
บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
1. วัสดุ 
 

1.1 จุลินทรีย 
1.1.1 จุลินทรียที่ใชเปนโปรไบโอติก 
จุลินทรียที่ใชเปนโปรไบโอติกจะมี 8 สายพันธุคือ Lactobacillus 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 จากศูนยวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา ภาควิชาวาริชศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

1.1.2 จุลินทรียกอโรคที่ใชทดสอบการยับยั้งเชื้อ 
โดยใชเชื้อ Vibrio harveyi จากศูนยวิจัยสุขภาพสัตวน้ํา ภาควิชาวาริชศาสตร คณะ

ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 

1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.2.1 อาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS) (Merck) สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ

Lactobacillus spp.  
1.2.2 อาหาร Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck) สําหรับใชในการทดสอบการ

ยับยั้งเชื้อ 
1.2.3 อาหาร Nutrient Broth (NB) (Merck) ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต 

สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp. 
1.2.4 อาหาร Trypticase Soy Agar (TSA) (Merck) ที่โซเดียมคลอไรด 1.5 

เปอรเซ็นต สําหรับเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp., V. harveyi และV. parahaemolyticus 
1.2.5 อาหาร Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) (Merck) ที่เติมโซเดียม

คลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต สําหรับเลี้ยงเชื้อ V. harveyi และV. parahaemolyticus 
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1.3 สารเคมีสําหรับเทคนิค FISH และศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ 
 
สารเคมีสําหรับเทคนิค FISH มีดังนี้ 
 

Reagent      Grade   Company 
Ethylenedinitrolo tetraacetic acid-   Analytical  Merck 
Disodium salt dehydrate 
Formamide       Analytical  Unilab 
Sodium chloride     Analytical  Merck 
Sodium dodecyl sulfate     Biotechnology  Amresco 
Tris HCl      Biotechnology  Amresco 

 
สารเคมีสําหรับศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ มีดังนี้ 
 

Reagent      Grade   Company 
Absolute ethanol     Analytical  Merck 
Formalin      Analytical  วิทยาศรม 
Xylene      Analytical  Merck 
Ethyl alcohol     Analytical  Merck 
Paraplast plus tissue embedding medium  Analytical  Oxford Labware 
 

1.4 โพรบสายสั้นๆ (Oligonucleotide probes) 
EUB338 probe (5/-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3/) ติดฉลากดวย fluorescein 
Lab158 probe (5/-GGTATTAGCA(T/C)CTGTTTCCA-3/) ติดฉลากดวย Cy3 
GV probe (5/-AGGCCACAACCTCCAAGTAG-3/) ติดฉลากดวย Cy3 
โพรบทั้งหมดสังเคราะหจากบริษัท Thermo Electron GmbH ประเทศเยอรมนี 
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1.5 อาหารกุงขาว 
สูตรอาหารควบคุม (Control) ซ่ึงเปนสูตรเดียวกันกับที่ใชในงานวิจัยของศูนยวิจัย

สุขภาพสัตวน้ํา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงมีสวนประกอบดังแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 วัสดุอาหารที่ใชสําหรับเตรียมอาหารกุงขาว 
Table 3    Compositions of shrimp feed  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.6 กุงขาว 
กุงขาวขนาด 5-10 กรัม ไดรับความอนุเคราะหจากฟารมเกษตรกร จังหวัดปตตานี

และฟารมในเครือบริษัท เจริญโภคภัณฑ จํากัด อําเภอระโนด จังหวัดสงขลา  
 
 

Raw material % in diet 
Fish meal 28.0 
Squid meal  16.9 
Wheat flour 20.0 
Rice flour  10.1 
Soybean meal  10.0 
Wheat gluten 6.0 
Lecithin  2.0 
Fish oil  2.0 
Vitamin-mix  0.5 
Mineral mixture 2.0 
Vitamin C  0.1 
Vitamin E 0.08 
Choline chloride  0.3 
Cholesterol 0.5 
Zeolite  1.5 
BHT  0.02 
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2. อุปกรณ 
 

2.1 อุปกรณเล้ียงกุงทดลอง 
2.1.1 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวย เครื่องใหอากาศ, สายยาง และหัว

