
1

การกระตุนระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา Penaeus monodon Fabricius

Immunoenhancement of Black Tiger Shrimp Penaeus monodon Fabricius

คํานํา

กุงกุลาดํา (Penaeus monodon Fabricius, 1798) เปนสินคาสงออกที่ทํารายไดใหกับประเทศ
ไทย โดยในป พ.ศ. 2547 มีมูลคาการสงออก 32,690.3 ลานบาท (กระทรวงพาณิชย, 2548) แต
เกษตรกรผูเล้ียงกุงกุลาดํามักจะประสบปญหาเรื่องโรคในการเลี้ยงตลอดมา เนื่องจากการเลี้ยงใน
ปจจุบันเปนแบบพัฒนา (Intensive) มีการปลอยกุงในอัตราความหนาแนนสูง ทําใหมีของเสียจาก
การขับถายในบอเล้ียงเปนปริมาณมาก ทําใหคุณภาพน้ําเปลี่ยนแปลงไป เมื่อคุณภาพน้ําเปลี่ยนแปลง
ไปเปนสาเหตุทําใหกุงเกิดความเครียด และมีภูมิคุมกันลดลง ทําใหเชื้อโรคเขาทําอันตรายกุงได 
นอกจากนั้นการที่มีอาหารเหลือตกคางในบอ ทําใหมีการสะสมของสารอินทรียที่พื้นกนบอ ทําให
เชื้อโรคเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว เปนปจจัยเสริมที่ทําใหกุงเปนโรคไดงายขึ้น

เมือ่เกดิโรคระบาดกไ็ดมกีารใชสารปฏชีิวนะเพือ่ทาํการรกัษาโรคเหลานีเ้ปนเวลานาน และมกีาร
ใชอยางพร่าํเพรือ่ไมมกีารควบคมุปรมิาณและชนดิของยาใหเหมาะสมกบัการรกัษาโรค สงผลตอสัตวโดย
ทางตรง คอืการทีสั่ตวไดรับสารปฏชีิวนะเปนเวลานาน สงผลใหจลิุนทรยีเกดิการดือ้ยา ทาํใหการใชสาร
ปฏิชีวนะในปรมิาณเทาเดมิไมไดผลเทาทีค่วร นอกจากนีก้ารใหสารปฏชีิวนะเปนเวลานานโดยไมมรีะยะ
งดใหอาจกอใหเกดิสารตกคางในเนือ้สัตวได ผูบริโภคสตัวเหลานีเ้ขาไป จะมกีารสะสมสารปฏชีิวนะ
เหลานีใ้นระยะยาว อันตรายจะขึน้อยูกบัวาสารนัน้เปนสารใด ซ่ึงสารบางชนดิเมือ่เขาไปสูรางกายแลวอาจ
ถูกเปลีย่นไปเปนสารทีม่คีวามเปนพษิสงูกวาสารตัง้ตน หรืออาจเปนสารกอมะเรง็  (วลัยพร, 2544)

สารตานจุลชีพที่ประกาศใหใชกับสัตวน้ําเพื่อลดการเกิดโรคไดแก Oxytetracycline, 
Sulfadimethoxine + Ormethoprim, Sulfadimethoxine + Trimethoprim และ Enrofloxacin แตตองใช
ในปรมิาณทีไ่มเกนิทีก่าํหนดจงึจะไมตกคาง (นนทวทิย, 2545) และไมสรางปญหาตกคางในเนือ้กุง 
(สมปอง, 2545) สวนไนโตรฟแูรนและคลอแรมเฟนคิอล เปนตวัยาทีห่ามใชในสตัว เนือ่งจากเปนยา
อันตรายรายแรง ผูทีบ่ริโภคเขาไปจะสะสมและตกคาง กอใหเกดิการดือ้ยาและเปนสารกอมะเรง็ใน
เมด็เลอืด (ลิลา, 2545)
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จากสาเหตุดังกลาวขางตนจึงมีการเลี้ยงกุงกุลาดํา โดยพยายามลดการใชสารปฏิชีวนะและ
สารเคม ีแตจะมุงเนนถึงการเพิม่ภมูคิุมกนัโรคใหกบักุงกลุาดาํ โดยในปจจบุนัมกีารใชสารเสรมิสขุภาพ
ซ่ึงเปนแนวทางหนึ่งที่จะชวยใหกุงมีความแขง็แรงในสภาพการเลีย้งแบบพฒันาทีก่าํลังดาํเนนิการอยู
ในปจจุบัน สารกระตุนภูมิคุมกันคือสารที่สัตวไดรับในปริมาณนอยและมีผลในการทาํใหเกดิความ
แขง็แรง มภีมูคิุมกนัโรคสงูขึน้ เมือ่มเีชือ้โรคเขาสูรางกายกจ็ะสามารถปองกนัตวัเองได จงึลดปญหา
การเกิดโรคระบาดและการใชยาในเวลาเดียวกัน นอกจากการใชสารกระตุนภูมิคุมกันยังมีการนํา
วติามนิซมีาผสมอาหาร ซ่ึงวติามนิซมีบีทบาทสาํคญัในการสรางคอลลาเจน ซ่ึงเปนสารสาํคญัในการ
สรางเนือ้เยือ่ ชวยทาํใหเปลอืกแขง็แรง แผลหายเรว็ และผนงัเสนเลอืดแขง็แรง มบีทบาทในการสราง
ฮอรโมนของการลอกคราบ ลดความเครยีด สรางภมูคิุมกนั กระตุนการกนิอาหาร (อัครเดช, 2545)

นอกจากการใชสารกระตุนภมูคิุมกนัและวติามนิซแีลว ยงัมกีารนาํเอาจลิุนทรยีมาใชในการ
เพาะเลีย้งกุง ซ่ึงการใชจลิุนทรยีจะแบงออกเปนวตัถุประสงคหลัก 2 วตัถุประสงค คอื เพือ่ควบคมุคณุภาพ
ส่ิงแวดลอมในบอกุง และเพือ่ใชจลิุนทรยีเปนอาหารเสรมิในสตัว คอืใชเปนโพรไบโอตกิ (probiotic)
(มณจนัทร, 2540) โดยจลิุนทรยีทีเ่ลือกมาใชนัน้ควรมคีณุสมบตัติาง ๆ คอื ไมควรเปนจลิุนทรยีทีก่อให
เกดิโรคในกุง (non pathogenic) หรือมโีอกาสกอใหเกดิโรค ไมควรเปนจลิุนทรยีทีม่กีจิกรรมแลวได
สารพษิ เจรญิไดดใีนสภาวะตาง ๆ ในบอกุง ทัง้ทีม่คีาความเปนกรดเปนดางสงู หรือต่าํ หรือทีม่คีา
ความเคม็ทีเ่ปลีย่นแปลงไป ควรมคีวามสามารถยบัยัง้การเจรญิของสิง่มชีีวติทีก่อใหเกดิโรคได อาจทาํ
โดยการแยงอาหารและทีอ่ยู หรือยบัยัง้โดยการหลัง่สารประเภทเอนไซมออกมาขางนอกเซลล และ
ควรทีจ่ะมคีวามสามารถในการเปลีย่นสารพษิใหเปนสารทีม่พีษินอยลงหรอืไมมพีษิ (วลัยพร, 2544)

โดยทั่วไปจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารจะทําหนาที่เปนโพรไบโอติก โดยสรางโคโลนี
ทุกพื้นที่ของทางเดินอาหาร และเคลื่อนที่จากปากไปสูปลายทางคือทวารและจะไมเคลื่อนที่       
ยอนทาง บทบาทของจุลินทรียที่อาศัยอยูเหลานี้จะชวยยอยอาหาร ลดปริมาณจุลินทรียที่ทําใหเกิด
โรคในระบบทางเดินอาหาร มีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญระหวางจุลินทรียดวยกัน และระหวาง            
จุลินทรียกับ host จุลินทรียเหลานี้จะสราง acetic acid, lactic acid, propionic acid, volatile acid, 
วิตามิน, เอนไซม, สารตานแบคทีเรีย และสารประกอบเคมีที่ไมทราบชนิด (วลัยพร, 2544)

การใชโพรไบโอติกเพื่อใหไดผลตามที่มุงหวัง จุลินทรียที่ผานจากปากเขาสูภายในระบบ
ทางเดินอาหารของรางกายจะตองรอดชีวิตและสามารถยึดเกาะกับเยื่อบุผิวภายในอวัยวะตาง ๆ ตาม
บริเวณหรือจุดที่จําเพาะเจาะจงที่ไดคัดเลือกสายพันธุ พรอม ๆ กับมีการแขงขันการเจริญเติบโตกับ
พวกจุลินทรียประจําถ่ิน มีการเพิ่มปริมาณ และผลิตสารเคมีที่เปนประโยชนได
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วัตถุประสงคของการวิจัย

1. ศึกษาผลของสารกระตุนภูมิคุมกัน 2 ชนิด คือ เบตากลูแคน  และ เปปติโดกลัยแคน ตอ
ระบบภูมิคุมกันโรคของกุงกุลาดํา โดยมุงเนนความตานทานตอเชื้อแบคทีเรียจําพวกที่กอใหเกิดโรค
และผลตอองคประกอบตาง ๆ ทางภูมิคุมกันโรค

2. ศึกษาความเขมขนและระยะเวลาที่เหมาะสมในการใชสารกระตุนภูมิคุมกันทั้ง 2 ชนิด       
ตอสภาพการเลี้ยงจริง

3. ศึกษาคุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus ที่ไดมาจากลําไสกุง
กุลาดําในการยับยั้งการเจริญเติบโต และแขงขันการใชสารอาหารในการเจริญเติบโตกับเชื้อ
แบคทีเรียกอโรค Vibrio harveyi

4.  ศึกษาผลของการใชแบคทีเรีย Bacillus ทั้งเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม ที่ไดมาจากลําไสกุง
กุลาดําเพื่อใชเปนโพรไบโอติกในกุงกุลาดํา โดยดูผลตอการเจริญเติบโต และระบบภูมิคุมกันโรค
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การตรวจเอกสาร

กุงกุลาดํา (Penaeus monodon Fabricius, 1798) หรือเรียกวา กุงกุลา กุงกะลา กุงเสือดํา กุง
เสือ กุงลาย มีช่ือสามัญวา Black tiger shrimp เปนกุงทะเล ลําตัวสีแดงอมน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม มีลาย
พาดขวางที่หลังประมาณ 9 ลาย และสีออกน้ําตาล เขมขางแถบสีขาว ดานบนของกรีมีฟน 7-8 ซ่ี 
ดานลางมี 3 ซ่ี สันกรียาวเกือบถึงคาราเปส (carapace) มีสันตับ (hepatic crest) ยาวตรงขนานไปกับ
ลําตัว หนวดยาวไมมีลายชัดเจน ขาเดินมีสีแดงปนดํา ขาวายน้ํามีสีน้ําตาลปนน้ําเงิน โคนสีขาว ขา
เดินคูที่หาไมมี exopod ขนาดความยาวประมาณ 18-25 เซนติเมตร

พบกุงกุลาดําไดทั่วไปในทวีปเอเซีย ในประเทศไทยพบแพรกระจายทั่วไป พบมากบริเวณ
เกาะชาง บริเวณนอกฝงชุมพร ถึงนครศรีธรรมราช และทางฝงอันดามันจะพบมากที่ภูเก็ต ระนอง 
ชอบอาศัยอยูในบริเวณที่มีดินเปนทรายปนโคลน หรือทรายปนเปลือกหอยและหินปะการัง 
สามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดดี อดทน โตเร็ว เนื้อมีรสชาติดี จึงนิยมนํามาทําการ            
เพาะเลี้ยงเพื่อการคา เปนสัตวเศรษฐกิจ และเปนสินคาสงออกที่สําคัญ

อนุกรมวิธานของกุงกุลาดํา (SEAFDEC, 1988)
Phylum Arthropoda
      Class Crustacea

Subclass Malacostraca
       Order Decapoda

Suborder Dendrobranchiae
        Superfamily Penaeoidea

Family Penaeidae
           Genus Penaeus

   Species monodon

วงจรชีวิต
กุงกุลาดําเมื่อเจริญเติบโตเปนกุงใหญ (adult) จะชอบอาศัยอยูตามหนาดิน (bottom 

dewelling) กินอาหารจําพวกพืชและสัตวที่ตายแลว หรือยังมีชีวิตอยู วงจรชีวิตจะเริ่มในทะเลลึก กุง
กุลาดําจะอาศัยอยูในพื้นที่ทองทะเลที่เปนทราย ความลึก 30-40 เมตร โดยแมกุงจะวางไขในทะเล 
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แลวไขจะฟกออกมาเปนตัวในบริเวณที่วางไข จากนั้นลูกกุงจะเคลื่อนตัวเขาไปอาศัยอยูในบริเวณ
ชายฝงที่เปนน้ํากรอย ซ่ึงเปนบริเวณที่มีอาหารธรรมชาติสมบูรณ ขณะเคลื่อนที่เขาชายฝงลูกกุงจะมี
การเจริญเติบโตขึ้นเรื่อย ๆ โดยวิธีลอกคราบ (molting) เมื่อลูกกุงเจริญเติบโตถึงขั้น postlarva ก็จะ
เขาหากินบริเวณน้ํากรอยพอดี ลูกกุงจะหากินเลี้ยงตัวเองในบริเวณนี้ จนกระทั่งเติบโตถึงขั้นเปน   
กุงใหญก็จะอพยพสูทะเลลึก เพื่อทําการสืบพันธุวางไขตอไป (นิเวศน, 2529)

ระยะการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา มี 4 ระยะ (ประจวบ และ สุนันท, 2531)

1. ระยะนอเพียส (nauplius) เปนระยะแรกของลูกกุงหลังฟกออกจากไข รูปรางคลาย
กระสวย มีระยางค 3 คู ใชในการเคลื่อนไหว ลําตัวยังไมแบงเปนขอปลอง ระยะนอเพียสจะ        
ลอกคราบทัง้หมด 6 คร้ัง ใชเวลาประมาณ 2-3 วนั มขีนาด 0.3-0.33 มลิลิเมตร ลักษณะนสัิยจะวายน้าํ
เขาหาแสง ในระยะนีย้งัไมกนิอาหารและชอบกระแสน้าํทีห่มนุเวยีนอยูเสมอ เมือ่มกีารลอกคราบครั้ง
สุดทายในระยะนอเพียส จะมีขนาดประมาณ 0.6 มลิลิเมตร แลวพัฒนาเขาสูระยะซูเอีย

2. ระยะซูเอีย (zoea, protozoea) ระยะนี้จะมีการเปลี่ยนแปลงอยางชัดเจน โดยสวนหัวจะมี
ขนาดใหญ มีลําตัวยาวขึ้นและแยกจากสวนของลําตัวอยางเดนชัด ระยะซูเอียมีการลอกคราบ 3 คร้ัง 
แตละครั้งจะมีลักษณะที่แตกตางกันคือ ระยะซูเอียหนึ่ง มีสวนของตาติดกับหัว ระยะซูเอียสอง สวน
ของหัวจะมีกานตาโผลใหเห็นชัดเจน ระยะซูเอียสามจะมีแพนหาง (uropod) เกิดขึ้นเปนสองแฉก 
(bilobed) และลูกกุงจะเริ่มวายน้ําไปขางหนาอยางตอเนื่องได ซ่ึงลักษณะการเคลื่อนไหวจะเปนแบบ
ขึ้น-ลง ในระยะซูเอียจะเริ่มกินอาหารซึ่งไดแกพวกแพลงกตอนพืช ซ่ึงมีขนาดประมาณ 50-100 
ไมครอน เชน Chaetoceros sp. และ Skeletonema sp. เปนตน ลูกกุงจะอยูในระยะซูเอียประมาณ 3-4 
วัน ลอกคราบครั้งสุดทายมีขนาด 1-3.3 มิลลิเมตร แลวจึงพัฒนาเขาสูระยะไมซิส

3. ระยะไมซิส (mysis) เปนระยะที่การพัฒนาของขาวายน้ํา (pleopod) มีการลอกคราบ 3 
คร้ัง ทําใหเกิดความแตกตางกัน แบงไดเปน 3 ระยะ คือ ระยะไมซิสหนึ่งจะพบวาสวนของขาวายน้ํา
เปนปุมนูน (pleobases) ระยะไมซิสสองจะพบวาสวนของขาวายน้ําจะพัฒนาขึ้นลักษณะเปนติ่ง แต
ยังไมมีขอปลอง (segment) ระยะไมซิสสามสวนของขาวายน้ําจะพัฒนาขึ้นเปนปลองอยางสมบูรณ 
ลูกกุงในระยะไมซิสจะวายน้ําแบบดีดตัวข้ึนและหอยหัวลง ระยะนี้เร่ิมกินแพลงกตอนสัตว เชน  
อารทีเมียขนาดเล็ก ลูกกุงจะอยูในระยะไมซิสประมาณ 4-7 วัน เมื่อลอกคราบครั้งสุดทายจะมีขนาด
ประมาณ 3.3-5.0 มิลลิเมตร จากนั้นจะพัฒนาเขาสูระยะโพสทลารวา
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4. ระยะโพสทลารวา (postlarva) จะมีรูปรางเหมือนตัวเต็มวัย มีการพัฒนาอวัยวะตาง ๆ 
สมบูรณ ลูกกุงในระยะโพสทลารวาจะวายน้ําขนานตามแนวยาวและมักเกาะตามผนังหรือกนบอ 
เร่ิมใหอาหารเม็ดและอาหารเสริมไดมีขนาดตั้งแต 5.5 มิลลิเมตรขึ้นไป โดยทั่วไปการเพาะฟกมักจะ
อนุบาลลูกกุงจนถึงระยะโพสทลารวาที่ 7 ถึง ระยะโพสทลารวาที่ 20 จึงนําไปเลี้ยงในบอดิน

ระบบภูมิคุมกันโรคของกุงกุลาดํา

สัตวน้ําในกลุมอารโทรปอด (arthropod) ไมมีระบบภูมิคุมกันโรคแบบเฉพาะเจาะจง ซ่ึง
ทํางานโดยแอนติบอดี้ (antibody) แตการปองกันตัวของสัตวน้ํากลุมนี้เปนแบบไมจําเพาะเจาะจง 
(non-specific immune response) (กิจการ และคณะ, 2543จ) ระบบภูมิคุมกันโรคของกุงกุลาดํา
สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือ

1. ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล (cellular immunity) เซลลที่มีบทบาทสําคัญคือเซลล       
เม็ดเลือด 3 ชนิด คือ ไฮยาลีนเซลล (hyaline cell) เซมิกรานูลาร (semi granular) ลารจกรานูลาร
(large granular) และเซลลจับกินที่อยูกับที่ (fix phagocyte) กระจายอยูตามเนื้อเยื่อ ตอมน้ําเหลือง 
กลามเนื้อหัวใจ และอวัยวะอ่ืน ๆ ซ่ึงมีวิธีการหลายวิธีไดแก การจับกินเชื้อโรค (phagocytic activity)
และ การหอมลอมตัวเชื้อหรือส่ิงแปลกปลอม (nodule formation and encapsulation)

2. ระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด (humoral immunity) ระบบนี้เกิดจากการทํางานของหลาย ๆ 
ปฏิกิริยา เชน การเกิดการแข็งตัวของเลือด (blood clotting) การเกิดเมลานิน (melanin formation)
และ opsonization (Hoffmann et al., 1999) ระบบที่สําคัญคือโปรฟนอลออกซิเดสแอกติเวติ้งซิสเตม 
(prophenol oxidase activating system) และเลคติน (lectin) ซ่ึงคอยดักจับสิ่งแปลกปลอม

การแข็งตัวของเลือด

การแข็งตัวของเลือดเปนปฏิกิริยาที่สําคัญทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูก     
สันหลัง เพื่อที่จะปองกันการสูญเสียเลือดจากบาดแผล เปนกระบวนการที่เกิดขึ้นโดยเม็ดเลือดชนดิ   
ไฮยาลีนเซลล ซ่ึงมีกรานูลอยูภายใน เมื่อกรานูลถูกปลอยออกมาแลวแตกออก สารเคมีที่ถูกปลอย
ออกมาจะไปกระตุนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของโคแอคกลูโลเจน (coagulogen) ซ่ึงเปนสารที่ทํา
ใหเกิดการจับตัวเปนกอน โดยเปนโปรตีนหลักเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือดซึ่งอยูในน้ําเลือดของ   
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ครัสเตเชี่ยนหลายชนิด ทําใหเกิดการแข็งตัวของเลือด การที่เลือดไมสามารถแข็งตัวได อาจเกิดมา
จากการที่เม็ดเลือดชนิดไฮยาลีนเซลลมีปริมาณลดลงจากการติดเชื้อจุลินทรีย

Iwanaga (1993) ไดทําการศึกษาระบบการแข็งตัวของเลือดในกลุม Chelicerate โดยศึกษา 
horseshoe crab Tachypleus tridentatus พบวาระบบที่ทําใหเกิดการจับตัวเปนกอน (coagulation 
system) ประกอบไปดวยโปรตีน 5 ชนิด ซ่ึงทําใหเกิดการแข็งตัวของเลือดได ไดแก serine 
proteinase zymogen factors C, B, G, proclotting enzyme และ clottable protein coagulogen ซ่ึง 
factors C จะเปนโปรตีนที่ไวตอการกระตุนของ Lipopolysaccharide (LPS) และ factors G จะเปน
โปรตีนที่ไวตอการกระตุนของ β-1,3-glucan

ฟาโกซัยโตซิส  (Phagocytosis )

ฟาโกซัยโตซิสนับเปนดานแรกในการปองกันเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมผานชั้นผิวปกคลุมเขา
มาสูรางกาย ฟาโกไซท (phagocytes) เปนเม็ดเลือดขาวที่สามารถทําใหส่ิงแปลกปลอมที่เปนเซลล 
หรือส่ิงมีชีวิตเล็ก ๆ ซ่ึงอาจเปนสาเหตุที่กอใหเกิดโรคไดสลายตัวโดยกระบวนการกลืนกิน           
ส่ิงแปลกปลอม ตัวอยางของเม็ดเลอืดขาวไดแก macrophages และ granulocytes

กระบวนการเกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม เปนกระบวนการที่ไมเฉพาะเจาะจง เร่ิมจาก
การยึดกันระหวางสิ่งแปลกปลอมกับผิวของเซลล หลังจากนั้นผิวของเซลลจะเวาเขาไป เกิดเปน    
ฟาโกโซม (phagosome) ซ่ึงจะสัมผัสกับไลโซโซม (lysosome) ที่อยูภายในเซลล ภายในไลโซโซม
บรรจุเอนไซมหลายชนิดที่เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายเรียกวา acid hydrolases ซ่ึงรวมถึง
เอนไซม DNases, RNases, proteases, phosphatases และ lipases ที่สามารถไปลดขนาดของโมเลกุล
ส่ิงแปลกปลอมทั้งหลายใหเหลือเปนหนวยยอย ๆ

เมื่อเซลลฟาโกไซทรวมกับไลโซโซม จะเกิดเปนฟาโกไลโซโซม (phagolysosome) และมี
การแตกตัวของออกซิเจน (oxygen burst) น้ําตาลที่ถูกเก็บสะสมไว ที่ใชในการสราง NADPH จะ
รวมเขากับออกซิเจน เกิดเปน toxic peroxide (H2O2) และ superoxide (O2

- ) การแตกตัวของ
ออกซิเจนสามารถที่จะผลิตออกซิเจนในรูปแบบที่เปนพิษ จํานวนโมเลกุลทั้งหมดจะมีความ
สามารถในการเกิดปฏิกิริยาสูง และมีการทําลายอนุภาคภายในฟาโกไลโซโซม โดยกลไกทางเคมี
อยางไมเฉพาะเจาะจง หลังจากทําการยอยสลายแลวก็จะปลอยสวนที่ถูกทําลายแลวออกมาจากเซลล
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การเพิ่มจํานวนอิเล็กตรอนโดยมี NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอนทําใหเกิดอนุภาคตาง ๆ
Superoxide : O2 + e- → O2

-

Hydrogen peroxide : O2
-  +  e-  + 2H+  →  H2O2

Hydroxyl radicle : H2O2  +  2e-  +  H+  →  OH-  +  H2O

ภายในไลโซโซม จะมีคา pH เปนกรด เพราะเยือ่บผิุวของไลโซโซม จะปมไฮโดรเจน
ไอออน (H+) เขาไปในไลโซโซม เพื่อที่จะรักษาระดับคาความเปนกรดเปนดางใหได 4.8 ซ่ึงเปนคา
ความเปนกรดเปนดางที่โปรตีนหลายชนิดเสื่อมสภาพไป (denature) และงายตอการทําใหแตกออก 
การเปนกรดนี้จะเปนการเรงใหเกิดการสรางสารประกอบออกซิเจนบางชนิดที่เปนพิษเชน peroxide

ระยะเวลาในการเกิดกระบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอมตั้งแตเร่ิมจนถึงการเกิดฟาโก-       
ไลโซโซม และการกระตุนการเกิดกระบวนการแตกตัวของออกซิเจนจะใชเวลาหลายชั่วโมง เวลา
สําหรับการเกิดการแตกตัวของอนุภาคสิ่งแปลกปลอมจะแตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับปจจัย     
หลายอยาง เชน ชนิดของสิ่งแปลกปลอมที่เขาไป ระดับของการกระตุนเซลลที่ทําหนาที่กลืนกิน            
ส่ิงแปลกปลอม กระบวนการนี้บางครั้งสามารถเกิดไดในเวลาไมกี่ช่ัวโมง หรือบางครั้งอาจใชเวลา  
เปนวัน (Terry, 2001)

โนดูลฟอรเมชั่น (nodule formation) และ เอนแคปซูเลชั่น (encapsulation)

โดยทั่วไปกระบวนการฟาโกซัยโตซิสจะทําลายเชื้อจุลินทรียที่มีขนาดเล็ก โดยเซลลเม็ด
เลือดเดี่ยว ๆ สวนโนดูลฟอรเมชั่น และ เอนแคปซูเลชั่น เปนการหอมลอมตัวเชื้อหรือส่ิงแปลก
ปลอม ซ่ึงมีวิธีการที่ซับซอนมากกวา สามารถทําใหส่ิงแปลกปลอมที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคที่มี
ขนาดใหญ หรือมีจํานวนมากถูกกําจัดไป การเกิดโนดูลจะใชเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมเขามาเปนจํานวน
มาก สวนการหอหุมสิ่งแปลกปลอมโดยเอนแคปซูเลชั่น จะเกิดเมื่อส่ิงแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญ

ในขบวนการเกิดกอนโนดูลนั้น จะเห็นการรวมตัวของเซลลเม็ดเลือด เพื่อที่จะโอบลอม             
ส่ิงแปลกปลอม หลังจากนั้นจะเกิดการทําลายสิ่งแปลกปลอมซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซม         
ฟนอลออกซิเดส  โดยการเกิดเมลานิน (melanin) (Lee, 2001)
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กระบวนการเอนแคปซูเลชั่น จะคลายกับโนดูลฟอรเมชั่น แตเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นเพื่อ
ตานทานตออนุภาคที่มีขนาดใหญ เชนเชื้อรา หนอนตัวกลม ไขของปรสิต และระยะตัวออน 
(Gunnarsson and Lackie, 1985; Hoffmann et al.,1996; Koizumi et al., 1999; Gillespie et al., 1997)

ระบบโปรฟนอลออกซิเดสแอกติเวติ้ง ซิสเตม

เอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase) เปนเอนไซมที่เกิดจากการกระตุนระบบ        
โปรฟนอลออกซิ เดส  (prophenoloxidase) ของครัสตาเซียโดยไลโปโพลีแซคคาไรด  
(lipopolysaccharide : LPS)  เปปติโดกลัยแคน (peptidoglycan : PG) และ เบตากลูแคน (β-1,3-
glucan) ซ่ึงเปนสวนประกอบผนังเซลลของเชื้อแบคทีเรีย ฟนอลออกซิเดส จะไป oxidize สารกลุม
ฟนอล (phenol) ใหเปนสารประกอบควิโนน (quinone) แลวเปลี่ยนไปเปนเมลานินไดในที่สุด    
หนาที่ของเมลานินจะชวยในการยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโตของพวกเชื้อแบคทีเรีย สาร
ตอตานแบคทีเรีย (antibacterial substances) เปนสารประกอบขั้นสุดทายที่ไดจากกระบวนการของ
ระบบโปรฟนอลออกซิเดส เชนเดียวกับเอนไซมฟนอลออกซิเดส รวมทั้งคุณสมบัติในการปองกัน
การเจริญเติบโตของพวกแบคทีเรียและเชื้อรา (Smith and Chisholm, 1992; Soderhall and Cerenius, 
1992; Bachere et al., 1995)

จากการศกึษาของ กจิการ และคณะ (2543 จ) พบวาความวองไวของเอนไซมฟนอลออกซเิดส
ทีว่เิคราะหไดจากเมด็เลอืดและน้าํเลอืดกุงมคีาแตกตางกนั โดยพบปรมิาณเอนไซมดงักลาวคอนขาง
สูงในเม็ดเลือด และปริมาณต่ําในน้ําเลือดกุงกุลาดํา ปริมาณที่พบในเม็ดเลือดมีคา 352.72+152.30 
หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน ในขณะที่ในน้ําเลือดมีคา 32.23+6.04 หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน

ในสิ่งมีชีวิตพวกกุงพบวาความวองไวของเอนไซมในระบบโปรฟนอลออกซิเดส จะมีมาก
ในถุง (vesicle) ซ่ึงอยูภายในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดเชนใน Astacus astacus และใน 
Procambarus clarki (กิจการ และคณะ, 2543 จ อางถึง Smith and Soderhall, 1983; กิจการ และ
คณะ, 2543 จ อางถึง Johansson and Soderhall, 1985; Lanz et al., 1993)  ในขณะที่กิจการ และคณะ 
(2543 จ) อางถึง Sung et al. (1996) และ Parazzolo and Barracco (1997) ซ่ึงพบวาโปรฟนอลออกซิ-
เดสของกุงกุลาดํา กุงกามกราม และกุงขาว สวนใหญจะอยูในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดในกลุม
แกรนูลาร (granular haemocyte) นอกจากนีแ้ลวยงัพบเอนไซมชนดินีม้กีารแพรกระจายอยูในเนือ้เยือ่
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หลายสวนของตวักุง (กิจการ และคณะ, 2543 จ อางถึง Hose et al., 1987; กิจการ และคณะ, 2543 จ 
อางถึง Soderhall, 1982; กิจการ และคณะ, 2543 จ อางถึง Soderhall et al ., 1990)

เซลลและเนื้อเยื่อท่ีเก่ียวของในการกําจัดสิ่งแปลกปลอมในกุงกุลาดํา

กิจการ และคณะ (2543 ง) พบวา เหงือก ตอมน้ําเหลือง หัวใจ ตับ ตับออน และเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันสามารถกําจัดสิ่งแปลกปลอมไดด ี สวนกลามเนื้อและระบบประสาทกําจัดไดเพียงเล็กนอย 
โดยพบเซลลเม็ดเลือด และเซลลที่จับกินอยูกับที่ทําหนาที่ในการดักจับสิ่งแปลกปลอมในเนื้อเยื่อ        
ดังกลาว กลไกการกําจัดสิ่งแปลกปลอมเกิดขึ้นโดยเริ่มจากมีเซลลเดี่ยวเขามาลอมจับแลวมีเซลล   
เม็ดเลือดเขามารายลอมมากขึ้นจนกลายเปนลักษณะที่เรียกวาโนดูลฟอรเมชั่น และเอนแคปซูเลชั่น    
สุดทายมีการสรางเมลานินขึ้น และถูกกําจัดออกนอกรางกาย

ระบบภูมิคุมกันโรคของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชี่ยนในการตอตานสิ่งแปลกปลอมมีทั้ง       
กิจกรรมที่เกิดขึ้นโดยการตอบสนองของเซลลและของเหลวในรางกาย (cellular and humoral 
response) (กิจการ และคณะ, 2543 ง อางถึง Rabin, 1970) ซ่ึงกิจกรรมที่เกิดขึ้นมีหลายแบบคือ
โปรตีนชนิดตาง ๆ ในซีร่ัม เชน แอกกลูตินิน (agglutinin) ฮีโมไลซิน (hemolysin) ไลโซซายม 
(lysozyme) และโปรตีนที่ชวยในการแข็งตัวของเลือด (clotting protein) เซลลเม็ดเลือดซึ่งจะกอให
เกิดกระบวนการเกาะกลุม (adhesion) ฟาโกซัยโตซิส การหอหุมโดยวิธีเอนแคปซูเลชั่น และการ
สรางเม็ดสี (melanization) และระบบอื่นที่เกี่ยวของ เชน การแข็งตัวของเลือด และสมานแผล และ
ระบบโปรฟนอลออกซิเดสแอกติเวติ้ง ซิสเตม (Martin et al., 1993)

เนื้อเยื่อที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในกุงคือตอมน้ําเหลือง (lymphoid organ) อวัยวะ
สรางเม็ดเลือด (haemopoietic tissue) รวมทั้งอวัยวะตาง ๆ ที่มีเซลลจับกินอยูกับที่กระจายอยู 
(Johnson, 1987)

จากการศึกษาของ กิจการ และคณะ (2543 ง) พบวามีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเม็ดเลือดกุง
หลังจากที่ไดรับสิ่งแปลกปลอมเขาสูรางกายโดยจํานวนเม็ดเลือดจะลดลงทันทีในชั่วโมงแรก     
หลังจากที่ไดรับสิ่งแปลกปลอม ซ่ึงในชุดควบคุมนับได 3.36 + 1.85 x 104 เซลล/ลูกบาศกมลิลิเมตร
ในขณะที่ชุดที่ไดรับการฉีดเซลลยีสตมีจํานวนเม็ดเลือด 2.12 + 1.96 x 104 เซลล/ลูกบาศกมลิลิเมตร
และจํานวนเม็ดเลือดในชุดทดลองจะลดลงอยางตอเนื่องในชั่วโมงที่ 2 และที่ 3 คือมีคา                      



11

1.95 +  1.21 x 104 และ 1.28 + 0.44 x 104 เซลล/ลูกบาศกมลิลิเมตร ตามลําดบั และหลงัจากชัว่โมงที ่4 
เปนตนไป ปริมาณเม็ดเลือดจะไมมีการเปลี่ยนแปลง และจะอยูในระดับต่ําคงที่เมื่อเทียบกับ          
ชุดควบคุม โดยที่ปริมาณเม็ดเลือดในชดุควบคมุจะปกตอิยูในระดบั 3.28 + 1.26 x 104 เซลล/ลูกบาศก
มลิลิเมตร จากนัน้ปรมิาณเมด็เลอืดในกุงที่ไดรับเซลลยีสตจะคอย ๆ เพิ่มขึ้นภายใน 24 ช่ัวโมง     
หลังจากฉีดยีสตและจะเขาสูระดับปกติเมื่อเทียบกับชุดควบคุมภายใน 48 ช่ัวโมง นอกจากนั้นพบวา
เหงอืก หวัใจ และตอมน้าํเหลอืง เปนบรเิวณทีม่กีารกําจัดสิ่งแปลกปลอมไดดี โดยเซลลทีท่าํหนาที ่  
ในการดักจับสิ่งแปลกปลอมจะมีเซลลเม็ดเลือด และเซลลที่จับกินอยูกับที่ โดยเมื่อฉีดยีสตเขาไป   
ในตัวกุง จะพบเซลลของยีสตในเนื้อเยื่อบริเวณดังกลาวภายใน 1 ช่ัวโมง ในระยะแรกของการจับกิน
จะมีเซลลจับกินที่อยูกับที่ และเซลลเม็ดเลือดเดี่ยว ๆ เขามาจับกิน หลังจากผานไป 3-9 ช่ัวโมง        
มีเซลลเม็ดเลือดเขามาหอมลอมสวนที่ถูกจับกินมากยิ่งขึ้น จนเห็นเปนกลุมใหญขึ้นที่เรียกวา โนดูล- 
ฟอรเมชั่น ซ่ึงจากปรากฏการณที่เกิดขึ้นจะมีผลทําใหปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนลดนอยลง 
และเมื่อเวลาผานไป 24-48 ช่ัวโมง หลังจากฉีดยีสตเขาสูตัวกุงหรือมากกวานั้น จะพบวามีเม็ดเลือด
เขามาหอมลอมในสวนที่ถูกจับกินมากยิ่งขึ้นจนกลายเปนแคปซูลขนาดใหญ ซ่ึงลักษณะดังกลาวจะ
คอย ๆ ถูกกําจัดออกไป เมื่อส่ิงแปลกปลอมถูกกําจัดออกนอกรางกายเม็ดเลือดที่ถูกสรางขึ้นมาใหม
ก็กลับเขาไปในระบบหมุนเวียน ปริมาณเม็ดเลือดจึงคอย ๆ เพิ่มมากขึ้นจนเขาสูสภาวะปกติ

พบลักษณะของโนดูลฟอรเมชั่น หรือเอนแคปซูเลชั่น กระจายอยูทั่วไปตามเนื้อเยื่อตาง ๆ 
เชน ตอมน้ําเหลือง ตับและตับออน หัวใจ เหงือก ซ่ึงกระบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมก็จะมีเซลล
เม็ดเลือดในระบบไหลเวียน และเซลลจับกินกับที่ เขามาเกี่ยวของเปนหลัก ในระยะสุดทายของการ
กําจัดสิ่งแปลกปลอมก็จะมกีารสรางเมลานินขึ้น เนื่องจากกระบวนการของโปรฟนอลออกซิเดส

Fontaine and Lightner (1974) พบวาหลังจากฉีดอนุภาคของสีคารมีน (carmine) เขาไปใน
เนื้อเยื่อกุงทะเล (Penaeus setiferus) ภายใน 1 ช่ัวโมง จะมีการเกาะกลุมของเม็ดเลือดเขามาหอมลอม
อนุภาคสี เซลลที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการกําจัดอนุภาคสีก็จะมีทั้งเม็ดเลือด และเซลลจับกินกับที่ใน
เนื้อเยื่อตาง ๆ โดยอนุภาคสีสามารถตรวจพบคงอยูในตัวกุงไดนาน 33 วัน

กิจการ และคณะ (2543 ง) รายงานวา เซลลจับกินกับที่เมื่อตรวจสอบโดยใชกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนพบวากระจายอยูตามเนื้อเยื่อหลายสวน เชน หัวใจ เหงือก ทางเดินอาหาร 
ลักษณะของเซลลจบักนิกบัทีต่างจากเมด็เลอืดกุงคอืไมพบแกรนลูภายในไซโตพลาสซมึ มแีวคควิโอล
ขนาดใหญอยูในไซโตพลาสซึม และมักพบเศษเซลล (debris) และลักษณะของไมเยลลิน ฟกเกอร 
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(myelin figure) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงการจับกินสิ่งแปลกปลอม และเกิดออโตฟาจิคแวคคิวโอล 
(autophagic vacuoles) จากโครงสรางที่พบแสดงใหเห็นวากระบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมจาก 
ตัวกุงเกิดขึ้นไดในเนื้อเยื่อเกือบทุกสวนของรางกาย ในกรณีที่ส่ิงแปลกปลอมที่เขาสูรางกายเปน   
ส่ิงไมกอใหเกิดโรคและไมมีผลทําลายเซลลและเนื้อเยื่อตาง ๆ ที่ตอบสนองสิ่งแปลกปลอมนั้น     
กุงก็สามารถจะทําลายและขับออกมาภายนอกตัวได แตถาสิ่งแปลกปลอมนั้นเปนเชื้อโรค เชน 
แบคทีเรียหรือไวรัสที่สามารถสรางสารฮีโมไลซินยอยสลายเม็ดเลือด สรางเอนไซมไคติเนส 
(chitinase) ยอยสลายเปลือกกุงรวมถึงอนุภาคของไวรัส เชื้อรา และโปรโตซัวชนิดตาง ๆ ที่เขา
ทําลายเซลลและเนื้อเยื่อโดยตรง หรือสรางสารรบกวนกิจกรรมของเซลลและเนื้อเยื่อในการกําจัด
ส่ิงแปลกปลอมก็จะทําใหระบบภูมิคุมกันในรางกายกุงลดลงและกอใหเกิดโรคได

เซลลเม็ดเลือด (haemocytes) ในกุงกุลาดํา

เซลลเม็ดเลือดของครัสเตเชี่ยนแบงออกเปน 3 กลุมหลัก โดยใชการมีหรือไมมีกรานูลของ
เซลลเปนหลัก คือเซลลไฮยาลิน และเซลลที่มีกรานูล (granular haemocyte) (กิจการ และคณะ, 2543 
ก)

1. เซลลไฮยาลิน เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีขนาดเล็กที่สุด รูปรางแบน กลม ผิวเรียบ บางครั้ง
อาจพบคลายรูปกระสวย หรือพระจันทรเสี้ยว มีนิวเคลียสขนาดใหญอยูตรงกลางเซลล มีไมโต-   
คอนเดรีย (mitochondria) สมูทเอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัม (smooth endoplasmic reticulum, SER) 
และรัฟเอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัม (rough endoplasmic reticulum, RER) นอย พบไซโตพลาสมิก
กรานูล (cytoplasmic granules) เพียงเล็กนอยหรือไมมีเลย ลักษณะโครงสรางไมพบไมโครวิลไล 
(microvilli) หรือเทาเทียม (pseudopodium) ที่ผิวเซลล  ขนาดของเซลลมีเสนผานศูนยกลาง 6.4-8.3 
ไมครอน (ในกรณีที่เปนเซลลกลม) หรือมีความกวาง 2.5-3.6 ไมครอน ยาว 6.8-13.9 ไมครอน    
(ในกรณีที่เปนเซลลรูปรีหรือรูปกระสวย) หนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอม 
หรือฟาโกซัยโตซิส   

2. เซลลเซมิกรานูล (semigranular cell) มีรูปรางเปนรูปไขหรือรูปกระสวย นิวเคลียสอยู
ตรงกลางหรือขอบ พบ SER และ RER ไดมาก มีไซโตพลาสมิกกรานูลมากขึ้น เปนเซลลที่เกาะพื้น
ผิวแกวไดดี มีสวนยื่นของเซลล (cell process) หรือเทาเทียมคอนขางมาก บริเวณผิวเซลลอาจพบ  
ไมโครวิลไลไดเล็กนอย ขนาดของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมครอน และยาว 9.0-14.2 ไมครอน 
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ลักษณะของกรานูลภายในไซโตพลาสซึม มีขนาดเล็กและพบจํานวนนอย สังเกตเห็นไดไมชัดเจน
จากผิวภายนอก ทําหนาที่โดยตรงในการสรางโนดูล และเอนแคปซูเลชั่น รวมทั้งในระบบโปร-       
ฟนอลออกซิเดส

3. เซลลลารจกรานูล (large granular cell) มีขนาดใหญที่สุด รูปรางเปนรูปไข คลายกับ
เซลลเซมิกรานูล แตขนาดของเซลลจะโตกวา นิวเคลียสอยูบริเวณขอบ มี SER และ RER ปานกลาง 
และพบไซโตพลาสมิกกรานูลมาก ขนาดของกรานูลในไซโตพลาสซึมมีเสนผานศูนยกลาง 0.7-1.0 
ไมครอนซึ่งใหญกวากรานูลในเซมิกรานูล ลักษณะการยืดของเทาเทียมหรือสวนยื่นของเซลลชนิดนี้
เห็นไดชัดเจน ขนาดของเซลลมีเสนผานศูนยกลาง 8-10 ไมครอน ความยาว 12.2-14.6 ไมครอน 
และความกวาง 7.2-7.8 ไมครอน มีหนาที่หลักในการทํางานในระบบโปรฟนอลออกซิเดส
(Soderhall and Cerenius, 1992)

การศึกษาปจจัยสิ่งแวดลอมท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

การศึกษาปจจัยส่ิงแวดลอมบางประการตอองคประกอบเลือดและระบบภูมิคุมกันของ    
กุงกุลาดํา โดย กิจการ และคณะ (2543 ข) พบวา ในสภาพที่ความเปนกรดเปนดางของน้ําต่ํากวา
ปกติ คือมีคาเทากับ 6.0 จะไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณเม็ดเลือดรวม และความวองไวของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดส แตมีผลใหคาความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดลดลง
แตกตางจากชุดควบคุมที่มีคาความเปนกรดเปนดางปกติ คือมีคาเทากับ 7.8

จากการศึกษาผลของปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา (DO) ที่มีตอระบบภูมิคุมกันพบวาใน
สภาวะที่ออกซิเจนที่ละลายน้ําต่ํา (0.9-1.2 มิลลิกรัม/ลิตร) มีผลใหปริมาณเม็ดเลือดรวม ความวองไว
ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส คาความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือด และความ
สามารถของเม็ดเลือดในการกําจัดสิ่งแปลกปลอมลดลงเมื่อเทียบกับสภาวะที่มีออกซิเจนละลายน้ํา
ปกติ (5.0-5.8 มิลลิกรัม/ลิตร)

ผลของอุณหภูมิตอระดับภูมิคุมกันพบวาในสภาวะที่อุณหภูมิต่ํา (25 องศาเซลเซียส) มีผล
ใหปริมาณเม็ดเลือดรวม ความวองไวของเอนไซมฟนอลออกซิเดส และคาความสามารถในการ
กําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดลดลงกวากลุมควบคุมที่เล้ียงในสภาวะอุณหภูมิสูง (30 องศา
เซลเซียส)
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การศึกษาผลของโรคติดเชื้อตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

การศึกษาผลของโรคติดเชื้อ 3 ชนิด คือ โรคติดเชื้อแบคทีเรียเรืองแสง (Vibrio harveyi) 
โรคติดเชื้อไวรัสดวงขาว (WSSV) และโรคติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง (YHV) ตอการเปลี่ยนแปลง    
องคประกอบเลือดและระบบภูมิคุมกันโรคในกุงกุลาดํา พบวาโรคติดเชื้อทั้ง 3 ชนิดทําใหระบบ
ภูมิคุมกันลดลงทั้งปริมาณเม็ดเลือดรวม ความวองไวของเอนไซมฟนอลออกซิเดส และความวองไว
ของเม็ดเลือดในจับกินสิ่งแปลกปลอม โดยที่โรคติดเชื้อไวรัสสงผลใหระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา
ลดลงไดมากกวาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย (กิจการ และคณะ, 2543 ค)

เม็ดเลือดของกุงที่ติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง พบวาการติดเชื้อดังกลาวทําใหลักษณะของ      
เม็ดเลือดมีการเปลี่ยนแปลงอยางเห็นไดชัด คือจะสรางเทาเทียมนอยลง ลักษณะโครงสรางของ     
ผิวเซลลจะเรียบ เซลลจะหดตัวเล็กลง เซลลเกาะพื้นไดไมดี นิวเคลียสมีการแตกตัวออกเปน          
ช้ินเล็ก ๆ (karyorrhexis) ทําใหเกิดการตายของเซลล (กิจการ และคณะ, 2543 ก)

เม็ดเลือดที่ติดเชื้อไวรัสดวงขาว พบวามีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเม็ดเลือดอยางชัดเจนคือ
ระยะแรกของการติดเชื้อจะเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครมาตินภายในนิวเคลียสทําใหจางลง 
(chromatin liquefaction) ขนาดนิวเคลียสมีขนาดใหญขึ้น ออรแกเนลตาง ๆ ภายในไซโตพลาสซึม
ลดจํานวนลง รวมทั้งกรานูลก็จะลดจํานวนลงเชนเดียวกัน เซลลเม็ดเลือดจะเปลี่ยนเปนเซลลกลม
และผิวเซลลจะเรียบขึ้น ในบางครั้งอาจพบลักษณะของโนดูลฟอรเมชั่น ซ่ึงเกิดจากเซลลเม็ดเลือด
ปกติเขามาจับกินเม็ดเลือดที่ติดเชื้อไวรัส และเกาะกันเปนกลุม (กิจการ และคณะ, 2543 ก)

Supamattaya et al. (1994) พบวาหลังจากการติดเชื้อไวรัสดวงขาวและหัวเหลืองจะทําให
ปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนลดลงอยางมาก รวมทั้งคาความวองไวของฟนอลออกซิเดสก็
ลดลงดวย เนื่องจากจํานวนกรานูลในไซโตพลาสซึมของเซลลเม็ดเลือดลดลง

Parrazzolo and Barracco (1997) พบวา แอคติวิตี้ของเอนไซมฟนอลออกซิเดสขึ้นอยูกับ
การทํางานของเม็ดเลือดชนิดที่มีกรานูล และเอนไซมบางสวนในซีร่ัม เมื่อมีการติดเชื้อไวรัส        
หัวเหลืองและดวงขาว จะสงผลใหกรานูลในเม็ดเลือดลดลงจึงทําใหความวองไวของเอนไซมฟนอล
ออกซิเดสลดลงดวย
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สารกระตุนภูมิคุมกัน (Immunostimulant)

เบตากลูแคน เปปติโดกลัยแคน และไลโปโพลีแซคคาไรด สามารถกระตุนการจับกิน       
ส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดใหสูงขึ้นได (Goldenberg et al., 1984; Smith et al., 1984) โดยสาร
เหลานี้จะเปนตัวกระตุนในกระบวนการเปลี่ยนโปรฟนอลออกซิเดส ซ่ึงเปนโปรเอนไซม 
(proenzyme) ไปเปนฟนอลออกซิเดส โดยมีซีรีนโปรติเอส (serine protease) เปนตัวชวย ฟนอล-
ออกซิเดสจะมีบทบาทสําคัญในขั้นตอนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมในรางกายกุง เชนเปนตัวเรงให
เลือดแขง็ตวั มคีวามวองไวในการเกาะผวิของสิง่แปลกปลอมและดงึดดูใหเมด็เลอืดมาจบักนิไดเร็วข้ึน

ถากุงกุลาดําไดรับการกระตุนดวยสารที่เปนสวนประกอบของไลโปโพลีแซคคาไรด และ   
เปปติโดกลัยแคน ซ่ึงมีอยูในผนังเซลลแบคทีเรียในระดับที่เหมาะสมก็สามารถทําใหระบบ
ภูมิคุมกันในตัวกุงสูงขึ้นและปองกันโรคติดเชื้อในกุงไดมากขึ้น (กิจการ และคณะ, 2543จ อางถึง 
Unestam and Soderhall, 1977)

Sritunyalucksana et al. (1999) ไดทาํการทดลองโดยใหกุงกลุาดาํกนิอาหารผสมสวนประกอบ 
ของผนังเซลลของจุลินทรีย ไดแก เปปติโดกลัยแคน ไลโปโพลีแซคคาไรด และเบตากลูแคน เพื่อดู
คุณสมบัติการตกตะกอนของเลือด ปฏิกิริยาตอตานแบคทีเรีย และปฏิกิริยาฟนอลออกซิเดส จาก  
การทดลองพบวาไลโปโพลีแซคคาไรด มีผลตอกลไกการแข็งตัวของเลือด และปฏิกิริยาตานทาน
แบคทีเรีย

เบตากลูแคน
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(Poly-[1-6]-beta -D-Glucopyra

โครงสรางของเบตากลูแคน
nosyl-[1-3]-beta D-Glucopyranose) (Dijkgraaf et al., 2002)
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ขั้นตอนการสกัดสารเบตากลูแคน (Dijkgraaf et al., 2002)

Whole yeast cells

Alkali-soluble
carbohydrate

Alkali-insoluble
carbohydrate

Insoluble glucan Soluble glucan

Iodine/glycogen
precipitate

Soluble
glucan

Extraction with
3% NaOH at 75oC

Extraction with
0.5M acetic acid at 90oC

Treatment with
Iodine solution

Treatment with
α- amylase

Treatment with
β-1,6-glucanase

Purified
β-1,3-glucan

Purified
β-1,6-glucan
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การกระตุนภูมิคุมกันในกุงกุลาดําเปนการเพิ่มประสิทธิภาพของความตานทานตอ           
ส่ิงแปลกปลอมตาง ๆ ที่เขามายังตัวกุง สารเบตากลูแคนสามารถที่จะเขาไปกระตุนระบบภูมิคุมกัน
ของกุงใหมีประสิทธิภาพเพิ่มสูงขึ้น โดยสารเบตากลูแคนจะทําหนาที่เปนตัวกระตุนระบบโปรพีโอ 
(proPO หรือ prophenoloxidase activating system) ใหกําจัดสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูตัวกุงได (มลฤดี 
และคณะ, 2543 อางถึง Knaap, 1993)

สารเบตากลูแคนสามารถสกัดไดจากจุลินทรียหลายชนิด เชน รา แบคทีเรีย และยีสต 
สําหรับ Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่มีกลูแคนเปนองคประกอบของผนังเซลลประมาณ 29
เปอรเซ็นต สามารถที่จะสกัดสารเบตากลูแคนเพื่อนําไปใชในการกระตุนการสรางภูมิคุมกันใน    
กุงกุลาดําได (มลฤดี และคณะ, 2543)

มลฤดี และคณะ (2543) ไดทําการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําในหองปฏิบัติการเปนเวลา 45 วัน 
โดยผสมอาหารกุงกุลาดํา 4 สูตร คือ สูตรที่ 1 เปนอาหารชุดควบคุม สูตรที่ 2 เปนอาหารที่ผสม  
ผนังเซลลยีสต โดยใชผนังเซลลยีสตเทากับ 8.4 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สูตรที่ 3 เปนอาหารที่ผสม
สารเบตากลูแคนที่ยังไมผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ (crude glucan) 1.7 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  
สูตรที่ 4 เปนอาหารที่ผสมสารเบตากลูแคนที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ (pure glucan) 1 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม พบวากุงกุลาดําที่เล้ียงดวยอาหารที่ผสมสารเบตากลูแคนที่ผานขั้นตอนการทํา
บริสุทธิ์มีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูงกวากุงกุลาดําในกลุมทดลองอื่น แสดงวาสารเบตากลูแคนจะ
สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดดีที่สุดเมื่ออยูในรูปที่ผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์แลว ทั้งนี้อาจ   
เปนผลเนื่องจากสารเบตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จะประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเล็ก เชน
กลูโคส ซ่ึงงายตอการดูดซึมเขาสูระบบเลือดของกุง แตกตางจากสารเบตากลูแคนที่ยังไมผานการทํา
ใหบริสุทธิ์ที่มีอนุภาคขนาดใหญประกอบอยู ดังนั้นการดูดซึมเขาสูระบบเลือดจะเปนไปไดชากวา
สารเบตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ (มลฤดี และคณะ, 2543 อางถึง Manners et al., 1973) จึง
ทําใหการกระตุนระบบภูมิคุมกันในกุงเกิดไดชาตามไปดวย เชนเดียวกับการใชผนังเซลลยีสตผสม
ในอาหารเพราะผนังเซลลยีสตมีองคประกอบที่มีขนาดใหญ สวนกุงในชุดควบคุมระบบภูมิคุมกัน
จะมีนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับกุงในชุดการทดลองอื่น ๆ ที่มีการผสมสารเบตากลูแคนในอาหาร

กุงกุลาดําที่ไดรับสารเบตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ผสมในอาหาร สามารถที่จะ
กาํจดัเชือ้แบคทเีรียไดดทีีสุ่ด ทัง้นีเ้ปนผลเนือ่งจากสารเบตากลแูคนทีผ่านการทาํใหบริสุทธิไ์ปกระตุน
ระบบภูมิคุมกันในกุง สงผลใหระบบภูมิคุมกันในกุงเกิดขึ้นไดอยางรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ  
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ทนัททีีกุ่งไดรับเชือ้แบคทเีรียเขาสูรางกาย โดยเหน็ไดจากการฉดีเชือ้แบคทเีรีย V. harveyi เขาในตัว
กุง เพื่อทดสอบความตานทานตอเชื้อแบคทีเรียพบวากุงที่ไดรับสารเบตากลูแคนที่ผานการทําให
บริสุทธิ์มีอัตราการรอดตายสูงสุด และอัตราการรอดตายของกุงในชุดการทดลองที่ไดรับสารเบตา
กลูแคนมีอัตรารอดสูงกวากุงในชุดควบคุม ทั้งนี้เปนผลเนื่องจากกุงไดรับสารเบตากลูแคน สงผลให
ระบบภูมิคุมกันของกุงสามารถกําจัดเชื้อโรคออกนอกรางกายมากขึ้น (มลฤดี และคณะ, 2543)

Devaraja et al. (1998) พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสมกลูแคนระดับ 0.1 เปอรเซ็นต
เพียงวันเดียว สามารถชักนําใหเม็ดเลือดและน้ําเลือดฆาไวรัสไดสูงขึ้น

Vargas-Albores et al. (1998) พบวาสารประกอบจากผนังเซลลของแบคทีเรียและเชื้อรา คือ 
ไลโปโพลีแซคคาไรด และสารเบตากลูแคน จะมีผลใหระบบภูมิคุมกันแบบเซลลลูลาร เชน           
ฟาโกซัยโตซิส เมลาไนเซชั่น เอ็นแคปซูเลชั่น และกระบวนการแข็งตัวของเลือดกุงสูงขึ้น

มลฤดี และคณะ (2543) อางถึง Knaap (1993) ซ่ึงรายงานวา สารพวกไมโครเบียลโพลี-         
แซคคาไรด (microbial polysaccharide) เชน เปปติโดกลัยแคน ไลโปโพลีแซคคาไรด และเบตา-  
กลูแคน จะมีผลในการกระตุนที่ฮีโมลิมพใหเกิดการเชื่อมตอของเบตา 1,3 กลูแคน และ เบตา 1,3  
กลูแคนบายดิ้ง โปรตีน  (β-1,3 glucan binding protein) ใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน (complex) 
แลวไปกระตุนที่เมมเบรน รีเช็บเตอร (membrane receptor) ของเซมิแกรนูลารเซลล ใหเกิดการ   
หล่ังสารตาง ๆ ออกมา เชนเอนไซมฟนอลออกซิเดส ซ่ึงทําใหเกิดการออกซิไดสสารฟนอลใหเปน 
ควิโนน แลวเปลี่ยนเปนเมลานินที่ทําหนาที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคที่เขาสูรางกาย

มลฤดี และคณะ (2543) อางถึง Sung et al. (1994) ซ่ึงพบวากุงกุลาดําที่แชในสารละลาย    
เบตากลูแคนเขมขน 0.5 และ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร แลวนํามาแชในสารละลายเชื้อแบคทีเรีย           
V. vulnificus ความเขมขน 5 x 107 CFU/มิลลิลิตร นาน 12 ช่ัวโมง จะตานทานเชื้อไดนาน 18 วัน

Itami et al. (1994) รายงานวาความวองไวของเม็ดเลือดในการกําจัดสิ่งแปลกปลอมของกุง 
kuruma (P. japonicus) ที่ไดรับอาหารที่ผสมเบตา 1,3 กลูแคน 0.01 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 วัน หรือ
ระดับ 0.005 เปอรเซ็นต นาน 10 วัน มีคาสูงขึ้น และยังพบวาความสามารถในการตานทานเชื้อโรค
ไดสูงกวากุงในชุดควบคุม
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Supamattaya et al. (2000) ไดทดลองเลี้ยงกุงกุลาดํา 3 ขนาด น้ําหนักเฉลี่ย 0.6, 1.5 และ 6.5 
กรัม โดยใชอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกัน (β-glucan : MacroGard® ซ่ึงไดมาจาก 
Saccharomyces  cerevisiae) 4 ระดับ คือ 0, 0.25, 0.50 และ 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 10 
สัปดาห พบวาไมมีผลตอการเจริญเติบโต อัตราการรอดตาย และการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ           
ในกุงทดลองทั้ง 3 ขนาด เมื่อทดสอบความสามารถในการตานทานโรคติดเชื้อแบคทีเรีย V.  harveyi
ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกันระดับตาง ๆ กันเปนเวลา 6 สัปดาห ในกุง
กุลาดําขนาด 0.6 กรัม และ 5 สัปดาห ในกุงกุลาดําขนาด 6.5 กรัม พบวากุงกุลาดํามีอัตรารอดสูงขึ้น
เมื่อไดรับอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกันในปริมาณสูงขึ้น โดยกุงกุลาดําขนาด 0.6 กรัม ที่ไดรับ
อาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกัน 0, 0.25, 0.50 และ 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตรารอด 50, 68, 
69 และ 81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนกุงกุลาดําขนาด 6.5 กรัม มีอัตรารอด 33, 33, 60 และ 73 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ปริมาณเม็ดเลือดรวม และการผลิตซูเปอรออกไซดแอนไอออนของเม็ดเลือด
กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกันทั้ง 4 ระดับ พบวาคาสูงสุดไดจากชุดการทดลอง
ที่ไดรับอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกัน 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม

ความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดของกุงกุลาดําหลังจากไดรับอาหารผสม
สารกระตุนภูมิกันระดับตาง ๆ เปนเวลา 6 สัปดาห พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสารกระตุน
ภูมิคุมกัน 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดไดดี ใน   
ขณะที่กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกันชุดการทดลองอื่น ๆ มีคาใกลเคียงกับ           
ชุดควบคุม และพบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกันทั้ง 3 ระดบัคือ 0.25, 0.050
และ 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 11 สัปดาห จะมีคาความสามารถในการกําจัดเชื้อ
แบคทีเรียในน้ําเลือดสูงกวากุงในชุดควบคุม

จากการทดลองของ Suphantharika et al. (2003) ไดทดลองใช brewer’s yeast β-glucan 
(BYG) ซ่ึงมีปริมาณของคารโบไฮเดรตและกลูแคนอยูสูง โดยมีคารโบไฮเดรต 92 เปอรเซ็นต และ  
กลูแคน 51 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) และมีโปรตีนในปริมาณต่ํา 1.6 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/    
น้ําหนัก) ทดลองแบบ in vivo พบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในการที่ BYG จะไป
เพิ่มฟนอลออกซิเดสแอกติวิตี้ในเลือดของกุงกุลาดํา โดยเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดใช BYG      
เชนเดียวกับการทดลองแบบ in vivo ซ่ึงใหโดยการกิน 0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ในอาหาร
เปนเวลา 3 วัน พบวาไปเพิ่มฟนอลออกซิเดสแอกติวิตี้ของกุงกุลาดําอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
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ขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาการกระตุนโดยเบตากลูแคน

ขั้นตอนที่ 1  เบตากลูแค
โดยที่

ProPO = prop
ECSOD = Ext
BGBP = beta 

(patte
ppA = proPO 
LPS = lipopol

ขั้นตอนที่ 2  opsonin จ
                ภูมิคุมกัน

Beta glucan Molecule
นเชื่อมกับ BGBP เพื่อที่จะสราง opsonin

henoloxidase  เปนกรานูลที่ยังไม active
racellular super oxide dismutase  เปนโมเลกุลที่เกาะกับผิวเซลล
glucan binding protein เปนโปรตีนที่สามารถจําแนกแบบ
rn recognition protein)
activating enzyme จะอยูในสภาพพรอมทํางานเมื่อมีจุลินทรีย
ysaccharides เปนสวนประกอบของผนังเซลลของแบคทีเรีย

Prophenoloxidase
(proPO)

