ที่มีช่องสำหรับใส่หลอดอาหารเลี้ยงเช้ือ ที่ 30 องศาเซลเซียส และ (2) ส่วนอ่านผล
ที่เป็นเซ็นเซอร์วัดค่าการส่องผ่านของแสงเพื่อวัดความขุ่นของอาหารเหลว MTCBS ที่เกิดจากการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม 
Vibrio ส่งไปแสดงที่หน้าจอโดยแปลงผลความขุ่นท่ีได้เป็นความเข้มข้นของเชื้อที่มีอยู่ สามารถอ่านผลแบบ real time ได้  การศึกษานี้ได้
ประสบความสำเร็จในการพัฒนาต้นแบบเครื่อง BGT ในระดับห้องปฏิบัติการ ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ MTCBS ทดสอบการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio ในตัวอย่างน้ำ เปรียบเทียบระหว่างเครื่อง BGT กับการอ่านผลด้วยเครื่อง spectrophotometer ให้ผลการ
ทดสอบไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.01) โดยการศึกษาต่อไปจะนำต้นแบบเครื่อง BGT ไปทดลองใช้ในงานภาคสนาม  
คำสำคัญ: เครื่องวัดเชื้อแบคทีเรียอัตโนมัติ; เชื้อวิบริโอ; modified TCBS; bacterial growth tracker (BGT); บ่อเลี้ยงกุ้ง 
 
ABSTRACT: Bacteria is major microorganism in the shrimp pond, which can be both beneficial and pathogenic 
bacteria. The smart device called “bacterial growth tracker (BGT)” to detect growth of bacteria in shrimp farm that 
can be performed by farmers, resulting to apply the pond management in a timely manner has been developed. 
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The objective of this study was to develop a detection method of Vibrio species in shrimp ponds. The modified 
liquid medium for Vibrio (MTCBS) has been developed and tested to be able to grow only Vibrio species tested. 
The selective MTCBS medium was then combined with BGT to detect growth of Vibrio spp. BGT is composed of two 
major parts: (1) the incubator shaker with a compartment for a medium tube and with a temperature control set at 
30oC (2) the light transmittance sensor to measure turbidity of medium culture caused by bacterial growth and 
record the light transmittance in real time at every five minutes of interval. The selective MTCBS medium for Vibrio 
has been used in BGT device to determine Vibrio counts in the shrimp culture water. The Vibrio bacterial growth 
test was compared between the BGT and the spectrophotometer in laboratory. This study has successfully 
developed a prototype BGT that can be further used in the farm.  
Keywords: smart bacterial detection device; vibrio species; modified TCBS; bacterial growth tracker (BGT); shrimp 
pond 
        