ทราย 
2.1.2 อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา ประกอบดวย สายยาง และเครื่องปมน้ํา ชนิดจุม 

(submersible pump)  
2.1.3 อุปกรณขนยายกุงทดลอง ไดแก ถังพลาสติก และสวิง 
2.1.4 อุปกรณเครื่องแกวสําหรับวิเคราะหคาความเปนดาง, ความเค็ม, อัลคาไลน 

คือ ขวดรูปชมพู, บีกเกอร, ปเปต, ลูกยาง และขวดเก็บตัวอยางน้ํา 
 

2.2 อุปกรณศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ 
2.2.1 อุปกรณสําหรับดองรักษาสภาพเนื้อเยื่อกุงคือ เข็มขนาด 23G ยาว 1 นิ้ว, 

กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร, ขวดพลาสติกทนกรด, กรรไกร และมีดผาตัด 
2.2.2 อุปกรณสําหรับเตรียมเนื้อเยื่อคือ กลองใสเนื้อเยื่อ (cassette), เครื่องเตรียม

เนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) และชุดเอ็มเบดดิ้ง (embedding center) 
2.2.3 อุปกรณสําหรับตัดแตงเนื้อเยื่อคือ ใบมีดผาตัด 
2.2.4 อุปกรณสําหรับตัดเนื้อเยื่อคือ ไมโครโตม (sliding microtome), ใบมีดตัด,

เนื้อเยื่อ, สไลดแกว และอางน้ําอุน 
 

2.3 อุปกรณสําหรับเทคนิค FISH 
2.3.1 อุปกรณสําหรับควบคุมอุณหภูมิในการ Hybridized คือ เครื่อง Hybridization 

Oven (รุน Hybridizer HB-1D ยี่หอ TECHNE) 
2.3.2 อุปกรณสําหรับควบคุมอุณหภูมิในการลางโพรบ (probe) ดวย washing 

buffer คือ อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
2.3.4 อุปกรณสําหรับตรวจผลและบันทึกภาพคือ กลองอิพิฟลูออเรสเซนซ 

(epifluorescence microscope) (Olympus, BX51) และถายภาพดวยกลอง Cooled CCD (Olympus, 
DP50) และกลองคอนโฟคอล เลเซอร สแกนนิง (confocal laser scanning microscope) (Olympus, 
FV300) 
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2.4 อุปกรณอ่ืนๆ 
2.4.1 อุปกรณสําหรับชั่งวัดน้ําหนักคือ เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง และ เครื่องชั่ง 4 

ตําแหนง (Sartorius, BP3100S) 
2.4.2 อุปกรณสําหรับวัดคาดูดกลืนแสงคือ สเปคโตรโฟโตมิเตอร (Shimadzu, 

UV-1201) 
2.4.3 อุปกรณสําหรับจัดเก็บสารละลาย, สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห และ       

สายพันธุจุลินทรีย คือ ขวดแกวทนกรด-ดาง ขนาดตางๆ และตูแชอุณหภูมิต่ํา (-70 องศาเซลเซียส) 
(Science Temp, USA) 

2.4.4 อุปกรณสําหรับเตรียมวัสดุ, สารเคมี และอุปกรณปลอดเช้ือคือ หมอนึ่ง 
ความดัน (Tomy Seiko, Co., SS-325), ตูปลอดเชื้อ Laminar flow (Dryer Mark II, Clean) และตูอบ
ฆาเชื้อ (Sanyo, Program Oven) 
 
3. วิธีการดําเนินการวิจัยและวิธีวิเคราะห 
 

สําหรับวัตถุประสงคขั้นแรกทําการศึกษาวิธีการเตรียมลําไสของกุงขาวจากการ
เปรียบเทียบการใชน้ํายารักษาสภาพ 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) เพื่อศึกษากลุม
จุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว (Penaeus vannamei) 

 
3.1 การใชเทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) เพื่อศึกษากลุม   

จุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว (Penaeus vannamei) 
 

