
บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
3.1 การใชเทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) เพื่อศึกษากลุม             
จุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว (Penaeus vannamei) 
 

ศึกษาวิธีการเตรียมลําไสของกุงขาวที่เหมาะสมจากการเปรียบเทียบการใชน้ํายา
รักษาสภาพ 3 ชนิดคือ น้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต, น้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s fixative) 
(Humason, 1972) และน้ํายา RNA friendly fixative (Hasson et al., 1997) เพื่อศึกษากลุมจุลินทรีย 
โดยใชวิธีบดลําไสเพื่อนับเชิงปริมาณ และบนเนื้อเยื่อเพื่อยืนยันการคงอยูของแบคทีเรียในระบบ
ทางเดินอาหารของ กุงขาว (Penaeus vannamei) 
 

3.1.1 การตรวจสอบแบคทีเรียในทางเดินอาหารกุงขาวดวยเทคนิค FISH โดยใช
วิธีบดลําไส 

การตรวจสอบจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของกุงขาวดวยเทคนิค FISH โดย
ใชวิธีบดลําไสที่ผานการรักษาสภาพดวยน้ํายาชนิดตางๆ คือ น้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต, น้ํายา
เดวิดสัน (Davidson’s fixative) และน้ํายา RNA friendly fixative พบวาสามารถตรวจสอบแบคทีเรีย
ในทางเดินอาหารกุงขาวดวยเทคนิค FISH ในลําไสที่ผานการรักษาสภาพดวยน้ํายาฟอรมาลิน 10 
เปอรเซ็นต แตไมสามารถตรวจสอบแบคทีเรียในทางเดินอาหารกุงขาวดวยเทคนิค FISH ในลําไสที่
ผานการรักษาสภาพดวยน้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s fixative) และน้ํายา RNA friendly fixative  

ลําไสของกุงขาวบดที่ผานการรักษาสภาพดวยน้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต 
ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดยไมเติมโพรบ EUB338 ไมพบการเรืองแสงของจุลินทรียที่อยูใน
ลําไสของกุงขาว แตพบวาเกิดการเรืองแสงขึ้นเองของวัตถุหรือเศษอาหารตางๆ ในตัวอยาง 
(autofluorescence) (ภาพที่ 3A) สําหรับตัวอยางลําไสของกุงขาวบดที่ผานการรักษาสภาพดวยน้ํายา
ฟอรมาลิน 10% แลวเปลี่ยนน้ํายาดองเปนเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ทั้งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
และ 4 องศาเซลเซียส นําไป hybridization ดวยโพรบ EUB338 ซ่ึงมีความจําเพาะกับแบคทีเรียทุก
ชนิด (domain bacteria) (Amann et al., 1990) พบการเรืองแสงของแบคทีเรียในตัวอยางลําไสของ
กุงขาวบด โดยแบคทีเรียมีการเกาะรวมกันเปนกลุมอยูกับกอนของอาหาร (ภาพที่ 3B และ 3C) 
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3.1.2 การตรวจสอบแบคทีเรียดวยเทคนิค FISH ในเนื้อเยื่อทางเดินอาหารกุงขาว  
การใชน้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s fixative) (Humason, 1972) และ RNA friendly 

fixative (Hasson et al., 1997) รักษาสภาพตัวอยางกุงขาวเพื่อนํามาเตรียมเนื้อเยื่อโดยผาน
กระบวนการทางเนื้อเยื่อวิทยา แลวนําไปตรวจสอบดวยเทคนิค FISH พบวาไมสามารถตรวจพบ
แบคทีเรียในตัวอยางลําไสกุงขาวไดเลย แตเมื่อเปลี่ยนน้ํายาเปนฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต แลวนํามา
ตัดเนื้อเยื่อโดยผานกระบวนการทางเนื้อเยื่อวิทยาที่ดัดแปลงจากวิธีการเตรียมเนื้อเยื่อกุงเพื่อทํา      
in situ hybridization โดยทั่วไป ซ่ึงตัดเนื้อเยื่อดวยเครื่อง rotary microtome ใหไดความหนา
ประมาณ 3-5 ไมครอน แลว hybridization ดวยโพรบ EUB338 ที่จําเพาะกับแบคทีเรียทุกชนิด 
(domain bacteria) พบวาสามารถตรวจสอบแบคทีเรียไดโดยมองเห็นเซลลเรืองแสงสีเขียวขึ้นมา 
สําหรับเนื้อเยื่อลําไสของกุงขาวที่ผานการรักษาสภาพดวยน้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต ตรวจสอบ
ดวยเทคนิค FISH โดยไมเติมโพรบ EUB338 จึงไมมีการเรืองแสงของเซลลแบคทีเรียเกิดขึ้นแต
อยางใด (ภาพที่ 3D) สวนเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวที่รักษาสภาพในฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต แลว
เปลี่ยนเปนเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นําไปตรวจสอบดวย
เทคนิค FISH สามารถตรวจพบการเรืองแสงสีเขียวของเซลลแบคทีเรียเกาะกลุมรวมอยูกับอาหาร 
และบางสวนกระจายอยูทั่วไปในลําไส  ทั้งนี้ไมพบการยึดเกาะกับผนังลําไสโดยตรง (ภาพที่ 3E) 
ในขณะที่เนื้อเยื่อลําไสกุงขาวที่รักษาสภาพ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก็สามารถพบการเรืองแสง
ของเซลลแบคทีเรียไดเชนกัน แตจากการสังเกตโครงสรางของเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวพบวาตัวอยางที่
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีโครงสรางของเนื้อเยื่อบุผิวลําไสที่สมบูรณและคงสภาพ
ไดดีกวาการเก็บรักษาตัวอยางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 3F) 
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ภาพที่ 3 A-F ภาพการเรืองแสงของกลุมจุลินทรียตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใชโพรบ EUB338 
ติดฉลากดวย fluorescein A. ลําไสกุงขาวบดไฮบริดไดซดวยการไมเติมโพรบ EUB338 ที่ติดฉลาก
ดวย fluorescein ในไฮบริดไดซเซชัน บัฟเฟอร B. กลุมจุลินทรียเกาะติดกับอาหารที่อยูในลําไส
สวนกลางตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใชโพรบ EUB338 ติดฉลากดวย fluorescein (ลําไสบดที่
รักษาสภาพและเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) C. ลําไสบดที่รักษาสภาพและเก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส D. เนื้อเยื่อลําไสกุงขาวไฮบริดไดซดวยการไมเติมโพรบในไฮบริดไดซเซชัน 
บัฟเฟอร E. เนื้อเยื่อลําไสกุงขาวรักษาสภาพและเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส F. เนื้อเยื่อลําไส
กุงขาวรักษาสภาพและเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Bar scale = 5 µm) 
 
