
บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การใชเทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) เพื่อศึกษากลุมจุลินทรียในระบบ
ทางเดินอาหารของกุงขาว (Penaeus vannamei) 
   

ทําการศึกษาวิธีการเตรียมลําไสของกุงขาวที่เหมาะสมจากการเปรียบเทียบการใช
น้ํายารักษาสภาพ 3 ชนิดคือ น้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต, น้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s fixative; 
33% of 95% ethanol, 22% of 100% formalin and 11.5% glacial  acetic  acid in distilled water) 
(Humason, 1972) และน้ํายา RNA friendly fixative (40.7% of 95% ethanol, 34.9% of 100% 
formalin and 2.2% NH4OH in distilled water) (Hasson et al., 1997) เพื่อศึกษากลุมจุลินทรียใน
ระบบทางเดินอาหารของกุงขาว (Penaeus vannamei) ดวยเทคนิค FISH 

 จากผลการทดลองพบวาการประสบความสําเร็จในการตรวจสอบแบคทีเรียดวย
เทคนิค FISH โดยการบดลําไสและการตัดเนื้อเยื่อลําไสของกุงขาว ทั้งนี้ขึ้นอยูกับปจจัยที่สําคัญคือ 
น้ํายารักษาสภาพและอุณหภูมิที่มีความเหมาะสมในการเก็บรักษาตัวอยางลําไส ที่จะทําใหเนื้อเยื่อ
ลําไสของกุงขาวมีโครงสรางของเนื้อเยื่อบุผิวลําไสที่สมบูรณ คงสภาพไดดีและรักษาเปาหมายของ
โพรบคือ 16S rRNA ภายในเซลลแบคทีเรียไวไมใหถูกทําลาย แบคทีเรียที่มีอยูในลําไสของกุงขาวที่
ตรวจพบมักเกาะรวมกันเปนกลุมอยูกับกอนของอาหาร ทั้งยังมีปริมาณที่หนาแนน บางสวน           
ก็กระจายอยูทั่วไปในบริเวณที่มีอาหาร ซ่ึงสอดคลองกับ Thimm และ Tebbe (2003) ที่ใชเทคนิค 
FISH โดยใชโพรบ EUB338 ที่มีความจําเพาะกับ 16S rRNA ของแบคทีเรีย ศึกษาการเกาะติดของ
แบคทีเรียที่มีอยูในลําไสและเนื้อเยื่อของ Folsomia candida (Collembola) ซ่ึงอยูในไฟลัม           
อารโทรพอด 
  จากผลการใชน้ํายารักษาสภาพสูตรดั้งเดิมที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อกุงขาวสําหรับ
เทคนิค in situ hybridization คือ น้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s fixative) ที่ใชศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา
โดยทั่วไป พบวาไมประสบความสําเร็จในการตรวจสอบแบคทีเรียดวยเทคนิค FISH บนเนื้อเยื่อ
ลําไสกุงขาว เนื่องจากน้ํายาดังกลาวมีความเปนกรดสูง (คาความเปนกรด-ดาง ประมาณ 3.5-4.0) มี
ผลใหอารเอ็นเอสลายได โดยเฉพาะอยางยิ่งหากมีการเก็บตัวอยางไวเปนเวลานานๆ (Hasson et al., 
1997) เชนเดียวกันกับการทดลองดวยน้ํายาที่มีการปรับใหเหมาะสมตอการรักษา RNA ในตัวอยาง
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ไวคือ RNA friendly fixative ซ่ึงมีคาความเปนกรด-ดาง ประมาณ 6.0-7.0 ก็พบวาน้ํายา RNA 
friendly fixative ไมสามารถชวยใหตรวจสอบแบคทีเรียบนเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวดวยเทคนิค FISH 
ไดเชนกัน ทั้งนี้สาเหตุอาจจะเนื่องมาจากความเขมขนของฟอรมาลินในน้ํายา RNA friendly 
fixative สูงเกินไปคือ มีฟอรมาลินเปนสวนประกอบถึง 34.9 เปอรเซ็นต ในขณะที่น้ํายาเดวิดสัน 
(Davidson’s fixative) มีฟอรมาลิน 22 เปอรเซ็นต ซ่ึงจากผลการทําเทคนิค FISH กับเชื้อแบคทีเรีย
บริสุทธิ์ที่ระดับความเขมขนของฟอรมาลินแตกตางกันพบวา หากเพิ่มความเขมขนของฟอรมาลิน
มากเกิน 10 เปอรเซ็นต เปนตนไป จะทําใหสัดสวนของจํานวนเซลลแบคทีเรียที่เรืองแสงลดลง โดย