ECSODBGBP

ppA
Phagocyte

Beta glucan Molecule
ะทําการเชื่อมกับ ECSOD เปนโมเลกุลที่เกาะกับผิวเซลล ทําใหระบบ
สูงขึ้น โดยท่ียังไมมีเชื้อโรคเขามาในระบบเลือด

ECSODBGBP

ppA

Prophenoloxidase
(proPO)
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ขั้นตอนที่ 3  opsoni
      จะเปลี่ย

ขั้นตอนที่ 4  BGBP
       เซลลท

Beta glucan Molecule

pp

PO

P

n จะทําการเชื่อมกับเชื้อโรคที่ถูกลอมจับไว (encapsulates microbe) ProPO
นไปเปน PO โดยการกระตุน ppA

ECSODBGBP

pp
PO

PO
ECSODBGBP

LPS

Microbe
pathogen

BGBP

Prophenoloxidase
(proPO)

Beta glucan Molecule
 จะเชื่อมกับ ESCOD receptor site  เชื้อจุลินทรียถูกสารพิษจาก PO เขาทําลาย
ี่ทําหนาที่กลืนกินสิ่งแปลกปลอมเพิ่มจํานวนขึ้น

ECSOD

ECSOD
BGBP

LPS
O

Microbe
pathogen

BGBP

Prophenoloxidase
(proPO)

Beta glucan Molecule
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ขั้นตอนที่ 5  เซล
       สา

เปปติโดกลัยแคน

β-[1-4]-O-[2
carbo

Betaglucan Molecule

H

ลที่ทําหนาที่กลืนกินสิ่งแปลกปลอมจะกลืนกินสิ่งแปลกปลอมเขาไป และปลอย
รที่เปนพิษมากขึ้นออกมา

โครงสรางของเปปติโดกลัยแคน
-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranosyl]- β-[1-4]- [2-acetamido-3-O-[D-1-
xyethyl]-2-deoxy-beta-D-glucopyranosyl] (Heidrich and Vollmer, 2002)

ppA

PO

LPS

BGBP ECSOD

PO

Microbe
pathogen

CH3

NH2

HC   CH3

C   CH2   CH2   CH   COOH

C   O
CH3

O
H

H
O

H
O

H
CH2OH O O

OH
HH O

H
NH

H
NH
C   O

H
CH2OH
H

C   O
NH

H3C   CH   C
NH

O

O

OOC   C   CH2   CH2   CH2   CH   C
NH O

NH
H3C   CH   COOH

H
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ขั้นตอนในการสกัดสารเปปติโดกลัยแคน (Heidrich and Vollmer, 2002)

มะลิ และคณะ (2543) ไดทดลองใชสารสกัดจากผนังเซลลแบคทีเรีย คือเปปติโดกลัยแคน  
2 ชนิดคือ high molecular peptidoglycan (hm-PG) และ low molecular peptidoglycan (lm-PG)      
ที่สกัดจากเชื้อแบคทีเรีย Bifidobacterium thermophilum นํามาผสมอาหารใหกุงกุลาดํากิน 3 ระดับ
ความเขมขนคือ 0 เปอรเซ็นต 0.01 เปอรเซ็นต hm-PG  และ 0.0085 เปอรเซ็นต lm-PG โดยใหกุงกิน
อาหารทดลองเปนเวลา 5 สัปดาห พบวาเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเปปติโดกลัยแคน
มีความสามารถในการผลิตซูเปอรออกไซด แอนไอออน ไดดีกวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารปกติ แต
ไมพบความแตกตางของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดกุงที่ไดรับอาหาร
ทั้ง 3 ชุดการทดลอง

Bacteria gram-positive

Pelleted, washed and resuspended
in ice-cold water

8% sodium dodecylsulfate (SDS)
solution

dropped

Boiled 30 min and centrifuge

Crude cell wall

Purified peptidoglycan

Treatment with α- amylase, DNAse, RNAse
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เมื่อวิเคราะหความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดของกุงกุลาดําทั้ง 3 ชุด  
การทดลอง พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม PG จะมีความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรีย
ออกจากน้ําเลือดสูงถึง 90 เปอรเซ็นต ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมไดรับเปปติโดกลัยแคน มีความ
สามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียออกจากน้ําเลือดเพียง 50 เปอรเซ็นต

กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารเสริมเปปติโดกลัยแคน มีความสามารถในการตานทานเชื้อ
แบคทีเรีย V. harveyi ไดดีกวากุงกุลาดําชุดควบคุม โดยกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารเสริม hm-PG และ 
lm-PG มีอัตรารอด 61 และ 70 เปอรเซ็นต ในขณะที่ชุดควบคุมมีอัตรารอดเพียง 10 เปอรเซ็นต

เมื่อพิจารณาจากความสามารถในการผลิตซูเปอรออกไซด แอนไอออน ของเม็ดเลือด และ
ความตานทานโรคแบคทเีรียของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารทดลอง พบวา lm-PG มีประสิทธิภาพใน
การกระตุนภูมิตานทานโรคไดดีกวา hm-PG

โพรไบโอติก

โพรไบโอติก คือจุลินทรียซ่ึงอาจมีเพียงชนิดเดียว หรือเปนสวนผสมของจุลินทรีย        
หลายชนิดที่สามารถไปปรับปรุงคุณสมบัติของจุลินทรียดั้งเดิมที่อาศัยอยูในลําไสของสัตวนั้น             
โดยจุลินทรียเหลานี้อาจอยูในรูปของเซลลแหงจากกระบวนการระเหิดแหง (freez-dried cells) หรือ   
อยูในรูปผลิตภัณฑหมักซึ่งนอกจากไปสงเสริมการเจริญเติบโตแลว ยังทําใหสัตวมีสุขภาพดีขึ้นดวย

มีผูใหคําจํากัดความของโพรไบโอติกไวหลายความหมายดังตอไปนี้

Fuller (1992)  โพรไบโอติกเปนการเลี้ยงจุลินทรียที่มีชีวิตในอาหาร ซ่ึงจะไปมีผลตอการ
ปรับสมดุลยของจุลินทรียในลําไส  ซ่ึงจากคําจํากัดความนี้โพรไบโอติกจะตองเปนจุลินทรียที่มีชีวิต
และใหกับ host โดยการผสมอาหาร

Gram et al. (1999) ไดกลาววาโพรไบโอติกเปนจุลินทรียที่มีประโยชนตอส่ิงมีชีวิตโดยการ
ปรับสมดุลยของจุลินทรียในรางกาย โดยท่ีไมจําเปนที่ตองใหโพรไบโอติกโดยการผสมอาหาร
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Salminen et al. (1999) ไดกลาววาโพรไบโอติกเปนกลุมของจุลินทรียซ่ึงไมจําเปนตองมี
ชีวิต แตไดมาจากเซลลของจุลินทรีย และมีประโยชนตอส่ิงมีชีวิตที่ไดรับโพรไบโอติกเขาไป

Moriarty (1998) ไดกลาววาโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจะรวมถึงการใส
แบคทีเรียลงในบอ หรือถังเลี้ยงสัตวน้ํา

Maeda et al. (1997) ไดกลาววาโพรไบโอติกเปนจุลินทรียที่มีประโยชนตอรางกายของสิ่งมี
ชีวิต โดยการทํางานแบบ biological control

อยางไรก็ตามโพรไบโอตกิตองไมทําอันตรายตอเจาบาน (Salminen et al., 1999) และควรที่
จะสามารถมีประสิทธิภาพในสภาพที่มีอุณหภูมิและความเค็มหลาย ๆ ชวง (Fuller, 1992) วิธีการให
อาจใหโดยการผสมอาหาร  การแช หรือโดยการฉีดเขาไป นอกจากนั้นโพรไบโอติกนั้นจะตองเปน
ประโยชนตอส่ิงมีชีวิตที่ไดรับเขาไป รวมทั้งสามารถที่จะมีชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหารได

คุณสมบัติของโพรไบโอติก

คุณสมบัติที่สําคัญที่นํามาใชสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโพรไบโอติกใน
สัตวน้ํานั้น ควรมีคุณสมบัติตอไปนี้ (อัครเดช, 2545) คือ

1.  ควรเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการตอตานแบคทีเรียที่กอโรคได โดยอาจแสดง
ผลในหลอดทดลองวามีความสามารถในการแขงขันการใชสารอาหารหรือผลิตสารเพื่อฆาหรือ
ยับยั้งจุลินทรียที่กอโรค

2. มีความสามารถในการเกาะยึดลําไสได หรือสามารถอยูในลําไสไดช่ัวระยะเวลาหนึ่ง

3. ทําใหเจาบานแข็งแรงมีความตานทานโรคโดยมีการยืนยันผลดวยการทดสอบการ
ตานทานโรค (challenge test)

4. มีความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันได
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ประโยชนของโพรไบโอติก

โดยทั่วไปจะใชโพรไบโอติกเพื่อตอสูกับผลกระทบจากความเครียดที่เกี่ยวเนื่องกับระบบ
การเลี้ยงแบบหนาแนนหรือการเลี้ยงในระบบปด ความเครียดเหลานี้มักเกิดขึ้นอยูตลอดเวลา ดังนั้น
จึงมีการใชโพรไบโอติกผสมในอาหารใหกุงกุลาดํากินกอนที่จะเกิดความเครียดขึ้น ตัวอยางเชน   
ในกรณีการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมของกุงกุลาดํา ไดแกการเปลี่ยนถายน้ํา หรือมีการ        
เปล่ียนแปลงของสภาพอากาศ พบวาการใหโพรไบโอติกชวยลดการเกิดความผิดปกติของระบบ 
การยอยอาหารลง อัตราการเจริญเติบโตตอวันโดยเฉลี่ยเพิ่มขึ้น และอัตราการใหอาหารก็ลดต่ําลง 
ในขณะทีไ่ดน้าํหนกักุงเทาเดมิหรือมากขึน้ เนือ่งจากประสทิธภิาพในการนาํอาหารไปเปลีย่นเปนเนือ้
ดีขึ้น โพรไบโอติกยังใชไดดีในเวลาที่ไมเกิดความเครียดเพื่อใหจุลชีพประจําถ่ินที่มีความสมดุลยใน
ทางลบกลับมาอยูในสมดุลยทางบวกในเวลาเร็วที่สุดเทาที่เปนไปไดเพื่อลดอัตราการสูญเสียผลผลิต 
สถานการณที่คลายกันนี้อาจเกิดขึ้นไดในกรณีของลูกกุงกุลาดําที่นํามาปลอยลงสูบอเล้ียงใหม ๆ 
หรือการยายกุงจากบอหนึ่งไปสูบอหนึ่ง ซ่ึงกุงจะตองยายเขาไปอยูในสภาพแวดลอม และแหลง
อาหารใหม (อัครเดช, 2545)

สาเหตุอีกขอหนึ่งที่ทําใหนิยมใชโพรไบโอติกในการเลี้ยงกุงคือ คุณสมบัติในการกระตุน
การกินอาหาร โดยพบวาความตองการอาหารจะมากขึ้นกวาไมมีการใชโพรไบโอติก ซ่ึงสามารถ
สังเกตเห็นความเปลี่ยนแปลงไดชัดเจนจากปริมาณกุงที่เขายอมากขึ้นกวาปกติ รวมทั้งขี้กุงจะยาว
และใหญกวาใหอาหารโดยไมมีโพรไบโอติก นั่นยอมแสดงวากุงไดรับอาหารมากขึ้น

การใชโพรไบโอติกเพื่อชวยสรางจุลชีพประจําถ่ินที่เปนประโยชนโดยเฉพาะอยางยิ่งหาก
สัตวถูกเลีย้งในสภาพแวดลอมทีส่กปรกมาก โพรไบโอตกิอาจชวยแกปญหาแรกเริม่ของประสทิธภิาพ
การดูดซึมอาหารเขาไปใชประโยชนของสัตวน้ํา และสรางความสมบูรณเพื่อใหเกิดการเจริญเติบโต
ที่รวดเร็ว ขอบงชี้ทั่วไปทําใหเห็นประโยชนของประโยชนของโพรไบโอติกในการชวยสรางจุลชีพ
ประจําถ่ินที่เปนประโยชนขึ้นในระบบทางเดินอาหารของกุง หรือประโยชนในการสรางความ    
สมดุลยขึ้นมาใหมอีกครั้งในสัตวน้ําที่มีความเครียดสูง
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การทํางานของโพรไบโอติก

ถึงแมวาการใชโพรไบโอติกจะมีใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามาเปนเวลานานกวา 10 ปมา
แลวก็ตาม แตส่ิงที่พบวายังเปนขอโตแยงกันอยูเสมอคือกลไกการออกฤทธิ์ของโพรไบโอติก จึงได
มีการศึกษากลไกการทํางานในการทดลองตาง ๆ ซ่ึงผลการทดลองที่ไดจากสัตวบก ไดถูกนํามา
ประยุกตใชในสัตวน้ํา โดยเฉพาะในกลุมของแบคทีเรีย lactic acid bacteria ที่สามารถกดการเจริญ
ของเชื้อที่กอโรคในรากพืชไดแก fluorescent Pseudomonas spp. ถึงแมวาการศึกษานี้จะเปนการ
ศึกษาที่คอนขางเฉพาะทางในสาขาพืช แตการทํางานของจุลชีพในสิ่งแวดลอมตาง ๆ มักจะมีความ
คลายคลึงกัน ไดมีการศึกษาภายในตัวสัตวทดลองเกี่ยวกับการใชโพรไบโอติก รวมทั้งความสามารถ
ในการเพิ่มจํานวนและรักษาระดับของมันในรางกายสิ่งมีชีวิต การผลิตสารที่มีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งเชื้ออ่ืนในลําไส และการที่จุลินทรียสามารถที่จะมีชีวิตอยูในลําไสของเจาบานโดยที่ไมถูกยอย

Prieur (1981) ไดทดลองเกี่ยวกับการเลือกนําเขาไปในเซลล และการยอยของจุลินทรียใน
หอยสองฝา Mytilus edulis  การเลือกจุลินทรียที่นํามาใชเปนโพรไบโอติกนั้นถาจะจุลินทรียถูกกิน
เขาไปแลวไมสามารถที่จะเพิ่มจํานวนไดในลําไส  การใชโพรไบโอติกนั้นตองใสไปในปริมาณมาก
ในลําไสซ่ึงก็ไมมีความเปนไปไดในการที่จะนําเชื้อนั้นมาเปนโพรไบโอติก กลไกการทํางานที่
สําคัญของโพรไบโอติก คือตองมีความสามารถในการเพิ่มจํานวน และเจริญเติบโตในบริเวณที่
ตองการ การทํางานของโพรไบโอติกนั้นมีหลายอยางเชนการสรางสารที่มีความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญเติบโต  การแขงขันในการใชสารเคมีและพลังงานแขงขันในการยึดเกาะ การเพิ่มการ
ตอบสนองระบบภูมิคุมกัน การเพิ่มคุณภาพน้ํา การทําปฏิกิริยาตอแพลงกตอนพืช การเปนแหลงธาตุ
อาหาร  การผลิตเอนไซมในการยอย

1.  การผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโต

     กลุมของจุลินทรียมักจะปลอยสารเคมีออกมา โดยสารเคมีนั้นจะมีฤทธิ์เปนสารฆา
แบคทีเรีย (bactericidal) หรือควบคุมแบคทีเรีย (bacteriostatic) ซ่ึงคุณสมบัตินี้สามารถที่จะเกิดการ
แขงขันในการใชสารเคมี หรือพลังงาน (Lemos et al., 1991) การที่มีแบคทีเรียที่สามารถผลิตสาร
ยับยั้งการเจริญเติบโตในลําไสของเจาบาน หรือบนพื้นผิว หรือบนอาหารเลี้ยงเชื้อ จะเปนการ     
ปองกันการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืน
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   การผลิตสารที่มีคุณสมบัติในการตานทานเชื้อแบคทีเรียจะขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง ซ่ึง
บางครั้งมีปจจัยเดียว หรืออาจเกิดจากหลาย ๆ ปจจัยรวมกันในการผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotics)
(Williams and Vickers, 1986) สารตานทานแบคทีเรีย (bacteriocins) (Bruno and Montville, 1993; 
Vandenbergh, 1993) ไลโซไซม (lysozymes) โปรติเอส (proteases) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(hydrogen peroxide) และการปรับคาความเปนกรดเปนดาง (pH) โดยการผลิตกรดอินทรีย (organic 
acids) (Sugita et al., 1997)

   แบคทีเรียกลุม Lactic acid bacteria สามารถผลิตสารหลายชนิด เชนสารยับยั้งการเจริญ
เติบโตของแบคทีเรีย (bacteriocins) ซ่ึงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดอื่น 
(Vandenbergh, 1993)  มีการศึกษาหลายรายงานเกี่ยวกับปฏิกิริยาในการยับยั้งการเจริญเติบโต โดย
แบคทีเรียในกลุม lactic acid bacteria ซ่ึงเกิดปฏิกิริยาโดยสาร bacteriocins แตไมไดมีผลตอ
แบคทีเรียในกลุมแบคทีเรียแกรมบวก  (Stoffels et al., 1992)

   อยางไรก็ตาม เชื้อที่ทําใหเกิดโรคในการเลี้ยงสัตวน้ําสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึง
ก็จะมีความเปนไปไดในการนําเชื้อแบคทีเรียในกลุม lactic acid bacteria ในการเปนโพรไบโอติก 
(Ring and Gatesoupe, 1998) แบคทีเรียในกลุม lactic acid bacteria เมื่อเจริญอยูในลําไสของปลานั้น 
จะไมเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในปลา และมีการผลิตสาร bacteriocins เพื่อชวยทําใหสุขภาพ
ของปลาดีขึ้นโดยการไปมีผลยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอ่ืน

   นอกจากสาร bacteriocins และสารปฏิชีวนะที่ถูกแบคทีเรียสรางขึ้นแลวยังมีสารอื่นอีก 
ซ่ึง Nair et al. (1985) พบวาแบคทีเรียที่อาศัยอยูในทะเลสามารถที่จะผลิตเอนไซม bacteriolytic ที่
สามารถตานทานตอเชื้อ V. parahaemolyticus

2.  การแขงขันสําหรับสารเคมี และพลังงาน   

     ระบบนิเวศวิทยาของจุลินทรียในสิ่งแวดลอมในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา จะเปนการแขงขัน
ของจุลินทรียที่ทําหนาที่ในการยอยสลาย โดยแขงขันในการใชทั้งคารบอน และแหลงพลังงาน  
Rico-Mora et al. (1998) ไดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถเจริญไดดีในแหลงที่มีสารอินทรียใน
ปริมาณต่ํา และนําแบคทีเรียนั้นลงไปในการเลี้ยงไดอะตอม (diatom) ผลที่เกิดขึ้นคือแบคทีเรียนี้
สามารถที่จะปองกันเชื้อ Vibrio alginolyticus ได ซ่ึงแบคทีเรียที่แยกลงนั้นสามารถที่จะแขงขันกับ       
V. alginolyticus ในการใชประโยชนจากสิ่งขับถาย (exudates) ของไดอะตอม
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3.  การแขงขันในการใชแรธาตุ

    จุลินทรียทุกชนิดนั้นตองการแรธาตุในการเจริญเติบโต (Reid et al., 1993) โดยเฉพาะ
เชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคสวนใหญจะมีความตองการไอออนสูง Pybus et al. (1994) ไดทําการ
ทดสอบ Vibrio anguillarum 30 สายพันธุ ในการเปนโพรไบโอติกตอเชื้อที่ทําใหเกิดโรคในปลา  
ซัลมอน Vibrio ordalii โดยดคูณุสมบตัใินการยบัยัง้การเจรญิเตบิโต พบวาสายพนัธุ V. anguillarum
VL4335  สามารถที่จะยับยั้งการเจริญเติบโตของ V. ordalii ได แตปฏิกิริยานี้จะถูกยับยั้งเมื่อมีการ
ใสไอออนของเกลือไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนสิ่งที่แสดงใหเห็นวาการหยุดการเจริญเติบโตนั้นเกิด
ขึ้นเนื่องจากการขาดไอออน

4.  การแขงขันในการยึดเกาะ

     กลไกหนึ่งที่จะเปนไปไดในการที่จะปองกันการเจริญเติบโตของเชื้อที่กอใหเกิดโรค คือ
การแขงขันในการยึดเกาะบนผิวทางเดินอาหารหรือบนเนื้อเยื่อของเจาบาน ซ่ึงเปนที่ทราบกันแลว
วาความสามารถในการยดึเกาะบนเมอืก หรือบนพืน้ผิวจาํเปนตอแบคทเีรียทีจ่ะเจรญิในลาํไสของสตัว
น้าํ (Olsson et al., 1992; Onarheim and Raa, 1990; Westerdahl et al., 1991) เมื่อแบคทีเรียมีการยึด
เกาะบนพื้นผิวของเนื้อเยื่อจะเปนการเริ่มระยะแรกของการติดเชื้อ (Krovacek et al., 1987) การแขง
ขันในการยึดเกาะกับเชื้อที่กอใหเกิดโรค จึงนับวาเปนกลไกการทํางานแรกของโพรไบโอติก 
(Montes and Pugh, 1993) ในการใชโพรไบโอติกในมนุษย สายพันธุที่สามารถแขงขันในการยึด
เกาะนั้นถือวาเปนสายพันธุที่จะพิจารณาในการนํามาใชเปนโพรไบโอติกเปนอันดับแรก (Salminen 
et al., 1997)

    การยึดเกาะนั้นไมจําเปนที่จะตองมีความจําเพาะ อาจขึ้นอยูกับปจจัยกายภาพทางเคมี 
หรือมีความจําเพาะเจาะจง รวมถึงโมเลกุลที่ทําหนาที่ในการยึดเกาะบนพื้นผิวของแบคทีเรีย และ
โมเลกุลบริเวณที่เปนตัวรับ (receptor molecules) บนผิวเซลล การยับยั้งการยึดเกาะของเชื้อที่ทําให
เกิดโรคบนผิวของเซลลในมนุษย และในสัตวอ่ืน ไดมีการทดลองในหองปฏิบัติการโดยนักวิจัย
หลายทาน  (Bernet et al., 1994; Blomberg et al., 1993) แตการศึกษาในสัตวน้ํานั้น กลไกของโพร
ไบโอติกในการแขงขันในการยึดเกาะนั้นเปนเพียงสมมุติฐานซึ่งยังไมมีการวิจัยเพื่อพิสูจน      
สมมุติฐานนี้
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     การยึดเกาะของเชื้อที่เปนโพรไบโอติกบนผนังลําไส หรือเนื้อเยื่อไมไดเปนเพียงกลไก
เดียวในการทํางานของโพรไบโอติก นอกเหนือจากการยึดเกาะแลวยังตองมีความสามารถในการ
เพิ่มจํานวนดวย เนื่องจากในผนังลําไสของสัตวน้ําจะมีการปองกันตัวมันเองโดยการหลั่งสารที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดวย

5.  คุณสมบัติในการเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุมกัน

     การใชโพรไบโอติกนั้น บางครั้งสารที่นํามาใชจะรวมถึงสวนประกอบของผนังเซลล
ของจุลชีพ (Salminen et al., 1999) ซ่ึงสารนั้นสามารถที่จะนํามาใชประโยชนในการกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันได โดยมีการศึกษามากมายที่กลาวถึงเซลลหรือสวนประกอบของเซลลจุลชีพที่นํามาเปน
สารกระตุนระบบภูมิคุมกันใหตานทานตอเชื้อที่ทําใหเกิดโรค

     Lipopolysaccharides (LPS) จากแบคทีเรียแกรมลบ วัคซีนของเชื้อ Vibrio สปอรของ
Clostridium butyricum และสารกลูแคน (glucan) จากผนังเซลลยีสต สามารถที่จะนํามาใชในการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ําได ซ่ึงสามารถที่จะอธิบายไดวาสารกระตุนภูมิคุมกันนั้นทําใหระบบภูมิคุมกันของ
เจาบานสูงขึ้นและสามารถตานทานตอเชื้อที่ทําใหกอโรคโดยการเพิ่มขบวนการกลืนกินสิ่งแปลก
ปลอม (phagocytosis) การสรางแอนติบอดี้ (antibody) และเพิ่มการผลิตซุปเปอรออกไซดแอน
ไอออน (superoxide anion production) (Sakai, 1999)

6.  คุณสมบัติในการปรับปรุงคุณภาพน้ําของโพรไบโอติก

     ในการศกึษาโพรไบโอตกิ มหีลายคร้ังทีม่กีารกลาวถึงคณุภาพน้าํเมือ่มกีารใชโพรไบโอตกิ 
โดยเฉพาะ Bacillus spp.  ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวก สามารถที่จะเปลี่ยนสารอินทรียใหกลายเปน
คารบอนไดออกไซด (CO2) ไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ โดยดูจากเปอรเซ็นตที่สามารถเปลี่ยน
สารอนิทรยีทีม่คีารบอนเปนองคประกอบในบรเิวณทีแ่บคทเีรียอาศยัอยู (Stanier et al., 1963) ซ่ึงเปน
เหตุผลวาในบอที่มีปริมาณแบคทีเรียแกรมบวกสูงจะพบวามีปริมาณสารอินทรียต่ําในระหวางการ
เล้ียง และเกิดการบลูมของแพลงกตอนพืชเนื่องมาจากการเพิ่มขึ้นของกาซคารบอนไดออกไซด 
(Scura, 1995)
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     ถึงแมวาจะมีการศึกษาถึงการใชประโยชนจากแบคทีเรียหลายชนิด เชน Bacillus,
Nitrobacter, Pseudomonas, Enterobacter, Cellulomonas และ Rhodopseudomonas spp. ในการ
เล้ียงกุง (Rengpipat et al., 1998 a) หรือในปลาดุก (Chiayuvareesajja and Boyd, 1993) แตก็ยังไม
สามารถที่จะยืนยันความสามารถในการปรับปรุงคุณภาพน้ําของเชื้อโพรไบโอติกนี้ได เนื่องจากการ
ปรับคุณภาพน้ําอยูในระดับต่ํา ซ่ึงไมรวมถึงขบวนการ nitrification

     แบคทีเรียหลายชนิดเปนแบคทีเรียในกลุม nitrifying bacteria ซ่ึงสามารถควบคุม
ปริมาณแอมโมเนียในน้ําได แบคทีเรียในกลุมนี้สามารถทําใหเกิดปฏิกิริยา oxidation ของ
แอมโมเนียใหกลายเปนไนไตรทและเปนไนเตรทในที่สุด การใช nitrifying bacteria มีประสิทธิภาพ
ในการลดปริมาณแอมโมเนียไดดี (Carmignani and Bennett, 1977) Perfettini and Bianchi (1990) 
ไดทดลองใชเซลลแชแข็งกับน้ําทะเลในระบบปดพบวาขบวนการ nitrification เกิดเร็วข้ึน 30
เปอรเซ็นต  ในน้ําเลี้ยงในระบบหมุนเวียนกึ่งปด (semiclosed water recirculation system) เมื่อมีการ
ใชแบคทีเรียกลุม nitrifying พบวาสามารถลดปริมาณแอมโมเนียจาก 3–4 สัปดาห เปน 10 วัน

     การเลี้ยงแบคทีเรียในกลุม nitrifying สามารถที่จะเติมลงในบอ หรือในถังเล้ียงที่พบวามี
ปริมาณแอมโมเนียหรือไนไตรทในระดับที่สูง ซ่ึงแอมโมเนียและไนไตรทนั้นเปนสารพิษซึ่งเปน
ปญหาที่พบในการเลี้ยงปลา  (Lewis and Morris, 1986) เชนในบอเล้ียงปลาดุก (Tucker et al., 1989)

7.  ปฏิกิริยาของโพรไบโอติกตอแพลงกตอนพืช

     คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหรายนั้นมีประโยชนในการยับยั้งสาหราย
ชนิดที่ไมตองการเกิดขึ้นในบอเล้ียง สารละลายของแบคทีเรียซ่ึงประกอบดวย Bacillus,
Nitrobacter, Pseudomonas, Enterobacter,  Cellulomonas และ Rhodopseudomonas spp. ถูกนํามา
ใชในบอเล้ียงปลาดุก อยางไรก็ตามเปอรเซ็นตของสาหรายในบอเล้ียงไมมีความแตกตางระหวาง
กลุมทดลอง และกลุมควบคุม (Boyd et al., 1984)

      ประโยชนนอกเหนือจากที่ไดกลาวมาแลวคือการปรับคุณภาพของสารอาหาร โดยการ
ทําใหสารพิษมีพิษลดลง (detoxification) การสลายสารที่ไมสามารถยอยไดในอาหารโดยใช
เอนไซม hydrolytic รวมถึง amylases และ proteases  การผลิตวิตามิน เชน biotin และ วิตามิน B12 
(Fuller and Turvy, 1971; Parker, 1974; Roach and Tannock, 1980; Sugita et al., 1991; Fuller, 
1992; Sugita et al., 1992; Smoragiewicz et al., 1993; Sugita et al., 1996; Hoshino et al., 1997) 
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การผลิตสารที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต (Spanggaard et al., 2001) และสารกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันของเจาบาน (Fuller, 1992; Gibson et al., 1997) การใชโพรไบโอติกนั้นจะสามารถเปน
ประโยชนตอ รางกายของเจาบานมากกวาหนึ่งกลไก เชน Carnobacterium inhibens K. สามารถที่
จะทําใหเกิดสารตานจุลชีพไดในปริมาณไมสูงมาก และเซลลสามารถที่จะอาศัยอยูกับระบบทางเดิน
อาหารในระหวางที่กิน (Robertson et al., 2000) อยางไรก็ตามการใชโพรไบโอติกโดยใหทางระบบ
ทางเดินอาหารจะไดผลดีเพียงใดขึ้นอยูกับอายุและสุขภาพของสัตวนั้นดวย เชนการใหโพรไบโอติก
กับลูกปลา กับปลาที่มีอายุมากกวานั้นพบวามีผลที่แตกตางกัน

การทดลองใชโพรไบโอติกในกุงกุลาดํา

Shivappa and Chanratchakool (1997) รายงานการใชแบคทีเรีย ซ่ึงมี Bacillus ในสัดสวนที่
สูงใสลงในบออนุบาล ชวยใหกุงมีอัตราการเจริญเติบโตและรอดตายสูงกวาการใช Benzalkonium 
Chloride (BKC)

Phianphak et al. (1997) ทําการทดลองนํา Bacillus มาผสมกับอาหารกุง เพื่อทําเปน      
โพรไบโอติกใหกุงกุลาดํากินในอัตราสวนตาง ๆ กัน พบวาลูกกุงที่ไดรับโพรไบโอติก มีอัตราการ
รอดตายจากการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคโดย V.  harveyi สูงถึง 100 เปอรเซ็นต โดยกุงทดลองมีสุขภาพ
แข็งแรงและเจริญเติบโตไดดี ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการรอดเพียง 26 เปอรเซ็นต และมีความ
ผิดปกติ ในตับ ตับออน และลําไส

Rengpipat et al. (1998 a) รายงานการแยกเชือ้ Bacillus สายพนัธุ S11 จากกุงกลุาดาํและนาํมา
ใชเปนโพรไบโอตกิโดยผสมลงในสารละลายเลี้ยงไรสีน้ําตาล (Artemia sp.) เพื่อเปนอาหารสําหรับ
เล้ียงกุงกุลาดํา พบวามีผลตอการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัว ความยาวของกุง โดยมีอัตราการรอดตาย
ของกลุมควบคุม 85 เปอรเซ็นต และกลุมทดลอง 89 เปอรเซ็นต เมื่อเหนี่ยวนําลูกกุงใหเกิดโรคดวย 
V. harveyi พบวาลูกกุงที่ไดรับโพรไบโอติกมีอัตราการรอดตาย 13 เปอรเซ็นต และกลุมควบคุม 4 
เปอรเซ็นต