Figure 3 A-F Epifluorescence micrographs of microbial communities (arrow) were detected by 
FISH and the EUB338 Fluorescein-labeled gene probe. A. Crushed white shrimp’s intestine was 
hybridized by hybridization buffer without being added EUB338 Fluorescein-labeled gene probe 
(Negative control). B. Bacterial colonization on food bolus in the midgut (arrow), as detected by 
FISH technique and the EUB338 Fluorescein-labeled gene probe (Crushed intestine was fixed 
and stored at -20oC probe). C. Crushed intestine was fixed and stored at 4oC. D. Intestine tissue of 
white shrimp was hybridized by hybridization buffer without being added EUB 338 Fluorescein-
labeled gene probe (Negative control). E. Intestinal tissue of white shrimp was fixed and stored at 
-20oC. F. Intestinal tissue of white shrimp was fixed and stored at 4oC. (Bar scale = 5 µm) 
 
3.2 การคัดเลอืกโปรไบโอติกแบคทีเรีย 
 

คัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีระดับของโซเดียมคลอไรดตางๆ สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่กอโรคแบคทีเรียในกุงขาวคือ 
V. haveyi และ V. parahaemolyticus และยับยั้งการเจริญของ V. haveyi เมื่อนํามาเลี้ยงรวมกัน    
(co-culture) เพื่อนําไปเลี้ยงกุงขาวตอไป 

 
3.2.1 การทดสอบการเจริญของเชื้อจุลินทรียท่ีท่ีมีระดับของโซเดียมคลอไรดตางๆ 

 จากผลการทดลองเลี้ยงจุลินทรียทดสอบทั้ง 8 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีระดับ
ของโซเดียมคลอไรดตางๆ พบวาเชื้อจุลินทรียทั้ง 8 ชนิดสามารถทนตอความโซเดียมคลอไรดไดถึง
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ระดับ 3 เปอรเซ็นต ของอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงสังเกตจากการเจริญของเชื้อโดยดูความขุนที่เกิดขึ้น และ
นําไปหยดบนอาหาร MRS agar สําหรับ Lactobacillus sp. และบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA และ TSA 
สําหรับ Bacillus sp. ที่เติมโซเดียมคลอไรดในระดับความเขมขนที่แตกตางกันคือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 
2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เพื่อยืนยันการเจริญของเชื้อทั้ง 8 ชนิด พบวามีการเจริญของเชื้อ
ทั้ง 8 ชนิด บนอาหารเลี้ยงเชื้อ (ตารางที่ 5) 
 
ตารางที่ 5  การเจริญของเชื้อจุลินทรียทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีระดับของโซเดียม       

คลอไรดตางๆ  
Table 5  Microbial growth in agar specific media at the various concentrations of NaCl 
 

No. Bacteria 0.5% 1.0% 1.5% 2.0% 2.5% 3.0% 
1 L. acidophilus + + + + + + 
2 L. brevis + + + + + + 
3 L. casei + + + + + + 
4 L. plantarum + + + + + + 
5 B. amyloliquefacien + + + + + + 
6 B. coagulan + + + + + + 
7 B. licheniformis + + + + + + 
8 B. subtilis + + + + + + 

+ Bacteria can grow on agar specific media 
- Bacteria can not grow on agar specific media 
 

3.2.2 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ V. harveyi โดยวิธี agar well diffusion 
 

 จากผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อ V. harveyi และ V. parahaemolyticus โดยวิธี 
agar well diffusion ตามวิธีการดัดแปลงจาก Schillinger and Lucke (1989) ดวยเชื้อ Bacillus sp. 
จํานวน 4 ชนิด คือ B. amyloliquefacien, B. coagulan, B. licheniformis และ B. subtilis พบวาเชื้อ 
Bacillus sp. ทั้ง 4 ชนิด ไมสามารถยับยั้งเชื้อ V. harveyi (ตารางที่ 6) และ V. parahaemolyticus 
(ตารางที่ 7) ได ซ่ึงสังเกตจากไมมีเสนผานศูนยกลางวงใสเกิดขึ้น จึงไมสามารถคํานวณคากิจกรรม
การยับยั้ง (Arbitary Unit) ได แตเมื่อใชเชื้อ Lactobacillus sp. จํานวน 4 ชนิด คือ L. acidophilus,   
L. brevis,  L. casei และ L. plantarum ตามลําดับ พบวา Lactobacillus sp. ทั้ง 4 ชนิดสามารถยับยั้ง  
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V. harveyi โดยมีความกวางของเสนผานศูนยกลางวงใสคือ 9.50 ± 0.50, 10.83 ± 0.76, 10.33 ± 
0.58 และ 12.50 ± 0.50 มิลลิเมตร ตามลําดับ (ภาพที่ 4A) และสามารถยับยั้ง V. parahaemolyticus 
โดยมีความกวางของ clear zone คือ 9.83 ± 0.29, 11.67 ± 0.58, 10.50 ± 0.50 และ 12.83 ± 0.29 
มิลลิเมตร ตามลําดับ (ภาพที่ 4B)  

 เมื่อเปรียบเทียบความกวางของเสนผานศูนยกลางวงใสของเชื้อ Lactobacillus sp. 
ทั้ง 4 ชนิด พบวา L. plantarum สามารถยับยั้ง V.  harveyi โดยมีความกวางของเสนผานศูนยกลาง
วงใส และกิจกรรมการยับยั้ง (Arbitary Unit) สูงที่สุด คือ 12.50 ± 0.50 มิลลิเมตร และ 50.00 ± 0.00 
AU/ml ตามลําดับ ซ่ึงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (ตารางที่ 6) และสามารถยับยั้งเชื้อ
V. parahaemolyticus โดยมีความกวางของเสนผานศูนยกลางวงใสและกิจกรรมการยับยั้ง (Arbitary 
Unit) สูงที่สุด คือ 12.83 ± 0.29 มิลลิเมตร และ 55.53 ± 9.58 AU/ml ตามลําดับ ซ่ึงมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (ตารางที่ 7)  
 
ตารางที่ 6  ผลการยับยั้งเชื้อ V. harveyi ของจุลินทรียทดสอบโดยวิธี agar well diffusion 
Table 6   Inhibitory activity of selected microbial against V. harveyi by agar well diffusion 

method 
 

No. Bacteria End dilution 
effect 

inhibitory 
zone 

Volume of 
supernatant 
dropped in 
holes (µl)  

Diameter of 
inhibitory 
zone (mm) 

Arbitary Unit 
(AU/ml) 

1 B. amyloliquefacien 0 50 0 0 
2 B. coagulan 0 50 0 0 
3 B. licheniformis 0 50 0 0 
4 B. subtilis 0 50 0 0 
5 L. acidophilus 2.00 ± 0.00a 50 9.50 ± 0.50a 40.00 ± 0.00a 

6 L. brevis 2.33 ± 0.29ab 50 10.83 ± 0.76ab 46.60 ± 5.77ab 

7 L. casei 2.17 ± 0.29ab 50 10.33 ± 0.58b 43.40 ± 1.96ab 

8 L. plantarum 2.50 ± 0.00b 50 12.50 ± 0.50c 50.00 ± 0.00b 

Data were mean values of triplicate determination ± standard deviation 
Means within columns not sharing the same superscript are significantly different (p < 0.05) 
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ภาพที่ 4 A-B A. ความกวางเสนผานศูนยกลางวงใสของเชื้อ Lactobacillus sp. ทั้ง 4 ชนิด ที่ยับยั้ง
การเจริญเติบโตของ V. harveyi หลุมกลางหยดน้ําเกลือ 1.5 เปอรเซ็นตไมมีการยับยั้งเกิดขึ้น         
B. ความกวางของเสนผานศูนยกลางวงใสของเชื้อ Lactobacillus sp. ทั้ง 4 ชนิด ที่ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของ V. parahaemolyticus หลุมกลางหยดน้ําเกลือ 1.5 เปอรเซ็นตไมมีการยับยั้งเกิดขึ้น 
Figure 4 A-B A. Petri dish containing four strains of Lactobacillus sp. showed inhibitory zone 
against the growth of V. harveyi. No inhibitory zone was found in the control. B. Petri dish 
containing four strains of Lactobacillus sp. showed inhibitory zone against the growth of            
V. parahaemolyticus. No inhibitory zone was found in the control. 