3.1.1 การเตรียมสัตวทดลอง 
กุงขาวสําหรับการทดลองนํามาจากฟารมเกษตรกร จังหวัดปตตานี น้ําหนักเฉลี่ย 

9.29 ± 0.42 กรัม จํานวน 60 ตัว เปนกุงปกติไมแสดงอาการของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียที่
กอใหเกิดโรคเรืองแสง ตรวจโดยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ และไวรัส Taura syndrome virus (TSV) ตรวจ
โดยวิธีทางชีวโมเลกุล (RT-PCR) นํากุงขาวมาเลี้ยงในบอซีเมนตขนาด 5 ตัน ใหอากาศตลอดเวลา 
ระดับความเค็มของน้ํา 15 สวนในพันสวน และใหอาหารสําเร็จรูปวันละ 4 คร้ัง เปนเวลา 7 วัน 
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3.1.2 การเตรียมตัวอยางลําไสบด 
เตรียมตัวอยางกุ งขาวโดยใชน้ํายารักษาสภาพ 3 ชุด คือ ชุดที่ 1 กุงขาวจํานวน     

20 ตัว รักษาสภาพ ในน้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลวยายไปเก็บใน          
เอทานอล 70 เปอรเซ็นต ชุดที่ 2 กุงขาวจํานวน 20 ตัว รักษาสภาพในน้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s 
fixative) ซ่ึงเปนน้ํายาที่ในการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา (Humason, 1972) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลว
ยายไปเก็บในเอทานอล 70 เปอรเซ็นต และชุดที่ 3 กุงขาวจํานวน  20 ตัว รักษาสภาพ ในน้ํายา RNA 
friendly fixative (Hasson et al., 1997) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลวเปลี่ยนน้ํายารักษาสภาพ เปน         
เอทานอล 70 เปอรเซ็นต โดยแตละชุดแยกเก็บรักษาตัวอยางกุงขาวจํานวน 10 ตัว ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส และจํานวน 10 ตัว เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจึงนําตัวอยาง
กุงขาวจํานวน 5 ตัว จากแตละชุดสภาพการเก็บรักษามาเลาะเฉพาะสวนลําไส นํามาบดใหละเอียด
ดวยวิธีการปลอดเชื้อโดยใชโกรงขนาดเล็ก เกลี่ยตัวอยางลําไสกุงขาวบดลงบนสไลดที่เคลือบ 
เจลลาติน 0.1 เปอรเซ็นต ทิ้งใหแหง นําไปดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrate) ดวยเอทานอล 80 
เปอรเซ็นต และ 100 เปอรเซ็นต ความเขมขนละ 1 คร้ังๆ ละ 3 นาที ตามลําดับ แลวทิ้งใหแหง 
นําไปตรวจสอบดวยเทคนิค FISH  
 

3.1.3 การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ 
เตรียมตัวอยางกุงขาวจํานวน 5 ตัว จากแตละชุดที่เก็บรักษาในน้ํายารักษาสภาพ 

ตางๆ คือ น้ํายาฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต, น้ํายาเดวิดสัน (Davidson’s fixative) และน้ํายา RNA 
friendly fixative ทั้งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นํามาเลาะเฉพาะ
สวนลําไสออกมา แลวนําไปดึงน้ําออกจากเซลล โดยนําตัวอยางลําไสใสในตลับใสเนื้อเยื่อ 
(cassette) แลวแชในเอทานอลเขมขน 70, 80 และ 100 เปอรเซ็นต ความเขมขนละ 1 คร้ังๆ ละ 3 
นาที ตามลําดับ แชในไซลีน (xylene) 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที และ พาราพลาสท (paraplast) 2 คร้ังๆ ละ         
5 นาที นําตัวอยางที่ผานขั้นตอนการดึงน้ําออกจากเซลลฝงเนื้อเยื่อ (embed) ดวยพาราพลาสท     
โดยใสใน embedding glasses แลวนําไปวางไวบนเครื่องใหความเย็น (cooling) ใหพาราพลาสท
แข็งตัว นําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตมแบบ rotary microtome ใหไดความหนาประมาณ 
3-5 ไมครอน นําไปลอยในอางน้ําอุนที่มีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ใชแผนสไลดตักตัวอยางที่
ลอยอยูในน้ํากลั่นผสมเจลาตินที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ขึ้นมา นําไปอบที่ อุณหภูมิ 45  
องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน (ดัดแปลงจาก Loy et al., 1996) นําแผนสไลดตัวอยางผานขั้นตอน
การนําพาราพลาสทออกจากเนื้อเยื่อ (deparaplast) โดยการแชในไซลีน 2 คร้ังๆ ละ 3 นาที            
ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 30 วินาที และเอทานอล 100 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง เปนเวลา 
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3 นาที ตามลําดับ หลังจากนั้นนําแผนสไลดที่ผานขั้นตอนการนําพาราพลาสทออกจากเนื้อเยื่อ 
(deparaplast) ไปตรวจสอบดวยเทคนิค FISH 
 