บทนำ  
 เชื้อแบคทีเรียในกุ้งทีก่่อให้เกิดผลเสียหายต่อการเพาะเลี้ยงกุ้งและผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้ง คือ โรควิบริโอ
ซิส (Vibriosis) ซึ่งเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio spp. (Vandenberghe et al., 2003) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็น
แท่งโค้ง (curved rod shape) ใช้แฟลกเจลลาในการเคลื่อนท่ี อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต คือ 18 – 37 องศาเซลเซียส เช้ือ
แบคทีเรีย Vibrio จัดเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม microflora สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติและบ่อเลีย้งกุ้ง และจะกลายเป็นแบคทีเรยีที่ฉวย
โอกาส เมื่อกุ้งอ่อนแอจากความเครียดและก่ออันตรายต่อกุ้งได้ (Ruangpan and Kitao, 1991; Otta et al., 1999) มรีายงานการตรวจ
พบเชื้อแบคทีเรีย Vibrio ต่าง ๆ ในการเพาะเลี้ยงกุ้ง เช่น กุ้งติดเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มอีัตราการตายสูง กุ้งกินอาหาร
น้อยลง ลอกคราบได้ช้าลง ตับและตับอ่อนผิดปกติ สีเนื้อจะขุ่น กุ้งเกาะขอบบ่อ ตัวกุ้งจะมีจุดและตะกอนเกาะตามผิวและเปลือก  เมื่อ
ตรวจสอบทางเนื้อเยื่อพบส่วนตับและตับอ่อนถูกทำลาย (Robert-Pillot et al., 2010) ในกรณีกุ้งติดเชื้อ V. harveyi มีอาการลอยตาม
ขอบบ่อ ไม่กินอาหารหรือกินอาหารได้น้อยลง สีลำตัวจะขุ่น เหงือกมีสีดำ ตับสีซีด พบอัตราการตายสูงในกุ้งระยะวัยอ่อนถึงวัยรุ่น และ
ถ้าเกษตรกรพบกุ้งเกยตามขอบบ่อ จะพบกุ้งเรืองแสงในเวลากลางคืน ที่เกิดจากปฏิกิริยาทางเคมีของเอ็นไซม์ ลูซิเฟอเรส (Luciferase) 
(Baticados et al., 1990; Thaithongnum et al. 2006) ส่วน V. vulnificus เป็นสาเหตุทำให้เกิดเสี้ยนดำในกุ้ง (black splint) จะมี
การสะสมเม็ดสี (melanin) ที่บริเวณรอยต่อระหว่างเปลือกของแต่ละปล้องหรือบริเวณใต้แพนหาง (Dalsgaard and Hoi, 1997)  
 การตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Vibrio ในห้องปฏิบัติการมีหลายวิธีการ เช่น การทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่จำเพาะต่อเชื้อ Vibrio 
คือ thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose (TCBS) agar เป็นอาหารเลี้ยงเช้ือแบบวุ้นแข็ง (Baticados et al., 1990; Simidu et al., 
1980) เมื่อเชื้อแบคทีเรียเจริญจะให้โคโลนีสีเขียวหรือเหลือง ขึ้นอยู่กับความสามารถในการใช้น้ำตาล sucrose ของแต่ละสายพันธุ์ 
(Thompson et al., 2004) ใช้ระยะเวลาในการรอผลทดสอบนาน 24 ชั่วโมง ต่อมาได้มีการพัฒนาการใช้เทคนิคด้านชีวโมเลกุลเพื่อ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของแบคทีเรีย เช่น เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) วิธีการตรวจมีความไวและความจำเพาสูง และ
ใช้ระยะเวลาทดสอบน้อยลง (Wei et al., 2014) อย่างไรก็ตามวิธีการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการดังกล่าว ต้องการบุคลากร
ที่มีประสบการณ์สูง และอุปกรณ์เครื่องมือที่ใช้ตรวจวัดราคาแพง เช่น เครื่อง thermal cycler จึงเป็นข้อจำกัดของวิธีการตรวจ ต้องส่ง
ตัวอย่างตรวจในห้องปฏิบัติการทำให้ไม่สามารถใช้ในการเฝ้าระวังได้ทันท่วงที หรือไม่สามารถตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรียในบ่อเลี้ยงกุ้งได้
ตลอดเวลาเพื่อการเฝ้าระวังล่วงหน้า 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือพัฒนาต้นแบบเครื่องตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรียอัตโนมัติ (bacterial growth tracker; BGT) 
เพื่อตรวจหาปริมาณของเชื้อ Vibrio ในบ่อเลี้ยงกุ้ง เครื่องต้นแบบ BGT นี้ เป็นการรวมการทำงานของเครื่องบ่มแบบเขย่า (shaking 
incubator) และระบบแสงที่ใช้ในการวัดค่าการส่องผ่านและค่าการดูดกลืนของแสงจากความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกิดจากการเพิ่ม
จำนวนของเชื้อแบคทีเรีย ทำให้ไม่ต้องนำตัวอย่างออกมาวัดภายนอก ลดการปนเปื้อนเมื่อต้องนำตัวอย่างออกมาวัด สามารถทำการวัด
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได้หลายตัวอย่างพร้อมกัน เป็นเครื่องมือชนิดแรกที่ใช้ในการตรวจวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรียแบบ real-
time ผู้ใช้งานหรือเกษตรกรสามารถทำการทดสอบได้ด้วยตนเอง และนำข้อมูลปริมาณเชื้อแบคทีเรียมาประกอบการตัดสินใจในการ
ป้องกันหรือแก้ปัญหาในบ่อเลี้ยงกุ้งได้อย่างทันท่วงที โดยในการศึกษาครั้งนี้ ประกอบด้วย (1) การพัฒนาอาหารเหลวสำหรับเลี้ยงเชื้อ 
Vibrio เรียกว่า modified TCBS (MTCBS) และ (2) การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างเครื่องตรวจติดตามวัดเชื้อแบคทีเรียอัตโนมัติ 
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และวิธีการตรวจวัดในห้องปฏิบัติการดว้ยเครือ่งบ่มแบบเขย่า และตดิตามการเจริญของเชื้อแบคทีเรียดว้ยการวัดความขุ่นของการดูดกลนื
แสงด้วยเครื่อง spectrophotometer  
 