ที่ยังมองเห็นเซลลเหลานั้นอยูแตเซลลไมมีการเรืองแสง (ผลการทดลองไมไดแสดง) ซ่ึงแสดงให
เห็นวาฟอรมาลินที่มีความเขมขนสูงอาจจะทําลายเปาหมายของโพรบได แตในขณะเดียวกัน หาก
ลดความเขมขนของฟอรมาลินต่ําเกินไป เมื่อนําไปรักษาสภาพเนื้อเยื่อกุงก็จะทําใหเนื้อเยื่อกุงเปอย
ยุย ไมสามารถคงสภาพได ดังนั้นการใชน้ํายารักษาสภาพเปนฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นตนั้น พบวามี
ความเหมาะสมที่จะรักษาสภาพเนื้อเยื่อกุงใหคงสภาพไดดี และรักษาเปาหมายสําหรับโพรบที่จะ
เขาไปจับในเซลลของแบคทีเรียคือ 16S rRNA เอาไวได ดังนั้นการเลือกน้ํายาสําหรับรักษาสภาพ
ตัวอยางจึงมีความสําคัญเปนลําดับแรก ซ่ึงตองมีความเหมาะสมที่จะรักษาสภาพทั้งเนื้อเยื่อกุงและ
เปาหมายของโพรบซึ่งก็คือ อารเอ็นเอในเซลลแบคทีเรียดวย 
  นอกจากนี้การเลือกใชโพรบที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง fluorescein (excitation 
wavelength = 492 nm, emission wavelength = 528 nm) พบวาสามารถชวยลดการเกิด 
autofluorescence ของตัวอยางเนื้อเยื่อที่ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ไดดี หากใชโพรบที่ติดฉลาก
ดวยสารเรืองแสงในกลุมของ rhodamine (excitation wavelength = 557 nm, emission wavelength 
= 576 nm) หรือ Cy3 (excitation wavelength = 550 nm, emission wavelength = 570 nm) (Moter 
and Gobel, 2000) จะทําใหเกิดการ autofluorescence ขึ้นไดมาก เนื่องจากชวงความยาวคลื่นที่ใชใน
การกระตุนทั้ง Cy3 และ rhodamine อาจจะไปชวยกระตุนใหวัตถุตางๆ เชน เศษอาหารในลาํไสของ
กุงเกิด autofluorescence ดังนั้นจึงควรเลือกชนิดของสารเรืองแสงใหเหมาะสมกับตัวอยางที่จะทํา
การตรวจสอบ 
  นอกจากนี้แลวการศึกษาครั้งนี้ยังพบวา เมื่อนําตัวอยางที่ตัดเนื้อเยื่อดวยความหนา
ประมาณ 3-5 ไมครอน ไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน epifluorescence ทําใหหาจุดโฟกัสของ
ตัวอยางไดคอนขางยาก ซ่ึงอาจเปนขอจํากัดของกลอง epifluorescence แบบธรรมดาที่ไมสามารถ
ตรวจสอบตัวอยางที่มีความหนาได ปญหาดังกลาวนี้สามารถแกไขไดโดยการใชกลองจุลทรรศนที่
มีความสามารถในการตรวจสอบการเรืองแสงของวัตถุที่มีความหนา ซ่ึงจะทําใหสามารถตรวจสอบ
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การเรืองแสงของตัวอยางที่มีความหนาระดับความลึกตามที่ตองการได ตัวอยางเชน Confocal laser 
scanning microscope (CLSM) (Trebesius et al., 2000) 
  จากผลการทดลองนี้ช้ีใหเห็นวาสามารถที่จะนําเอาเทคนิค FISH มาประยุกตใชใน
การตรวจสอบแบคทีเรียในลําไสของกุงขาวไดจากการเลือกใชน้ํายารักษาสภาพและอุณหภูมิที่มี
ความเหมาะสมในการเก็บรักษาตัวอยางลําไส แตยังมีขอจํากัดเรื่องความหนาของตัวอยางซึ่ง
สามารถแกไขดวยการใชกลองคอนโฟคอล เลเซอร สแกนนิง (Confocal laser scanning 
microscope) ซ่ึงจากขอมูลนี้เปนขอมูลพื้นฐานเพื่อศึกษาแบคทีเรียตางๆ ที่สนใจ เชน แบคทีเรีย   
โปรไบโอติก ซ่ึงสามารถติดตามดวยโพรบที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียที่สนใจในลําไสของกุงได 
 
4.2 การคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรีย 
 
  ทําการคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการเจริญในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีระดับของโซเดียมคลอไรดตางๆ สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่กอโรคแบคทีเรียใน      