Rengpipat et al. (1998 b) ไดทําการผสม Bacillus S 11 ในอาหารกุง 3 รูปแบบ คือ เซลล
สด  เซลลสดในสารละลายน้ําเกลือ และเซลล lyophilized ภายหลังจากที่ใหโพรไบโอติก เปนเวลา 
100 วัน พบวากุงกุลาดําระยะ P 30 ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในการเพิ่ม
ของน้ําหนักตัวและความยาวของกุงระหวางกลุมที่ใชโพรไบโอติกกับกลุมควบคุม แตหลังจากกุง
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ไดรับเชื้อ V. harveyi โดยการแชเปนเวลา 10 วัน กลุมที่ไดรับโพรไบโอติก ทั้ง 3 กลุมมีอัตราการ
รอดตาย 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมควบคุมรอดตาย 26 เปอรเซ็นต นอกจากนั้นในกลุมควบคุม
ยังเห็นลักษณะภายนอกชัดเจนวากุงมีสุขภาพไมดี hepatopancreas และลําไสไมปกติ ในขณะที่กลุม
ที่ไดรับโพรไบโอติกกุงจะแข็งแรง hepatopancreas และลําไสปกติ

Rengpipat et al. (2000) ไดทําการทดลองพบวาการรอดตายและการเจริญเติบโตของกุง
กุลาดําที่ใหอาหารผสม Bacillus S11 จะดีกวากุงที่ไมไดรับอาหารผสม Bacillus S11 โดย Bacillus
S11 มีประสิทธิภาพในการไปกระตุน และเพิ่มกระบวนการฟาโกซัยโตซิส ซ่ึงทราบไดจากการวัด
เปอรเซ็นตฟาโกซัยโตซิส  และ phagocytic index (PI) ในเลือด  ฟนอลออกซิเดส และกระบวนการ
กําจัดแบคทีเรีย (antibacterial activities) ซ่ึงจะเพิ่มขึ้นตามอายุของกุง แตจะเพิ่มมากขึ้นโดยการใช
โพรไบโอติก ซ่ึงทราบไดโดยการทดลอง หลังจากเลี้ยงกุง 90 วัน โดยใหอาหารที่ผสมและไมผสม 
Bacillus S11 และใส V. harveyi หลังจากนั้น 10 วัน กุงที่ใหอาหารผสมกับโพรไบโอติกมีอัตรารอด
ดีกวา อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) อัตราการรอดตายเมื่อใชโพรไบโอติกคือ 54.3 เปอรเซ็นต เปรียบ
เทียบกับกุงที่ไมไดใชโพรไบโอติกมีอัตราการรอดตาย 35.5 เปอรเซ็นต การตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ เปนเวลา 10 วัน ในกลุมที่ไดรับโพรไบโอติกกับกลุมควบคุมจะ
ตางกันอยางมาก ฟนอลออกซิเดสมีปริมาณสูงในกุงที่ไดรับโพรไบโอตกิ คือ 2.7 + 0.8 เปรียบเทียบ
กับกลุมควบคุมที่มี 0.6 + 0.3  

วรรณิภา (2539) แยก Bacillus S11 (Bacillus mycoides) ซ่ึงมีสมบัติสามารถยับยั้งเชื้อ
ทดสอบสายพันธุที่กอใหเกิดโรคในคนและในกุงไดจากทางเดินอาหารกุงกุลาดํา นํามาผสมใน
อาหารกุงกุลาดําและเพาะเลี้ยงในระบบน้ําหมุนเวียนแบบปดเปนเวลา 100 วัน พบวากุงกุลาดําที่    
ไดรับอาหารผสม Bacillus S11 จะมีการเจริญเติบโตและมีอัตรารอดดีกวากุงกุลาดําที่ไมไดรับ
อาหารผสม Bacillus S11 อยางมีนัยสําคัญ และสามารถตานทานการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคจาก V.  
harveyi โดยกลุมที่ไดรับ Bacillus S11 มีอัตรารอด 100 เปอรเซ็นต กลุมที่ไมไดรับอาหารผสม 
Bacillus S11 มีอัตราการรอด 26 เปอรเซ็นต ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)
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แบคทีเรียท่ีพบในกุงกุลาดํา

เศรษฐเกียรติ และคณะ (2533) ทําการศึกษาเชื้อแบคทีเรียในอวัยวะภายในของพอ-แมพันธุ
กุงกุลาดํา 119 ตัว โดยทําการตรวจหาเชื้อจาก hepatopancreas และ hemolymph พบเชื้อแบคทีเรียได
เฉพาะชนิดที่ติดสีแกรมลบเทานั้น และแยกพิสูจนเชื้อโดยใช API 20 E test kit พบวาสวนใหญอยู
ใน genus Vibrio โดยพบ V. alginolyticus มากที่สุด รองลงมาไดแก V. parahaemolyticus,             
V. cholerae และ V. vulnificus ตามลําดับ

ลิลา และคณะ (2540) ไดทําการศึกษาชนิดและปรมิาณแบคทีเรียใน hepatopancreas ลําไส 
และเลือดของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ในบอเล้ียงพบแบคทีเรียหลายชนิด ไดแก 
Pseudomonas spp., V. alginolyticus, V. cholerae, V. damsela, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, Vibrio spp., Aeromonas spp., Moraxella spp., Actinobacter spp., Cytophaga spp., 
Flavobacterium spp. และแบคทีเรียแกรมบวก โดยแบคทีเรียทั้งหมดที่พบในลําไสมีปริมาณ 2.1 x 
103 – 2.7 x 108  CFU/กรัม และแบคทีเรียทั้งหมดที่พบในเลือดมีปริมาณ 4.7 x 101 – 7.6 x 102  CFU/
มิลลิลิตร

Bacillus sp.

เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน จัดอยูในครอบครัว Bacillaceae สามารถสราง  
เอนโดสปอรได เจริญเติบโตโดยอาศัยออกซิเจน สามารถพบไดทั่วไปในน้ํา ดิน และอากาศ จาก 
คุณสมบัติที่สามารถสรางสปอรได ทําใหสามารถเก็บรักษาในรูปของสปอร สะดวกตอการเก็บ
รักษาเพื่อนําไปใชประโยชนในการเลี้ยงกุงกุลาดําตอไป ถึงแมวาแบคทีเรียในกลุมที่สามารถสราง 
สปอรไดจะมีอยูหลายสกุล เชน Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum,
Sporosarcina และ Thermoactinomycetes (Todar, 2003) แตการใชแบคทีเรียเพื่อเปนโพรไบโอติก
ในการเลี้ยงกุงกุลาดําในปจจุบันนี้ มีรายงานเฉพาะแบคทีเรียในสกุล Bacillus เทานั้น เชน Bacillus
(Phianphak et al., 1997), Bacillus สายพนัธุ S11 (Rengpipat et al., 1998 a; Rengpipat et al., 1998 b; 
Rengpipat et al., 2000) และ Bacillus mycoides (วรรณิภา, 2539)
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Vibrio sp.

เปนแบคทีเรียแกรมลบในครอบครัว Vibrionaceae (Buamann et al., 1971) รูปรางเปนแทง
โคง (curved rods) หรือรูปรางตรง เปนพวกที่สามารถเจริญทั้งแบบใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน 
(facultative anaerobes) เจริญเติบโตไดดีในแหลงน้ําที่มีความเค็มตาง ๆ กัน (Colwell, 1984; Ruby 
and Nelson, 1978) เชื้อแบคทีเรียในสกุลนี้เปนสาเหตุหลักของโรคบางชนิดที่พบในปลา หอย และ
ในกุงสกุล penaeid (Austin and Austin, 1987; de la Pena et al., 1993; Egidius, 1987; Lee et al., 
1996; Lightner, 1988; Muroga, 1995; Sugumar et al., 1998) นอกจากนี้สามารถพบเชื้อชนิดนี้ได
ในลําไสปลา (Ramesh and Venugopalan, 1989) ลําไส crustaceans (Sugita et al., 1987; Ueda et 
al., 1993) และพบเสมอใน hepatopancreas และในน้ําเลือดของ crustaceans (Sizemore et al., 1975; 
Sizemore and Davis, 1985; Ueda et al., 1993; Gomez-Gil et al., 1998)

Vibrio harveyi

เปนเชื้อแบคทีเรียในสกุล Vibrio ที่เปนสาเหตุทําใหกุงกุลาดํา P. monodon ตายในหลาย ๆ 
ประเทศ (Sunaryanto and Mariam, 1986; Lavilla-Pitogo et al., 1990; Karunasagar et al., 1996)
เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดทั่วไปในน้ําเค็ม (Baumann and Baumann, 1981) ขนาดกวาง 
0.5-0.8 ไมครอน ยาว 1.4-2.6 ไมครอน (Inglis et al., 1993) ไมสรางสปอร สามารถเจริญไดดีบน
อาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปที่มีการเติมเกลือ 1.5-3.5 เปอรเซ็นต (ชลอ, 2528) ใชอาหารเฉพาะ (selective  
media) คือ Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) เมื่อเจริญจะใหโคโลนีสีเขียวหรือเหลือง 
ขนาดปานกลาง-ใหญ ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความสามารถในการใชน้ําตาลซูโครสของแตละสายพันธุ หาก
ใชน้ําตาลซูโครสไดโคโลนีจะมีสีเหลือง หากไมสามารถใชน้ําตาลซูโครสไดโคโลนีจะมีสีเขียว 
(Cowan, 1975) ในอาหารเหลวเคลื่อนไหวโดยใช monotrichous หรือ multitrichous flagella เมื่อ
เจริญในอาหารแข็งสราง lateral flagella จํานวนมาก (Buchanan et al., 1974)

แบคทีเรียชนิดนี้สามารถเรืองแสงได โดยในสภาวะที่มีออกซิเจน เชื้อ V. harveyi สามารถ
ใหแสงสีเขียวแกมเหลืองออกมา เปนปฏิกิริยาทางเคมีที่เกิดจากเอนไซมลูซิเฟอเรส (luciferase) ไป
เรงปฏิกิริยาออกซิไดซของการรีดิวซ flavin mononucleotide (FMNH2) และ long chain aldehyde 
โดยโมเลกุลของออกซิเจน ทําใหเห็นการเรืองแสงไดในที่มืด (Strehler, 1953) ดังสมการ

FMNH2  +  O2  +  RCHO    → FMN  +  H2O  +  RCOOH  +  light
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การศึกษาระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดํา

มีผูทําการศึกษาระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดํา โดยมีการศึกษาดานตาง ๆ ดังนี้

1.  การศึกษา prophenoloxidase activating system

2.  การศึกษาความวองไวของฟาโกไซโทซิส (phagocytic activity) ของเม็ดเลือดกุงกุลาดํา

3.  การศึกษาความสามารถในการกําจัดเชื้อโรคจากระบบไหลเวียน (clearance ability) และ
ความวองไวซึ่งทําลายแบคทีเรียและไวรัส (bactericidal and virucidal activity) ของน้ําเลือดกุง
กุลาดํา

4.  การศึกษาการผลิตซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion) ของเม็ดเลือดกุง
กุลาดํา

5.  การศึกษาปริมาณทองแดงในน้ําเลือดกุง

การศึกษาการผลิตซูเปอรออกไซดแอนไอออนของเม็ดเลือดกุงกุลาดํา

ซูเปอรออกไซดแอนไอออนถูกสรางขึ้นในขั้นตอนการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือด  
O-2 ที่วัดไดเปนหนึ่งในหลายชนิดของ reactive oxygen ที่เซลลสรางขึ้นในระหวางการจับกิน            
ส่ิงแปลกปลอม (Bell and Smith, 1993) ในสิ่งมีชีวิตกลุม crustaceans และหอยก็ไดมีการศึกษา
กระบวนการดังกลาวของเม็ดเลือด และพบวา reactive oxygen ที่เซลลสรางขึ้นสามารถตอตาน     
ส่ิงแปลกปลอมที่เปนเชื้อโรคไดดี (Dikkeboom et al.,1987; Bell and Smith, 1993) กิจการ และคณะ
(2543 จ) กลาววาการวัดปริมาณการสราง O-2 ของเม็ดเลือดกุงกุลาดํา นาจะประยุกตใชไดดีกวา   
การวัดความวองไวของฟาโกไซโทซิสของเม็ดเลือดโดยใหมีการจับกินเม็ดพลาสติก เนื่องจาก     
ขั้นตอนการศึกษาความวองไวของฟาโกไซโทซิสจะขึ้นอยูการตัดสินใจของผูตรวจนับเม็ดเลือด   
ทําใหเกิดขอผิดพลาดไดงาย
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การศึกษาปริมาณทองแดงในน้ําเลือดกุง

จากการศึกษาของ Djangmah (1970) พบวาปริมาณฮีโมไซยานิน (hemocyanin) ในน้ําเลือด
กุงมีถึง 60-95 เปอรเซ็นต ของปริมาณโปรตีนในน้ําเลือดทั้งหมด ในกรณีที่กุงเกิดโรคติดเชื้อพบวา
จะทําใหปริมาณเม็ดเลือดในระบบหมุนเวียนเลือดลดลง กิจการและสิทธิ (2539) รายงานวากุงที่    
ติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองและดวงขาว จะมีปริมาณเม็ดเลือดในระบบหมุนเวียนลดลงอยางชัดเจน      
จากรายงานการศึกษาของ Chen and Cheng (1993) พบวา รงควัตถุที่ใชในการหายใจ (respiratory 
pigment) หรือฮีโมไซยานินในเลือดกุง มีการเปลี่ยนแปลงตามเพศ ขนาด และวงจรการลอกคราบ
ของกุง

จากการทดลองของกิจการ และคณะ (2543 จ) พบวาการติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียจะมีผล
ทําใหปริมาณเม็ดเลือดกุงบางสวนถูกทําลายไป ซ่ึงมีผลตอปริมาณโปรตีนและฮีโมไซยานินใน     
น้ําเลือด ทําใหปริมาณทองแดงซึ่งเปนองคประกอบของฮีโมไซยานินในน้ําเลือดที่วิเคราะหไดลดลง
รวมทั้งการติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียมีผลทําใหปริมาณทองแดงในน้ําเลือดกุงลดนอยลงกวาปกติ
อยางมีนัยสําคัญ โดยจากการทดลองพบวาคาของปริมาณทองแดงในน้ําเลือดกุงปกติจะอยูในชวง 
118-162 สวนในลานสวน แตจากการติดเชื้อแบคทีเรียพบวาทําใหคาของทองแดงในน้ําเลือดลดลง
อยูในชวง 52-110 สวนในลานสวน ในขณะที่กุงที่มีการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองและดวงขาวจะมี
ปริมาณทองแดงในน้ําเลือดกุงลดลงอยูในชวง 58-110 และ 55-112 สวนในลานสวนตามลําดับ
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อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

1.  ตูทดลอง และระบบใหอากาศ (อุปกรณปมออกซิเจน, หัวทราย, สายออกซิเจน, ทอลม)
2.  ตูเขี่ยเชื้อ
3.  เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
4.  ELISA Reader
5.  เครื่องนึ่งภายใตความดันสูง (Autoclave)
6.  ตูบมเชื้อ (Incubator)
7.  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Lambda 25)
8.  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง แบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)
9.  เครื่องเขยาผสมสาร (Vortex Mixer)
10.  เครื่องทําใหเม็ดเลือดแตกดวยคล่ืนเสียง (Sonicator)
11.  เครื่อง freeze dryer
12.  เครื่องวิเคราะหชนิดของแบคทีเรีย (VITEK 32)
13.  กลอง Scanning Electron Microscope (SEM)
14.  กลอง Transmission Electron Microscope (TEM)
15.  เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter)
16.  เครื่องวัดความเค็ม (Salinometer)
17.  เครื่องวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ปริมาณแอมโมเนียม, ไนไตรท, ฟอสเฟต)
18.  เครื่องดูดจายสารละลายอัตโนมัติ
19.  กลองจุลทรรศน
20.  แผนแมเหล็กความรอนพรอมเครื่องกวนแมเหล็ก
21.  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิได (Waterbath Shaker)
22.  อุปกรณในการเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย (ตะเกียงแอลกอฮอล, loop, triangle, needle)
23.  เชื้อแบคทีเรีย Vibrio harveyi
24.  อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ไดแก TSA, TCBS, NA, NB
25.  ชุดทดสอบแยกชนดิแบคทีเรียสําเร็จรูปสกุล Bacillus สําหรับเครื่อง VITEK 32
26.  ชุดทดสอบแยกชนิดแบคทีเรีย API 50CHB
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27.  เครื่องแกวสําหรับทดลอง (หลอดทดลอง, จานแกว, บีกเกอร)
28.  เข็มฉีดยาและกระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 3 มิลลิลิตร
29.  กุงกุลาดํา
30.  อาหารกุงกุลาดํา, น้ํามันปลาหมึก
31.  สารเบตากลูแคน (ความเขมขน 100% จากบริษัทแอดวาน ฟารมา จํากัด)
32.  สารเปปติโดกลัยแคน (ความเขมขน 3% จากบริษัทอะควาโพรเกส จํากัด)
33.  น้ําเค็มสําหรับใชเล้ียงกุงกุลาดํา
34.  สารเคมีในการวิเคราะหภูมคิุมกัน
35.  ชุดสียอมแกรม

วิธีการ

1.  การศึกษาผลของสารเบตากลูแคนตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

1.1  การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมในการใชเพื่อกระตุนภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

        1.1.1  ทําการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําอายุ 2 เดือน ในตูกระจกที่มีความใกลเคียงกับ
ลักษณะการเลี้ยงจริง เชน จํานวนกุงตอเนื้อที่ การใหอากาศและการใหอาหาร เพื่อใหกุงทุกตัวอยูใน
สภาพที่ไมเครียด

        1.1.2  ผสมสารเบตากลูแคนในอาหารสําเร็จรูป โดยใชที่ความเขมขน 3 ระดับ ไดแก
1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และกลุมควบคุม (อาหารปกติ)

        1.1.3  นําอาหารผสมสารเบตากลูแคนและกลุมควบคุมเลี้ยงกุงเปนเวลา 7 วัน โดยให
กินอาหารวันละ 5 มื้อ แบงเปน 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า

        1.1.4  ทดสอบประโยชนของสารเบตากลูแคนโดยประเมินจากความตานทานตอเชื้อ
โรค (Vibrio) ในลักษณะการ challenge ดวยเชื้อโดยการฉีดเขากลามเนื้อในตัวกุง และเปรียบเทียบ
อัตรารอดของแตละกลุมทดลอง

        1.1.5  เปรียบเทียบองคประกอบตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกันที่พบในเลือดของกุงทั้ง
ระดับเซลลและที่ไมใชเซลล
               1.1.6  วิเคราะหความแตกตางของขอมูลเพื่อการตัดสินใจเลือกความเขมขนของเบตา-
กลูแคนที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลอง เพื่อนําไปใชในการทดลองขอ 1.2 ตอไป
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1.2  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสารเบตากลูแคนกับกุงกุลาดํา

       การทดลองนี้เพื่อประเมินความถี่ในการใชสารเบตากลูแคนโดยใชความเขมขนที่
ประเมินจากขอ 1.1 การประเมินระยะเวลาของการใชสารเบตากลูแคนจะดําเนินการในชวงเวลา 1
สัปดาห ควรจะใหสารเบตากลูแคนกี่วัน โดยทดลองเปนเวลา 1 เดือน

       1.2.1  เล้ียงกุงกุลาดําอายุ 2 เดือน ในตูกระจกใหอากาศอยางเพียงพอ และเลี้ยงดวย
อาหารเม็ดสําเร็จรูปวันละ 5 มื้อ จนกุงมีความคุนเคยกับสภาพการทดลอง

       1.2.2  ทําการทดลองโดยแบงเปน 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า โดยมีรายละเอียดดังนี้
ชุดการทดลองที่ 1  เล้ียงดวยอาหารปกติ (กลุมควบคุม)
ชุดการทดลองที่ 2  เล้ียงดวยอาหารผสมสารเบตากลูแคน สัปดาหละ 3 วัน ๆ ละ 5 มื้อ
ชุดการทดลองที่ 3  เล้ียงดวยอาหารผสมสารเบตากลูแคน สัปดาหละ 5 วัน ๆ ละ 5 มื้อ
ชุดการทดลองที่ 4  เล้ียงดวยอาหารผสมสารเบตากลูแคน สัปดาหละ 7 วัน ๆ ละ 5 มื้อ
                     1.2.3  เล้ียงกุงกุลาดําดวยอาหารชุดการทดลองตาง ๆ เปนเวลา 4 สัปดาห แลวหยุดให
สารเบตากลูแคน 4 สัปดาห และใหสารเบตากลูแคนซ้ํา 2 สัปดาห โดยมีการประเมินประสิทธิภาพ
ของการใชสารเบตากลูแคนทุกสัปดาห เพื่อศึกษาความคงทนของระบบภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นจากสาร
เบตากลูแคน

       1.2.4  นําผลการศึกษาจากขอ 1.1 และ 1.2  มาสรุปเพื่อจัดทําเปนมาตรฐานการใชสาร
เบตากลูแคน ซ่ึงระบุถึงวิธีการใชในประเด็นความเขมขนและระยะเวลาที่ควรใชเพื่อใหเกิด
ประสิทธิผลและความคุมทุน

2.  การศึกษาผลของสารเปปติโดกลัยแคนตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

2.1  การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมในการใชเพื่อกระตุนภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

       2.1.1  ทําการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําอายุ 2 เดือน ในตูกระจกที่มีความใกลเคียงกับ
ลักษณะการเลี้ยงจริง เชน จํานวนกุงตอเนื้อที่ การใหอากาศและการใหอาหาร เพื่อใหกุงทุกตัวอยูใน
สภาพที่ไมเครียด
                     2.1.2  ผสมสารเปปติโดกลัยแคนในอาหารสําเร็จรูป โดยใชที่ความเขมขน 3 ระดับ ได
แก 0.06, 0.12 และ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และกลุมควบคุม (อาหารปกติ)
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        2.1.3  นําอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคนและกลุมควบคุมเลี้ยงกุงเปนเวลา 7 วัน โดย
ใหกินอาหารวันละ 5 มื้อ แบงเปน 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า

        2.1.4  เปรียบเทียบองคประกอบตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกันที่พบในเลือดของกุงทั้ง
ระดับเซลลและที่ไมใชเซลล

        2.1.5  วิเคราะหความแตกตางของขอมูลเพื่อการตัดสินใจเลือกความเขมขนของสาร
เปปติโดกลัยแคนที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลอง เพื่อนําไปใชในการทดลองขอ 2.2 ตอไป

2.2  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสารเปปติโดกลัยแคนกับกุงกุลาดํา

       การทดลองนี้เพื่อประเมินความถี่ในการใชสารเปปติโดกลัยแคนโดยใชความ
เขมขนที่ประเมินจากขอ 2.1 การประเมินระยะเวลาของการใชสารเปปติโดกลัยแคนจะดําเนินการ
ในชวงเวลา 1 สัปดาห ควรจะใหสารเปปติโดกลัยแคนกี่วัน โดยทดลองเปนเวลา 1 เดือน

        2.2.1  เล้ียงกุงกุลาดําอายุ 2 เดือน ในตูกระจกใหอากาศอยางเพียงพอ และเลี้ยงดวย
อาหารเม็ดสําเร็จรูปวันละ 5 มื้อ จนกุงมีความคุนเคยกับสภาพการทดลอง

        2.2.2  ทําการทดลองโดยแบงเปน 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า โดยมรีายละเอียดดังนี้
ชุดการทดลองที่ 1  เล้ียงดวยอาหารปกติ (กลุมควบคุม)
ชุดการทดลองที่ 2  เล้ียงดวยอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคน สัปดาหละ 3 วัน ๆ ละ 5 มื้อ
ชุดการทดลองที่ 3  เล้ียงดวยอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคน สัปดาหละ 5 วัน ๆ ละ 5 มื้อ
ชุดการทดลองที่ 4  เล้ียงดวยอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคน สัปดาหละ 7 วัน ๆ ละ 5 มื้อ
                      2.2.3  เล้ียงกุงกุลาดําดวยอาหารชุดการทดลองตาง ๆ เปนเวลา 4 สัปดาห แลวหยุดให
สารเปปติโดกลัยแคน 4 สัปดาห และใหสารเปปติโดกลัยแคนซ้ํา 2 สัปดาห โดยมีการประเมิน
ประสิทธิภาพของการใชสารเปปติโดกลัยแคนทุกสัปดาห เพื่อดูความคงทนของระบบภูมิคุมกันที่
เกิดขึ้นจากสารเปปติโดกลัยแคน

         2.2.4  นําผลการศึกษาจากขอ 2.1 และ 2.2  มาสรุปเพื่อจัดทําเปนมาตรฐานการใชสาร
เปปติโดกลัยแคน ซ่ึงระบุถึงวิธีการใชในประเด็นความเขมขนและระยะเวลาที่ควรใชเพื่อใหเกิด
ประสิทธิผลและความคุมทุน
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3. การวิจัยการใชประโยชนจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus จากลําไสกุงกุลาดําในการยับยั้งการเจริญ
เติบโต และแขงขันการใชสารอาหารในการเจริญเติบโตกับเชื้อแบคทีเรียกอโรค Vibrio harveyi และ
การกระตุนภูมิคุมกัน

3.1  การแยกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ออกจากลําไสกุง

       3.1.1  นําตัวอยางลําไสกุงกุลาดําจากบอเล้ียงกุงในหลาย ๆ บอ เจือจางในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด  0.85 เปอรเซ็นต

       3.1.2  นําลําไสกุงกุลาดําที่ไดบดใหละเอียด ใสหลอดทดลอง แบงเปน 2 สวน
       3.1.3  สวนที่ 1 นําไปนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในลําไสกุง โดยรายงานผลเปน

CFU/ตัว
       3.1.4  สวนที่ 2 นําไปทํา heat shock ใน water bath ที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที

นําสารละลายที่ไดทํา cold shock โดยแชในน้ําเย็นจนหลอดทดลองเย็น
       3.1.5  นับจํานวนเซลลของแบคทีเรียที่เหลืออยู โดยวิธีการ spread plate บน Nutrient

Agar (NA) + โซเดียมคลอไรด  1.5 เปอรเซ็นต  และบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-
48 ช่ัวโมง รายงานผลเปน CFU/ตัว

       3.1.6  แยกโคโลนีเดี่ยวที่ไดจากขอ 3.1.5 ที่มีลักษณะแตกตางกันนําไป streak plate บน
Nutrient Agar (NA) + โซเดียมคลอไรด  1.5 เปอรเซ็นต  และบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง นําเชื้อที่ไดไปยอมสีแกรม ดูรูปราง

       3.1.7  นําเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่ได ทําการจําแนกชนิดโดยใชเครื่องแยกแบคทีเรีย
อัตโนมัติ VITEK 32 (Bacillus identification card) ซ่ึงเปนการทดสอบการสรางกรดจาก
คารโบไฮเดรต 20 ชนิดไดแก sucrose, tagatose, glucose, inositol, galactose, arabinose, xylose,
mannitol, raffinose, salicin, amygdalin, inulin, ribose, maltose, trehalose, palatinose, sorbitol, n-
acetyl-d-glucosamine, amylopectin และ arabitol ปฏิกิริยา reduction ของ tetrazolium red การเจริญ
ในสภาพที่ไมมีออกซิเจนใน potassium thiocyanate, sodium chloride 7%, mandelic acid,
polyamidohygrostreptin, nalidixic acid และ oleandomycin การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดเปนดาง
โดยการเกิด ammonia รวมทั้งปฏิกิริยา hydrolysis ของสาร esculin

                  เมื่อไดชนิดของแบคทีเรียสกุล Bacillus แลว นําไปทดสอบเพื่อยืนยันชนดิอีก
คร้ังดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป API50CHB ซ่ึงเปนการจําแนกชนิดของ Bacillus โดยดูจากปฏิกิริยา 
fermentation ของคารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ 49 ชนิด ไดแก glycerol, erythritol, D-arabinose, L-
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arabinose, D-ribose, D-xylose, L-xylose, D-adonitol, Methyl-βD-xylopyranoside, D-galactose, D-
glucose, D-fructose, D-mannose, L-sorbose, L-rhamnose, dulcitol, inositol, D-mannitol, D-
sorbitol, Methyl-αD-mannopyranoside, Methyl-αD-glucopyranoside, N-acetylglucosamine, 
amygdalin, arbutin, esculin ferric citrate, salicin, D-celiobiose, D-maltose, D-lactose, D-
melibiose, D-saccharose, D-trehalose, inulin, D-melezitose, D-raffinose, Amidon (starch), 
glycogen, xylitol, gentiobiose, D-turanose, D-lyxose, D-tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, 
L-arabitol, potassium gluconate, potassium 2-ketogluconate และ potassium 5-ketogluconate รวม
ทั้งใช API20E ซ่ึงเปนขอมูลที่ใชประกอบในการแยกชนิดของ Bacillus แตไมสามารถแยกชนิดได
โดยตรงซึ่งมีการทดสอบปฏิกิริยา fermentation ของคารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ ไดแก D-glucose, D-
mannitol, inositol, D-sorbitol, L-rhamnose, D-sucrose, D-melibiose, amygdalin, L-arabinose การ
ทดสอบเอนไซม β-galactosidase, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, ornithine 
decarboxylase, citrate utilization, การผลิต H2S, NO2 โดยใช peptone เปน substrate

หลังจากไดผลการทดสอบทั้งหมดแลว ทําการยอมแกรมดูรูปรางของเซลล 
ขนาดเซลล การสรางสปอร รูปรางและตําแหนงของสปอร การทดสอบทางชีวเคมีบางชนิด ไดแก 
การทดสอบ catalase test การทดสอบ Voges-Proskauer test การใชน้ําตาล ดี-กลูโคส (D-glucose) 
แอล-อะราบิโนส (L-arabinose) ดี-ไซโลส (D-xylose) ดี-แมนนิทอล (D-mannitol) ดี-แลกโตส (D-
lactose) ปฏิกิริยา hydrolysis ของแปง ปฏิกิริยาไนเตรทเปลี่ยนไปเปนไนไตรท แลวนําเชื้อ Bacillus
spp. ไปใชในการทดลองขั้นตอไป

3.2  การทดสอบความสามารถในการสรางสารตานทานแบคทีเรียกอโรคของเชื้อที่คัดเลือก
ดัดแปลงจากวิธีการของ Jock et al. (2002)

        นําเชื้อแบคทีเรียในสกุล Bacillus spp. ที่ทราบชนิดแลว ทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อกอโรคในกุงกุลาดํา คือ Vibrio harveyi จากหองปฏิบัติการสุขภาพสัตวน้ํา คณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  โดยทําการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. บน NA ที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ไดแตะลงบน NA ทิ้งไวใหเชื้อเจริญที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า/เชื้อ 1 ชนิด เททับผิว
หนาอาหารดวยสารละลายของ V. harveyi ที่เล้ียงในอาหาร NB + 1.5% NaCl นาน 24 ช่ัวโมง 0.1 
มิลลิลิตร (108 CFU/มิลลิลิตร) ผสม NA ที่ทิ้งใหหลอมเหลว อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ปริมาตร 



44

10 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง แลวอานผลโดยการดูโซนใส 
(clear zone) ที่เกิดขึ้น

3.3  การทดสอบความสามารถในการแขงขันการใชสารอาหารในการเจริญรวมกันของเชื้อ
โพรไบโอติกและเชื้อกอโรค (Broth co-culture assay) ดัดแปลงจากวิธีการของ Hjelm et al. (2004)