 

Control

4B 
 

Control

4A 
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ตารางที่ 7     ผลการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus ของจุลินทรียทดสอบโดยวิธี agar well 
diffusion  

Table 7    Inhibitory activity of selected microbial against V. parahaemolyticus by agar well 
diffusion method 

 
No. Bacteria End dilution 

effect 
inhibitory 

zone 

Volume of 
supernatant 
dropped in 
holes (µl) 

Diameter of 
inhibitory zone 

(mm) 

Arbitary Unit 
(AU/ml) 

1 B. amyloliquefacien 0 50 0 0 
2 B. coagulan 0 50 0 0 
3 B. licheniformis 0 50 0 0 
4 B. subtilis 0 50 0 0 
5 L. acidophilus 2.00 ± 0.00a 50 9.83 ± 0.29a 40.00 ± 0.00a 

6 L. brevis 2.33 ± 0.29ab 50 11.67 ± 0.58ab 46.67 ± 5.77ab 
7 L. casei 2.17 ± 0.29ab 50 10.50 ± 0.50ab 43.33 ± 5.77ab 
8 L. plantarum 2.78 ± 0.48b 50 12.83 ± 0.29b 55.53 ± 9.58b 

Data were mean values of triplicate determination ± standard deviation 
Means within columns not sharing the same superscript are significantly different (p < 0.05). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41

3.2.3 วิธี Co-culture 
 

 จากการทดลองนําเชื้อ L. plantarum ระดับความเขมขน 102, 103 และ 104 CFU/ml 
เล้ียงรวมกับเชื้อ V. harveyi ระดับความเขมขน 103 CFU/ml ในน้ําทะเลความเค็ม 15 สวนในพัน
สวน ที่ผานการฆาเชื้อ เติมอาหารกุงสําเร็จรูป (ตัวแทนของสารอินทรีย) ที่มีความเขมขน 50      
สวนในลานสวน เปนเวลา 10 วัน พบวาวันที่ 2 ของการทดลอง ชุดการทดลองที่ 1 (ชุดควบคุมไมมี
การเติมเชื้อ L. plantarum), ชุดการทดลองที่ 2 (เติมเชื้อ L. plantarum 102 CFU/ml) และชุดการ
ทดลองที่ 3 (เติมเชื้อ  L. plantarum 103 CFU/ml) มีการเจริญของเชื้อ V. harveyi คอนขางสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 4 (เติมเชื้อ L. plantarum 104 CFU/ml) แตเมื่อระยะเวลาผานไป 2 
วัน การเจริญของเชื้อ V. harveyi ของชุดการทดลองที่ 4 มีแนวโนมเริ่มลดลง (ตารางที่ 8) ในขณะที่
การเจริญของ L. plantarum ในระหวางเลี้ยงรวมกับเชื้อ V. harveyi ในวันที่ 2 ของชุดการทดลองที่ 
4 (เติมเชื้อ L. plantarum 104 CFU/ml) มีการเจริญสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่นๆ ซ่ึง
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (ตารางที่ 9) 

 ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบกันในแตละชุดการทดลอง พบวาชุดการทดลองที่ 4 (เติม
เชื้อ L. plantarum 104 CFU/ml) มีแนวโนมในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ V. harveyi ระดับ
ความเขมขน 103 CFU/ml สําหรับชุดการทดลองที่ 2 และ 3 ซ่ึงมีเชื้อ L. plantarum ระดับความ
เขมขน 102 และ 103 CFU/ml ตามลําดับ ไมสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ V. harveyi ระดับ
ความเขมขน 103 CFU/ml ได  
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ตารางที่ 8  ปริมาณเชื้อ V. harveyi (CFU/ml) ในการทดลองดวยวิธี co-culture ตามระยะเวลาตาง ๆ 

Table 8     Co-culture method showed the growth of V. harveyi with L. plantarum at different initial concentrations (colony-forming unit; CFU). 
 

V. harveyi (×105 CFU/ml) Treatments 
Day-0 Day-2 Day-4 Day-6 Day-8 Day-10 

T1 (VH 103) 0.01 38.60 ± 3.50b  9.00 ± 7.00b 1.00 ± 0.30a 3.60 ± 1.50c 0.53 ± 0.02a 
T2 (LP 102:VH 103) 0.01 40.00 ± 7.00b 3.60 ± 0.39a 0.20 ± 0.01a 1.61 ± 0.01a 1.50 ± 0.51a 
T3 (LP 103:VH 103) 0.01 44.00 ± 4.00b 9.00 ± 0.98b 2.40 ± 0.58b 2.20 ± 0.07b 1.60 ± 0.80a 
T4 (LP 104:VH 103) 0.01 14.80 ± 2.00a 21.0 ± 7.00c 3.70 ± 0.56c 1.60 ± 0.50a 1.00 ± 0.53a 
Means within columns not sharing the same superscript are significantly different (p < 0.05). 
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ตารางที่ 9  ปริมาณเชื้อ L. plantarum (CFU/ml) ในการทดลองตามระยะเวลาตางๆ 

Table 9   Co-culture method showed the growth of L. plantarum with V. harveyi at different initial concentrations (colony-forming unit; CFU). 
 