กุงขาวคือ V. haveyi และ V. parahaemolyticus และยับยั้งการเจริญของ V. haveyi เมื่อนํามาเลี้ยง
รวมกัน (co-culture) เพื่อนําไปเลี้ยงกุงขาวตอไป 

จากผลการนําเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จํานวน 8 ชนิดคือ          
L. acidophilus TISTR 1034, L. brevis TISTR 855, L. casei TISTR 1304, L. plantarum TISTR 
050, Bacillus amyloliquefacien TISTR 1045, B. subtilis TISTR 008, B. coagulan TISTR 1456 
และ B. licheniformis ตามลําดับ เล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีระดับของความเขมขนของโซเดียม  
คลอไรดตางๆ คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต พบวา เชื้อทั้ง 8 ชนิดดังกลาวสามารถ
ทนตอความเขมขนของโซเดียมคลอไรดไดถึงระดับ 3 เปอรเซ็นต ของอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึง
จุดประสงคของการทดลองนี้คือ หากเชื้อสามารถเจริญบนอาหารที่มีความเขมขนของโซเดียม    
คลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต แสดงวาเชื้อสามารถเจริญในน้ําทะเลที่มีความเค็ม 15 สวนในพัน (ppt) ได 
ซ่ึงในการทดลองเลี้ยงกุงขาวใชน้ําทะเลที่มีความเค็ม 15 สวนในพัน (ppt)  

จากผลการทดสอบโดยใชวิธี agar well diffusion ดัดแปลงจาก Schillinger และ 
Lucke (1989) พบวา L. plantarum สามารถยับยั้ง V. harveyi และ V. parahaemolyticus ไดดีที่สุด 
ซ่ึงจากการทดลองพบวา L. plantarum สามารถยับยั้ง V.  harveyi โดยมีความกวางของ clear zone 
และกิจกรรมการยับยั้ง (Arbitary Unit) สูงที่สุด คือ 12.50 ± 0.50 มิลลิเมตร และ 50.00 ± 0.00 
AU/ml ตามลําดับ และสามารถยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus โดยมีความกวางของ clear zone และ
กิจกรรมการยับยั้ง (Arbitary Unit) สูงที่สุด คือ 12.83 ± 0.29 มิลลิเมตร และ 55.53 ± 9.58 AU/ml 
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ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) สอดคลองกับการ
รายงานของ Mahasawasde และคณะ (2003) ไดศึกษาถึงประสิทธิภาพของ Lactobacillus spp. ใน
การยับยั้งการเจริญของ V. harveyi ซ่ึงกอใหเกิดโรคเรืองแสงในกุงกุลาดํา พบวาเฉพาะสวน
ของเหลวที่ผานเยื่อกรอง (filtrate) ของ Lactobacillus spp. เทานั้นที่สามารถยับยั้ง V. harveyi ไดดี
ที่สุด และประสิทธิภาพของ L. plantarum มีผลในการยับยั้ง V. parahaemolyticus ไดดีที่สุด  

จากผลการทดสอบโดยใชวิธีเล้ียงเชื้อรวมกัน (co-culture) ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีการ
ของสุภฏา คีรีรัฐนิคมและคณะ (2543) โดยการนําเชื้อ L. plantarum ระดับความเขมขน 102, 103 
และ 104 CFU/ml ตามลําดับ เล้ียงรวมกับเชื้อ V. harveyi 103 CFU/ml พบวา L. plantarum ระดับ
ความเขมขน 104 CFU/ml มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ V. harveyi ระดับ
ความเขมขน 103 CFU/ml ได สวนเชื้อ L. plantarum ระดับความเขมขน 102 และ 103 CFU/ml      
ไมสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อV. harveyi ระดับความเขมขน 103 CFU/ml ได ซ่ึงมี
แนวโนมที่คลายคลึงกันกับการรายงานของ Vaseeharan และ Ramasamy (2003) ศึกษาถึง
ประสิทธิภาพของ B. subtilis BT23 ในการยับยั้งเชื้อกอโรคในกุงคือ V. harveyi ทั้งในหองทดลอง 