       เล้ียงเชื้อ Bacillus แตละชนิด และเชื้อ V. harveyi ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB (+ NaCl 
1.5%) เขยาที่ความเร็ว 110 รอบ/นาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึง
เจอืจางเชื้อแตละชนิดใหมีปริมาณเชื้อประมาณ 105 CFU/มิลลิลิตร นําเชื้อแตละชนิดปริมาณ 100 µl 
ใสในหลอดทดลองซึ่งมี NB ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาหลอดทดลองที่ความเร็ว 110 รอบ/นาที 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยแบงกลุมทดลองออกเปน 7 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซํ้า

ชุดทดลองที่ 1 V. harveyi
ชุดทดลองที่ 2 Bacillus ชนิดที่ 1
ชุดทดลองที่ 3 Bacillus ชนิดที่ 2
ชุดทดลองที่ 4 Bacillus ชนิดที่ 3
ชุดทดลองที่ 5 V. harveyi  + Bacillus ชนิดที่ 1
ชุดทดลองที่ 6 V. harveyi  + Bacillus ชนิดที่ 2
ชุดทดลองที่ 7 V. harveyi  + Bacillus ชนิดที่ 3

ตรวจนับปริมาณเชื้อบน TCBS agar และ NA (+1.5% NaCl) ที่ระยะเวลา 0, 24, 48,
72, 96 และ 120 ช่ัวโมง ซ่ึงปริมาณเชื้อบน TCBS จะเปนปริมาณเชื้อ V. harveyi  สวนปริมาณของ
Bacillus แตละชนิดคํานวณจาก ปริมาณเชื้อบน NA – ปริมาณเชื้อบน TCBS

3.4  การศกึษาการเปลีย่นแปลงของเซลลเชือ้แบคทเีรียกอโรคเมือ่เจรญิรวมกบัเชือ้โพรไบโอตกิ

  3.4.1  นําเชื้อแบคทีเรียที่ในสกุล Bacillus spp. ที่ทราบชนิดแลว ทดสอบความสามารถ
ในการยับยั้งเชื้อกอโรคในกุงกุลาดํา คือ Vibrio harveyi โดยใชวิธีการ cross streak method โดยนํา
เชื้อ V. harveyi ที่เล้ียงบนอาหาร TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Sucrose) อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA (+ NaCl 1.5%) โดยขีดเปนเสนเดียว
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       3.4.2  นําเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus spp. ซ่ึงเล้ียงบนอาหาร NA อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มาทําการขีดทับลงไปในแนวกากบาท บมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยทํา 3 ซํ้า ตอเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบ 1 ชนิด โดยมีกลุม
ควบคุมเปนเชื้อแบคทีเรียแตละชนิด ซ่ึงขีดเชื้อเปนเสนเดียว

       3.4.3  นําเชื้อบริเวณที่เปนจุดตัดระหวางเชื้อแบคทีเรียที่นาํมาทดสอบกับเชื้อ V.
harveyi เล้ียงบน TCBS agar บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อแยกเฉพาะ
เชื้อ V. harveyi จากบริเวณที่ถูกยับยั้งการเจริญมาทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเชื้อ
ดังกลาวดวยกลอง TEM (Transmission Electron Microscope)

3.5  การผลิตอาหารกุงกุลาดําผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่แยกได

       3.5.1  เล้ียงแบคทีเรียสกุล Bacillus แตละชนิดในอาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร
600 มิลลิลิตร/ 1 เชื้อ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง

       3.5.2  นําสารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ไดไปเขาเครื่อง centrifuge ที่ 4,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 5 นาที

       3.5.3  นําสวนใสที่ไดทิ้งไป สวนตะกอนที่ไดนําไปผสมกับ clay ในอัตราสวน
แบคทีเรีย 1 สวน : clay 2 สวน โดยแตละเชื้อจะไดแบคทีเรียประมาณ 15 กรัมของน้ําหนักเปยก

       3.5.4  ทําใหแหงโดยใชเครื่อง freeze dryer
       3.5.5  นับจํานวนเซลลแบคทีเรียที่ได โดยควรมีจํานวน 108 - 1010 CFU/กรัม

                     3.5.6  นําแบคทีเรียที่ไดมาผลิตเชื้อผสม โดยผสมแบคทีเรียที่พบแตละชนิดใน
อัตราสวน 1 : 1
                     3.5.7  ตรวจสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียโดยสุมตัวอยางแบคทีเรียแตละชนิดที่ผสม
กับ clay แลว มาตรวจสอบความอยูรอดของแบคทีเรีย เมื่อ 0, 1, 2, 3, 6, 12 เดือน

3.5.8  นําอาหารเม็ดสําเร็จรูปผสมกับผงแบคทีเรีย ในอัตราสวน อาหารกุง 100 กรัม :
แบคทีเรีย 0.5 กรัม ใชน้ํามันปลาหมึกเคลือบ ผ่ึงใหแหง



46

3.6  การทดสอบในกุงกุลาดํา

        3.6.1  นํากุงกุลาดําชั่งน้ําหนัก และวัดความยาวกอนการทดลอง
        3.6.2  วางแผนการทดลองแบบ CRD (complete randomized design) แบงชุดการ

ทดลองออกเปน 8 กลุม คือ
ชุดการทดลองที่ 1  เล้ียงดวยอาหารปกติ (กลุมควบคุม)
ชุดการทดลองที่ 2  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 1
ชุดการทดลองที่ 3  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 2
ชุดการทดลองที่ 4  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 3
ชุดการทดลองที่ 5  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 1+2
ชุดการทดลองที่ 6  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 1+3
ชุดการทดลองที่ 7  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 2+3
ชุดการทดลองที่ 8  ใหอาหารสําเร็จรูปที่ผสมเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 1+2+3
                      3.6.3  เล้ียงกุงกุลาดําดวยอาหารกุงผสมแบคทีเรียชนิดตาง ๆ เมื่อครบ 1 เดือน วดัอัตรา
การเจริญเติบโต คือน้ําหนัก และความยาว

         3.6.4  ประเมินประสิทธิภาพของการใชแบคทีเรียสกุล Bacillus ในการเปนสาร
กระตุนภูมิคุมกันในดานองคประกอบตาง ๆ ทางดานความตานทานโรค

         3.6.5  นําลําไสกุงกุลาดําในแตละชุดการทดลองมาชั่งน้ําหนัก และนําลําไสบดใน
homogenizer ซ่ึงใสน้ําเกลือ 0.85% ที่ผานการฆาเชื้อแลว แบงสารละลายที่ไดเปน 3 สวน สวนแรก
นําไปนับปริมาณแบคทีเรียสกุล Vibrio บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS โดยวิธีการ spread plate บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  สวนที่สองนําไปนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดใน
ลําไสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีที่ได
ไปทําการยอมแกรม ดูรูปรางและขนาดของเชื้อแบคทีเรียเพื่อดูวามีโคโลนีที่เปน Bacillus spp. อยูกี่
โคโลนี นําจํานวนโคโลนีที่นับไดรายงานเปนปริมาณแบคทีเรีย Bacillus spp. ทั้งหมดในลําไส

         3.6.6  นาํสารละลายลําไสกุงกุลาดําอีก 1 สวน ไป heat shock ใน water bath ที่ 80
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที นําสารละลายที่ไดทํา cold shock โดยแชในน้ําเย็นจนหลอดทดลองเย็น
นับจํานวนเซลลของแบคทีเรียที่เหลืออยู โดยวิธีการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง รายงานผลเปนปริมาณของแบคทีเรีย Bacillus ที่อยู
ในรูปของ spore
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         3.6.7  นําลําไสกุงไปตรวจดูดวยกลอง Scanning Electron Microscope (SEM) เพื่อ
เปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียในลําไสของกุงที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus และกลุม
ควบคุมที่ไดรับอาหารปกติ

3.7  การศึกษาระยะเวลาในการเขาสปอรของแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่แยกได

       3.7.1  เตรียมเชื้อ Bacillus แตละชนิด โดยเลี้ยงเชื้อ ใน NB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใน
flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 110 รอบ/นาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา
24 ช่ัวโมง นําเชื้อที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร ไดคา OD ประมาณ
0.15-0.17

3.7.2  นําเชื้อ Bacillus แตละชนิดที่เตรียมจากขอ 3.7.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสใน NB
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 110 รอบ/นาที อุณหภูมิ 35
องศาเซลเซียส

        3.7.3  นับปริมาณของเชื้อ Bacillus ทุกวัน เปนระยะเวลา 10 วัน โดยวิธีการ spread
plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยนับกอน heat
shock และหลัง heat shock ซ่ึงปริมาณกอนการ heat shock จะเปนปริมาณของเซลล Bacillus ทั้ง
หมดที่อยูในรูป spore และในรูป vegetative cell สวนปริมาณหลังการ heat shock จะเปนปริมาณ
เซลลของ Bacillus อยูในรูป spore

4.  องคประกอบทางภูมิคุมกันของกุงกุลาดําและวิธีการที่จะทําการศึกษา

4.1  การศกึษาปรมิาณเอนไซม phenoloxidase ตามวธีิการของกจิการและคณะ (2543 จ)

       4.1.1  การเก็บตัวอยางเลือดและเตรียม Haemocyte Lysate (HLS)
                 4.1.1.1  เก็บตัวอยางเลือดจากกุงกุลาดําแตละตัว โดยเจาะเลือดจากโคนขาเดินคู

ที่ 3 ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ K-199 pH 7.4 ที่เติม L-cysteine 5 เปอรเซ็นต เปนสารปองกัน
เลือดแข็งตัว จนไดปริมาณครบ 1 มิลลิลิตร

    4.1.1.2  หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4
องศาเซลเซียส นําสวนใสทิ้งไป ตะกอนที่ไดนํามาลางใน K-199 และละลายในสารละลาย
cacodylate buffer pH 7.4
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    4.1.1.3  ทําใหเซลลเม็ดเลือดแตก โดยใช sonicator ที่แอมพลิจูด 30 เปนเวลา 5
วินาที

    4.1.1.4  นําสารละลายที่ไดมาหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอนที่ 10,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส

                  4.1.1.5  แยกสวนใสซึ่งเปน HLS เก็บไวใชตอไป
    4.1.2  การวิเคราะหความวองไวของเอนไซม phenoloxidase โดยดัดแปลงจากวิธีการที่
รายงานของ Soderhall and Hall (1984)

4.1.2.1  นํา HLS 200 ไมโครลิตร ผสมรวมกับสารละลายทริปซิน (0.1
เปอรเซ็นตทริปซินใน cacodylate buffer) 200 ไมโครลิตร ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยาประมาณ 2 นาที

4.1.2.2  เติมสารละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA, 4 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 200 ไมโครลิตร ปลอยใหเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ทุก ๆ 2 นาที โดยเปรียบเทียบกับสารละลายควบคุม ซ่ึงใชทริปซิน
ผสมกับ L-DOPA และ cacodylate buffer แทน HLS ทําการวัดคา OD จนปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ

    4.1.2.3  วิเคราะหปริมาณโปรตีนใน HLS โดยวิธีของ Lowry et al. (1951) นํา
คาที่ไดมาคํานวณหนวย (unit) ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยกําหนดคาดังนี้

1 หนวยของฟนอลออกซิเดส           =       OD490/นาที/มิลลิกรัม โปรตีน

4.2  การศึกษาการผลิตซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion) ของ
เม็ดเลือดกุงกุลาดํา ตามวิธีการของ กิจการและคณะ (2543 จ)

        4.2.1  การเตรียม haemocyte monolayer
     4.2.1.1  เก็บตัวอยางเลือด นําเลือดมาปรับจํานวนใหมีปริมาณเม็ดเลือดเทากับ

1.0 x 107 เซลล/มิลลิลิตร และแบงเซลลจํานวน 20 ไมโครลิตร ลงเล้ียงในถาดหลุม (96 microwell
plate) เปนเวลา 45 นาที ที่อุณหภูมิหอง

4.2.1.2  นํามาลางดวย K-199 3 คร้ัง เพื่อลางเซลลเม็ดเลือดที่ไมเกาะออก และ
เก็บไวใชงานในขั้นตอนตอไป
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        4.2.2  การเตรียม Opsonized zymosan
     4.2.2.1  เตรียมซีร่ัมกุงโดยเจาะเลือดกุงปกติแลวทิ้งใหเลือดแข็งตัวและแยกซีร่ัม

เตรียม zymosan และ serum ในอัตราสวน 1:100 ผสมใหเขากันดี นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที

     4.2.2.2  นํา zymosan มาลาง 3 คร้ัง โดยใช K-199 และปรับปริมาตรสุดทาย
ดวย K-199 ใหครบ 1 มิลลิลิตร เก็บไวในตูเย็นเพื่อใชในขั้นตอนตอไป

4.2.3  การเตรียม NBT-Zymosan mixture
ละลาย NBT (Nitroblue tetrazolium) ใน DMSO (Dimethyl sulfoxide) อัตรา

สวน 1:50 นํามาผสมรวมกับไซโมแซนที่เตรียมไว ปรับปริมาตรโดยใช K-199 ใหได 10 มิลลิลิตร
4.2.4  NBT-reduction assay

    4.2.4.1  นําสวนผสมที่เตรียมไว 100 ไมโครลิตร เติมลงในเซลลเม็ดเลือดที่
เตรียมไวหลุมละ 100 ไมโครลิตร ชุดควบคุมจะใช NBT + K-199 100 ไมโครลิตรแทน ปลอยให
เกิดปฏิกิริยาที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที

4.2.4.2  นํามาลางดวย K-199 3 คร้ัง หยุดปฏิกิริยาของเม็ดเลือดโดยการเติมเมทา
นอล 70เปอรเซ็นต นาน 3 นาที ทิ้งใหแหง

 4.2.4.3  เติมสารละลายโปแตสเซียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 นอรมอล (2N KOH)
120 ไมโครลิตร และ DMSO 140 ไมโครลิตร เพื่อละลายองคประกอบภายในเซลล

4.2.4.4  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร โดยใช
โปแทสเซียมไฮดรอกไซด ผสมกับ DMSO เปนตัวควบคุม คาที่ไดนํามากําหนดโดย 1 หนวย  =
การเปลี่ยนแปลงคา OD 0.001

4.3  การศึกษา clearance ability ดัดแปลงจากวิธีการของ กิจการและคณะ (2543 จ)

       4.3.1  ใชเชื้อ Vibrio harveyi  บริสุทธิ์ที่เล้ียงในอาหาร TSA ที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง

4.3.2  นําเชื้อที่เปนกลุมเดียวมาละลายในน้ําเกลือปลอดเชื้อ จากนั้นนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร ไดคา OD ประมาณ 0.1-0.15

4.3.3  นําเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไดมานับปริมาณบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS ผสม
โซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต โดยวิธี spread plate

4.3.4  นําสารละลายเชื้อแบคทีเรียที่ทราบจํานวนแนนอนมาฉีดเขากุงทดลองใน
ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร/ตัว ชุดควบคุมจะฉีดดวยน้ําเกลือแทนเชื้อ
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4.3.5  ปลอยทิ้งไวเปนเวลา 3 ช่ัวโมง เจาะเลือดจากกุงแตละตัว (ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร)
นาํมานบัปรมิาณเชือ้แบคทเีรียในเลอืดทัง้หมด โดยวธีิ spread plate และนาํมาคาํนวณปรมิาณเชือ้ทีล่ดลง

4.4  การศึกษาคา bactericidal activity ของน้ําเลือดกุงกุลาดํา ดัดแปลงจากวิธีการของ
กิจการและคณะ (2543 จ)

        4.4.1  เจาะเลือดจากกุงแตละตัว และนํามาแยกซีร่ัม โดยหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,500
รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที จากนั้นนําซีร่ัมมาเจือจางโดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 2.6
เปอรเซ็นต เปนตัวเจือจางซึ่งความเขมขนของสารละลายดังกลาวเปนความเขมขนที่มีความเขมขน
เทากับความเขมขนของซีร่ัมในกุง โดยเจือจางในระดับ 1:2  1:4  1:8  1:16  และ 1:32 โดยปรับ
ปริมาตรในการเจือจางใหไดหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร

4.4.2  นําเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมเหมือนกับวิธีการในขอ 4.3 มาเติมในแตละความ
เจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ช่ัวโมง

4.4.3  นําสวนผสมในแตละหลอดมานับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย โดยวิธี spread plate
และบันทึกคาของการเจือจางซีร่ัมที่สามารถลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียลงได 50 เปอรเซ็นต ในระยะ
เวลา 3 ช่ัวโมง

5.  การวิเคราะหขอมูล

วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของขอมูลโดย Analysis of Variance และ Duncan’s New 
Multiple Range Test ที่ p = 0.05

6.  สถานที่ทําการทดลอง

- ภาควิชาสัตววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
- ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  คณะประมง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร

7.  ระยะเวลาที่ทําการทดลอง

2 ป 9 เดือน
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ผลการทดลอง

1.  การศึกษาผลของสารเบตากลูแคนตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

1.1  การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมในการใชเพื่อกระตุนภูมิคุมกันกุงกุลาดํา

ผลการศึกษาเพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมของสารเบตากลูแคนในการเลี้ยงกุงกุลาดํา 
โดยมี 4 ชุดการทดลอง ไดแก ชุดการทดลองที่ 1 เล้ียงกุงดวยอาหารผสมเบตากลูแคน 0 กรัม/ 
อาหาร 1 กิโลกรัม (กลุมควบคุม) ชุดการทดลองที่ 2 เล้ียงกุงดวยอาหารผสมเบตากลูแคน 1 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม ชุดการทดลองที่ 3 เล้ียงกุงดวยอาหารผสมเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
และ ชุดการทดลองที่ 4 เล้ียงกุงดวยอาหารผสมเบตากลูแคน 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม แตละชุด
การทดลองมี 3 ซํ้า ใหอาหารวันละ 5 มื้อ โดยเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน เมื่อครบ 7 วัน ทําการตรวจ    
พารามิเตอรทางดานภูมิคุมกันตาง ๆ ไดแก ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต        
superoxide anion, bactericidal activity และ clearance ability ไดผลดังนี้

1.1.1  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase
       เมือ่ทาํการเลีย้งกุงกลุาดาํดวยอาหารผสมเบตากลแูคนความเขมขนตาง ๆ ไดแก

0, 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม วันละ 5 มื้อ เปนระยะเวลา 7 วัน เมื่อครบ 7 วันแลว ทําการดูด
เลือดจากกุงเพื่อตรวจสอบปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) พบวาเมื่อใช
สารเบตากลูแคนปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัมเลี้ยงกุงกุลาดํา ปริมาณเอนไซม phenoloxidase มี
คาเฉลี่ย 332.094 + 22.917 หนวย/นาที/มก. โปรตีน ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการ
เล้ียงกุงกุลาดําดวยอาหารผสมเบตากลูแคนปริมาณ 1 กรัม และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม (p>0.05) 
ซ่ึงมีคา 320.938  + 25.256 และ 349.377  + 26.632 หนวย/นาที/มก. โปรตีน ตามลําดับ แตแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากกลุมควบคุม ซ่ึงมีปริมาณเอนไซม phenoloxidase เฉลี่ย 
276.298 + 22.751 หนวย/นาที/มก. โปรตีน ไดผลดังตารางที่ 1 และภาพที่ 1
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ตารางที่ 1  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
     ผสมเบตากลูแคนความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน

ปริมาณเบตากลูแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase
(หนวย/นาที/มก. โปรตีน)

0 276.298 + 22.751 a

1 320.938  + 25.256 b

3 332.094 + 22.917  bc

5 349.377  + 26.632 c

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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อาหารผสมเบตากลแูคนปรมิาณ 1 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม และกลุมควบคมุ 
ซ่ึงมีคาเฉลี่ย  16.5  + 5   30.0  + 6.688  และ 9.083  + 2.678 หนวย  ตามลําดับ ดังตารางที่ 2 และ
ภาพที่ 2

ตารางที่ 2  ปริมาณ superoxide anion (หนวย) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคน
    ความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน

ปริมาณเบตากลูแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

การผลิต superoxide anion (หนวย)

0 9.083  + 2.678 a

1 16.5  + 5 b

3 30.0  + 6.688 c

5 40.917  + 9.15 d

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT

ภา
    

หนวย
60
พที่ 2  ปริมาณ s
           ความเขม

0
10
20
30
40
50

0

a

uperoxide anion
ขนตาง ๆ เปนระ

 g/kg 1
b

 (หนวย) ของกุงก
ยะเวลา 7 วัน

 g/kg 3
c

ุลาดําที่ไดรับอาห
 g/kg 5
d

ารผสมเบตากลูแคน
 g/kg

ปริมาณเบตากลูแคน
ที่ใชผสมอาหาร
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1.1.3  Bactericidal activity
       คา bactericidal activity เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเบตากลูแคน

ปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรมั ไมแตกตางจากการเลีย้งกุงกลุาดาํโดยใชอาหารผสมสารเบตากลแูคน
ปริมาณ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ซ่ึงมีคาการเจือจางของซีร่ัมต่ําสุดในการที่ทําใหแบคทีเรียลดลง 
50 เปอรเซ็นต เทากันคือ 1:16 แตแตกตางจากการเลี้ยงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเบตากลูแคน
ปริมาณ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และกลุมควบคุม ซ่ึงมีคาการเจือจางของซีร่ัมต่ําสุดในการที่ทําให
แบคทีเรียลดลง 50 เปอรเซ็นต เทากันคือ 1:4  ดังตารางที่ 3 และภาพที่ 3

ตารางที่ 3  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคนความเขมขนตาง ๆ
    เปนระยะเวลา 7 วัน

ปริมาณเบตากลูแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ความเขมขนของซีร่ัมที่มีคาต่ําสุด
ที่ทําใหแบคทีเรียลดลง 50 เปอรเซ็นต

0 1 : 4
1 1 : 4
3 1 : 16
5 1 : 16

ภาพที่ 3  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคนความเขมขนตาง ๆ
 เปนระยะเวลา 7 วัน

ความเขมขนของซีร่ัม
1:2

1:4

1:16

0 g/kg 1 g/kg 3 g/kg 5 g/kg

ปริมาณเบตากลูแคน
ที่ใชผสมอาหาร
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1.1.4  Clearance ability
 คา clearance ability เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเบตากลูแคน

ปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากการเลี้ยงกุง
กุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเบตากลูแคนปริมาณ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และ 5 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม โดยพบเชื้อ V. harveyi ในเลือดเทากับ 443.3 + 287.51, 494.2 + 382.82 และ 257.5 +
303.35 CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสารเบตากลูแคนปริมาณ 3 และ 5 
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม พบเชื้อ V. harveyi ในเลือดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับ
กลุมควบคุมซึ่งมีคา 780  + 486.75 CFU/มิลลิลิตร ไดผลดังตารางที่ 4 และภาพที่ 4

ตารางที่ 4  ปริมาณแบคทีเรีย Vibrio  harveyi (CFU/มิลลิลิตร) ในเลือดกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
    เบตากลูแคนความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน หลังจากฉีดเชื้อ V. harveyi
    เขาไปในระบบเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง

ปริมาณเบตากลูแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ปริมาณ V. harveyi (CFU/มิลลิลิตร)

0 780  + 486.75 b

1 494.2 + 382.82 ab

3 443.3 + 287.51 a

5 257.5  + 303.35 a

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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พที่ 4  ปริมาณแบคทีเรีย Vibrio  harveyi (CFU/มิลลิลิตร) ในเลือดกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
 เบตากลูแคนความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน หลังจากฉีดเชื้อ V.  harveyi
 เขาไปในระบบเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง

1.2  ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสารเบตากลูแคนกับกุงกุลาดํา

ผลการตรวจองคประกอบทางระบบภมูคิุมกนัของกุงกลุาดาํหลังจากเลีย้งกุงเปนเวลานาน 
 สัปดาห โดยแบงเปน 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า ในชุดการทดลองที่ 1 ใหอาหารปกติทุกมื้อ
การทดลองที่ 2 ใหกนิอาหารผสมสารเบตากลูแคน 3 วันใน 1 สัปดาห  ชุดการทดลองที่ 3 ใหกิน
หารผสมเบตากลแูคน 5 วนัใน 1 สัปดาห และชุดการทดลองที ่4 ใหกนิอาหารผสมสารเบตากลแูคน
วัน เปนเวลานาน 4 สัปดาห หลังจากนั้นใหอาหารปกติ 4 สัปดาห และใหกินอาหารผสมสาร
ตากลูแคนปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห ตรวจองคประกอบทางระบบภมูคิุมกนัของกุงกลุาดาํทกุ
ดาห ไดผลการทดลองดังนี้

1.2.1  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase
  การตรวจวัดปริมาณเอนไซม phenoloxidase ในสัปดาหที่ 1-4 เมื่อมีการใหสาร

ตากลูแคนพบวาในสัปดาหแรกการใหสารเบตากลูแคน 3 วัน/สัปดาหนั้นไมแตกตางจากกลุม
บคุม จนถึงสัปดาหที่ 4 จึงพบวาการใหเบตากลูแคน 3 วัน/สัปดาหนั้นแตกตางจากกลุมควบคุม
างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แตอยางไรก็ตามระบบภูมิคุมกันที่เพิ่มขึ้นในกุงกุลาดําที่ไดรับ  
ตากลูแคน 3 วันตอสัปดาหนั้น จะมีปริมาณภูมิคุมกันสูงเมื่อมีการใหสารเบตากลูแคนเทานั้น เมื่อ

0

500

1000

1500

0 g/kg 1 g/kg 3 g/kg 5 g/kg

ปริมาณเบตากลูแคน
ที่ใชผสมอาหาร

b

ab a
a
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หยุดใหสารเบตากลูแคนเพียง 1 สัปดาห ระบบภูมิคุมกันก็ลดลงทันที สวนการใชสารเบตากลูแคน 3 
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน/สัปดาหนั้นแตกตางจากกลุมควบคุมตั้งแตสัปดาหแรก
จนถึงสัปดาหที่ 4 และเมื่อหยดุใหสารเบตากลแูคน 2 สัปดาห ระบบภมูคิุมกนักเ็ร่ิมลดลง และ
ปริมาณเอนไซม phenoloxidase จะเพิ่มสูงขึ้นอีกครั้งเมื่อกุงไดรับสารเบตากลูแคน โดยการใหสาร
เบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน/สัปดาหจะมีผลในการเพิ่มปริมาณ
เอนไซม phenoloxidase ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากการใหสารเบตากลูแคน 
3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมเลี้ยงกุงกุลาดํา 7 วัน/สัปดาห ผลการตรวจปริมาณเอนไซม phenoloxidase  
แสดงในตารางที่ 5 และ ภาพที่ 5

ตารางที่ 5  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
     ผสมเบตากลูแคนปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน 3 วัน

    5 วัน และ 7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห  และใหกิน
    อาหารผสมสารเบตากลูแคนปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase  (หนวย/นาที/มก. โปรตีน)Treatment

สัปดาหที่
BG 0 วัน / สัปดาห BG 3 วัน / สัปดาห BG 5 วัน / สัปดาห BG 7 วัน / สัปดาห

1 279.333 + 36.575 a 290.917 + 36.51 ab 323.00  + 54.213 b 323.75 + 35.894 b

2 297.075 + 24.64 a 314.348 + 29.86 ab 341.6 + 25.8 b 348.47 + 29.08 b

3 266.25 + 31.51 a 310.56 + 26.53 ab 319.81 + 68.42 ab 344.19 + 20.69 b

4 226.563 + 66.002 a 314.88 + 25.787 b 320.813 + 30.284 b 328 + 24.755 b

5 238.813 + 34.092 a 282.938 + 38.22 ab 307.563 + 29.06 b 310.188 + 42.211 b

6 242.56 + 36.899 a 266.375 + 32.993 a 302.69 + 67.652 a 319.438 + 48.159 a

7 214.47 + 41.631 a 194.215 + 48.774 a 234.174 + 34.862 a 243.069 + 40.146 a

8 208.975 + 40.127 a 193.602 + 52.543 a 207.062 + 70.75 a 198.609 + 37.504 a

9 176.7 + 25.9 a 185.1 + 68.4 a 223.6 + 82.8 a 235.9 + 51.7 a

10 229.58 + 44 a 242.88 + 37.31 a 322.38 + 36.63 b 304.69 + 5.892 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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ภาพที่ 5  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase  (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
   ผสมเบตากลูแคนปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน 3 วัน

  5 วัน และ 7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห  และ
 ใหกินอาหารผสมสารเบตากลูแคนปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

2.1.2  การผลิต superoxide anion
 การตรวจวัดปริมาณการผลิต superoxide anion ในสัปดาหที่ 1-4 เมื่อมีการให

สารเบตากลูแคนพบวาในสัปดาหแรกถึงสัปดาหที่ 3 การใหสารเบตากลูแคน 3 วัน/สัปดาหนั้นไม
แตกตางจากกลุมควบคุม จนถึงสัปดาหที่ 4 จึงพบวาการใหเบตากลูแคน 3 วัน/สัปดาหนั้นแตกตาง
จากกลุมควบคุม แตอยางไรก็ตามระบบภูมิคุมกันที่เพิ่มขึ้นในกุงกุลาดําที่ไดรับเบตากลูแคน 3 วัน
ตอสัปดาหนั้น จะมีปริมาณภูมิคุมกันสูงเมื่อมีการใหสารเบตากลูแคนเทานั้น เมื่อหยุดใหสารเบตา-
กลูแคนเพียง 1 สัปดาหระบบภูมิคุมกันก็ลดลงทันที  สวนการใชสารเบตากลูแคน 3 กรัมอาหาร 1 
กโิลกรัม เล้ียงกุงกลุาดาํ 5 วนั และ 7 วนั/สัปดาหนัน้ แตกตางจากกลุมควบคมุตัง้แตสัปดาหแรกจนถงึ
สัปดาหที ่ 4 และเมือ่หยดุใหสารเบตากลแูคน 3 สัปดาห ระบบภมูคิุมกนักเ็ร่ิมลดลงแตกย็งัแตกตาง
จากกลุมควบคมุ และจะเพิม่สงูขึน้อกีครัง้เมือ่กุงไดรับสารเบตากลแูคน โดยการใหสารเบตากลแูคน 3 
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน/สัปดาหจะมีผลในการเพิ่มปริมาณการผลิต superoxide 
anionไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากการใหสารเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 

หนวย/นาที/มก. โปรตีน
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กิโลกรัม เปนเวลา 7 วัน/สัปดาห ผลการตรวจปริมาณการผลิต superoxide anion แสดงในตารางที่ 6 
และภาพที่ 6

ตารางที่ 6  ปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
    เบตากลูแคนปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน  3 วัน  5 วัน
    และ 7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห  และใหกิน
    อาหารผสมสารเบตากลูแคนปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

Treatment ปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย)

สัปดาหที่
BG 0 วัน / สัปดาห BG 3 วัน / สัปดาห BG 5 วัน / สัปดาห BG 7 วัน / สัปดาห

1 7.917 + 4.033 a 11.667 + 3.499 a 19.667 + 4.793 b 23.5 + 5.823 c

2 6.5 + 2.38 a 12.5 + 3.873 a 20.5 + 4.655 b 22.75 + 4.349 b

3 8 + 3.162 a 11.25 + 1.708 a 16.5 + 5.568 b 17.5 + 1.291 b

4 8.75 + 2.217 a 12.75 + 1.258 b 15.75 + 2.63 bc 17 + 1.826 c

5 9.25 + 3.5 a 11.5 + 1.732 ab 14.75 + 2.062 b 15 + 2.16 b

6 9.75 + 2.062 a 11.25 + 1.708 a 15.25 + 1.708 b 16.25 + 2.363 b

7 10.75 + 1.708 a 11 + 2.582 a 10.5 + 3.109 b 11.75 + 2.63 b

8 12.925 + 5.6 a 11.65 + 1.729 a 10.425 + 2.458 a 11.1 + 2.697 a

9 7.9 + 2.68 a 8.025 + 2.48 a 9.075 + 2.72 a 9.85 + 2.2 a

10 8.83 + 1.22 a 9.88 + 0.78 ab 11.3 + 1.1 b 11.13 + 1.62 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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ภาพที่ 6  ปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
 เบตากลูแคนปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน  3 วัน 5 วัน
 และ 7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห  และใหกินอาหาร
 ผสมสารเบตากลูแคนปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