3.1.4 เทคนิค FISH 
ทําการ hybridization ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Amann (1995) โดยบมตัวอยางกบั

โพรบ EUB338 ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 5/-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3/ ที่จําเพาะกับ
แบคทีเรียทุกชนิด (domain bacteria) (Amann et al., 1990) ติดฉลากโพรบดวยสารเรืองแสงสีเขียว 
(fluorescein; excitation wavelength = 492 nm, emission wavelength = 528 nm) (Moter and Gobel, 
2000) โดยโพรบมีความเขมขน 25 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ใน hybridization buffer (NaCl 0.9 M, 
Tris/HCl 20 mM, SDS 0.01%, Formamide 20%) (ตารางภาคผนวก ก ที่ 1) นําตัวอยางกับโพรบบม
ในตูควบคุมอุณหภูมิ (TECHNE, Hybridizer HB-1D) ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส ในสภาพที่เต็ม
ไปดวยไอของ hybridization buffer เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer (Tris/HCl 20 mM, 
SDS 0.01%, NaCl 0.225 M) (ตารางภาคผนวก ก ที่ 2) 1 คร้ัง ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที หยดดวย Anti-fading solution (p-phenylenediamine 0.1 เปอรเซ็นต ในสารละลายผสม
ของ NaCO3 กับ glycerol) ลงบนสไลด เพื่อชะลอการจางหายของสารเรืองแสง แลวจึงปดดวยแผน
ปดสไลด  สําหรับตัวอยางลําไสบดนําไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  Epifluorescence 
(Olympus, BX51) และถายภาพดวยกลอง Cooled CCD (Olympus, DP50) สําหรับตัวอยางเนื้อเยื่อ
ปดดวยแผนปดสไลดที่เคลือบน้ํายาเปอรเมาท (permount) บริเวณขอบสไลดกอนนําตรวจสอบดวย
กลองจุลทรรศนคอนโฟคอล เลเซอร (Olympus, FV300) 
 

3.2 การคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรีย 
 

 โดยทําการคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการเจริญในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีระดับของโซเดียมคลอไรดตางๆ สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่กอโรคแบคทีเรียใน
กุงขาวคือ V. harveyi และ V. parahaemolyticus และยับยั้งการเจริญของ V. harveyi เมื่อนํามาเลี้ยง
รวมกัน (co-culture) เพื่อนําไปเลี้ยงกุงขาวตอไป 
 

3.2.1 การเตรียมสายพันธุจุลินทรีย Lactobacillus sp. และ Bacillus sp. 
จุลินทรียที่ใชเปนโปรไบโอติกมีจํานวน 8 สายพันธุคือ L. acidophilus TISTR 

1034, L. brevis TISTR 855, L. casei TISTR 1304, L. plantarum TISTR 050, Bacillus 
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amyloliquefacien TISTR 1045, B. subtilis TISTR 008, B. coagulan TISTR 1456 และ                 
B. licheniformis ซ่ึงจุลินทรีย Lactobacillus sp. เล้ียงในอาหาร MRS agar เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 
เปอรเซ็นต ที่ปราศจากเชื้อโดยนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บเชื้อไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และถายเชื้อ
ใหมทุก 1 เดือน สําหรับ Bacillus sp. เล้ียงในอาหาร NA และ TSA (Merck) ที่เติมโซเดียมคลอไรด 
1.5 เปอรเซ็นต เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บรักษาเชื้อไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส และถายเชื้อใหม ทุก 1 เดือน  
 