(in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) พบวา B. subtilis BT23 สามารถควบคุมการเจริญเติบโต
ของ V. harveyi  ไดดวยการทดสอบดวยวิธี agar well diffusion, วิธี co-culture และการทดสอบ
ความตานทานตอการเหนี่ยวนําใหเกิดโรค (challenge test) จากเชื้อ V. harveyi เชนกัน และไดมี
รายงานการทดลองเกี่ยวกับการนําสารที่ผลิตจาก L. plantarum มาใชประโยชนในอุตสาหกรรม
อาหารตางๆ ไดแก Anderssen และคณะ (1998) ไดทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของเชื้อ L. plantarum 
C11 ที่ผลิตสารเปปไทดแบคเทอริโอซิน 6 ชนิด คือ plantaricin A, E, F, J, K และ N ซ่ึงจากการ
ทดลองพบวา เมื่อนํา plantaricin E กับ F และ J กับ K มารวมกันในอัตราสวน 1:1 แลวนําไป
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งตอเชื้อทดสอบชนิดตางๆ เชน L. casei NCDO 2713, Pediococcus 
pentosaceus NCDO 390 และ Carnobacterium piscicola U 149 ซ่ึงพบวาสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ
ได แต plantaricin N ไมสามารถยับยั้งเชื้อดังที่กลาวมาแลวได จากการรายงานของ Van Reenen 
และคณะ (1998) ไดแยก L. plantarum 423 จาก Sorghum beer สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน ชนิด 
plantaricin 423 ซ่ึงสามารถยับยั้งแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและเชื้อกอโรค ไดแก Bacillus 
cereus, Clostridium spongenes, Enterococcus faecalis, Listeria spp. และ Staphylococcus spp. 
และไดกลาวถึงคุณลักษณะของ plantaricin 423 คือ สามารถคงสภาพที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
แตสูญเสียกิจกรรม 50 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และ 75 
เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที อยูในชวง pH 1.0 ถึง 10.0 สูญเสีย
กิจกรรมเมื่อมี pepsin, papain, α-chymotrypsin, trypsin และ proteinase K และมีขนาดประมาณ   
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3-5 kDa เปนตน Ogunbanwo และคณะ (2003) ไดทดลองแยก L. plantarum F1 และ L. brevis OG1 
จากอาหารหมัก Nigerian ซ่ึงผลิตสารแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรค เชื้อที่ทําใหอาหาร
เนาเสีย และแบคทีเรียแลกติกอีกหลายชนิด ไดแก Escherichia coli NCTC 10418, Enterococcus 
faecalis EF1 แตไมสามารถยับยั้ง Candida albicans ATCC 10231 และ Klebsiella sp. UCH 15 และ
ไดกลาวถึงคุณลักษณะของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อทั้ง 2 ชนิด คือ แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 
L. brevis OG1 สามารถคงสภาพตอความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที อยู
ในชวง pH 2.0-8.0 สวนแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก L. plantarum F1 สามารถคงสภาพตอความรอน
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที อยูในชวงเวลา pH 2.0-6.0 สําหรับ mitomycin C 
และแสง UV ไมมีผลตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซินทั้ง 2 ชนิด ขณะที่การสกัดดวย chloroform จะ
ทําลายกิจกรรมแบคเทอริโอซินทั้ง 2 ชนิดนี้ เปนตน นอกจากนั้นแลว Lactobacillus spp. ชนิดอื่น          