L. plantarum (×103 CFU/ml) Treatments 
Day-0 Day-2 Day-4 Day-6 Day-8 Day-10 

T2 (LP 102:VH 103) 0.10 8.00 ± 0.00a 0.20 ± 0.00a 0.80 ± 0.00a nd nd 
T3 (LP 103:VH 103) 1.00 9.50 ± 4.50a 5.40 ± 1.70a 1.50 ± 1.00a 0.30 ± 0.42a 0.40 ± 5.65a 
T4 (LP 104:VH 103) 10.00 110.00 ± 5.00b 55.00 ± 7.90b 2.80 ± 1.60a 0.90 ± 1.27a nd 
Means within columns not sharing the same superscript are significantly different (p < 0.05) 
nd = not detected 
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3.3 การประยุกตใชโปรไบโอติกในกุงขาวโดยการนําเซลลสดผสมกับอาหารกุงขาว 
  
  เนื่องจากในการทดลองมีการใหอาหารผสมโปรไบโอติก (L. plantarum) เปนเวลา 
3 วันติดตอกัน ดังนั้นกอนเริ่มการทดลองเลี้ยงกุงขาวจึงตรวจสอบปริมาณเชื้อ L. plantarum ใน
อาหารกุงขาวดวยวิธีการนําอาหารกุงมาเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร MRS agar เปนเวลา 3 วัน พบวา
ปริมาณของเชื้อ L. plantarum สามารถคงอยูในอาหารกุงทดลองในปริมาณเชื้อที่ตองการทั้ง 3 วัน 
คือ อาหารชุดทดลองที่ 1 คืออาหารชุดควบคุม ไมพบเชื้อ L. plantarum, อาหารชุดทดลองที่ 2 มี
ปริมาณ L. plantarum อยูในชวง 1.07 x 103 ถึง 1.57 x 103 CFU/g, อาหารชุดทดลองที่ 3 มีปริมาณ 
L. plantarum อยูในชวง 1.69 x 106 ถึง 2.14 x 106 CFU/g และอาหารชุดทดลองที่ 4 มีปริมาณ        
L. plantarum อยูในชวง 1.41 x 109 ถึง 2.41 x 109 CFU/g (ภาพที่ 5 และตารางภาคผนวก ค ที่ 1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  ปริมาณเชื้อ L. plantarum ในอาหารกุงแตละชุดทดลอง 
(ชุดควบคุมไมเติมเชื้อ L. plantarum ในอาหารกุง, ชุดทดลองที่ 2 เติมเชื้อ L. plantarum 103 CFU/g, 
ชุดทดลองที่ 3 เติมเชื้อ L. plantarum 106 CFU/g และชุดทดลองที่ 4 เติมเชื้อ L. plantarum 109 
CFU/g) 
Figure 5 Viable count (CFU/g) of L. plantarum in various test diet  
(T1= without L. plantarum in test diet, T2 = L. plantarum 103CFU/g in test diet, T3 =                  
L. plantarum 106CFU/g in test diet and T4 = L. plantarum 109CFU/g in test diet) 
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3.3.1 การติดตาม L. plantarum ในลําไสกุงบดดวยเทคนคิ Fluorescence In Situ 
Hybridization (FISH) 
 