3.2.2 การทดสอบการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีระดับ
ของโซเดียมคลอไรดตางๆ 

เตรียมเชื้อเร่ิมตน Lactobacillus sp. โดยการนําเชื้อแตละชนิดที่เก็บไวมาถายลงใน 
MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจาก
นั้นถายเชื้อลงในอาหาร MRS borth ที่เติมโซเดียมคลอไรด ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันคือ 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญของเชื้อโดยดูความขุนที่เกิดขึ้น และทดสอบยืนยันผลโดยการ
นําไปหยดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่เติมโซเดียมคลอไรดในระดับความเขมขนที่แตกตางกัน
คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

เตรียมเชื้อเร่ิมตน Bacillus sp. โดยการนําเชื้อแตละชนิดที่เก็บไวมาถายลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ NB และ TSB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB และ TSB ที่เติมโซเดียมคลอไรด ในระดับ
ความเขมขนที่แตกตางกันคือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง สังเกตการเจริญของเชื้อโดยดูความขุนที่เกิดขึ้น 
และทดสอบยืนยันผลโดยการนําไปหยดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA และ TSA ที่เติมโซเดียมคลอไรด
ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันคือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
(ดัดแปลงจาก Cheng and Chen, 1999) 
 

3.2.3 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ Vibrio haveyi โดยวิธีการซึมผานวุน (agar well 
diffusion) 

ศึกษาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ V. harveyi โดยใชวิธีการซึมผาน
วุน (agar well diffusion) ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Schillinger และ Lucke (1989) ซ่ึงเตรียมเชื้อ
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เร่ิมตน (starter culture) โดยการนําเชื้อ (stock culture) ของจุลินทรียแตละสายพันธุ ดังนี้ Bacillus 
amyloliquefacien TISTR 1045, B. subtilis TISTR 008, B. coagulan TISTR 1456 และ                 
B. licheniformis ปริมาณเชื้อละ 5 ไมโครลิตร เติมลงในอาหารเหลว TSB ที่เติมโซเดียมคลอไรด 
1.5 เปอรเซ็นต บมเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ L. acidophilus 
TISTR 1034, L. brevis TISTR 855, L. casei TISTR 1304 และ L. plantarum  TISTR 050 ปริมาณ  
เชื้อละ 5 ไมโครลิตร เติมลงในอาหารเหลว MRS ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต เล้ียงที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และเชื้อ V. harveyi เล้ียงบนอาหาร TSA ที่เติม
โซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต บมเพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร เมื่ออุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 40-50 องศาเซลเซียส เติมเชื้อ V. harveyi โดย
ปรับความเขมขนที่ OD610= 0.1 ลงไป 300 ไมโครลิตร ซ่ึงมีปริมาณเชื้อประมาณ 103 CFU/ml  เขยา
ใหเชื้อกระจายสม่ําเสมอ แลวเทลงจานอาหารเลี้ยงเชื้อจานละ 25 มิลลิลิตร  ทิ้งไวใหแข็งตัว จากนั้น
ใชปลายของ pasture pipette ที่ฆาเชื้อแลวเจาะวุนออกใหเปนหลุมใหเสนผาศูนยกลางกวาง 0.6  
เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหาร จึงเติมเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลของจุลินทรียแตละชนิดลง
ไป 50 ไมโครลิตร และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24- 48 ช่ัวโมง สังเกตการ
เกิดเสนผานศูนยกลางวงใส (clear  zone) บนจานอาหารแตละชนิด จึงเลือกจุลินทรียชนิดที่สามารถ
สรางสารยับยั้งเชื้อกอโรค V.  harveyi ที่มีเสนผานศูนยกลางวงใส (clear  zone) กวางที่สุดมาศึกษา
หาความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งเชื้อกอโรคตอไปและนําไปคํานวณคากิจกรรมการยับยั้ง 
(ภาคผนวก ข) 