ก็สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดเชนกัน ดังรายงานของ Tahara และคณะ (1996) พบวา                
L. acidophilus JCM 1132 สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินชนิดหนึ่งที่เรียกวา acidocin J 1132 ที่
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดอื่นได เชน L. brevis, L. casei, L. fermentum และ 
L. plantarum ซ่ึงไดทําการทดลองเลี้ยง L. acidophilus ในอาหาร MRS broth ที่ปราศจาก meat 
extract ที่ pH 5.0 และในสภาพที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในถังหมักที่มีการกวนตลอดเวลา   
ทําการวัดการเจริญเติบโตโดยสังเกตจากความขุน (Optical density ที่ 600 nm) ซ่ึงจากที่กลาวมานั้น
จะเห็นไดวามีการใชประโยชนจากเชื้อ Lactobacillus ซ่ึงรวมไปถึง L. plantarum ดวยก็ตาม สําหรับ
การคัดเลือกโปรไบโอติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารของกุงโดยตรง บางครั้งอาจไดแบคทีเรียที่ไม
ปลอดภัยตอการใชสําหรับมนุษย ดังนั้นในการคัดเลือกเชื้อโปรไบโอติกที่ใชกับมนุษย และมี
รายงานที่แนนอนแลววาปลอดภัยตอมนุษยนํามาทดลองใหสัตวน้ํากินนาจะเปนอีกแนวทางหนึ่ง 
สําหรับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงตอไป 
 
4.3 การประยุกตใชโปรไบโอติกในกุงขาวโดยการนําเซลลสดผสมกับอาหารกุงขาว 
 
  จากการนํา L. plantarum ที่มีความเขมขน 103, 106 และ 109 CFU/g ผสมในอาหาร
กุงเพื่อเล้ียงกุงขาว ซ่ึงกอนเร่ิมการทดลองเลี้ยงกุงขาวไดมีการตรวจสอบปริมาณเชื้อ L. plantarum 
ในอาหารกุงขาวดวยวิธีการนําอาหารกุงมาเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร MRS agar เปนเวลา 3 วัน พบวา
ปริมาณของเชื้อ L. plantarum ยังสามารถคงอยูในอาหารกุงทดลองในปริมาณเชื้อที่ตองการทั้ง       
3 วัน และติดตาม L. plantarum ในลําไสกุงบดดวยเทคนิค Fluorescence in situ hybridization 
(FISH) ช่ัวโมงที่ 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ตามลําดับ พบวาสามารถติดตาม L. plantarum ไดถึง
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ช่ัวโมงที่ 72 ทั้งวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือและวิธี FISH ซ่ึงในรายงานกอนหนานี้มีการนําเชื้อที่มี
คุณสมบัติเปนโปรไบโอติกนํามาประยุกตใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา เชน กลุม Bacillus spp., 
Vibrio spp., Pseudomonas spp. และ Lactobacillus spp. ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก ซ่ึง            
จุลินทรียที่เปนโปรไบโอติกสวนใหญ ไดแก แบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) เชน 
Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. และ Streptococcus spp. (Smoragiewicz et al., 1993) และ 
Carnobacterium spp. (Gatesoupe, 1994; Joborn et al., 1997) สวนใหญเปนการศึกษาในปลา 
(Gatesoupe, 1994; Nikoskelainen et al., 2001) และหอย (Douillet and Langdon, 1994) ขณะที่
การศึกษาในกุงยังมีรายงานอยูนอย (Rengpipat et al., 1998a; Moriaty, 1998) การนําเชื้อ                
L. rhamnosus (ATCC 53103) ที่แยกไดจากมนุษย 109 และ 1012 CFU/g ผสมในอาหารเลี้ยงปลา  
เรนโบวเทราท เพื่อปองกันโรคฟูรันคูโลซิส (furunculosis) ซ่ึงเปนผลมาจากเชื้อ Aeromonas 
salmonicida ซ่ึงสามารถลดอัตราการตายของปลาจาก 52.6 เปอรเซ็นตในกลุมควบคุมเปน 18.9 