2.1.3  Bactericidal activity
คา bactericidal activity เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชสารเบตากลูแคน 3 กรัม/

อาหาร 1 กิโลกรัม 3, 5 และ 7 วัน/สัปดาห จะมีคา bactericidal activity แตกตางจากกลุมควบคุม   
ตั้งแตสัปดาหแรกถึงสัปดาหที่ 4 และเมื่อหยุดใหสารเบตากลูแคน 2 สัปดาห ระบบภูมิคุมกันก็ลดลง
ทันที สวนการใชสารเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน/สัปดาหนั้น มีคา 
bactericidal activity แตกตางจากกลุมควบคุม ตั้งแตสัปดาหแรกถึงสัปดาหที่ 4 และเมื่อหยุดใหสาร
เบตากลูแคน 2 สัปดาห ระบบภูมิคุมกันก็ลดลง และเพิ่มสูงขึ้นอีกเมื่อกุงไดรับสารเบตากลูแคนใน
ปริมาณเทาเดิม โดยการใหสารเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน/สัปดาห
จะมีผลในการเพิ่มคา bactericidal activity แตกตางจากการใหสารเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 7 วัน/สัปดาห ผลดังตารางที่ 7 และ ภาพที่ 7
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สัปดาหที่

เริ่มใหสารเบตากลูแคนครั้งที่ 2หนวย หยุดใหสารเบตากลูแคน
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ตารางที่ 7  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคนปริมาณ
    3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน  3 วัน  5 วัน และ 7 วัน ตอ
    สัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห  และใหกินอาหารผสมสาร
    เบตากลูแคนความเขมขนเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

Treatment ความเขมขนของซีรั่มที่นอยที่สุดที่ทําใหแบคทีเรียลดลง 50 เปอรเซ็นต

สัปดาหที่
BG 0 วัน / สัปดาห BG 3 วัน / สัปดาห BG 5 วัน / สัปดาห BG 7 วัน / สัปดาห

1  1 : 4  1 : 8  1 : 16  1 : 16
2  1 : 4  1 : 8  1 : 16  1 : 16
3  1 : 4  1 : 16  1 : 16  1 : 16
4  1 : 4  1 : 16  1 : 16  1 : 16
5  1 : 4  1 : 8  1 : 16  1 : 16
6  1 : 4  1 : 8  1 : 8  1 : 16
7  1 : 4  1 : 4  1 : 4  1 : 8
8  1 : 4  1 : 4  1 : 8  1 : 8
9  1 : 4  1 : 4  1 : 4  1 : 4
10  1 : 4  1 : 8  1 : 8  1 : 8
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ความเขมขนของ serum หยุดใหสารเบตากลูแคน เริ่มใหสารเบตากลูแคนครั้งที่ 2
1:4

0 วัน

3 วัน

5 วัน

1:8
7 วัน
1:16
ภาพที่ 7  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคนปริมาณ
 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน  3 วัน  5 วัน และ 7 วัน ตอ
 สัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห  และใหกินอาหารผสมสาร
 เบตากลูแคนความเขมขนเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

2.  การศึกษาผลของสารเปปติโดกลัยแคนตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

2.1  การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมในการใชเพื่อกระตุนภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา

       เมือ่เล้ียงกุงกลุาดาํดวยอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนความเขมขนตาง ๆ ไดแก 0, 0.06, 
0.12 และ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม วันละ 5 มื้อ เปนระยะเวลา 7 วัน เมื่อครบ 7 วันแลว ทําการ
ดูดเลือดจากกุงกุลาดํา และทําการตรวจองคประกอบตาง ๆ ทางดานความตานทานโรค ไดผลดังนี้

2.1.1  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase
ปริมาณเอนไซม phenoloxidase เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชสารเปปติโดกลัยแคน

ปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีคาเฉลี่ย 358.26 + 42.42 หนวย/นาที/มก. โปรตีน ซ่ึงแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากการเลี้ยงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคน
ปริมาณ 0.06 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 0.12 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และกลุมควบคุม ซ่ึงมีคา 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

สัปดาหที่
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281.898 + 21.821, 300.033 + 18.971 และ 287.125 + 48.892 หนวย/นาที/มก. โปรตีน ตามลําดับ 
ไดผลดังตารางที่ 8 และภาพที่ 8

ตารางที่ 8  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
    ผสมเปปติโดกลัยแคนความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน

ปริมาณเปปติโดกลัยแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase
(หนวย/นาที/มก. โปรตีน)

0 287.125 + 48.892 a

0.06 281.898 + 21.821 a

0.12 300.033 + 18.971 a

0.18 358.26 + 42.42 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT

ภาพท

หนวย/นาที/มก. โปรตีน

500
ี่ 8  ปริมาณเ
 ผสมเปป

ปริมาณเปปติโดกลัยแคน
ที่ใชผสมอาหาร
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ิโดกลัยแคนคว
a

xidase (หนวย
ามเขมขนตาง
a

/นาที/มก. โป
 ๆ  เปนระยะเ
b

รตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
วลา 7 วัน
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2.1.2  การผลิต superoxide anion
เมื่อทําการเลี้ยงกุงกุลาดําดวยอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนความเขมขนตาง ๆ 

ไดแก 0, 0.06, 0.12 และ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม วันละ 5 มื้อ เปนระยะเวลา 7 วัน เมื่อครบ 7 
วัน ทําการดูดเลือดจากกุงเพื่อตรวจสอบปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย) พบวาคาการ
ผลิต superoxide anion เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคนปริมาณ 0.18
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมจะมีคาเฉลี่ยสูงสุด โดยมีคาเฉลี่ย 17.5 + 6.758 หนวย ซ่ึงไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากการเลี้ยงกุงกุลาดําดวยอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนปริมาณ 0.06
และ 0.12 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ซ่ึงมีคาเฉลี่ย 9.75 + 4.272 และ 12.75 + 5.377 หนวย ตามลําดับ 
แตแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากกลุมควบคุมซึ่งมีคาเฉลี่ย 8.5 + 2.646 หนวย ได
ผลดังตารางที่ 9 และภาพที่ 9

ตารางที่ 9  ปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
    เปปติโดกลัยแคนความเขมขนตาง ๆ  เปนระยะเวลา 7 วัน

ปริมาณเปปติโดกลัยแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ปริมาณการผลิต
superoxide anion (หนวย)

0 8.5 + 2.646 a

0.06 9.75 + 4.272 ab

0.12 12.75 + 5.377 ab

0.18 17.5 + 6.758 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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ภาพที่ 9  ปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
 เปปติโดกลัยแคนความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน

2.1.3  Bactericidal activity
คา bactericidal activity เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมสารเปปติโด-  

กลัยแคนปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีคาเทากับ 1:16 ซ่ึงแตกตางจากการเลี้ยงกุงกุลาดํา
โดยใชอาหารผสมสารเปปติโดกลัยแคนปริมาณ 0.06 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 0.12 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม และกลุมควบคุม ซ่ึงมีคา bactericidal activity เทากับ 1:8, 1:8 และ 1:4 ตามลําดับ ดังตาราง
ที่ 10 และภาพที่ 10

ตารางที่ 10  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนความเขมขน
                    ตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน

ปริมาณเปปติโดกลัยแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ความเขมขนที่ต่ําที่สุดของซีร่ัม
ที่ทําใหแบคทีเรียลดลง 50 เปอรเซ็นต

0 1 : 4
0.06 1 : 8
0.12 1 : 8
0.18 1 : 16
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ภาพที่ 10  คา b
   ตาง

2

ปริมาณ 0.18 ก
กลุาดาํโดยใชอ
อาหาร 1 กิโลก
102.47 และ 21
กับกลุมควบคุม

ตารางที่ 11  ปร
      เป
      V.

ป

คาเฉลี่ยตามดว
อยางมีนัยสําคัญ

ั่ม

4
1:
1:8
6
1:1
ความเขมขนของซีร
actericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเปปติโด
 ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน

.1.4  Clearance ability
คา clearance ability เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผส

รัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ไมแตกตางอยางมนียัสําคญัทางสถติ ิ
าหารผสมสารเปปตโิดกลัยแคนปริมาณ 0.06 กรัม/อาหาร 1 ก
รัม กลุมควบคุมซึ่งมีคาเฉลี่ยของปริมาณเชื้อ V. harveyi  เทา
5 + 114.746 CFU/มิลลิลิตรตามลําดับ แตแตกตางอยางมีนัยส
ซึ่งมีคาเฉลี่ย 945 + 298.843 CFU/มิลลิลิตร ดังตารางที่ 11 แ

ิมาณ Vibrio  harveyi (CFU/มิลลิลิตร) ในเลือดกุงกุลาดําที่ได
ปติโดกลัยแคนความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 7 วัน หลังจ
 harveyi เขาไปในระบบเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง

ริมาณเปปติโดกลัยแคน
(กรัม/อาหาร 1 กก.)

ปริมาณ V.  harveyi

0 945 + 29
0.06 305 + 10
0.12 215 + 11
0.18 85 + 19

ยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทา
 p>0.05, DMRT

0 g/kg 2 g/kg 4 g/kg 6 g/kg0 g/kg              0.06 g/kg          0.12 g/kg            0.18 g/kg
ปริมาณเปปติโดกลัยแคน
 ที่ใชผสมอาหาร
กลัยแคนความเขมขน

มสารเปปติโดกลัยแคน
(p>0.05) จากการเลีย้งกุง
ิโลกรัม และ 0.12 กรัม/
กับ 85 + 19.149, 305 +
ําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ละภาพที่ 11

รับอาหารผสม
ากฉีดเชื้อ

 (CFU/มิลลิลิตร)

8.843 a

2.47 b

4.746 b

.149 b

งสถิติ
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CFU/มิลลิลิตร
1400
ภาพที่ 11  ปริมาณ
   เปปติโ
   V. har

2.2  ผลก

ผลก
นาน 10 สัปดาห 
ทุกมื้อ ชุดการทด
3 วันใน 1 สัปด
กิโลกรัม 5 วันใน
กรัม/อาหาร 1 ก
อาหารผสมสารเ
ประกอบทางระบ

2.2.

เปปติโดกลัยแคน
วัน/สัปดาหนั้นไม
วัน/สัปดาหนั้นแ

0
200
400
600
800

1000
1200

00 
a

 Vibrio  harvey
ดกลัยแคนความ
veyi เขาไปในระ

ารศกึษาระยะเวล

ารตรวจองคปร
โดยแบงเปน 4 
ลองที่ 2 ใหกิน
าห ชุดการทดล
 1 สัปดาห แล
ิโลกรัมทุกวัน โ
ปปติโดกลัยแค
บภมูคิุมกนัของ

1  ปริมาณเอนไซ
การตรวจวัดป

 0.18 กรัม/อาห
แตกตางจากกล
ตกตางจากกลุมค

 g/kg 2g/kg                  0.
b

i (CFU/มิลลิลิต
เขมขนตาง ๆ เป
บบเลือดเปนเวล

าทีเ่หมาะสมขอ

ะกอบทางระบบ
ชุดการทดลอง 
อาหารผสมสา
องที่ 3 ใหกิน
ะชุดการทดลอง
ดยใหเปนเวลาน
นในปริมาณเทา
กุงกลุาดาํทกุสปั

ม phenoloxida
ริมาณเอนไซม 
าร 1 กิโลกรัม พ
ุมควบคุม จนถ
วบคุม สวนก

 g/kg 406 g/kg              0.
b

ร) ในเลือดกุงก
นระยะเวลา 7 ว
า 3 ช่ัวโมง

งการใชสารเปป

ภูมิคุมกันของ
ๆ ละ 4 ซํ้า  ใน
รเปปติโดกลัยแ
อาหารผสมเปปต
ที่ 4 ใหกินอาห
าน 4 สัปดาห 
เดิมอีกเปนเวลา
ดาห ไดผลการท

se
phenoloxidase 
บวาในสัปดาห
ึงสัปดาหที่ 4 จ
ารใหสารเปปติโ

 g/kg 612 g/kg             0.
b

ุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
ัน หลังจากฉีดเชื้อ

ตโิดกลัยแคนกบักุงกลุาดาํ

กุงกุลาดําหลังจากเลี้ยงกุงเปนเวลา
ชุดการทดลองที่ 1 ใหอาหารปกติ   
คน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม       
ิโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 
ารผสมสารเปปติโดกลัยแคน 0.18
ใหอาหารปกติ 4 สัปดาห และให
นาน 2 สัปดาห และตรวจองค
ดลองดังนี้

ในสัปดาหที่ 1-4 เมื่อมีการใหสาร
แรกการใหสารเปปติโดกลัยแคน 3 
ึงพบวาการใหเปปติโดกลัยแคน 3 
ดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 

 g/kg

ปริมาณเปปติโดกลัยแคน
ที่ใชผสมอาหาร18 g/kg
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กิโลกรัม 5 วัน/สัปดาห และ 7 วัน/สัปดาหนั้นจะมีปริมาณเอนไซม phenoloxidase แตกตางจากกลุม
ควบคุมตั้งแตสัปดาหที่ 2 และสัปดาหแรกตามลําดับ แตหลังจากที่หยุดใหสารเปปติโดกลัยแคน 2
สัปดาห ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ก็ลดลงในทุกกลุมทดลองและไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) จากกลุมควบคุม โดยการใหสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
เล้ียงกุงกุลาดํา 3 วัน/สัปดาห จะมีปริมาณเอนไซม phenoloxidase ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p>0.05) จากกลุมควบคุมที่ใชสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุง
กุลาดํา 5 วัน และ 7 วัน/สัปดาห ผลการตรวจปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. 
โปรตีน) ไดผลดังตารางที่ 12 และภาพที่ 12

ตารางที่ 12  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับ
      อาหารผสมเปปติโดกลัยแคนปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ
      ไดแก 0 วัน 3 วัน 5 วัน และ 7 วันตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห อาหารปกติ
      4 สัปดาห และอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนในปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

Treatment ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน)

สัปดาหที่
PG 0 วัน / สัปดาห PG 3 วัน / สัปดาห PG 5 วัน / สัปดาห PG 7 วัน / สัปดาห

1 266.25 + 31.51 a 310.56 + 26.53 ab 319.81+ 68.42 ab 344.19 + 20.69 b

2 212.5 + 36.64 a 271.5 + 47.69 ab 310.3 + 33.52 bc 360.5 + 44.89 c

3 258.08 + 62.25 a 272.28 + 56.32 a 342.19 + 25.04 b 362.41 + 60.84 c

4 244.75 + 42.397 a 350.06 + 24.283 b 335.42 + 46.643 b 334.13 + 30.846 b

5 271.75 + 37.47 a 341.96 + 5.634 b 339.79 + 32.039 b 339.97 + 28.529 b

6 270.77 + 16.26 a 299.79 + 20.47 b 315.71 + 18.88 b 306.46 + 11.29 b

7 240.9 + 45.14 a 268.5 + 45.67 a 274.2 + 24.9 a 300.9 + 35.18 a

8 221 + 40.23 a 235.1 + 39.02 a 223.3 + 49.42 a 204.1 + 32.68 a

9 216.7 + 34.6 a 240.4 + 22 ab 285.2 + 36.6 b 272.3 + 44.9 ab

10 227.472 + 54.37 a 261.43 + 12.69 ab 289.495 + 22.9 b 296.131 + 41.2 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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หนวย/นาที/มก. โปรตีน

ภาพที่ 12  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
                 ผสมเปปติโดกลัยแคน ปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1  กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ  ไดแก

   0 วัน  3 วัน  5 วัน และ 7 วัน ตอสัปดาหเปนระยะเวลา 4  สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห
   และอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

2.2.2  การผลิต superoxide anion
การตรวจวัดปริมาณการผลิต superoxide anion พบวาในสัปดาหแรกถึงสัปดาห

ที่ 3 การใหสารเปปติโดกลัยแคน 3 และ 5  วัน/สัปดาห กุงกุลาดาํจะมีปริมาณ superoxide anion ไม
แตกตางจากกลุมควบคุม สวนการใหสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 7 วัน/
สัปดาหนั้นจะมีปริมาณการผลิต superoxide anion แตกตางจากกลุมควบคุมตั้งแตสัปดาหแรก และ
เมื่อหยุดใหสารเปปติโดกลัยแคน 2 สัปดาห ปริมาณการผลิต superoxide anion ก็ลดลงในทุกกลุม
ทดลองและไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากกลุมควบคุม โดยการใหสารเปปติ-
โดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 3 วัน/สัปดาห จะมีปริมาณการผลิต
superoxide anion ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากกลุมควบคุมที่ใชสารเปปติโด-
กลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน และ 7 วัน/สัปดาห  ผลการตรวจปรมิาณ
การผลติ superoxide anion ไดผลดงัตารางที ่13 และภาพที ่13
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ตารางที่ 13  ปริมาณการผลิต superoxide anion ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
      เปปติโดกลัยแคนปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน
      3 วัน  5 วัน และ 7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห อาหารปกติ 4 สัปดาห
      และอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนในปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

Treatment ปริมาณการผลิต superoxide anion (หนวย)

สัปดาหที่
PG 0 วัน / สัปดาห PG 3 วัน / สัปดาห PG 5 วัน / สัปดาห PG 7 วัน / สัปดาห

1 7.975 + 2.54 a 12.15 + 2.369 ab 16.15 + 4.074 b 15.4 + 6.405 b

2 7.575 + 2.46 a 10.6 + 1.608 ab 11.33 + 1.872 ab 12.38 + 3.921 b

3 8.3 + 2.171 a 12.475 + 1.425 ab 12.425 + 3.473 ab 14.55 + 2.867 b

4 8.55 + 1.544 a 12.275 + 2.004 ab 13.85 + 2.142 b 13.75 + 3.852 b

5 9.4 + 1.309 a 11.6 + 1.01 b 13.35 + 0.526 b 13.025 + 2.016 b

6 9.9 + 1.071 a 11.6 + 1.08 ab 12.975 + 1.418 b 12.75 + 1.533 b

7 8 + 3.125 a 8.625 + 3.103 a 8.9 + 3.31 a 9.5 + 2.244 a

8 8.55 + 3.114 a 8.3 + 4.011 a 10.4 + 3.251 a 9.1 + 4.08 a

9 8.5 + 2.33 a 11.08 + 1.06 ab 11.28 + 0.88 ab 12.4 + 2.75 b

10 8.775 + 3.161 a 11.925 + 0.846 b 11.675 + 1.239 b 12.7 + 0.535 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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    หนวย

ภาพที่ 13  ปริมาณการผลิต superoxide anion ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
   เปปติโดกลัยแคนปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน
   3 วัน 5 วัน และ 7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห อาหารปกติ 4 สัปดาห
   และอาหารผสมเปปติโดกลัยแคนในปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห

2.2.3  Bactericidal activity
คา bactericidal activity เมื่อมีการใหสารเปปติโดกลัยแคนพบวาการให          

เปปติโดกลัยแคน 3 วัน/สัปดาหนั้นจะมีคา bactericidal activity แตกตางจากกลุมควบคุมตั้งแต
สัปดาหแรกถึงสัปดาหที่ 4 และเมื่อหยุดใหสารเปปติโดกลัยแคน 2 สัปดาห ระบบภูมิคุมกันก็ลดลง
ทันที สวนการใหสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา 5 วัน และ 7 
วัน/สัปดาหนั้น มีคาความวองไวในการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุงกุลาดําแตกตางจากกลุม
ควบคุมตั้งแตสัปดาหแรกถึงสัปดาหที่ 4 และคา bactericidal activity นี้จะสูงกวากลุมควบคุมเปน
ระยะเวลา 4 สัปดาห หลังจากหยุดใหสารเปปติโดกลัยแคน ไดผลดังตารางที่ 14 และภาพที่ 14
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ตารางที่ 14  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเปปติโดกลัยแคน
      ปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน  3 วัน  5 วัน และ
      7 วัน ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  อาหารปกติ 4 สัปดาห และอาหารผสม
      เปปติโดกลยัแคนในปรมิาณเทาเดมิอกี 2 สัปดาห

ความเขมขนของซีร่ัมที่นอยที่สุดที่ทําใหแบคทีเรียลดลง 50 เปอรเซ็นตTreatment

สัปดาหที่
PG 0 วัน / สัปดาห PG 3 วัน / สัปดาห PG 5 วัน / สัปดาห PG 7 วัน / สัปดาห

1 1 : 4 1 : 8 1 : 16 1 : 16
2 1 : 4 1 : 8 1 : 16 1 : 16
3 1 : 4 1 : 16 1 : 16 1 : 16
4 1 : 4 1 : 16 1 : 16 1 : 16
5 1 : 4 1 : 8 1 : 16 1 : 16
6 1 : 4 1 : 8 1 : 8 1 : 16
7 1 : 4 1 : 4 1 : 4 1 : 8
8 1 : 4 1 : 4 1 : 8 1 : 8
9 1 : 4 1 : 4 1 : 8 1 : 8
10 1 : 4 1 : 8 1 : 8 1 : 8
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ภ
 
 

4

ความเขมขนของ serum หยุดใหสารเปปติโดกลัยแคน เริ่มใหสารเปปติโดกลัยแคนครั้งที่ 2

:
1
0 วัน/สัปดาห

3 วัน/สัปดาห

5 วัน/สัปดาห

1:8
7 วัน/สัปดาห
1:16
าพที่ 14  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเปปติโดกลัยแคน
             ปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 วัน  3 วัน  5 วัน และ 7 วัน
    ตอสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห อาหารปกติ 4 สัปดาห และอาหารผสมเปปติโด-

   กลัยแคนในปริมาณเทาเดิมอีก 2 สัปดาห   
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สัปดาหที่
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3.  การวิจัยการใชประโยชนจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus จากลําไสกุงกุลาดําในการยับยั้ง
การเจริญเติบโต และแขงขันการใชสารอาหารในการเจริญเติบโตกับเชื้อแบคทีเรียกอโรค
Vibrio harveyi และการกระตุนภูมิคุมกัน

3.1  ผลการแยกชนิดของแบคทีเรียสกุล Bacillus จากลําไสกุงกุลาดํา

3.1.1  จํานวนแบคทีเรียสกุล Bacillus ในลําไสกุงกุลาดํา
จากการเก็บตัวอยางกุงกุลาดําจากฟารมเลี้ยงกุงกุลาดํา จังหวัดฉะเชิงเทรา

จํานวน 3 คร้ัง นํามานับจํานวนแบคทีเรียที่สามารถสรางสปอรไดในลําไสกุงกุลาดํา โดยวิธีการ 
spread plate พบวาปริมาณแบคทีเรียที่พบทั้งหมดในลําไสมีคาเฉลี่ย 1,913.67 + 179.82, 3,611 +
888.62 และ 3,372.33 + 566.2 CFU/ตวั ตามลาํดบั จาํนวนแบคทเีรียหลังจาก heat shock ซ่ึงเปน
ปริมาณแบคทเีรียทีอ่ยูในรปูสปอรในลาํไส มคีาเฉลีย่ 152 + 76.129, 575 + 172.020 และ 413 +
244.758  CFU/ตวั ตามลาํดบั ดงัตารางที ่15

ตารางที่ 15  ผลการนับจํานวนแบคทีเรียในลําไสกุงกุลาดํากอนและหลังทําการ heat shock

คร้ังที่เก็บตัวอยาง จํานวนตัวอยาง
กุงกุลาดํา

จํานวนแบคทีเรีย
กอน heat shock

จํานวนแบคทีเรีย
หลังจาก heat shock

(ตัว) ( CFU/ ตัว) ( CFU/ ตัว)
1 20 1,913.67 + 179.82 152 + 76.129
2 114 3,611 + 888.62 575 + 172.020
3 101 3,372.33 + 566.2 413 + 244.758

3.1.2  ผลการแยกชนิดของแบคทีเรียสกุล Bacillus จากลําไสกุงกุลาดํา
    จากการนําแบคทีเรียในกลุมที่สามารถสรางสปอรไดจากลําไสกุงกุลาดํา ในขอ 

3.1.1 มาแยกชนิด โดยเลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกตางกันมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ใหได   
โคโลนีเดี่ยว แลวนําโคโลนีดังกลาวยอมแกรม พบวาแบคทีเรียทั้งหมดเปนแบคทีเรียแกรมบวก         
คัดเลือกแบคทีเรียทั้งหมดจํานวน 20 isolates ซ่ึงสามารถสรางเอนไซม catalase ได นําโคโลนี      
ดังกลาวเลี้ยงในอาหาร NA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีเดี่ยวไปจําแนกชนิดเพื่อแยกเฉพาะเชื้อ 
Bacillus ไปใชในการทดลองขั้นตอไป ซ่ึงการจําแนกชนิดของเชื้อ Bacillus นั้นจะใชเครื่อง VITEK 
32 (Bacillus identification card) เพื่อคัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียในสกุล Bacillus พบวามีจํานวน 6 
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isolates โดยมีเพียง 3 isolates เทานั้นที่สามารถยืนยันผลการแยกชนิดวาเปน B. pumilus WP1, B. 
sphaericus WP2และ B. subtilis WP3 ที่ความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 16) สวนอีก 3 isolates 
แสดงความเปนไปไดทีจ่ะเปน B. sphaericus 1 isolate และ B. subtilis 2 isolates โดยไมแสดงความเชือ่มัน่

นําเชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิด ยืนยันชนิดอีกครั้งดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป 
API50CHB และ API20E (bioMérieux®) ซ่ึงผลการแยกชนิดตรงกับชนิดของ Bacillus ที่แยกโดยใช
เครื่อง VITEK 32 แสดงผลการทดสอบในตารางที่ 17 และตารางที่ 18 ตามลําดับ เมื่อนําแบคทีเรีย
ทั้ง 3 ชนิดมาศึกษารูปรางของสปอร และทําการทดสอบทางชีวเคมีโดยวิธีดั้งเดิม ตามวิธีการของ 
Berkeley et al. (1984) เฉพาะการทดสอบสําคัญในการจําแนกชนิด ไดแก การทดสอบการสราง
เอนไซม catalase   Voges-Proskauer test  การใชน้ําตาล ดี-กลูโคส (D-glucose)  แอล-อะราบิโนส 
(L-arabinose) ดี-ไซโลส (D-xylose) ดี-แมนนิทอล (D-mannitol) ดี-แลกโตส (D-lactose) ปฏิกิริยา
hydrolysis ของแปง ปฏิกิริยาไนเตรทเปลี่ยนไปเปนไนไตรท ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 19
ซ่ึงยืนยันวาเปนชนิดเดียวกับผลขางตน

ตารางที ่16  ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากลําไสกุงกลุาดาํ
      โดยเครือ่ง VITEK 32

Test WP1 WP2 WP3
1 Negative control - - -
2 Sucrose + - +
3 Tetrazolium red - - +
4 Tagatose + - -
5 Glucose + - +
6 Inositol - - +
7 Galactose - - -
8 Arabinose - - +
9 Xylose - - +
10 Mannitol + - +
11 Raffinose - - +
12 Salicin + - +
13 Amygdalin - - +
14 Inulin - - +
15 Ribose - - -
16 Maltose - - +
17 Trehalose - - +
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ตารางที ่16  ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากลําไสกุงกลุาดาํ
      โดยเครือ่ง VITEK 32  (ตอ)

Test WP1 WP2 WP3
18 Palatinose - - +
19 Sorbitol - - +
20 N-acetyl-D-glucosamine - - +
21 Amylopectin - - +
22 Potassium thiocyanate + - +
23 7% Sodium Chloride + - +
24 Mandelic acid + - +
25 Oleandomycin - - -
26 Sodium acetate + + +
27 Arabitol - - -
28 Polyamidohygrostreptin + - +
29 Nalidixic acid - - -
30 Esculin + + +

ตารางที ่17  ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากลาํไสกุงกลุาดาํ
     โดยใชชุดทดสอบสาํเรจ็รูป API50CHB   

Test WP1 WP2 WP3
1 Negative - - -
2 Glycerol + - +
3 Erythritol - - -
4 D-arabinose - - -
5 L-arabinose + - +
6 D-ribose + - +
7 D-xylose + - +
8 L-xylose - - -
9 D-adonitol - - -
10 Methyl-BD-xylopyranoside - - -
11 D-galactose + - -
12 D-glucose + - +
13 D-fructose + - +
14 D-mannose + - +
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ตารางที ่17  ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากลําไสกุงกลุาดาํ
                   โดยใชชุดทดสอบสาํเรจ็รูป API50CHB (ตอ)

Test WP1 WP2 WP3
15 L-sorbose - - -
16 L-Rhamnose - - -
17 Dulcitol - - -
18 Inositol - - -
19 D-mannitol + - +
20 D-sorbitol - - +
21 Methyl-D-Mannopyranoside - - -
22 Methyl-D-Glucopyranoside - - +
23 N-AcetylGlucosamine + - -
24 Amygdalin - - -
25 Arbutin + - +
26 Esculin ferric citrate + - +
27 Salicin + - +
28 D-celiobiose + - +
29 D-Maltose - - +
30 D-Lactose (bovine origin) - - -
31 D-melibiose - - +
32 D-saccharose (sucrose) + - +
33 D-Trehalose + - +
34 Inulin - - +
35 D-Melezitose - - -
36 D-Raffinose - - +
37 Amidon (Starch) - - +
38 Glycogen - - +
39 Xylitol - - -
40 Gentiobiose + - +
41 D-Turanose - - -
42 D-Lyxose - - -
43 D-Tagatose + - -
44 D-fucose - - -
45 L-fucose - - -
46 D-arabitol - - -
47 L-arabitol - - -
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ตารางที ่17  ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากลําไสกุงกลุาดาํ
                    โดยใชชุดทดสอบสาํเรจ็รูป API50CHB (ตอ)

Test WP1 WP2 WP3
48 Potassium Gluconate - - -
49 Potassium 2-Ketogluconate - - -
50 Potassium 5-ketogluconate - - -

ตารางที ่18  ผลการทดสอบทางชวีเคมขีองแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากลําไสกุงกลุาดาํ
      โดยใชชุดทดสอบสาํเรจ็รูป API20E

Test WP1 WP2 WP3
1 2-nitrophenyl-D- + - +
2 L-arginine - - -
3 L-lysine - - -
4 L-ornithine - - -
5 Trisodium citrate - - -
6 Sodium thiosulfate - - -
7 Urea - - -
8 L-tryptophane - - -
9 Indole production - - -

10 Sodium pyruvate + - +
11 Gelatin + + +
12 Potassium nitrate (NO2 - - -
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ตารางที ่19  ผลการทดสอบคณุสมบตับิางประการของแบคทเีรียสกลุ Bacillus 3 ชนดิทีแ่ยกไดจาก
                    ลําไสกุงกลุาดาํ เปรยีบเทยีบกบัคณุสมบตัทิางชวีเคมขีองเชือ้ Bacillus ตาม

      Priest (1989)

Test WP1 B. pumilus WP2 B. sphaericus WP3 B. subtilis
1 Gram (24 hours) + + + + + +
2 Catalase + + + + + +
3 Size (24 hours) - - - - - -

กวาง (ไมครอน) 0.7 0.6-0.7 0.63 0.6-1.0 0.79 0.7-0.8
ยาว (ไมครอน) 2 2-3 2.57 1.5-5 2.5 2-3

4 Spores round - - + + - -
Central หรือ paracentral + + - - + +
Terminal หรือ subterminal - - + + - -

5 Voges-proskauer test + + - - + +
6 pH in VP broth 5.21 4.8-5.5 7.88 7.4-8.6 4.97 5.4-8.0

< 6 + + - - + +
> 7 - - + + - -

7 Acid from
D-glucose + + - - + +
L-arabinose + + - - + +
D-xylose + + - - + +
D-mannitol + + - - + +

8 Hydrolysis of starch - - - - + +
9 Nitrate reduced to nitrite - - - - + +
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าพที่ 15  เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทั้ง 3 
                ก. Bacillus WP1 vegetative cell

   ค. Bacillus WP2 vegetative cell
   จ. Bacillus WP3 vegetative cell
ก.
ชนิด
ข. Bacillus WP1 spore
ง.  Bacillus WP2 spore
ฉ. Bacillus WP3 spore
ข.
ค.
 ง.
10 µ
จ.
 ฉ.