 
3.2.4 วิธีเล้ียงเชื้อรวมกัน (Co-culture) 
ศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อ L. plantarum ในการยับยั้งเชื้อ V.  harveyi โดยใชวิธี

เล้ียงเชื้อรวมกัน (Co-culture) ในน้ําทะเล ตามวิธีการที่ดัดแปลงจากสุภฏา คีรีรัฐนิคม และคณะ 
(2543) ซ่ึงเตรียมน้ําทะเลความเค็ม 15 สวนในพันสวน ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมอาหารกุงสําเร็จรูป (สารอินทรีย) ที่มีความเขมขน 50 สวนใน
ลานสวน แบงการทดลองเปน 2 ชุดคือ ชุดควบคุมที่มีปริมาณเชื้อ V.  harveyi เร่ิมตน 103 CFU/ml 
ไมเติมเชื้อโปรไบโอติก และชุดทดลองที่มีปริมาณเชื้อ V. harveyi เร่ิมตน 103 CFU/ml เติมเชื้อ  
โปรไบโอติก (L. plantarum) ระดับความเขมขน 102, 103 และ 104 CFU/ml ตามลําดับ แตละชุดการ
ทดลองแบงเปน 2 ซํ้า ทําการเก็บตัวอยางจากแตละฟลาสกทุก 2 วัน เปนเวลา 10 วัน โดยการสุม
ตัวอยาง 50 ไมโครลิตร จากแตละฟลาสก เจือจางในน้ําเกลือ 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 450 
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ไมโครลิตร จนมีระดับความเจือจาง 1:10, 1:100 และ 1:1000 นําตัวอยางที่เจือจางแลวมาเกลี่ย 
(spread plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต นําไปบมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับนับปริมาณเชื้อ L. plantarum  และอาหารเล้ียงเชื้อ 
TCBS agar ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง สําหรับนับปริมาณเชื้อ V. harveyi  และบันทึกผลเปนเวลา 10 วัน  

หลังจากทดสอบคุณสมบัติโปรไบโอติกแลวจึงเลือกเชื้อที่ดีที่สุดที่สามารถยับยั้ง
เชื้อ V. harveyi ทั้งวิธีการทดสอบการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเค็ม
ในระดับตางๆ วิธีการซึมผานวุน (agar well diffusion) และวิธีเล้ียงเชื้อรวมกัน (Co-culture) แลวจึง
นํามาประยุกตใชในการเลี้ยงกุงขาวตอไป 
 

3.3 การประยุกตใชโปรไบโอติกในกุงขาวโดยการนําเซลลสดผสมกับ
อาหารกุงขาว  

 
อาหารกุงเตรียมจากการชั่งวัสดุอาหารตามสูตรในตารางที่ 4 ผสมและอัดเม็ดดวย 

Hobart mixer และ grinder จากนั้นจึงหักเปนเม็ด (มะลิ บุณยรัตนผลิน และคณะ, 2543) นําเซลลสด
ของ L. plantarum ระดับความเขมขนตางๆ คือ 103, 106 และ 109 CFU/g ผสมกับอาหารกุงโดยการ
พน (spray) ลงบนเม็ดอาหารและคลุกเคลาใหเขากัน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน
ตรวจสอบปริมาณของเชื้อ L. plantarum จากอาหารกุงแตละชุดการทดลอง เพื่อควบคุมปริมาณเชื้อ
ในอาหารทดลองใหอยูในชวงความเขมขนที่กําหนด โดยบดอาหารกุงใหละเอียดดวยโกรงที่
ปราศจากเชื้อ เจือจางอาหารกุงดวยน้ําเกลือ 1.5 เปอรเซ็นต จนมีระดับความเจือจาง 1:10 ถึง 
1:1,000,000 จึงนํามาเกลี่ย (spread plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 
เปอรเซ็นต นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง อาหารที่ผสมโปรไบโอติกจะให     
กุงขาวกินเปนเวลา 3 วัน และใหอาหารปกติ 4 วันสลับกัน เล้ียงกุงขาวน้ําหนัก 9.21±0.51 กรัม เปน
เวลา 1 เดือน 