วิธีการศึกษา  
1. การพัฒนาเคร่ืองตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรียอัตโนมัติ (bacterial growth tracker; BGT) 

เครื่อง BGT จะถูกแบ่งส่วนการทำงานออกเป็นระบบควบคุมอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Vibrio ซึ่งประกอบไปด้วยตัว
ทำความร้อน (Heater) และพัดลมที่ใช้ในการกระจายความร้อนให้กับส่วนของตู้เลี้ยงเชื้อ ระบบการเขย่าแบบหมุน (Orbital shaker) 
ประกอบไปด้วยมอเตอร์ที่ใช้ในการออกแรงในการหมุนเขย่า เฟื่องเปลี่ยนทิศทางในการเขย่า (Gear box) และกลไกเพลาข้อเหวี่ยงที่ใช้
ในการกำหนดระยะชัก (Stroke) ในการเขย่า เพื่อเขย่าถาดใส่หลอดทดลองในขณะทำการเลี้ยงเชื้อ โดยที่ถาดจะมีช่องใส่หลอดทดลอง
จำนวน 24 ช่อง และในแต่ละช่องจะมีเซ็นเซอร์วัดค่าการส่องผ่านของแสงจำนวน 24 ชุด มีแหล่งกำเนิดแสงแบบไดโอดเปล่งแสง (LED) 
24 หลอดติดตั้งอยู่บนแผ่นวงจรแหล่งกำเนิดแสงทางด้านซ้ายของช่องใส่หลอดทดลอง และเซ็นเซอร์แสง 24 ตัว ติดตั้งอยู่บนแผ่นวงจร
เซ็นเซอร์แสงทางด้านขวาของหลอดทดลอง วัดการส่องผ่านของแสงโดยเมื่อมีการเปิดแหล่งกำเนิดแสง  แสงจากแหล่งกำเนิดแสงจะ
เคลื่อนที่เข้าไปในท่อนำแสง (Light guide) ทางด้านแหล่งกำเนิดแสง จากนั้นแสงจะเคลื่อนที่ผ่านหลอดทดลองผ่านอาหารเลี้ยงเชื้อใน
หลอดทดลอง เข้าไปยังท่อนำแสงทางด้านเซ็นเซอร์แสงหลังจากนั้นสัญญาณที่ได้รับจะถูกส่งต่อไปยังชุดควบคุมทางอิเล็กทรอนิกส์ ของ
เครื่องเพื่อท่ีจะนำค่าที่ได้ไปแสดงในส่วนของการแสดงผล 

การวัดค่าการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Vibrio เมื่อแบคทีเรียเกิดการเจริญเติบจะเกิดการแบ่งตัวของเซลล์แบคทีเรีย เพิ่ม
จ านวน (Harry et al., 2006) ทำให้เกิดความขุ่นในอาหารเลี้ยงเชื้อ สามารถทำการวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยอาศัยดูค่าการ
ส่องผ่านของแสง (Transmittance) เมื่อแบคทีเรียแบ่งตัวมากแสงที่สามารถส่องผ่านอาหารเลี้ยงเชื้อได้จะถูกลดทอนลงไปเรื่อย  ๆ 
เนื่องจากการกระเจิงของแสงและการดูดกลืนของแสงเมื่อเคลื่อนที่ผ่านอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียและเซลล์แบคทีเรีย โดยค่าการส่องผ่าน
จะสามารถคำนวนได้จากกฎของเบียร์และแลมเบิร์ต (Beer-Lambert law)  
 
 
 
 
 
 

ภาพเปรียบเทียบการลดทอนของแสงท่ีส่องผ่านอาหารเลีย้งเช้ือเมื่อเกิดการเจรญิเติบโตของแบคทีเรยี 
 

T = IT/I0 
%T = 100(IT/I0) 

โดยที่ T คือค่าการส่องผ่านของแสง, IT คือค่าความเข้มแสงที่ผ่านสารละลาย และ I0 คือค่าความเข้มแสงก่อนผ่านสารละลาย 
และค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่สามารถคำนวนได้จากค่า Transmittance ดังต่อไปนี้ 

 
A = log10 (1/T) 

หรือ A = log10 (I0/IT) 
เครื่อง BGT มีการความคุณอุณหภูมิและความเร็วรอบให้คงที่ การอ่านค่าความขุ่นในแต่ละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ สร้างจาก