81

3.2  ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคของเชื้อ Bacillus
ทั้ง 3 ชนิด

การทดสอบการสรางสารในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ V. harveyi โดยวิธี
double layer agar พบวาเชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิด ไมสามารถสรางสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดังกลาวได

3.3  การทดสอบความสามารถในการแขงขันการใชสารอาหารในการเจริญรวมกันของเชื้อ
โพรไบโอติกและเชื้อกอโรค (Broth co-culture assay)

       การเจริญเติบโตของเชื้อ V. harveyi พบวามีการเจริญสูงสุดที่ 24 ช่ัวโมง โดยมีการเพิ่ม
จํานวนเชื้อจาก 6.53 x 103 CFU/มิลลิลิตร เปน 2.11 x 107 CFU/มิลลิลิตร และเริ่มลดลง สวนเชื้อ 
Bacillus ทั้ง 3 ชนิดมีการเจริญสูงสุดที่ระยะเวลา 48-72 ช่ัวโมง และเมื่อเวลาผานไป 120 ช่ัวโมง 
ปริมาณของเชื้อจะลดลงเล็กนอย (ตารางที่ 20) แตเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ V. harveyi รวมกับเชื้อ 
Bacillus WP1, Bacillus WP2 และ Bacillus WP3 ซ่ึงใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากันคือประมาณ 103

CFU/มิลลิลิตร พบวาเชื้อ V. harveyi มีการเจริญลดลงภายใน 24 ช่ัวโมงแรก โดยนับปริมาณเชื้อได
เฉลี่ย 1.39 x 105, 9.47 x 104 และ 1.16 x 105 CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 20) และเมื่อเวลา
ผานไป 120 ช่ัวโมง เชื้อ Bacillus WP1, Bacillus WP2 และ Bacillus WP3  ทําใหเชื้อ V. harveyi
เจริญลดลงจาก 7.37 x 105 CFU/มิลลิลิตร เปน 1.14 x 103,   1.06 x 103 และ 1.38 x 103 CFU/
มิลลิลิตร หรือลดลง 47.90, 48.41 และ 46.47 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม ตามลําดับ โดย
ปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ลดลงโดยเชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิดนั้น ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p>0.05) แตแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมควบคุม (ตารางที่ 21) ในขณะ
ที่ปริมาณเชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิด เมื่อทําการเลี้ยงรวมกับ V. harveyi ปริมาณของเชื้อไมเปลี่ยน
แปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุมควบคุม (ตารางที่ 22)
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ตารางที่ 20  ปริมาณของเชื้อ Bacillus WP1, Bacillus WP2, Bacillus WP3 และ Vibrio harveyi
      เมื่อเล้ียงเดี่ยว และเลี้ยงเชื้อ Bacillus แตละชนิดรวมกับ V. harveyi (CFU/มิลลิลิตร)

เวลา (ช่ัวโมง)
ชนิดของแบคทีเรีย

0 24 48 72 96 120

Bacillus WP1 9.06 x 103 2.20 x 107 7.77 x 107 6.77 x 107 7.50 x 107 5.90 x 107

Bacillus WP2 1.10 x 104 3.07 x 107 6.60 x 107 7.40 x 107 6.43 x 107 4.77 x 107

Bacillus WP3 1.05 x 104 2.95 x 107 7.97 x 107 5.77 x 107 7.20 x 107 4.47 x 107

V. harveyi 6.53 x 103 2.11 x 107 1.92 x 106 8.67 x 105 8.33 x 105 7.37 x 105

Bacillus WP1 in co-culture 1.29 x 104 2.22 x 107 6.20 x 107 4.07 x 107 5.17 x 107 4.13 x 107

Bacillus WP2 in co-culture 1.37 x 104 1.65 x 107 4.20 x 107 3.37 x 107 5.90 x 107 4.23 x 107

Bacillus WP3 in co-culture 9.57 x 103 2.03 x 107 7.13 x 107 5.80 x 107 3.29 x 107 6.07 x 107

V. harveyi in co-culture
with Bacillus WP1

7.50 x 103 1.39 x 105 3.93 x 104 5.37 x 103 3.47 x 103 1.14 x 103

V. harveyi in co-culture
with Bacillus WP2

7.60 x 103 9.47 x 104 2.33 x 104 5.93 x 103 4.23 x 103 1.06 x 103

V. harveyi in co-culture
with Bacillus WP3

8.13 x 103 1.16 x 105 2.10 x 104 6.40 x 103 3.80 x 103 1.38 x 103

ตารางที่ 21  เปอรเซ็นตของเชื้อ Bacillus WP1, Bacillus WP2, Bacillus WP3 ที่ลดลง เมื่อเล้ียงเชื้อ
      Bacillus แตละชนิดรวมกับ Vibrio harveyi  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม

เวลา (ช่ัวโมง)
ชนิดของแบคทีเรีย

0 24 48 72 96 120

Bacillus WP1 -3.22 -0.04 1.24 2.82 2.06 1.99
Bacillus WP2 -2.35 3.61 2.51 4.35 0.48 0.67
Bacillus WP3 1.04 2.17 0.61 -0.03 4.33 -1.74
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ตารางที่ 22  เปอรเซ็นตของเชื้อ Vibrio harveyi ที่ลดลง เมื่อเล้ียงรวมกับ Bacillus WP1,
      Bacillus WP2 และ Bacillus WP3 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม

เวลา (ช่ัวโมง)
ชนิดของแบคทีเรีย

0 24 48 72 96 120

Control 0a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

Bacillus WP1 1.57 a -29.77 b -26.86 b -37.19 b -40.21 b -47.90 b

Bacillus WP2 1.72 a -32.06 b -30.47 b -36.45 b -38.75 b -48.41 b

Bacillus WP3 2.49 a -30.84 b -31.20 b -35.90 b -39.54 b -46.47 b

ภาพที่ 1

log 10 (CFU/มิลลิลิตร)
10
6  ปริมาณเชื้อ Bacillus WP1 และ Vibrio h
    72, 96 และ 120 ช่ัวโมง
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ภาพ

ภาพ

og 10 (CFU/มิลลิลิตร)
l
0
2
4
6
8

10

0 24 48 72 96 120
WP2 V.H. WP2 in co. V.H. in co.

ที่ 17  ปริมาณเชื้อ Bacillus WP2 และ Vibrio harveyi  (CFU/มิลลิลิตร) ที่ระยะเวลา 0, 24, 48,
    72, 96 และ 120 ช่ัวโมง
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log 10 (CFU/มิลลิลิตร)
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3.4  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลลเชื้อแบคทีเรียกอโรคเมื่อเจริญรวมกับเชื้อ
โพรไบโอติก

การศึกษาความผิดปกติของเชื้อ V. harveyi เมื่อเจริญรวมกับเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus
spp. ทั้ง 3 ชนิด โดยวิธี cross streak method ดวยกลอง TEM (Transmission Electron Microscope)
เพือ่ศกึษาการเปลีย่นแปลงรปูรางของเชือ้ดงักลาวพบวาทีร่ะยะเวลา 24 ช่ัวโมง เชือ้แบคทเีรีย V. harveyi
มีการเปลี่ยนแปลงรูปรางไปโดยมีการหดสั้นกวาเซลลปกติ ในทุกกลุมการทดลอง (ภาพที่ 19)

ภาพที่ 19  ภาพจากกลอง Transmission Electron Microscope แสดงลักษณะเซลลของเชื้อแบคทีเรีย
                Vibrio  harveyi ที่ถูกยับยั้งโดยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus  ทั้ง 3 ชนิด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง
                 (19.1 V. harveyi ปกติ   19.2 V. harveyi ถูกยับยั้งโดย โดย Bacillus WP1
                   19.3 V. harveyi ถูกยับยั้งโดย โดย Bacillus WP2
                   19.4 V. harveyi ถูกยับยั้งโดย Bacillus WP3)

19.1   19.2

19.3   19.4
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3.5  ผลการทดสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียในผงสปอร

จากการนําเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด มาเลี้ยงในอาหาร NB เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และ    
นําไปเขาเครื่อง centrifuge ที่ 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที แลวนําตะกอนที่ไดผสมกับ clay ใน
อัตราสวนแบคทีเรีย 1 สวน : clay 2 สวน ทําใหแหง นําแบคทีเรียที่ไดนับจํานวนเซลลเพื่อตรวจ
สอบการรอดชีวิตโดยสุมตัวอยางแบคทีเรียแตละชนิดที่ผสมกับ clay เมื่อ 0, 1, 2, 3, 6, 12 เดือน พบ
วาจํานวนเซลลของแบคทีเรีย 3 ชนิด ทั้งเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม ในเดือนที่ 1 ถึงเดือนที่ 3 มีคาเฉลี่ยไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 23 และภาพที่ 19 แตเมื่อเวลา
ผานไป 6 เดือน จํานวนเซลลของแบคทีเรียในผงสปอรมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ         
(P<0.05) กับจํานวนเริ่มตน โดยปริมาณของเชื้อแบคทีเรียจะลดลง 32.77-38.01 เปอรเซน็ต ในเวลา 
6 เดือน และลดลง 46.19-56.05 เปอรเซ็นต ในเวลา 12 เดือน

ตารางที่ 23  จํานวนเซลลของแบคทีเรียทั้งเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม 7 ชนิดเฉลี่ย (CFU/กรัม)
      หลังจากผสมกับ clay เปนระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 6 และ 12 เดือน

ชนิดที่ จํานวนเซลลเฉลี่ย (x 1010CFU/กรัม)
เวลา
(เดือน)

1 2 3 4 5 6 7

0 81.33+18.15 a 115.33+46.6 a 25.67+12.1 ab 38.33+26.08 a 66.33+29.14 a 60.33+32.52 a 79.33+5.51 a

1 93.33+31.01 a 120.3+66.38 a 40+26.06 a 51.67+31.01 a 59.67+30.35 a 61+30.12 a 54+16.37 ab

2 97.67+60.01 a 118+79 a 17.33+1.53 ab 17+17.69 b 47.67+29.02 a 30+6.25 ab 58.33+24.79 ab

3 63+14.42 a 58+8.72 a 10.67+2.52 b 16.67+7.77 b 22.67+5.13 a 15.33+3.51 b 32.67+15.01 b

6 0.007+0.002b 0.003+0.001 b 0.003+0.001 c 0.004+0.004 c 0.003+0.001 b 0.003+0.002 c 0.01+0.002 c

12 0.000043 +
0.000015 c

0.00002 +
0.00001 c

0.0001 +
0.00002 d

0.0000233 +
0.0000058 d

0.00023 +
0.00008 c

0.000113 +
0.0000493 d

0.00005 +
0.0000265 d

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ P>0.05, DMRT
* หมายเหตุ ผงสปอรชนิดที่ 1 คือ Bacillus WP1

ผงสปอรชนิดที่ 2 คือ Bacillus WP2
ผงสปอรชนิดที่ 3 คือ Bacillus WP3
ผงสปอรชนิดที่ 4 คือ Bacillus WP1, WP2 (1:1)
ผงสปอรชนิดที่ 5 คือ Bacillus WP1, WP3 (1:1)
ผงสปอรชนิดที่ 6 คือ Bacillus WP2, WP3 (1:1)
ผงสปอรชนิดที่ 7 คือ Bacillus WP1, WP2, WP3 (1:1:1)



87

og10 CFU/กรัม
L
ภาพที่ 20  คาเฉลี่ยจํานวนเซลลแบคทีเรีย (CFU/กรัม) ของแบคทีเรียสกุล Bacillus แตละชนิด
                 หลังจากผสมกับ clay เปนระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 6 และ 12 เดือน

3.6  ผลการทดสอบในกุงกุลาดํา
เมื่อนําผงสปอรของแบคทีเรียทั้ง 7 ชนิด ไปผสมอาหารในอัตราสวน 5 กรัม/อาหาร 1 

กิโลกรัม นําไปเลี้ยงกุงอายุ 1 เดือน ในรูปของเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม  7 ชนิด ไดแก
อาหารชนิดที่ 1 คือ Bacillus WP1
อาหารชนิดที่ 2 คือ Bacillus WP2
อาหารชนิดที่ 3 คือ Bacillus WP3
อาหารชนิดที่ 4 คือ Bacillus WP1, WP2
อาหารชนิดที่ 5 คือ Bacillus WP1, WP3
อาหารชนิดที่ 6 คือ Bacillus WP2, WP3
อาหารชนิดที่ 7 คือ Bacillus WP1, WP2 และ WP3

เปนระยะเวลา 1 เดือน แลวมีการประเมินประสิทธิภาพของการใช อาหารแตละชนิด ไดผลดังนี้
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3.6.1  ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียทั้ง 7 ชนิด ตออัตราการเจริญเติบโตของกุง
กุลาดํา

3.6.1.1  ผลของการใชอาหารผสมแบคทเีรียทัง้ 7 ชนดิ ตออัตราการเจรญิเตบิโต
(น้ําหนัก) ของกุงกุลาดํา

  หลังจากทําการเลี้ยงกุงกุลาดําเปนระยะเวลา 1 เดือน ทําการชั่งน้ําหนัก
กุงกุลาดํา พบวา กุงกลุมที่ไดรับอาหารชนิดที่ 4 คือ Bacillus WP1 และ WP2 มีเปอรเซ็นตเฉลี่ยของ
น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นสูงสุดโดยมีคาเฉลี่ย 5.84 + 2.82 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จาก
กลุมที่ไดรับอาหารชนิดที่ 2 คือ Bacillus WP2 ซ่ึงมีน้ําหนักเพิ่มขึ้น 3.6 + 1.78 เปอรเซ็นต แตไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุมที่ไดรับอาหารชนิดที่ 1 Bacillus WP1, อาหารชนิดที่ 3
Bacillus WP3, อาหารชนิดที่ 5 คือ Bacillus WP1 และ WP3, อาหารชนิดที่ 6 คือ Bacillus WP2 และ
WP3, อาหารชนิดที่ 7 คือ Bacillus WP1, WP2 และ WP3 และกลุมควบคุม ซ่ึงมีเปอรเซ็นตเฉลี่ย
ของน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นเทากับ 5.46 + 3.3, 4.4 + 2.29, 4.28 + 3.33, 5.65 + 1.57, 5.2 + 2.52 และ 4.95 
+ 2.58 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 24  และ ภาพที่ 21

ตารางที่ 24  เปอรเซ็นตเฉลี่ยของน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นของกุงกุลาดําเมื่อไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล
      Bacillus ทั้ง 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ เปอรเซ็นตเฉลี่ยของน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น
กลุมควบคุม 4.95 + 2.58 ab

1 5.46 + 3.3 ab

2 3.6 + 1.78 b

3 4.4 + 2.29 ab

4 5.84 + 2.82 a

5 4.28 + 3.33 ab

6 5.65 + 1.57 ab

7 5.2 + 2.52 ab

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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               เปอรเซ็นต

ภาพที่ 2
           

การเจร

ยาว พบ
ที่ 2 Ba
อาหารช
ชนิดที่ 
เพิ่มขึ้น
1.31 + 
ลําดับ ด
   
1  เปอรเซ็นตเฉลี่ยของน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นของกุงกุลาดําเมื่อไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล
      Bacillus ทั้ง 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

3.6.1.2 ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้ง 7 ชนิด ตออัตรา
ิญเติบโต (ความยาว) ของกุงกุลาดํา

หลังจากทําการเลี้ยงกุงกุลาดําเปนระยะเวลา 1 เดือน ทําการวัดความ
วากุงกุลาดําทุกชุดการทดลองไดแก กลุมที่ไดรับอาหารชนิดที่ 1 Bacillus WP1, อาหารชนิด
cillus WP2, อาหารชนิดที่ 3 Bacillus WP3, อาหารชนิดที่ 4 คือ Bacillus WP1 และ WP2, 
นิดที่ 5 คือ Bacillus WP1 และ WP3, อาหารชนิดที่ 6 คือ Bacillus WP2 และ WP3, อาหาร
7 คือ Bacillus WP1, WP2 และ WP3 และกลุมควบคุม มีเปอรเซ็นตเฉลี่ยของความยาวที่   
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ทุกกลุมการทดลอง โดยมีคา 1.58 + 0.72, 
0.52, 1.54 + 0.75, 1.54 + 0.67, 1.69 + 0.83, 1.64 + 0.28, 1.77 +  0.26 และ 1.66 + 0.83 ตาม
ังแสดงในตารางที่ 25 และภาพที่ 22
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ตารางที่ 25  เปอรเซ็นตเฉลี่ยของความยาวที่เพิ่มขึ้นของกุงกุลาดําเมื่อไดรับอาหารผสมแบคทีเรีย
      สกุล Bacillus ทั้ง 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ เปอรเซ็นตเฉลี่ยของความยาวที่เพิ่มขึ้น
กลุมควบคุม 1.66 + 0.83 a

1 1.58 + 0.72 a

2 1.31 + 0.52 a

3 1.54 + 0.75 a

4 1.54 + 0.67 a

5 1.69 + 0.83 a

6 1.64 + 0.28 a

7 1.77 +  0.26 a

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT

             เปอรเซ็นต

ภาพท
         

a

   
ี่ 22  เปอรเซ็นตเฉลี่ยของความยาวที่เพิ่มขึ้นของกุงกุลาดําเมื่อไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล
        Bacillus ทั้ง 7 ชนิด  เปนระยะเวลา 1 เดือน
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3.6.2  ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้ง 7 ชนิด ตอระบบภูมิคุมกัน
ของกุงกุลาดํา

หลังจากเลี้ยงกุงกุลาดําดวยอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้ง 7 ชนิด  เปน
ระยะเวลา 1 เดือน ทําการเก็บเลือดกุง และตรวจองคประกอบทางภูมิคุมกันตาง ๆ ทางดานความ
ตานทานโรค ไดผลดังนี้

3.6.2.1  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase
    ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม

แบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 4 มีปริมาณเอนไซม phenoloxidase เฉลี่ยสูงสุดคือ 286.52 + 29.24 
หนวย/นาที/มก.โปรตีน แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกุงกุลาดําที่ไดรับอาหาร
ชนิดที่ 6 และกลุมควบคุมโดยมีคา 255.05 + 32.6 และ 221.16 + 48.27 หนวย/นาที/มก.โปรตีน ตาม
ลําดับ แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) กับกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารชนิดที่ 1, 2, 3, 5 
และ 7 โดยมีคาเฉลี่ย 268.93 + 39.72, 266.98 + 29.63, 274.43 + 46.03, 279.48 + 28.33 และ 256.65 
+ 64.56 หนวย/นาที/มก.โปรตีน ตามลําดับ สวนกุงกุลาดําในกลุมควบคุมจะมีปริมาณเอนไซม        
phenoloxidase ต่ําสุดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสม
แบคทีเรียสกุล Bacillus ในทุกกลุมการทดลอง ดังตารางที่ 26 และภาพที่ 23

ตารางที่ 26  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวย/นาที/มก. โปรตีน) เฉลี่ยของกุงกุลาดํา
      เมื่อไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ ปริมาณเอนไซม phenoloxidase เฉลี่ย (หนวย/นาที/มก.
โปรตีน)

กลุมควบคุม 221.16 + 48.27 c

1 268.93 + 39.72 ab

2 266.98 + 29.63 ab

3 274.43 + 46.03 ab

4 286.52 + 29.24 a

5 279.48 + 28.33 ab

6 255.05 + 32.60 b

7 256.65 + 64.56 ab

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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ภาพที่ 23  ปริมาณเอนไซม phenoloxidase เฉลี่ย (หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปร
   ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1

3.6.2.2  การผลิต superoxide anion
    ปริมาณ superoxide anion ของกุงกุลาดําที่ได

สกุล Bacillus ชนิดที่ 3 มีปริมาณ superoxide anion เฉลี่ยสูงสุด คือ 23.33 +
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ไดรับอาหารชนิดที่ 1, 6 
16.93 + 8.08, 17.27 + 6.86 และ 15.87 + 7.66 หนวย ตามลําดับ แตไมแตก
สถิติกับกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารชนิดที่ 2, 4, 5 และ 7 โดยมีคาเฉลี่ย 18.1
20.8 + 4.74 และ 19.4 + 6.75 หนวย ตามลําดับ สวนกุงกุลาดําใน
superoxide anion ต่ําสุดแตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.0
อาหารที่ผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 1, 2, 4, 5, 6 และ 7 ดังตารางที่ 

ห วย/นาที/มก. โปรตีน

0
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cabab ab ab aba b
ชนิดของอาหาร
น

ตีน) ของกุงกุลาดําเมื่อ
 เดือน

รับอาหารผสมแบคทีเรีย
 8.33 หนวย ซ่ึงแตกตาง
และกลุมควบคุมโดยมีคา 
ตางอยางมีนัยสําคัญทาง

3 + 5.87, 18.93 + 6.84,
กลุมควบคุมจะมีปริมาณ
5) กับกุงกุลาดําที่ไดรับ
27 และภาพที่ 24



93

ตารางที่ 27  ปริมาณ superoxide anion เฉลี่ย (หนวย) ของกุงกุลาดําเมื่อไดรับอาหารผสม
      แบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ ปริมาณsuperoxide anionเฉลี่ย (หนวย)
กลุมควบคุม 15.87 + 7.66 b

1 16.93 + 8.08 b

2 18.13 + 5.87 ab

3 23.33 + 8.33 a

4 18.93 + 6.84 ab

5 20.8 + 4.74 ab

6 17.27 + 6.86 b

7 19.4 + 6.75 ab

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT

ภาพ

แบค
มีคา

ย

ที่ 24

ทีเรีย
เทาก

1

2

3

4

หนว
  ปริมาณ superoxide anion เฉลี่ย (หนวย) ของกุงกุลาดําเมื่อไดรับอาหารผสม
   แบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

3.6.2.3  Bactericidal activity
 คา bactericidal activity ของกุงกุลาดํากลุมที่ไดรับอาหารผสม

สกุล Bacillus ชนิดที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 มีคาเทากับ 1 : 8 ซ่ึงมีสูงกวาในกลุมควบคุม ซ่ึง
ับ 1:4 ดังตารางที่ 28 และ ภาพที่ 25

0

0

0

0

0

1 2 3 4 5 6 7 8

ชนิดของอาหาร

control

bab
a

b ab ab abb
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ตารางที่ 28  คา bactericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus
      7 ชนิดเปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ ความเขมขนของซีร่ัมที่มีคาต่ําสุด
ที่ทําใหแบคทีเรียลดลง 50 เปอรเซ็นต

กลุมควบคุม 1 : 4
1 1 : 8
2 1 : 8
3 1 : 8
4 1 : 8
5 1 : 8
6 1 : 8
7 1 : 8

ภาพที่ 25  คา ba
   7 ชน

ั่ม

4
1 : 
8
1 : 
ctericidal activity ของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมแบ
ิดเปนระยะเวลา 1 เดือน

1 2 3 4 5 6 7

ชนิดของอาหาร
8control
ความเขมขนของซีร
คทีเรียสกุล Bacillus
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3.6.2.4  Clearance ability
 คา clearance ability เมื่อเล้ียงกุงกุลาดําโดยใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล 

Bacillus ชนิดที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus
ชนิดที่ 5 มีจํานวนเซลลแบคทีเรีย V. harveyi ต่ําสุด คือ 53.33 + 24.22 CFU/มิลลิลิตร แตไมแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) กับกุงกุลาดําในทุกกลุมทดลองที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรีย
สกุล Bacillus ชนิดที่ 1, 2, 3, 4 และ 6 ซ่ึงมีจํานวนเซลลแบคทีเรีย V.  harveyi เทากับ 116.67 +
51.25, 430 + 154.27, 106.67 + 79.67, 80 + 41.95 และ 136.67 + 161.7 CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ แต
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกุงกุลาดําในทุกกลุมทดลองที่ไดรับอาหารผสม
แบคทีเรียสกุล Bacillus ชนิดที่ 7 และกลุมควบคุมซึ่งมีจํานวนเซลลแบคทีเรีย V.  harveyi เทากับ 
620 + 396.79 และ 14,920 + 12,894.7 CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนกุงกุลาดําในกลุมควบคุมพบวา
มีจํานวนเซลลแบคทีเรีย V. harveyi สูงสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกุง
กุลาดําในทุกกลุมทดลองที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus  ดังตารางที่ 29 และภาพที่ 26

ตารางที่ 29 ปริมาณแบคทีเรีย Vibrio harveyi (CFU/มิลลิลิตร) ในเลือดกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
     แบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน หลังจากฉีดเชื้อ V.  harveyi
     เขาไปในระบบเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง

อาหารชนิดที่ ปริมาณ V.  harveyi เฉลี่ย (CFU/มิลลิลิตร)
กลุมควบคุม 14,920 + 12,894.7 d

1 116.67 + 51.25 abc

2 430 + 154.27 abc

3 106.67 + 79.67 a

4 80 + 41.95 a

5 53.33 + 24.22 a

6 136.67 + 161.7 ab

7 620 + 396.79 c

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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พที่  26  ปริมาณแบคทีเรีย Vibrio harveyi (CFU/มิลลิลิตร) ในเลือดกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสม
    แบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน หลังจากฉีดเชื้อ V.  harveyi
    เขาไปในระบบเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง

3.6.3  ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด ตอจํานวนแบคทีเรีย
ุล Bacillus ในลําไสกุงกุลาดํา

เมื่อทําการนับปริมาณของแบคทีเรียสกุล Bacillus ในลําไสกุงกุลาดํา หลังจาก
งดวยอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน โดยนับปริมาณกอน 
t shock และหลัง heat shock พบวามีจํานวนแบคทีเรียสกุล Bacillus ในลําไสสูงกวากลุมควบคุม
ทุกกลุมการทดลองที่ไดรับอาหารผสมเชื้อ Bacillus โดยมีปริมาณที่พบแตกตางกัน ดังแสดงใน
รางที่ 30 และภาพที่ 27

ชนิดของอาหาร
abcabc a a a ab c
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ตารางที่ 30  จํานวนแบคทีเรียสกุล Bacillus เฉลี่ย (CFU/กรัม) ในลําไสกุงกุลาดํากอน heat shock,
            หลัง heat shock และเปอรเซ็นตของ Bacillus ที่อยูในรูปสปอรในลําไสหลังจากไดรับ

      อาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ จํานวน Bacillus
กอน heat shock

(x 104 CFU/กรัม)

จํานวน Bacillus
หลัง heat shock

(x 104 CFU/กรัม)

เปอรเซ็นตเฉลี่ยของ
Bacillus ที่อยูใน
รูปสปอรในลําไส

กลุมควบคุม 6.67 + 5.25 c 0.6 + 0.51 b 9.00
1 552  + 213.45 b 32 + 16.12 a 5.80
2 514 + 217.25 b 32.4 + 12.1 a 6.30
3 526 + 197.66 b 25.33 + 9.15 a 4.82
4 565.33 + 200.07 b 27.93 + 7.64 a 4.94
5 724.67 + 176.14 a 49.53 + 24.21 a 6.83
6 526 + 174.06 b 42 + 23.96 a 7.98
7 536.67 + 168.59 b 28.67 + 12.46 a 5.34

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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ภาพที่ 

ภายใน
เซลลป
แสดงว
ปกติภา

ภาพที่ 

ัม
x 104 CFU/ กร

before shock after shock
27  จํานวนแบคทีเรียสกุล Bacillus เฉลี่ย (CFU/กรัม) ในลําไสกุงกุลาดําหลังจากไดรับอาหาร
   ผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

เมื่อพิจารณาจากปริมาณของแบคทีเรีย Bacillus หลัง heat shock ซ่ึงอยูในรูปของสปอร  
ลําไส เทียบกับปริมาณกอนการ heat shock ซ่ึงเปนปริมาณของ Bacillus ทั้งหมด ในรูปของ
กติและสปอรพบวา Bacillus มากกวา 80 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 28) อยูในรูปของเซลลปกติ 
าสปอรของแบคทีเรีย Bacillus ที่ใหกุงกุลาดํากินเขาไปสามารถที่จะเจริญเติบโตเปนเซลล
ยในลําไสกุงกุลาดําได

28
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3.6.4  ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด ตอจํานวนแบคทีเรีย
สกุล Vibrio ในลําไสกุงกุลาดํา

เมื่อทําการนับปริมาณของแบคทีเรียสกุล Vibrio ในลําไสกุงกุลาดําทุกชุดการ
ทดลอง หลังจากเลี้ยงดวยอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus เปนระยะเวลา 1 เดือน พบวากุงกุลาดํา
ทุกกลุมการทดลองที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus มีปริมาณของเชื้อ Vibrio ในลําไส
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากกลุมควบคุม ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเชื้อ
แบคทีเรียสกุล Bacillus ในการไปลดจํานวนแบคทีเรียสกุล Vibrio ในลําไส โดยกุงกุลาดําในกลุม
ควบคุมมีปริมาณแบคทีเรียสกุล Vibrio เฉลี่ยในลําไส 426.133 + 164.73 x 104 CFU/กรัม ในขณะที่
กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารชนิดที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 มีปริมาณแบคทีเรียสกุล Vibrio เฉลี่ยเทากับ 
59.73 + 37, 77.8 + 48.03, 85.93 + 43.29, 92.73 + 51.87, 76 + 46.53, 82.93 + 35.06 และ 119.73 +
58.5 x 104 CFU/กรัม ตามลําดับ ดังตารางที่ 31 และภาพที่ 29

ตารางที่ 31  จํานวนแบคทีเรียสกุล Vibrio เฉลี่ย (CFU/กรัม) ในลําไสกุงกุลาดําหลังจากไดรับอาหาร
      ผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

อาหารชนิดที่ จํานวนแบคทีเรียสกุล Vibrio
(x 104 CFU/กรัม)

กลุมควบคุม 426.133 + 164.73 a

1 59.73 + 37 b

2 77.8 + 48.03 b

3 85.93 + 43.29 b

4 92.73 + 51.87 b

5 76 + 46.53 b

6 82.93 + 35.06 b

7 119.73 + 58.5 b

คาเฉลี่ยตามดวยอักษรเหมือนกันภายในแถวตั้งเดียวกันจะไมแตกตางกันทางสถิติ
อยางมีนัยสําคัญ p>0.05, DMRT
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ภาพ

แบค

ผสม
พบว
อยูภ

x 104 CFU/กรัม
ที่ 29  จํานวนแบคทีเรียสกุล Vibrio เฉลี่ย (CFU/กรัม) ในลําไสกุงกุลาดําหลังจากไดรับอาหาร
   ผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เปนระยะเวลา 1 เดือน

3.6.5  ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด ตอชนิดของ
ทีเรียภายในลําไสกุงกุลาดํา เมื่อศึกษาโดยใชกลอง Scanning Electron Microscope (SEM)