 จากนั้นจึงเก็บตัวอยางกุงขาวหลังจากหยุดใหอาหารที่ผสมโปรไบโอติกในชัว่โมง
ที่ 0, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 เปนเวลา 4 วัน เพื่อติดตามโปรไบโอติกในระบบทางเดินอาหาร
ของกุงขาวโดยใชเทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) และชั่วโมงที่ 72 ทําการนับ
จํานวนดวยวิธี plate count แลวเปรียบเทียบกับกุงขาวในชุดควบคุมที่ใหอาหารเม็ดธรรมดาโดย
แบงเปนชุดการทดลอง ดังนี้ 
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ชุดควบคุม  กุงขาวใหอาหารปกติ  
 ชุดทดลองที่ 2  กุงขาวใหอาหารผสม L. plantarum 103 CFU/g 
 ชุดทดลองที่ 3  กุงขาวใหอาหารผสม L. plantarum 106 CFU/g 
 ชุดทดลองที่ 4  กุงขาวใหอาหารผสม L. plantarum 109 CFU/g 

ทําการเก็บตัวอยางหลังจากใหอาหารมื้อสุดทายในวันที่ 3โดย เร่ิมเก็บตัวอยาง 
ช่ัวโมงที่ 1, 2, 3, 6, 12, 24, 36, 48 และ 72 ตามลําดับ ในฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลวจึงเปลี่ยนเปนเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เก็บที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส และติดตาม L. plantarum โดยเทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
และคํานวณปริมาณแบคทีเรียตามวิธีการของ Davenport et al., (2000) และ Oliveira et al., (2003) 
(ภาคผนวก ข) 
 

3.3.1 การทดสอบความตานทานโรค (Disease resistance) 
ทดสอบความตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร 

TSA ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
และเตรียมน้ําทะเล 50 ลิตรในตูทดลองโดยมีความเขมขนของเชื้อ V. harveyi ประมาณ 104 
CFU/ml ในตูทดลองของแตละชุดการทดลอง จากนั้นจึงนํากุงแตละชุดการทดลองจํานวน 10 ตัว 
ไปแชในน้ําทะเลที่เตรียมไวดังกลาว เปนเวลา 14 วัน สังเกตและบันทึกอัตราการตาย  
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ตารางที่ 4  สวนประกอบและปริมาณวัตถุดิบในอาหารที่ใชในการทดลอง 
Table 4     Compositions of test diets in this study 
 

% in diets Raw material 
1 2 3 4 

Fish meal 28.0 28.0 28.0 28.0 
Squid meal  16.9 16.9 16.9 16.9 
Wheat flour 20.0 20.0 20.0 20.0 
Rice flour  10.1 10.1 10.1 10.1 

Soybean meal  10.0 10.0 10.0 10.0 
Wheat gluten 6.0 6.0 6.0 6.0 

Lecithin  2.0 2.0 2.0 2.0 
Fish oil  2.0 2.0 2.0 2.0 

Vitamin-mixa  0.5 0.5 0.5 0.5 
Mineral mixtureb 2.0 2.0 2.0 2.0 

Vitamin C  0.1 0.1 0.1 0.1 
Vitamin E 0.08 0.08 0.08 0.08 

Choline chloride  0.3 0.3 0.3 0.3 
Cholesterol 0.5 0.5 0.5 0.5 

Zeolite  1.5 1.5 1.5 1.5 
BHT  0.02 0.02 0.02 0.02 

L. plantarum  (CFU/g) - 1.26 x 103 1.89 x 106 2.03 x 109 
a Vitamin mixture (mg/kg diet) : thiamin 22.5; riboflavin 20; nicotinic acid 36.7; Ca 

pantothenate 24; inositol 98; biotin 0.5; folic acid 1.68; vitamin B12 0.005; menadione 13.28; vitamin A 1150 
IU; vitamin D3 230 IU; BHT 1; PABA 20. 

b mineral mixture (g/kg diet) KH2PO4 1; NaH2PO4 1.5; KCl 0.5. 