สมการสอบเทียบ (calibration equation) ด้วยสารละลาย McFarland และสอบเทียบค่าความขุ่นจากการตรวจวัดของเครื่อง BGT ใน
ทุกตำแหน่งของหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือในเครื่องทั้ง 24 หลอด กับเครื่อง spectrophotometer นำค่าความขุ่นที่วัดได้จากเครื่อง BGT มา
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หาความสัมพันธ์กับค่าที่วัดได้จากเครื่อง spectrophotometer ได้สมการโพลิโนเมียล (AX2+BX+C) ที่จำพาะของแต่ละหลอด ทั้ง 24 
หลอกภายในเครื่อง ด้วยวิธีการนี ้ทำให้เครื่อง BGT มีความถูกต้อง เที่ยงตรง และแม่นยำในการอ่านค่าความขุ่นที่เกิดจากการเพิ่มจำนวน
ของเชื้อแบคทีเรียจากทุกหลอด ตามการทดสอบที่ได้ทำการออกแบบไว้ (Ratkowsky, 1982; Duetza and Witholta, 2001)  
2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS 
 ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS ที่จำเพาะสำหรับเชื้อกลุ่ม Vibrio เท่านั้น โดยเลียนแบบส่วนประกอบท่ี
สำคัญมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่แบบวุ้นแข็ง TCBS โดยเอา pH indicator (bromothymol blue และ thymol blue) และ agar ออก 
ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อปริมาตร 1 ลิตร ประกอบด้วย sucrose 20 กรัม,  sodium chloride 10 กรัม, sodium thiosulfate 10 กรัม, 
sodium citrate 10 ก ร ั ม , meat peptone 5 ก ร ั ม , casein peptone 5 ก ร ั ม , yeast extract 5 ก ร ั ม , ox bile 5 ก ร ั ม , ferric 
ammonium citrate 1 กรัม นำส่วนประกอบอาหารเหลวผสมน้ำปรมิาตร 1 ลิตร มาต้ม และให้เดือดนาน 1 นาที รอให้อาหารเหลวเยน็
ลง และเก็บรักษาในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส  
3. การทดสอบความจำเพาะของอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS 
 การทดสอบความจำเพาะของอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS ด้วยเชื้อแบคทีเรีย 5 ชนิด คือ V. parahaemolyticus, V. 
harveyi, Escherichia coli, Bacillus subtilis และ Shewanella khirikhana นำเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด มาเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 
tryptic soy broth (TSB) เติม 1.5% NaCl ในเครื่องบ่มแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง (Rattanama 
et al., 2009; Sritunyalucksana et al., 2005; Prachumwat et al., 2020) จากนั้นปรับปริมาณเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดให้ได้ค่าการ
ดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.05 ในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS 
และอาหารเหลว TSB เติม 1.5% NaCl มีปริมาตรรวม 15 มิลลิลิตร นำเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด มาเลี้ยงในเครื่องบ่มแบบเขย่า ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทดสอบ 3 ซ้ำ ในแต่ละเชื้อที่นำมาทดสอบ และนำมาวัดความขุ่น (OD600) ของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทเีรีย
ทุกช่ัวโมง เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง 
4. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างเคร่ือง bacterial growth tracker (BGT) และวิธีการตรวจวัดในห้องปฏิบัติการ 
 นำเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มาเลี้ยงในอาหารเหลว TSB เติม 1.5% NaCl ในเครื่องบ่มแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นนำมาเจือจางแบบเป็นระดับ 10 เท่า (10-fold dilution) เพื่อนับปริมาณแบคทีเรียด้วย
วิธี plate count และนำ 0.5 มิลลิลิตรของเชื้อปริมาณ 102, 103 และ 104 CFU/ml เติมลงไปในอาหารเหลว MTCBS ที่มีปริมาตรรวม 
15  มิลลิลิตร ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ ในแต่ละปริมาณของเช้ือที่ทดสอบ แบ่งชุดการทดลองเป็น 2 ชุด คือ ชุดที่ 1 นำไปเลี้ยงในเครื่องบ่ม
แบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 120 รอบ/นาที และวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเช้ือ (OD600) ทำการวัดความขุ่น
ทุกช่ัวโมง เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง และชุดที่ 2 นำไปเลี้ยงในเครื่อง BGT อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วระดับ 2 (120 รอบ/
นาที) ทำการเปรียบเทียบผลความขุ่นการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ที่นำมาเลี้ยงในเครื่องบ่มแบบเขย่าและเครื่อง 
BGT 