เปอรเซ็นตในกลุมที่ใชเชื้อ 109 CFU/g ผสมในอาหาร และ 46.3 เปอรเซ็นตในกลุมที่ใชเชื้อ 1012 
CFU/g ผสมในอาหาร (Nikoskelainen et al., 2001) Ringo และ Strom (1994) รายงานวาเชื้อ 
Carnobacterium divergens ที่แยกไดจากลําไสของปลาแอตแลนติกแซลมอนสามารถสรางสาร
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ Vibrio anguillarum และ V.  salmonicida ได Olsson และคณะ (1998) 
รายงานวา Carnobacterium sp. สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. anguillarum ในทางเดินอาหาร
ของปลาเทอรบอต (turbot) จากผลการศึกษาพบวา Carnobacterium spp. ไมสามารถยับยั้งการเจริญ
ของ V. anguillarum ไดเมื่อเล้ียงเชื้อในปริมาณที่เทากัน แต Carnobacterium spp. สามารถยับยั้งการ
เจริญของ V. anguillarum ไดเมื่อมีเชื้อ Carnobacterium spp. ปริมาณ 106 CFU/ml ขณะที ่               
V.  anguillarum มีปริมาณ 104 CFU/ml แสดงใหเห็นวาตองใชโปรไบโอติกในอาหารสัตวน้ําให
มากเพียงพอที่จะทําใหโปรไบโอติกสามารถเจริญ และมีปริมาณมากกวาเชื้ออ่ืนๆ ในลําไสของสัตว
น้ํา Robertson และคณะ (2000) ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของการประยุกตใช Carnobacterium 
spp. เพื่อเปนโปรไบโอติกในอาหารปลาเรนโบวเทราท โดยการเคลือบเม็ดอาหารปลาดวยเชื้อ 
Carnobacterium spp. ความเขมขน 5 x 107 CFU/g หลังจากเลี้ยงปลาดวยอาหารทดลองดังกลาว เปน
ระยะเวลา 28 วัน จึงทดสอบความตานทานโรคโดยฉีดเชื้อ Aeromonas hydrophila, V. anguillarum, 
V. ordalli และ Yersenia ruckeri ใหแกปลา ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา ปลาที่ไดรับอาหารเสริม
โปรไบโอติกมีอัตราการรอดตายหลังจากฉีดเชื้อสูงขึ้นอยางเห็นไดชัดเจน สําหรับการรายงานในกุง
เชน การศึกษาในกุงวัยออน (Post larva) ใหโปรไบโอติกผานทางอาหารมีชีวิต ดังรายงานของ 
Rengpipat และคณะ (1998b) ที่ใหกุงกุลาดําวัยออน (Post larva) ไดรับโปรไบโอติก Bacillus S11 
ผานทางอารทีเมีย โดยนําอารทีเมียที่เพิ่งฟกตัวใหมๆ แชในสารละลายโปรไบโอติก Bacillus S11 
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ความเขมขน 104 CFU/ml นาน 24 ช่ัวโมง พบวาการพัฒนาในแตละระยะของกุงกุลาดําวัยออน 
(Post larva) จะใชเวลานอยลง และมีปญหาเกี่ยวกับโรคต่ํากวากุงที่ไมไดรับโปรไบโอติก        
วรรณนิภา เพี้ยนภักตร (2539) ไดทดลองเปรียบเทียบการเลี้ยงกุงกุลาดําที่เสริมดวยโปรไบโอติก 
Bacillus S11 กับไมใชโปรไบโอติก พบวาการเลี้ยงกุงที่เสริมดวย Bacillus S11 ในรูปแบบของการ
ผสมเซลลในอาหารกุงที่แตกตางกันคือ เซลลสด, เซลลสดในน้ําเกลือ และเซลลแชเยือกแข็งแหง 
(lyophilized) ใหผลที่ไมแตกตางกัน แตใหผลแตกตางเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (ไมใช    
โปรไบโอติก) นอกจากนี้พบวา Bacillus S11 มีความสามารถในการสรางเอนไซมโปรตีเอส,        
อะไมเลส และไลเปส แตไมไดชวยปรับปรุงคุณภาพน้ํา จากการตรวจนับแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยง
เชื้อจากลําไสของกุง (midgut ไปจนถึง hindgut) ในแตละการทดลอง พบวากลุมควบคุมมีเชื้อ 
Vibrio spp. สูงถึง 106 CFU/g และพบ Bacillus spp. เพียงเล็กนอยเทานั้น แตในกลุมทดลองที่เสริม
ดวย Bacillus S11 ทั้ง 3 กลุมนั้นพบวามี Bacillus S11 เปนกลุมเดนประมาณ 106-107 CFU/g และมี 