 จากการนําเซลลสดของ L. plantarum  ผสมกับอาหารกุง และไดแบงเปนชุดการ
ทดลองที่ 1 (ไมเติมเชื้อ L. plantarum ), ชุดการทดลองที่ 2 (เติมเชื้อ L. plantarum  ที่ระดับความ
เขมขน 103 CFU/g), ชุดการทดลองที่ 3 (เติมเชื้อ L. plantarum  ที่ระดับความเขมขน 106 CFU/g) 
และชุดการทดลองที่ 4 (เติมเชื้อ L. plantarum  ที่ระดับความเขมขน 109 CFU/g) ทําการทดลอง    
ชุดละ 3 ซํ้า นําไปเลี้ยงกุงขาวที่มีน้ําหนักเฉลี่ย 9.21 ± 0.51 กรัม ซ่ึงมีอายุ 45 วัน คุณสมบัติของน้ําที่
ใชในการทดลองตั้งแตการเริ่มเตรียมน้ํา ตรวจสอบไดดังนี้ ความเค็มของน้ํา 16 สวนในพัน (ppt), 
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส, อัลคาไลนิตี้ 94 มิลลิกรัมตอลิตร และความเปนกรด-ดาง  7.7              
ในระหวางการทดลองคุณสมบัติทั้ง 4 ประการมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย (ตารางภาคผนวก ค ที่ 2)
โดยใหอาหารผสม โปรไบโอติก 3 วัน ใหอาหารปกติ 4 วันสลับกันเปนระยะเวลา 1 เดือน โดยเก็บ
ตัวอยางกุงขาวหลังจากหยุดใหอาหารที่ผสมโปรไบโอติกในชั่วโมงที่ 0, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 และ 
72 ของแตละวัน เพื่อติดตาม L . plantarum ในระบบทางเดินอาหารของกุงขาวในชุดการทดลองที่
เติมเชื้อ L. plantarum โดยการนําลําไสของกุงขาวสวนกลาง (midgut) และสวนทาย (hindgut) มา
บดใหละเอียดแลวเกลี่ยลงบนสไลด นํามาไฮบริดไดซดวย hybridization buffer ที่มี 25 เปอรเซ็นต 
formamide (ตารางภาคผนวกที่ 1) โดยใสโพรบ Lab158 ที่จําเพาะเจาะจงกับ Lactobacillus spp. 
และ Enterococcus spp. (ตารางภาคผนวกที่ 3) ติดฉลากดวย Cy3 ตรวจผลดวยกลองอิพิฟลูออเรส-
เซนซ (epifluorescence microscope) ดวยกําลังขยาย 100 เทา ปรากฏวา ช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 6, 12, 
24, 48 และ 72 ของชุดทดลองที่ 1 ไมพบเชื้อ L. plantarum ในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว     
ชุดทดลองที่ 2, 3 และ 4 สามารถนับเชื้อ L. plantarum ในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว หลังจาก
หยุดใหอาหารที่ผสมโปรไบโอติกในชั่วโมงที่ 12, 24, 48 และ 72 ซ่ึงปริมาณของเชื้อ L.plantarum 
ที่นับไดในชุดทดลองที่ 2 อยูในชวง 4.97x106 ถึง 1.86x107 เซลลตอกรัมลําไสของกุงขาว, ปริมาณ
ของเชื้อ L.plantarum ที่นับไดในชุดทดลองที่ 3 อยูในชวง 2.88x106 ถึง 3.18x107 เซลลตอกรัมลําไส
ของกุงขาว และปริมาณของเชื้อ L. plantarum ที่นับไดในชุดทดลองที่ 4 อยูในชวง 8.40x106 ถึง 
1.93x107 เซลลตอกรัมลําไสของกุงขาว (ตารางภาคผนวก ค ที่ 3 และภาพที่ 6) ตามลําดับ สําหรับ
ปริมาณ Vibrio spp. ในลําไสกุงขาวที่ติดตามในระยะเวลาตางๆ ดวยเทคนิค FISH โดยใสโพรบ 
GV ติดฉลากดวย Cy3 ที่จําเพาะเจาะจงกับ Vibrio spp. พบวาปริมาณของเชื้อ Vibrio spp. ที่นับได
ในชุดทดลองที่ 4 มีแนวโนมลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองที่ 1 คือชุดควบคุม (ตาราง
ภาคผนวก ค ที่ 4 และภาพที่ 7)  
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ภาพที่ 6    ปริมาณ L. plantarum ในลําไสกุงขาวที่ติดตามในระยะเวลาตางๆ ดวยเทคนิค FISH 
Figure 6  L. plantarum in shrimp’s intestine at various time with FISH technique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7   ปริมาณ Vibrio spp. ในลําไสกุงขาวที่ติดตามในระยะเวลาตางๆ ดวย เทคนิค FISH 
Figure 7 Vibrio spp. in shrimp’s intestine at various time with FISH technique 
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เมื่อครบชั่วโมงที่ 72 ทําการเก็บตัวอยางลําไสกุงขาวแตละชุดการทดลองนํามาบด
แลว เจือจาง 10, 100, 1,000, 10,000 เทาในน้ําเกลือ 1.5 เปอรเซ็นต ปลอดเชื้อ จากนั้นนํามาเกลี่ย 
(spread) บนอาหารเลี้ยงเช้ือแตละชนิดคือ อาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS, TSA และ MRS agar ที่เติม
โซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเชื้อกลุม Vibrio spp. ที่เจริญบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ TCBS ของแตชุดการทดลอง พบวาชุดการทดลอง ที่ 1 ซ่ึงคือกลุมควบคุม มีปริมาณเชื้อ
กลุม Vibrio spp. สูงที่สุด คือ 2.0 x 105 CFU/g, ปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณเชื้อ         
Lactobacillus spp. ของชุดทดลองที่ 4 สูงที่สุด คือ 1.9 x 109 CFU/g และ 2.2 x 105 CFU/g 
ตามลําดับ (ภาพที่ 8) 
  ซ่ึงจากการติดตาม L. plantarum ในลําไสกุงขาวทั้งวิธีที่ติดตามดวยเทคนิค FISH 
และการเพาะเลี้ยงเชื้อ พบวา L. plantarum ก็ยังสามารถคงอยูในลําไสกุงขาวไดแมวาเวลาจะผานไป 
72 ช่ัวโมงแลวก็ตาม 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  ปริมาณเชื้อกลุม Vibrio spp., ปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณเชื้อ Lactobacillus 
spp. ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิด ช่ัวโมงที่ 72 
Figure 8 Viable count (CFU/g) of Vibrio spp., viable count (CFU/g) of bacteria and viable count 
(CFU/g) of Lactobacillus spp. grew on various media at 72 hour 
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3.3.2 การติดตาม L. plantarum ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวโดยใชเทคนิค FISH 
 