5. การศึกษาผลของความเค็มของน้ำในบ่อเลี้ยงกุ้งต่อการตรวจวัดเชื้อ Vibrio 
 นำเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มาเพิ่มจำนวนเชื้อในอาหารเหลว TSB เติม 1.5% NaCl ในเครื่องบ่มแบบเขย่า ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นนำมาเจือจางแบบเป็นระดับ 10 เท่า (10-fold dilution) เพื่อนับปริมาณ
แบคทีเรียด้วยวิธี plate count นำเชื ้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ปริมาณ 102, 103 และ 104 CFU/ml มาผสมกับน้ำเค็ม
ปลอดเชื้อที่ 10 ppt เป็นตัวแทนตัวอย่างน้ำจากบ่อเลี้ยงกุ้งที่ความเค็มต่ำ และ 30 ppt เป็นตัวแทนตัวอย่างน้ำจากบ่อเลี้ยงกุ้งที่ความ
เค็มสูง และนำน้ำเค็มที่ผสมเช้ือแบคทีเรยี ของแต่ละปริมาณของเชื้อ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเหลว MTCBS ที่มีปริมาตร
รวม 15 มิลลิลิตร ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ ด้วยเครื่อง BGT ภายใต้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วระดับ 2 (120 รอบ/นาที) 
เปรียบเทียบผลความขุ่นการเจริญของเชื้อแบคทีเรียระหว่างหลอดอาหารที่มีปริมาณเชื้อเพียงอย่างเดียวและหลอดอาหารที่มีตัวอย่าง
น้ำเค็มผสมกับเชื้อ V. parahaemolyticus 
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6. การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อ Vibrio ในตัวอย่างน้ำจากบ่อเลี้ยงกุ้ง ด้วยเคร่ือง bacterial growth tracker (BGT) 
และวิธีการตรวจวัดในห้องปฏิบัติการ 
 นำตัวอย่างน้ำจากบ่อเลี ้ยงกุ ้ง จำนวน 5 ตัวอย่าง มานับปริมาณแบคทีเรียด้วยวิธี plate count และแบ่งปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ ทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ MTCBS ที่มีปริมาตรรวม 15 มิลลิลิตร แบ่งออกเป็น 2 ชุดการทดลอง เพื่อ
เปรียบเทียบระหว่างการตรวจวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยเครื่อง BGT ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วระดับ 2 
(120 รอบ/นาที) และดว้ยวิธีการตรวจวดัทางหอ้งปฏิบัติการ คือ น ามาเลีย้งในเครื่องบ่มแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 120 รอบ/นาที ร่วมกับวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเช้ือ (OD600) ทำการวัดความขุ่นทุกช่ัวโมง เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง 
7. การสิเคราะห์ทางสถิติ 

นำข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงของปริมาณเชื้อแบคทีเรียในแต่ละความเข้มของ ของแต่ละชั่วโมง มาตรวจสอบการกระจายตัวของ
ข้อมูล หากมีการกระจายตัวของข้อมูลแบบปกติ (Normal distribution) จะนำข้อมูลมาวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวและ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของแต่ละกลุ่มด้วย One-way ANOVA และ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ หากข้อมูลไม่ได้มีการแจกแจงแบบปกติจะใช้วิธีวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยแต่ละกลุ่มด้วยวิธี Kruskal-
Wallis test และนำข้อมูลค่าดูดกลืนแสงของแต่ละตัวอย่าง ที่วัดด้วยเครื่อง BGT และด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ (เครื่องบ่มแบบเขย่า + 
spectrophotometer; OD600) มาวิเคราะห์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson’s correlation coefficient; r) โดยโปรแกรมสถิติ
สำเร็จรูป SPSS (Neter et al., 1996) 
 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ผล  
1. การทดสอบความจำเพาะของอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS  