Vibrio spp. เพียงเล็กนอยเทานั้น 

 สําหรับการใชจุลินทรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกดวยวิธีการผสมอาหารมี
จุดมุงหมายเพื่อใหจุลินทรียยึดเกาะเซลลบุผิวผนังลําไส (gastrointestinal epithelium) ของสัตวน้ํา
ไดดี ในสัตวเลือดอุน พบวาแบคทีเรียกลุมแลคติกสามารถยึดเกาะกับผนังลําไสได เนื่องจากเลคติน 
(lectin) ทําปฏิกิริยากับคารโบไฮเดรทบางอยางที่อยูบนผิวของเซลลบุผิวผนังลําไส หรือบนผิวเซลล
ของแบคทีเรีย ซ่ึงจากการติดตาม L. plantarum ในลําไสกุงบดโดยใชเทคนิค Fluorescence In Situ 
Hybridization (FISH) พบวาชั่วโมงที่ 0, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ของชุดทดลองที่ 1 (ชุด
ควบคุม)ไมพบเชื้อ L. plantarum ในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว สวนชุดทดลองที่ 2, 3 และ 4 
สามารถนับเชื้อ L. plantarum ในระบบทางเดินอาหารของกุงขาวหลังจากหยุดใหอาหารที่ผสม  
โปรไบโอติก (L. plantarum) ในชั่วโมงที่ 12, 24, 48  และ 72 ซ่ึงปริมาณของเชื้อ L. plantarum ที่
นับไดในชุดทดลองที่ 2 อยูในชวง 4.97x106 ถึง 1.86x107 เซลลตอกรัมลําไสของกุงขาว, ปริมาณ
ของเชื้อ L. plantarum ที่นับไดในชุดทดลองที่ 3 อยูในชวง 2.88x106 ถึง 3.18x107 เซลลตอกรัม
ลําไสของกุงขาว และปริมาณของเชื้อ L. plantarum ที่นับไดในชุดทดลองที่ 4 อยูในชวง 8.40x106 
ถึง 1.93x107 เซลลตอกรัมลําไสของกุงขาว ตามลําดับ และไดยืนยันโดยการติดตาม L. plantarum 
ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวโดยใชเทคนิค FISH ตรวจสอบดวยกลองอิพิฟลูออเรสเซนซ
(epifluorescence microscope) ซ่ึงจะพบการรวมกลุมของเชื้อ L. plantarum  และบางเซลลก็อาจจะ
กระจายอยูบนผนังลําไส แตจากภาพจะสังเกตไดคอนขางยาก เนื่องจากภาพที่ถายจากกลอง         
อิพิฟลูออเรสเซนซสามารถมองภาพไดเพียง 2 มิติเทานั้น (Trebesius et al., 2000) จึงยังไมสามารถ
ยืนยันไดอยางชัดเจนมากนัก ดังนั้นจึงนําตัวอยางลําไสกุงขาวจากแตละชุดการทดลองไฮบริดไดซ
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ดวยโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 ซ่ึงมีชวงความยาวคลื่นของการถูกกระตุนดวยแสงประมาณ 
550 นาโนเมตร ตรวจสอบการเรืองแสงของแบคทีเรียดวยกลองคอนโฟคอล เลเซอร สแกนนิง 
(confocal laser scanning microscope) เพื่อยืนยันผลการทดลองอีกครั้ง พบวาเนื้อเยื่อของกุงขาวชุด
ทดลองที่ 2, 3 และ 4 มีการเรืองแสงของแบคทีเรียที่มีอยูในลําไส ซ่ึงแสดงวาเชื้อที่ติดสารเรืองแสง
สีแดง คือ L. plantarum ซ่ึงจากรายงานของ Gildberg และ Mikkelsen (1998) ศึกษาการเจริญของ 
Carnobacterium divergens บนผนังลําไสของปลาแอตแลนติกคอต โดยการใชเทคนิค 
immunohistochemical พบวาเซลลของ C.  divergens จะยึดเกาะผนังลําไสในสวนไสติ่ง (pyloric 
caeca) ไดดีกวาลําไสสวนอื่นๆ นอกจากนี้เมื่อนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียในมูลปลาที่ถายออกมายัง
พบวา มีปริมาณของ C. divergens สูงถึง 106 CFU/g ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียที่เสริมลงใน
อาหารดังกลาวสามารถเจริญขึ้นไดภายในลําไสของปลา ถึงแมวาแบคทีเรียแลคติกสามารถยึดเกาะ 
ผนังลําไสของสัตวน้ํา ตลอดจนเจริญอยูในอาหารที่จัดเตรียมไวไดก็ตาม แตสวนใหญปริมาณ