จากการติดตาม L. plantarum ในลําไสกุงขาวทั้งวิธีที่ติดตามดวยเทคนิค FISH 
และการเพาะเลี้ยงเชื้อ พบวา L. plantarum สามารถคงอยูในลําไสกุงขาวไดแมวาเวลาจะผานไป 72 
ช่ัวโมง ดังนั้นเพื่อยืนยันการคงอยูของเชื้อ L. plantarum ในระบบทางเดินอาหารของกุงขาวจึงนํา
ตัวอยางลําไสกุงของแตละชุดการทดลองมาเตรียมตัวอยางดวยวิธีการทางเนื้อเยื่อวิทยา จากนั้นจึง
ทําการติดตาม L. plantarum ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวโดยใชเทคนิค FISH พบวาเนื้อเยื่อลําไสกุงขาว
ชุดการทดลองที่ 1 คือ ชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ L. plantarum) ไฮบริดไดซดวยโพรบ Lab158 ซ่ึงมี
ความจําเพาะกับ Lactobacillus spp. และ Enterococcus spp. (Harmsen, 1999) ติดฉลากดวย Cy3 ซ่ึง
มีชวงความยาวคลื่นของการถูกกระตุนดวยแสงประมาณ 550 นาโนเมตร (Moter and Gobel, 2000)      
ไมพบการเรืองแสงของ L. plantarum เกิดขึ้น แสดงวาไมมีเชื้อ L. plantarum ในระบบทางเดิน
อาหารของกุงขาวชุดการทดลองที่ 1 (ภาพที่ 9) และเพื่อตรวจสอบการทํางานของโพรบ Lab158 จึง
ใชเชื้อ L. plantarum ซ่ึงเปนเชื้อบริสุทธิ์ (positive control) ไฮบริดไดซดวยโพรบ Lab158 ติดฉลาก
ดวย Cy3 จึงปรากฏการเรืองแสงสีแดงเกิดขึ้น (ภาพที่ 10) สําหรับเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวของชุดการ
ทดลองที่ 2 (เติมเชื้อ L. plantarum ที่มีปริมาณเชื้อ 103 CFU/g) ไฮบริดไดซดวยโพรบ Lab158 ติด
ฉลากดวย Cy3 พบการเรืองแสงสีแดงของเชื้อ L. plantarum (ภาพที่ 11A) เนื้อเยื่อลําไสกุงขาวชุด
การทดลองที่ 2 ไฮบริดไดซดวยโพรบ EUB338 ซ่ึงจําเพาะกับแบคทีเรียทุกชนิด (Amann et al., 
1995) ติดฉลากดวย fluorescein ซ่ึงดูดกลืนแสงชวงความยาวคลื่นประมาณ 492 นาโนเมตรจึงพบ
การเรืองแสงสีเขียวของเซลลแบคทีเรียที่อยูในลําไส (ภาพที่ 11B) เนื้อเยื่อลําไสกุงขาวของชุด
ทดลองที่ 2 ที่ยอมดวยสี 4/, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ติด DNA ทั้งหมด ซ่ึงพบแบคทีเรีย
ติดสีฟา (ภาพที่ 11C) และ จากการสังเกตภาพจะพบแบคทีเรียรวมอยูเปนกลุม และบางเซลลก็
อาจจะกระจายอยูบนผนังลําไส ซ่ึงภาพที่ถายจากกลองอิพิฟลูออเรสเซนซสามารถมองภาพไดเพียง 
2 มิติเทานั้น (Trebesius et al., 2000) จึงยังไมสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนมากนัก ดังนั้นจึงนํา
ตัวอยางลําไสกุงขาวจากแตละชุดการทดลองไฮบริดไดซดวยโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 
ตรวจสอบการเรืองแสงของแบคทีเรียดวยกลองคอนโฟคอล เลเซอร สแกนนิง (confocal laser 
scanning microscope) เพื่อยืนยันผลการทดลองอีกครั้ง พบวาเนื้อเยื่อของกุงขาวชุดทดลองที่ 2, 3 
และ 4 มีการเรืองแสงของแบคทีเรียที่มีอยูในลําไส ซ่ึงแสดงวาเชื้อที่ติดสารเรืองแสงสีแดง คือ       
L. plantarum (ภาพที่ 12A, 12B และ 12C) 
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ภาพที่ 9       เนื้อเยื่อลําไสกุงขาวชุดการทดลองที่ 1 คือ ชุดควบคุม ไฮบริดไดซดวยโพรบ Lab158 

ติดฉลากดวย Cy3 ไมมีการเรืองแสงของ L. plantarum เกิดขึ้น (Bar = 5 µm) 
Figure 9    Intestine tissue of white shrimp in treatment 1 (control group) hybridized by 

hybridization buffer with Lab158 Cy3-labeled gene probe, detected by 
epifluorescence microscopic (Bar = 5 µm) 

 

 
 
ภาพที่  10      L. plantarum ไฮบริดไดซดวยโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 ตรวจสอบดวยกลอง