วิธีการที่ใช้ในการตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียด้วยเครื่อง BGT (Figure 1) ใช้หลักการในการวัดความขุ่น เมื่อ
เชื้อแบคทีเรียเพิ่มจำนวนมากขึ้น ทำให้อาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุ่นมากขึ้น ค่าที่วัดได้จะแปรผันตรงกับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย ที่เพิ ่มขึ้น 
อาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับเครื่อง BGT จึงต้องมีการปรับสภาวะให้เหมาะสม ในการศึกษานี้ ได้พัฒนาอาหารเลี้ยงแบบเหลวสำหรับเช้ือกลุ่ม 
Vibrio เรียกว่า modified TCBS (MTCBS) โดยเลียนแบบส่วนประกอบที่สำคัญมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นแบบวุ้นแข็ง โดยเอา pH 
indicator คือ bromothymol blue และ thymol blue และวุ้นแข็งออก เนื่องจากเป็นการรบกวนการวัดของเซ็นเซอร์แสง (LED) ที่
ติดตั้งในช่องใส่หลอดตัวอย่าง ดังนั้นเพื่อเป็นการยืนยันว่าอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว MTCBS ที่พัฒนาขึ้น มีความจำเพาะกับเชื้อกลุ่ม 
Vibrio เท่านั้น นำมาทดสอบความจำเพาะด้วยเช้ือแบคทีเรีย 5 ชนิด ที่พบได้ในบ่อเลี้ยงกุ้ง คือ V. parahaemolyticus, V. harveyi, E. 
coli, B. subtilis และ S. khirikhana พบว่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิดที่ทดสอบ มีการเพิ่มจำนวนในอาหารเหลว TSB ได้ดี ในขณะที่มี
เพียงเช้ือกลุ่ม Vibrio เท่านั้น ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือ MTCBS ที่พัฒนาขึ้นได้ คือ V. parahaemolyticus และ V. harveyi  (Figure 
2) โดยทีเ่ชื้อ E. coli, B. subtilis และ S. khirikhana ในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลว MTCBS ที่พัฒนาขึ้น สามารถวัดความขุ่นที ่OD600 
อยู่ระหว่าง 0.05 – 0.105 (Figure 2) และไม่พบเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี plate count แสดงให้เห็นว่าอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลว MTCBS 
มีความจำเพาะสำหรับการตรวจวัดเช้ือกลุ่ม Vibrio เท่านั้น 
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Figure 1 a. A smart device called “bacterial growth tracker (BGT)”, b. interior design of BGT is composed of tube 

rack (24 x 50 ml), heater, shaker and LED sensors, c. a modified liquid medium for Vibrio species (MTCBS 
broth) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Specificity of a modified culture medium for Vibrio species (TCBS broth). TSB was used as a control for all 

tested bacteria, and the optical density was measured every hour at 600 nm by spectrophotometer. Vibrio 
parahaemolyticus (Vp), Escherichia coli (Ec), Bacillus subtilis (Bs) and Shewanella khirikhana (Sw) 

a b

c
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2. การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างเคร่ือง Bacterial growth tracker (BGT) และวิธกีารตรวจวัดในห้องปฏิบัติการ 

 จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมา พบว่าเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio ที่ปริมาณ 104 CFU/ml ในน้ำจากบ่อเลี้ยงกุ้ง มีผลต่อการ

ตายของกุ้งในบ่อเลี้ยง (Sung et al., 2001) และหากปล่อยให้ปริมาณเชื้อแบคทีเรียในบ่ออยู่ในระดับสูง 104 CFU/ml เป็นเวลา 10 วัน

ขึ้นไป กุ้งในบ่อเกิดปัญหาด้านสุขภาพ (Raungpan et al. 1995) นอกจากนี้ผลจากการทดลองวิธีการติดเชื้อด้วยการแช่ (immersion 

challenge) ด้วยเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สายพันธุ์ก่อโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน (acute hepatopancreatic 

necrosis disease; AHPND) ที่ 103 CFU/ml สามารถทำให้กุ้งตาย 100% ภายในเวลา 4 วัน (Joshi et at., 2014) ดังนั้นการตรวจพบ

เชื้อแบคทีเรียที่มีปริมาณน้อย และรวดเร็ว เกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้งสามารถใช้เป็นข้อมูลเพื่อนำมาประกอบการตัดสินใจ แก้ปัญหาในบ่อเลี้ยง

กุ้งได้อย่างทันท่วงที ในการศึกษานี้ นำเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ปริมาณ 102 ถึง 104 CFU/ml มาทดสอบในอาหารเลี้ยง

เชื้อแบบเหลว MTCBS เปรียบเทียบการตรวจวัดด้วยเครื ่อง BGT และ วิธีการตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการ (เครื่องบ่มแบบเขย่า + 

spectrophotometer OD600) ดังแสดงใน Figure 3 การตรวจวัดด้วยเครื ่อง BGT สามารถแยกความแตกต่างของปริมาณเช้ือ