แบคทีเรียดังกลาวในลําไสจะลดลงภายใน 2-3 วัน หลังไดรับอาหาร ดังนั้นสามารถเพิ่มปริมาณ   
แลคติกแบคทีเรีย เชน Lactobacillus spp. และ Carnobacterium spp. ในลําไสของสัตวน้ําได โดย
การเสริมแบคทีเรียดังกลาวลงในอาหารใหแกสัตวน้ําในปริมาณที่มากเพียงพอ (Olsson, 1995) 
 

4.3.1 ความตานทานโรค 
 

หลังจากเลี้ยงกุงขาวเปนเวลา 1 เดือน นํากุงแตละชุดการทดลองจํานวน 10 ตัว มา
ทดสอบความตานทานตอการติดเชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคจากเชื้อ V. harveyi โดยวิธีการแช 
(immersion challenge) และบันทึกอัตราการตายเปนเวลา 14 วัน พบวาชุดการทดลองที่ 1 (ชุด
ควบคุม) มีอัตราการตายสูงที่สุด คือ 60 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 2, 3 และ 4 
คือ 50, 43 และ 30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ชุดการทดลองที่ 4 (เติมเชื้อ L. plantarum ที่ระดับความ
เขมขน 109 CFU/g) มีอัตราการตายเพียง 30 เปอรเซ็นตเทานั้น เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) สอดคลองกับการรายงานของ Phianphak และคณะ 
(1999) รายงานวา กุงกุลาดําวัยออนอายุ 30 วัน (Post larva 30) ที่ไดรับเชื้อ Lactobacillus spp. โดย
วิธีการผสมในอาหาร เปนเวลา 100 วัน มีการเจริญเติบโต และอัตราการรอดตายสูงกวากุงในกลุมที่
ไดรับอาหารปกติ อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) และเมื่อทดสอบความตานทานตอเชื้อ Vibrio harveyi 
D331 โดยวิธีการแชเปนเวลา 10 วัน พบวาทําใหกุงกุลาดํารอดตาย 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุม
ควบคุมมีอัตราการรอดตายเพียง 26 เปอรเซ็นต เทานั้น และพิกุล จิรวาณิชไพศาล (2543) ไดทดลอง
เหนี่ยวนํากุงกุลาดําใหเกิดโรคดวยวิธีการฉีดเขาทางกลามเนื้อ พบวากุงที่ไดรับอาหารผสม 
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Lactobacillus spp. มีเปอรเซ็นตการตายสะสมนอยกวากุงที่ไดรับอาหารปกติอยางมีนัยสําคัญ          
(p < 0.05) ซ่ึงสาเหตุที่อัตรารอดสูงกวาชุดควบคุมอาจเนื่องมาจากเซลลของ Lactobacillus spp. เขา
ไปยึดเกาะกับผนังลําไสกุงกุลาดํา ทําให Vibrio spp. ที่ไมไดยึดเกาะกับผนังลําไสถูกกําจัดออกไป
โดยการขับถายของกุง นอกจากนี้ Lactobacillus spp. อาจมีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของ           
กุงกุลาดํา ทําใหมีความตานทานตอเชื้อ Vibrio spp. ไดดีขึ้น ผนังเซลลของ Lactobacillus spp.          
มี peptidoglycan เปนองคประกอบซึ่งเปนสารที่สามารถกระตุนภูมิคุมกันได (Unestern and 
Soderhall, 1977) ซ่ึงสารประกอบจากผนังเซลลของแบคทีเรียและเชื้อราคือ lipopolysaccharide,   
β-glucan และ peptidoglycan จะมีผลกระตุนระบบภูมิคุมกัน เชน phagocytosis, melanization, 
encapsulation และกระบวนการแข็งตัวของเลือด โดยเกิดการรวมตัวของ β-1,3 glucan และ β- 1,3 
glucan binding protein เกิดเปนสารประกอบเชิงซอนไปกระตุนที่ membrane receptor ของเซลล
เม็ดเลือดชนิด semigranulocytes ทําใหเกิดการหลั่งสารตางๆ ออกมาเชน prophenoloxidase         
ทําหนาที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคที่เขาสูรางกาย (Knapp, 1993) จึงทําใหระบบภูมิคุมกันของกุงที่
ไดรับ Lactobacillus spp. ทํางานไดดีขึ้นจึงสามารถกําจัด Vibrio spp. ไดดีกวากลุมควบคุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