อิพิฟลูออเรสเซนซ (Bar = 5 µm) 
Figure 10    L. plantarum hybridized by hybridization buffer with Lab158 Cy3-labeled gene 

probe, detected by epifluorescence microscopic (Bar = 5 µm) 
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ภาพที่ 11 A-C ภาพการเรืองแสงของกลุมจุลินทรียตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใชโพรบ Lab158 
ติดฉลากดวย Cy3, EUB338 ติดฉลากดวย fluorescein และยอมดวยสี 4/, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) A. เชื้อ L. plantarum ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวชุดการทดลองที่ 2 (ศรชี้) 
ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดยใชโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 B. แบคทีเรียในเนื้อเยื่อลําไส
ของกุงขาวชุดการทดลองที่ 2 (ศรชี้) ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดยใชโพรบ EUB338 ติดฉลาก
ดวย fluorescein  C. แบคทีเรียในเนื้อเยื่อลําไสของกุงขาวชุดการทดลองที่ 2 (ศรชี้) ตรวจสอบโดย
การยอมดวยสี DAPI ตรวจผลดวยกลองอิพิฟลูออเรสเซนซ (Bar = 5 µm) 
Figure 11 A-C Epifluorescence micrographs of microbial communities (arrow) were detected by 
FISH technique by using Lab158 Cy3-labeled gene probe, EUB338 Fluorescein-labeled gene 
probe and 4/, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) dye straining A. L. plantarum in intestine tissue 
of white shrimp in treatment 2 (arrow) were detected by FISH technique and Lab158 Cy3-labeled 
gene probe B. Bacteria in intestine tissue of white shrimp in treatment 2 (arrow) were detected by 
FISH technique and EUB338 fluorescein-labeled gene probe C. Bacteria in intestine tissue of 
white shrimp in treatment 2 (arrow) were strained with DAPI, detected by epifluorescence 
microscopic (Bar = 5 µm) 
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ภาพที่ 12 A-C A. L. plantarum ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวชุดการทดลองที่ 2 (ศรชี้) ตรวจสอบดวย
เทคนิค FISH โดยใชโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 ตรวจผลดวยกลองคอนโฟคอล เลเซอร 
สแกนนิง B. L. plantarum ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวชุดการทดลองที่ 3 (ศรชี้) ตรวจสอบดวยเทคนิค 
FISH โดยใชโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 ตรวจผลดวยกลองคอนโฟคอล เลเซอร สแกนนิง  
C. L. plantarum ในเนื้อเยื่อลําไสกุงขาวชุดการทดลองที่ 4 (ศรชี้) ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH    
โดยใชโพรบ Lab158 ติดฉลากดวย Cy3 ตรวจผลดวยกลองคอนโฟคอล เลเซอร สแกนนิง               
(Bar = 5 µm) 
Figure 12 A-C A. L. plantarum in intestine tissue of white shrimp in treatment 2 were detected 
by FISH technique by using Lab158 Cy3-labeled gene probe, detected by confocal laser scanning 
microscopic B. L. plantarum in intestine tissue of white shrimp in treatment 3 (arrow) were 
detected by FISH technique by using Lab158 Cy3-labeled gene probe, detected by confocal laser 
scanning microscopic C. L. plantarum in intestine tissue of white shrimp in treatment 4 (arrow) 
were detected by FISH technique by using Lab158 Cy3-labeled gene probe, detected by confocal 
laser scanning microscopic (Bar = 5 µm) 
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3.3.3 การทดสอบความตานทานตอโรค 
 
  หลังจากเลี้ยงกุงขาวเปนเวลา 1 เดือน นํากุงที่เหลือแตละชุดการทดลองจํานวน   
10 ตัว มาทดสอบความตานทานตอการติดเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi ที่เปนสาเหตุของโรคเรืองแสง 
โดยวิธีการแช (immersion challenge) และบันทึกอัตราการตายเปนเวลา 14 วัน พบวาชุดการทดลอง
ที่ 1 (ชุดควบคุม) มีอัตราการตายสูงที่สุด คือ 60 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 2, 3 
และ 4 คือ 50, 43 และ 30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และชุดการทดลองที่ 4 มีอัตราการตายนอยที่สุด คือ 
30 เปอรเซ็นตซ่ึงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (ภาพที่ 13 และตารางภาคผนวก ค ที่ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 13     อัตราการตายสะสมของกุงแตละชุดการทดลองภายในระยะเวลา 14 วัน (ชุด
ควบคุมไมเติมเชื้อ L. plantarum ในอาหารกุง, ชุดทดลองที่ 2 เติมเชื้อ L. plantarum
103 CFU/g, ชุดทดลองที่ 3 เติมเชื้อ L. plantarum 106 CFU/g และชุดทดลองที่ 4 
เติมเชื้อ L. plantarum 109 CFU/g) 

Figure 13  Cumulative mortality of white shrimp infected V. harveyi by immersion 
challenge held for 14 days. (T1= without L. plantarum in test diet, T2 = 
L. plantarum 103 CFU/g in test diet, T3 = L. plantarum 106 CFU/g in test diet and 
T4 = L. plantarum 109 CFU/g in test diet) 
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