แบคทีเรียที่ทดสอบ 102 ถึง 104 CFU/ml (p < 0.05) ได้เช่นเดียวกับการตรวจวัดด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ ถึงแม้ว่าการตรวจวัดด้วย

เครื่อง BGT เริ่มตรวจวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 104 CFU/ml ทีไ่ด้ 4 ช่ัวโมง ช้ากว่าในหลอดอาหารเลี้ยง

เชื้อที่มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียเท่ากันเมื่อนำมาตรวจวัดด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ (3 ช่ัวโมง) เมื่อนำมาวิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่า การวัด

ความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยเครื่อง BGT มีความสัมพันธ์ทางบวกเช่นเดียวกับวิธีการตรวจวัดในห้องปฏิบัติการ ด้วยค่าสัมประสิทธ์ิ

สหสัมพันธ์ 0.925 มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.01 แสดงให้เห็นว่าการตรวจวัดปริมาณเช้ือแบคทีเรียด้วยเครื่อง BGT สามารถนำไปใช้

งานได้ใกล้เคียงกับวิธีทางห้องปฏิบัติการ 

3. การศึกษาผลของความเค็มของน้ำในบ่อเลี้ยงกุ้งต่อการตรวจวัดเชื้อ Vibrio 
 ความเค็มเป็นหนึ่งในปัจจัยจากบ่อเลี้ยง มีผลต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio (Prayitno and Latchford, 1995) 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบผลของความเค็มในน้ำเลี้ยงกุ้งต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio ด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือแบบ

เหลว MTCBS ที่พัฒนาขึ้น โดยเลือกตัวอย่างน้ำเค็มที่ระต่ำ (10 ppt) เป็นตัวแทนบ่อเลี้ยงกุ้งในเขตพื้นที่ภาคกลาง และที่ความเค็ม

ระดับสูง (30 ppt) เป็นตัวแทนบ่อเลี้ยงกุ้งในเขตพื้นที่ริมชายฝั่งทะเล นำมาผสมกับเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ที่ทราบ

ปริมาณแน่นนอน (102 ถึง 104 CFU/ml) นำไปเลี้ยงในเครื่อง BGT ผลการทดสอบพบว่าตัวอย่างน้ำ ทั้งตัวอย่างน้ำท่ีความเค็มระดับ 10 

ppt และ 30 ppt ผสมเชื้อ V. parahaemolyticus ในแต่ละความเข้มข้น ใช้ระยะเวลาในการเจริญไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 

ให้ผลเช่นเดียวกับหลอดทดลองที่มีเชื้อแบคทีเรียเพียงอย่างเดียว (Figure 4) เมื่อนำมาวิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่า การวัดความขุ่นของ

อาหารเลี้ยงเชื้อในตัวอย่างน้ำที่ความเค็มระดับ 10 ppt และ 30 ppt ที่ผสมเชื้อ V. parahaemolyticus มีความสัมพันธ์ทางบวก

เช่นเดียวกับหลอดทดลองที่มีเชื้อแบคทีเรียเพียงอย่างเดียว ด้วยค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 0.998 และ 0.997 ตามลำดับ มีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ระดับ 0.01 แสดงให้เห็นว่าความเค็มในบ่อเลี้ยงกุ้งที่มีความเค็มต่ำและสูงไม่มีผลกระทบในการวัดปริมาณเชื้อด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือ

แบบเหลว MTCBS ที่พัฒนาขึ้นและตรวจวัดด้วยเครื่อง BGT 
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Figure 3 Comparison of V. parahaemolyticus (104 to 102 CFU/ml) growth in MTCBS broth were measured turbidity 

every hour a) by spectrophotometer and b) by BGT (1.00E+04: V. parahaemolyticus 104 CFU/ml, 1.00E+03: 
V. parahaemolyticus 103 CFU/ml and 1.00E+02: V. parahaemolyticus 102 CFU/ml) 
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4. เปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Vibrio ตัวอย่างน้ำเลี้ยงกุ้ง ในระดับห้องปฏิบัติการ 
ตัวอย่างน้ำจากบ่อเลี้ยงกุ้ง ทั้งหมดจำนวน 5 อย่าง นำมาหาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Vibrio รวม ด้วยวิธี plate count พบ

ปริมาณเชื้อตั้งแต่ 2.2  0.5 x 102 ถึง 4.8 2.2  0.5 x103 CFU/ml (Table 1) ซึ่งปริมาณเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวนี้อยู่ในปริมาณที่ไม่
ก่อให้เกิดปัญหาภายในบ่อเลี้ยง (Raungpan et al., 1995; Sung et al., 1999, 2001) เมื่อนำมาเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณเชื้อ
แบคทีเรีย Vibrio ในตัวอย่างน้ำ 5 ตัวอย่าง ด้วยเครื ่อง BGT และการตรวจวัดวิธีทางห้องปฏิบัติการ พบว่าเชื ้อแบคทีเรียมีการ
เจริญเติบโตที่ไม่แตกต่างกันในแต่ละตัวอย่าง และทั้งสองวิธีพบหลอดอาหารเริ่มขุ่นตั้งแต่ชั่วโมงที่ 6 ดังแสดงใน Figure 5 เมื่อนำค่า
ความขุ่นของแต่ละตัวอย่างมาวิเคราะห์ผลทางสถิติ ทั้งสองวิธีมีความสัมพันธ์ทางบวก ให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 0.913 – 0.988 มี
นัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.01 (Table 2) แสดงให้เห็นว่าเครื่อง BGT มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดปริมาณของเชื้อแบคทีเรียและ
สามารถนำไปประยุกต์ใช้ได้ในตัวอย่างภาคสนาม  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Effect of salinity at 10 and 30 ppt in water spiked with V. parahaemolyticus at 102 to 104 CFU/ml were 

grown in MTCBS broth by using BGT. (10 ppt+104 CFU/ml V. parahaemolyticus: salinity at 10 ppt spiked 
with 104 CFU/ml V. parahaemolyticus, 10 ppt+103 CFU/ml V. parahaemolyticus: salinity at 10 ppt spiked 
with 103 CFU/ml V. parahaemolyticus, 10 ppt+102 CFU/ml V. parahaemolyticus: salinity at 10 ppt spiked 
with 102 CFU/ml V. parahaemolyticus, 30 ppt+104 CFU/ml V. parahaemolyticus: salinity at 30 ppt spiked 
with 104 CFU/ml V. parahaemolyticus, 30 ppt+103 CFU/ml V. parahaemolyticus: salinity at 30 ppt spiked 
with 103 CFU/ml V. parahaemolyticus, 30 ppt+102 CFU/ml V. parahaemolyticus: salinity at 30 ppt spiked 
with 102 CFU/ml V. parahaemolyticus, V. parahaemolyticus 104 CFU/ml, 1V. parahaemolyticus 103 
CFU/ml and V. parahaemolyticus 102 CFU/ml) 
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Figure 5 Correlation coefficient analysis of Vibrio growth of absorbance measured by spectrophotometer versus 

absorbance values by BGT. The X axis represents absorbance measured by BGT and Y axis represents 
absorbance measure by spectrophotometer. R means correlation coefficient index 

 
Table 1 Total Vibrio count (CFU/ml) in water samples  

Sample No. Total Vibrio count (CFU/ml) 
1 3.8  1.3 x 102 
2 4.8  0.5 x 103 
3 6.3  0.9 x 102 
4 4.2  1.1 x 102 
5 2.2  0.5 x 102 
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Table 2 Pearson correlation coefficient (r) of Vibrio growth in water samples and absorbance measured by 
spectrophotometer versus absorbance values by BGT  

Sample No. r 
1 0.9713 
2 0.9878 
3 0.9134 
4 0.9591 
5 0.9820 

 
สรุป  

การตรวจวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Vibrio ด้วยอาหารเลี้ยงแบบเหลว MTCBS ร่วมกับเครื่อง BGT มีผลทดสอบใกล้เคียงกับ
วิธีการตรวจวัดในห้องปฏิบัติการ จากการศึกษาแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของวิธีการตรวจวัดด้วยเครื่อง BGT อย่างง่ายที่พัฒนาขึ้นนี้ 
สามารถนำไปการประยุกต์ใช้ตรวจติดตามปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุม่ Vibrio ในบ่อเลี้ยงกุ้ง โดยนำข้อมูลปริมาณเชื้อที่ได้ไปบริหารจัดการ
บ่อเลี้ยงหรือโรงเพาะฟักได้อย่างทันท่วงที และเกษรตรกรสามารถตรวจได้ตนเอง 
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