  เมื่อทําการศึกษาแบคทีเรียในลําไสกุงกุลาดําหลังจากเลี้ยงกุงกุลาดําดวยอาหาร
แบคทีเรียสกุล Bacillus เปนระยะเวลา 1 เดือน โดยใชกลอง Scanning Electron Microscope 
ามีแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนแทงยาว ซ่ึงมีความเปนไปไดที่จะเปนแบคทีเรียสกุล Bacillus เกาะ
ายในลําไส (ภาพที่ 30)
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ภาพที่ 30  ภาพจากกลอง Scanning Electron Microscope แสดงแบคทีเรียที่อยูในลําไสกุง
                 ที่ไดรับอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus
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3.7  การศึกษาระยะเวลาในการเขาสปอรของแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่แยกได

 การศึกษาระยะเวลาในการสรางสปอรของเชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิด โดยเลี้ยงเชื้อแตละ
ชนิดใน NB 100 มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 CFU/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นับ
ปริมาณของเชื้อ Bacillus ทุกวัน เปนระยะเวลา 10 วัน โดยนับกอน heat shock และหลัง heat shock
ไดผลดังแสดงในภาพที่ 31, 32 และ 33

ภาพที่ 31  ปริมาณเชื้อ Bacillus WP1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB กอนแล

ภาพที่ 32  ปริมาณเชื้อ Bacillus WP2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB กอนแล
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ตางกัน
เปอรเซ
เปอรเซ
การเลี้ย
สูงสุด

L g10 CFU/มิลลิลิตร
o
ภาพที่ 33  ปริมาณเชื้อ Bacillus WP3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB กอนและหลัง 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเชื้อแตละชนิดอยูในรูปของสป
โดยเชื้อ Bacillus WP1 และ Bacillus WP2 เร่ิมอยูในรูปของสปอรในป
็นตในวันที่ 5 สวนเชื้อ Bacillus WP3 เชื้อเร่ิมอยูในรูปของสปอรในปร
็นตตั้งแตในวันที่ 1 และปริมาณสปอรสูงสุดในวันที่ 4 ผลจากการศึกษานี้แ
งเชื้อ Bacillus เพื่อใหอยูในรูปสปอรควรใชเวลา 4-5 วันในการเลี้ยงเพื่อให
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วิจารณผลการทดลอง

ผลการศึกษาเพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมในการใชสารเบตากลูแคนเพื่อกระตุนภูมิคุมกันของ
กุงกลุาดาํโดยพจิารณาจากองคประกอบตาง ๆ ทางดานภมูคิุมกนั ไดแก ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, 
การผลิต superoxide anion, bactericidal activity และ clearance ability พบวาความเขมขนของสาร
เบตากลูแคนที่เหมาะสมที่สุดคือ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยความเขมขนดังกลาวสามารถที่จะ
เพิ่มปริมาณเอนไซม phenoloxidase, bactericidal activity และ clearance ability ไดโดยไมแตกตาง
อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากชุดการทดลองที่ใชเบตากลูแคน 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม
โดยสารเบตากลูแคนที่ใชในการทดลองนี้เปนสารเบตากลูแคนที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์แลว 
เนื่องจากสารเบตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จะประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเล็ก เชนกลูโคส 
ซ่ึงงายตอการดูดซึมเขาสูระบบเลือดของกุง แตกตางจากสารเบตากลูแคนที่ยังไมผานการทําให
บริสุทธิ์ที่มีอนุภาคขนาดใหญประกอบอยู ดังนั้นการดูดซึมเขาสูระบบเลือดจะเปนไปไดชากวาสาร
เบตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ (มลฤดี และคณะ, 2543 อางถึง Manners et al., 1973)

ถึงแมวาความเขมขนของสารเบตากลูแคนที่เหมาะสมที่สุดคือ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  
แตอยางไรก็ตามการใชสารเบตากลูแคนปริมาณ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ก็จะมีผลทําใหระบบ
ภูมิคุมกันเพิ่มขึ้นตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เชนเดียวกัน โดยพิจารณา
จากปริมาณเอนไซม phenoloxidase ที่เพิ่มสูงขึ้นจาก 276.298 + 22.751 เปน 320.938  + 25.256 
หนวย/นาที/มก. โปรตีน และการผลิต superoxide anion ที่เพิ่มสูงขึ้นจาก 9.083  + 2.678 เปน 16.5  
+ 5  หนวย ซ่ึงผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของมลฤดี และคณะ (2543) ซ่ึงพบวา 
การใชสารเบตากลูแคนที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดําใน
หองปฏิบัติการเปนเวลา 45 วัน ทําใหกุงมีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูงกวากุงกุลาดําในชุดควบคุม

การศึกษาเพื่อหาความเขมขนของสารเบตากลูแคนที่เหมาะสมนั้น ในหลาย ๆ การทดลอง 
ผูวิจัยจะเลือกความเขมขนที่ไมสูงมาก และดูผลจากการที่ความเขมขนของสารเบตากลูแคนนั้น ๆ 
ใหผลแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากกลุมควบคุมซึ่งไมไดรับสารเบตากลูแคนเทานั้น ไมได
ทดลองใชสารเบตากลูแคนความเขมขนที่สูงมากกวานั้น และใหผลการกระตุนระบบภูมิคุมกันที่ดี
กวานั้น เชน ในการทดลองของ Devaraja et al. (1998) ไดทําการศึกษาพบวา กุงกุลาดําที่ไดรับ
อาหารที่ผสมเบตากลูแคน 0.1 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 1 วัน สามารถชักนําใหเม็ดเลือดและ      
น้ําเลือดฆาไวรัสไดสูงขึ้น การทดลองของ Itami et al. (1994) ซ่ึงรายงานวาความวองไวของ        
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เม็ดเลือดในการกําจัดสิ่งแปลกปลอมของกุง kuruma (Penaeus japonicus) ที่ไดรับอาหารที่ผสม    
เบตากลูแคน 0.01 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 วัน หรือระดับ 0.005 เปอรเซ็นต นาน 10 วัน มีคาสูงขึ้น 
รวมทั้งการทดลองของ Suphantharika et al. (2003) ไดทดลองใช brewer’s yeast β-glucan (BYG) 
ซ่ึงมีปริมาณของคารโบไฮเดรตและเบตากลูแคนอยูสูง พบวาการที่กุงกุลาดําไดรับ BYG 0.2 
เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ในอาหารเปนเวลา 3 วัน จะไปเพิ่ม phenoloxidase activity ในเลือด
ของกุงกุลาดําซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุมที่ไมไดใช BYG

รวมทั้งการศึกษาของ Supamattaya et al. (2000) ซ่ึงไดทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําขนาดน้ําหนัก
เฉลี่ย 0.6, 1.5 และ 6.5 กรัม โดยใชอาหารผสมสารกระตุนภูมิคุมกัน (β-glucan : MacroGard® ซ่ึง
ไดมาจาก Saccharomyces  cerevisiae) 4 ระดับ คือ 0, 0.25, 0.50 และ 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
พบวาเมื่อกุงไดรับสารเบตากลูแคน 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม จะมีอัตรารอด ปริมาณเม็ดเลือดรวม 
การผลิต superoxide anion และ ความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียในน้ําเลือดไดดี หลังจากได
รับอาหารผสมสารเบตากลูแคนเปนเวลา 6 สัปดาห ในขณะที่กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมสาร       
เบตากลแูคนชดุการทดลองอืน่ ๆ มคีาใกลเคยีงกบัชดุควบคมุ แตเมือ่ไดรับสารเบตากลแูคนเปนระยะ
เวลา 11 สัปดาห กุงที่ไดรับสารเบตากลูแคนทุกชุดการทดลองจะมีคาความสามารถในการกําจัดเชื้อ
แบคทีเรียในน้ําเลือดสูงกวากุงในชุดควบคุม ซ่ึงการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาความเขมขนที่    
เหมาะสมของสารเบตากลูแคน ตองขึ้นอยูกับระยะเวลาที่ใชสารเบตากลูแคนดวย

ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสารเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม
กับกุงกุลาดํา พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 5 วัน/สัปดาห ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) จากการเลี้ยง 7 วัน/สัปดาห โดยพิจารณาจากองคประกอบตาง ๆ ทางดานภูมิคุมกัน ไดแก 
ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต superoxide anion, และ bactericidal activity ซ่ึงเมื่อให
สารเบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เปนระยะเวลา 1 เดือน แลวหยุดใหสารกระตุนภูมิคุมกัน 
พบวาระบบภูมิคุมกันที่เพิ่มสูงขึ้นนั้นจะมีคาสูงกวากลุมควบคุมไปอีกประมาณ 2-3 สัปดาห หลัง
จากนั้นจึงใหสารเบตากลูแคนครั้งที่ 2 ซ่ึงก็สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันใหสูงขึ้นอีกครั้ง
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ผลการศึกษาเพื่อหาปริมาณที่ เหมาะสมในการใชสารเปปติโดกลัยแคนเพื่อกระตุน
ภมูคิุมกนัของกุงกลุาดาํโดยพจิารณาจากองคประกอบทางดานภมูคิุมกนัตาง ๆ ไดแก ปริมาณเอนไซม    
phenoloxidase, การผลิต superoxide anion, bactericidal activity และ clearance ability พบวาความ
เขมขนของสารเปปติโดกลัยแคนที่เหมาะสมที่สุดคือ 6 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยความเขมขน   
ดังกลาวสามารถที่จะเพิ่มปริมาณเอนไซม phenoloxidase การผลิต superoxide anion, bactericidal 
activity และ clearance ability ไดสูงกวาชุดการทดลองอื่น ๆ ที่ใชเปปติโดกลัยแคน 2 และ 4 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม รวมทั้งกลุมควบคุมที่ไมไดใชสารเปปติโดกลัยแคนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ    
(p<0.05)

สารเปปติโดกลัยแคนที่นํามาทดลองนี้มีองคประกอบของสารเปปติโดกลัยแคน 3 
เปอรเซ็นต ดังนั้นหากคิดเปนปริมาณของสารเปปติโดกลัยแคนที่แทจริงแลว ความเขมขนที่ใหผล
ในการกระตุนภูมิคุมกันที่ดีที่สุดคือ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม แตหากใชในปริมาณ 0.06 –0.12 
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม จะสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันไดเพียงบางองคประกอบคือ bactericidal 
activity และ clearance ability ซ่ึงผลที่ไดใกลเคียงกับการทดลองของมะลิ และคณะ (2543) ที่ได
ทดลองใชสารสกัดจากผนังเซลลแบคทีเรีย คือ เปปติโดกลัยแคน ที่สกัดจากเชื้อแบคทีเรีย 
Bifidobacterium thermophilum นํามาผสมอาหารใหกุงกุลาดํากิน 3 ระดับความเขมขนคือ 0 
เปอรเซ็นต, 0.01 เปอรเซ็นต และ 0.0085 เปอรเซ็นต โดยใหกุงกินอาหารทดลองเปนเวลา 5 สัปดาห 
พบวาเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเปปติโดกลัยแคน มีความสามารถในการผลิต
superoxide anion และความสามารถในการตานทานเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi ไดดีกวากุงกุลาดํา    
ชุดควบคุมที่ไดรับอาหารปกติ แตไมพบความแตกตางของเอนไซม phenoloxidase ของเม็ดเลือดกุง
ที่ไดรับอาหารทั้ง 3 ชุดการทดลอง

ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัมกับกุงกุลาดํา พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 5 วัน/สัปดาห โดยพิจารณาจากองคประกอบ
ตาง ๆ ทางดานภูมิคุมกัน ไดแก ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต superoxide anion และ
bactericidal activity ซ่ึงเมื่อใหสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เปนระยะเวลา 1 
เดือนแลวหยุดให พบวาระบบภูมิคุมกันที่เพิ่มสูงขึ้นนั้นจะมีคาสูงกวากลุมควบคุมไปอีกประมาณ 2 
สัปดาห หลังจากนั้นจึงใหสารเปปติโดกลัยแคนครั้งที่ 2 ก็สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันใหสูงขึ้น
อีกครั้ง
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การศึกษาการใชประโยชนจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus จากลําไสกุงกุลาดํา พบวาเมื่อทํา
การแยกชนิดของแบคทีเรียที่สามารถสรางสปอรได สามารถแยกออกมาไดทั้งหมด 20 isolates แตมี
เพียง 6 isolates เทานั้น ที่อยูในสกุล Bacillus และมี 3 isolates ที่สามารถแยกชนิดไดอยางชัดเจน  
ไดแก Bacillus WP1, WP2 และ WP3 ซ่ึงการแยกชนิดทําการแยกชนิดโดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป 
VITEK32, API50CHB, API20E และยืนยันชนิดโดยวิธีดั้งเดิม ซ่ึงพบวาการแยกโดยใชชุดทดสอบ
สําเร็จรูปจะมีหลักการทดสอบที่แตกตางกัน โดย VITEK32 (Bacillus identification card) เปนการ
ทดสอบการสรางกรดจากคารโบไฮเดรต 20 ชนิดไดแก sucrose, tagatose, glucose, inositol, 
galactose, arabinose, xylose, mannitol, raffinose, salicin, amygdalin, inulin, ribose, maltose, 
trehalose, palatinose, sorbitol, n-acetyl-d-glucosamine, amylopectin และ arabitol  ปฏิกิริยา 
reduction ของ tetrazolium red การเจริญในสภาพที่ไมมีออกซิเจนใน potassium thiocyanate, 
sodium chloride 7%, mandelic acid, polyamidohygrostreptin, nalidixic acid และ oleandomycin  
การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดเปนดางโดยการเกิด ammonia รวมทั้งปฏิกิริยา hydrolysis ของสาร 
esculin ผลจากการทดสอบพบวาแบคทีเรีย WP1, WP2 และ WP3 มีความเปนไปได 99 เปอรเซ็นต
ที่จะเปนเชื้อ B. pumilus, B. sphaericus และ B. subtilis ตามลําดับ

ชุดทดสอบสําเร็จรูป API50CHB เปนการแยกชนิดของ Bacillus โดยดูจากปฏิกิริยา 
fermentation ของคารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ 49 ชนิด ไดแก glycerol, erythritol, D-arabinose, L-
arabinose, D-ribose, D-xylose, L-xylose, D-adonitol, Methyl-βD-xylopyranoside, D-galactose, D-
glucose, D-fructose, D-mannose, L-sorbose, L-rhamnose, dulcitol, inositol, D-mannitol, D-
sorbitol, Methyl-αD-mannopyranoside, Methyl-αD-glucopyranoside, N-acetylglucosamine, 
amygdalin, arbutin, esculin ferric citrate, salicin, D-celiobiose, D-maltose, D-lactose, D-
melibiose, D-saccharose, D-trehalose, inulin, D-melezitose, D-raffinose, Amidon (starch), 
glycogen, xylitol, gentiobiose, D-turanose, D-lyxose, D-tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, 
L-arabitol, potassium gluconate, potassium 2-ketogluconate และ potassium 5-ketogluconate สวน 
API20E เปนขอมูลที่ใชประกอบในการแยกชนิดของ Bacillus แตไมสามารถแยกชนิดไดโดยตรง
ซ่ึงมกีารทดสอบปฏกิริิยา fermentation ของคารโบไฮเดรตชนดิตาง ๆ ไดแก D-glucose, D-mannitol, 
inositol, D-sorbitol, L-rhamnose, D-sucrose, D-melibiose, amygdalin, L-arabinose การทดสอบ
เอนไซม β-galactosidase, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, 
citrate utilization, การผลิต H2S, NO2 โดยใช peptone เปน substrate ซ่ึงผลจากการทดสอบเชื้อ 
WP1, WP2 และ WP3 ตรงกับคุณสมบัติของเชื้อ B. pumilus, B. sphaericus และ B. subtilis
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เมื่อนําผลที่ไดจากการแยกชนิดโดยใชวิธีดั้งเดิม เปรียบเทียบกับการทดสอบโดยใชชุด
ทดสอบสําเร็จรูป 2 ชนิด ไดแก VITEK32 (Bacillus identification card) และ API50CHB พบวาเชื้อ 
Bacillus ทั้ง 3 ชนิด ใหผลการทดสอบตรงกับ 2 วิธีแรก คือเปนเชื้อ B. pumilus, B. sphaericus และ
B. subtilis  ตามลําดับ

การศึกษาชนิดของแบคทีเรียในลําไสจากกุงกุลาดําที่เล้ียงในบอดินนั้น ลิลา และคณะ 
(2540) ไดรายงานวาพบแบคทีเรียแกรมบวก อยางไรก็ตามการศึกษาดังกลาวนั้นไมไดระบุสกุลของ
แบคทีเรียแกรมบวกที่พบ จึงไมทราบวาเปนแบคทีเรียในสกุล Bacillus หรือไม แบคทีเรียที่แยกได
จากลําไสกุงนี้อาจเปนไปไดวาแบคทีเรียเหลานี้เปนแบคทีเรียที่อาศัยในลําไสเดิม หรือกุงไดรับจาก
การกินเขาไปไมวาจะเปนทางอาหาร จากน้ํา หรือดินในบอเล้ียง เนื่องจากแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดนี้
สามารถพบไดทั่วไปในดิน หรือในน้ําทะเล ซ่ึงจากการศึกษาของ Bonde (1981) พบวาในน้ําทะเลที่
สะอาดจะพบ B. licheniformis ในปริมาณมากที่สุด รองลงมา ไดแก B. subtilis และ B. pumilis   
ตามลําดับ และจะพบ B. brevis, B. firmus และ B. sphaericus ในปริมาณที่นอย นอกจากนั้น ศุภชัย 
และ ลิลา (2540) ไดศึกษาปริมาณแบคทีเรียในดินกนบอเล้ียงกุงกุลาดําในเขตจังหวัดจันทบุรี พบวา
มีแบคทีเรียหลายชนิดไดแก Escherichia coli, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Vibrio harveyi,
V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus, V. anguilarum, V. damsela และ V. cholerae
รวมทั้งพบ Bacillus spp. ในดินกนบอเล้ียงกุงดวย

การทดลองนี้ไดนํา Bacillus ที่ไดทั้ง 3 ชนิด ไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง และการ
แขงขันในการใชสารอาหารในการเจริญรวมกับเชื้อกอโรค และทดสอบความสามารถในการ
กระตุนระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดํา สาเหตุที่เลือกเฉพาะแบคทีเรียในสกุล Bacillus เนื่องจาก
แบคทีเรียสกุลนี้สามารถสรางสปอรได จึงสามารถเก็บไวใชไดนานในรูปของสปอร มีการใช 
Bacillus spp. หลายชนิดเปนโพรไบโอติกในกุงกุลาดํา เชน Bacillus spp. (Shivappa and 
Chanratchakool, 1997; Phianphak et al., 1997), Bacillus S11 (Rengpipat et al., 1998a) และ                
B. mycoides (วรรณิภา, 2539)

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ V. harveyi ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรียกอโรคในกุง
ทะเล ของเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 3 ชนิดที่แยกไดจากลําไสกุงแบบ in vitro โดยวิธี double layer agar 
พบวาเชื้อทั้ง 3 ชนิดไมสามารถยับยั้งเชื้อ V. harveyi ได อยางไรก็ตามเมื่อใชเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 3 
ชนิด เล้ียงรวมกับเชื้อ V. harveyi พบวาสามารถลดปริมาณเชื้อดังกลาวลงได รวมทั้งเมื่อทําการเลี้ยง
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กุงกุลาดําเปนระยะเวลา 1 เดือน พบวาในลําไสกุงกุลาดํามีจํานวนของเชื้อในสกุล Vibrio ลดลง 
แสดงถึงปฏิกิริยาบางอยางที่เชื้อทั้ง 2 สกุลนี้มีตอกัน เชนเดียวกับในการศึกษาของ Rico-Mora et al.
(1998) ซ่ึงไดทดลองใชแบคทีเรีย SK-05 เพื่อควบคุม Vibrio alginolyticus ในการเลี้ยง Skeletonema 
costatum ซ่ึงพบวาใชไดผลดีในการควบคุมแบคทีเรียดังกลาว แตเมื่อนําแบคทีเรีย SK-05 ไป
ทดสอบความสามารถในการสรางสาร antibiotic เพื่อควบคุมเชื้อ V. alginolyticus พบวาไมสามารถ
สรางสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ได แตผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงความสามารถของเชื้อ SK-05 
ในการแขงขันกับเชื้อกอโรคในการเจริญเติบโต ทําให Vibrio ไมสามารถเจริญได

เมื่อทําการตรวจสอบความคงสภาพของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดซึ่งเก็บรักษาในรูปของ    
ผงสปอรพบวาเมื่อเวลาผานไป 3 เดือน จํานวนเซลลของแบคทีเรียไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ    
ทางสถิติ (p<0.05) กับจํานวนเริ่มตน แสดงวาขบวนการผลิตผงสปอรดังกลาวสามารถนําไปใชใน
การเก็บรักษาแบคทีเรียสกุล Bacillus ไดดีเนื่องจากจํานวนเซลลไมมีการเปลี่ยนแปลงในระยะ 3 
เดือนแรก แตหากเก็บผงสปอรนานเปนเวลา 6 เดือนปริมาณของเชื้อแบคทีเรียจะลดลง 32.77-38.01 
เปอรเซ็นต และลดลง 46.19-56.05 เปอรเซ็นตในเวลา 12 เดือน ซ่ึงปริมาณเชื้อ Bacillus ที่ลดลง  
อาจเนื่องมาจากวิธีการผลิตสปอร ซ่ึงใชระยะเวลาเพียง 2 วัน ทําใหในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณ
สปอรนอย โดยเมื่อพิจารณาจากการศึกษาระยะเวลาในการเขาสปอรพบวาเชื้อ Bacillus WP1 และ 
Bacillus WP2 ตองใชระยะเวลามากกวา 5 วัน จึงมีปริมาณสปอรสูงสุด อยางไรก็ตามปจจัยที่สําคัญ
ที่ทําใหเชื้อ Bacillus เกิดการสรางสปอรคือ ปริมาณสารอาหารที่มีอยูจํากัด เชนปริมาณคารบอน 
หรือปริมาณไนโตรเจน เปนตน (Bauman, 2004) ดังนั้นการควบคุมปจจัยเหลานี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จะสามารถทําใหเชื้อเขาสปอรไดเร็วขึ้น

เมื่อเก็บตัวอยางเลือดกุงเพื่อดูผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้ง 7 ชนิด
ตอระบบภูมิคุมกันของกุง พบวาแบคทีเรียสกุล Bacillus ทุกกลุมทดลองทั้งเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม     
มีผลในการเพิ่มระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดําแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ       
(p<0.05) ซ่ึงการที่แบคทีเรียสกุล Bacillus มีผลตอระบบภูมิคุมกัน อาจเนื่องมาจากการที่แบคทีเรีย
สกุล Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีองคประกอบของผนังเซลลเปนสารเปปติโดกลัยแคน ซ่ึง
สารเปปติโดกลัยแคนมีผลตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา ดังแสดงในผลการศึกษาการใช           
เปปติโดกลัยแคนกับการเลี้ยงกุงกุลาดําในการทดลองสวนที่ 2 พบวาการใชสารเปปติโดกลัยแคน
ปริมาณ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมจะสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันตาง ๆ ไดแก ปริมาณ
เอนไซม phenoloxidase, การผลิต superoxide anion, bactericidal activity และ clearance ability
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เชนเดียวกับที่ มะลิ และคณะ (2543) ไดทําการทดลองใหกุงกุลาดํากินอาหารผสมสารเปปติโด- 
กลัยแคนเปนเวลา 5 สัปดาห พบวาเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา มีความสามารถในการผลิต superoxide 
anion ไดดีกวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารปกติ และมีความสามารถในการกําจัดเชื้อแบคทีเรียออกจาก
น้ําเลือดสูงถึง 90 เปอรเซ็นต ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมไดรับเปปติโดกลัยแคน มีความสามารถใน
การกําจัดเชื้อแบคทีเรียออกจากน้ําเลือดเพียง 50 เปอรเซ็นต

เมือ่พจิารณาจากปรมิาณแบคทเีรียทีใ่ชในการทดลองซึง่ผสมอาหารใหกุงกนิจาํนวน 5 กรัม/
อาหาร 1 กโิลกรมั โดยผนงัเซลลของแบคทเีรียมนี้าํหนกัประมาณ 30-60 เปอรเซน็ตของน้าํหนกัแหง 
(Todar, 2003) และผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกมีปริมาณเปปตโิดกลัยแคน 50 เปอรเซน็ต 
(Archibald, 1989) ดงันัน้ปรมิาณเปปตโิดกลยัแคนมปีระมาณ 15-30 เปอรเซน็ตของน้าํหนกัแหง ใน
การทดลองใชแบคทีเรียประมาณ 1.67 กรัม (น้าํหนักเปยก)/อาหาร 1 กโิลกรัม เล้ียงกุงกลุาดาํ       
(ผงสปอรไดจากการผสม clay 2 สวน + ตะกอนแบคทเีรีย 1 สวน) ปริมาณเปปตโิดกลยัแคนทีไ่ดรับ
ควรมนีอยกวา 0.25 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรมั ในการทดลองสวนนีจ้งึเหน็ผลในการกระตุนระบบ
ภมูคิุมกนัของกุงกลุาดาํไดนอยกวาการทดลองในสวนที ่2 ซ่ึงใชสารเปปตโิดกลยัแคนโดยตรง

ปริมาณของแบคทีเรียสกุล Bacillus ในลําไสกุงกุลาดําทุกชุดการทดลอง หลังจากเลี้ยงดวย
อาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus เปนระยะเวลา 1 เดือน พบวามีจํานวนแบคทีเรียสกุล Bacillus  
เพิ่มขึ้นในทุกชุดการทดลอง โดยมีปริมาณที่พบแตกตางกัน ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของ
เชื้อแบคทีเรียในการยึดเกาะกับลําไส และเมื่อนับจํานวนแบคทีเรียสกุล Vibrio ในลําไส พบวามี
เปอรเซ็นตของแบคทีเรียสกุล Vibrio ลดลงจากเดิมประมาณรอยละ 20.97-32.45 การลดลงของเชื้อ 
Vibrio อาจเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงสภาพของเชื้อ Vibrio เมื่อเจริญรวมกับ Bacillus จากการศึกษา
ดวยกลอง Transmission Electron Microscope พบวาเชื้อ Vibrio มีการเปลี่ยนแปลงรูปรางโดยหด
ส้ันลง ซ่ึงเปนสิ่งที่นาสนใจที่จะทําการศึกษาตอไปวาการเปลี่ยนแปลงรูปรางนี้มีผลตอความ
สามารถในการกอโรคหรือไม และเซลลจะกลับมาเปนเซลลปกติไดหรือไม และใชระยะเวลาเทาใด 
อยางไรก็ตามมณจันทร และ กมลพร (2543) ไดทําการศึกษาแบคทีเรียที่มีประโยชนบางชนิด ไดแก 
Bacillus subtilis และ B. licheniformis ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ V. harveyi พบวามีผล
ในการยับยั้งหลังการทดสอบ 72 ช่ัวโมง และเมื่อนํา V. harveyi ที่ทดสอบดวย B. subtilis มาศึกษา
ความผิดปกติดวยกลอง Scanning Electron Microscope พบวารูปรางของเซลลเล็กกวาปกติมาก ซ่ึง
เปนความผิดปกติที่ถาวร
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ความแตกตางระหวางการใชเชื้อเดี่ยวของ Bacillus ไดแก B. pumilus, B. sphaericus และ
B. subtilis และเชื้อผสม ไดแก B. pumilus + B. sphaericus, B. pumilus + B. subtilis, B. sphaericus
+ B. subtilis และ B. pumilus + B. sphaericus + B. subtilis ผสมอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา พบวาเชื้อ 
Bacillus ทัง้ 3 ชนดิทีน่าํมาทดลองมคีวามสามารถในการกระตุนภมูคิุมกนัของกุงกลุาดาํโดยพจิารณา
จากคา phenoloxidase, bactericidal activity และ clearance ability ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติจากกลุมควบคุม แตอยางไรก็ตามเชื้อเดี่ยวของ B. subtilis จะมีความสามารถในการกระตุนการ
ทํางานของขบวนการ phagocytosis ไดดีกวาเชื้อ Bacillus ชนิดอื่น ซ่ึงจะเห็นไดจากคา superoxide 
anion ซ่ึงสูงกวาทุกกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แตเมื่อนําไปผสมรวมกับ 
Bacillus ชนิดอื่นจะมีประสิทธิภาพลดลง โดยอาจเกิดปฏิกริยาบางอยางระหวางเชื้อ Bacillus แตละ
ชนิด เชนการสรางเอนไซม หรือการสรางสารปฏิชีวนะมายับยั้งการทํางานหรือการเจริญของเชื้อ
อีกชนิด สวนความสามารถในการแขงขันการใชสารอาหาร และความสามารถในการลดแบคทีเรีย
กอโรค V. harveyi ของ Bacillus ทั้ง 3 ชนิดในรูปของเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมนั้นไมแตกตางกัน

วิธีการทดลองการกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยสาร 3 ชนิด ไดแก สารเบตากลูแคน เปปติ-
โดกลัยแคน และ แบคทีเรียสกุล Bacillus จะมีความแตกตางกัน เนื่องจากสารเบตากลูแคน และ     
เปปติโดกลัยแคน เปนสารที่มีการใชเพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดําอยูแลวในปจจุบัน     
ดังนั้นความมุงหมายในการศึกษาสารทั้ง 2 ชนิดนี้ เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสม และระยะเวลาที่
เหมาะสมเพื่อใหเกิดความคุมทุนในการที่เกษตรกรผูเล้ียงกุงกุลาดําจะนําผลนี้ไปใช แตไมไดศึกษา
ในแงของการเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต เนื่องจาก Supamattaya et al. (2000) ไดทําการศึกษาพบวา
การใชสารเบตากลูแคน 4 ระดับ คือ 0, 0.25, 0.50 และ 1.0 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เล้ียงกุงกุลาดํา
เปนเวลา 10 สัปดาห ไมมีผลตอการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ

นอกจากนั้นในการศึกษาการใชประโยชนจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus จะทดลองโดยใช
ระยะเวลาเพียง 1 เดือน โดยการทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียสกุล 
Bacillus ที่ดีที่สุดในการนํามาใชประโยชนเปนโพรไบโอติก โดยสามารถที่จะใหโพรไบโอติกนี้
ตลอดการเลี้ยงเพื่อชวยในการเพิ่มระบบภูมิคุมกัน และลดปริมาณเชื้อกอโรคในระบบทาง          
เดินอาหารดวย
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เมื่อพิจารณาความสามารถในการกระตุนระบบภูมิคุมกันของสารทั้ง 3 ชนิด เมื่อใชเล้ียงกุง
กุลาดําในระยะเวลา 1 เดือน โดยพิจารณาจากคา phenoloxidase, การผลิต superoxide anion และ
bactericidal activity พบวาการใชเบตากลูแคนปริมาณ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สัปดาหละ 5 วัน 
เปนระยะเวลา 1 เดือน จะมีประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันสูงสุด โดยสามารถเพิ่มคา 
phenoloxidase, การผลิต superoxide anion และ bactericidal activity  41.6%, 80% และ 4 เทา ตาม
ลําดับเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม การใชสารเปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สัปดาห
ละ 5 วัน เปนระยะเวลา 1 เดือนจะมีประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันรองลงมาโดยสามารถเพิ่ม
คา phenoloxidase, การผลิต superoxide anion และ bactericidal activity  37.05%, 61.99% และ 4 
เทา ตามลําดับเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สวนการใชแบคทีเรีย Bacillus เล้ียงกุงกุลาดํานั้นจะมี     
ประสิทธิภาพในการกระตุมภูมิคุมกันต่ําสุด โดยสามารถเพิ่มคา phenoloxidase, การผลิต
superoxide anion และ bactericidal activity  24.09%, 47% และ 2 เทา ตามลําดับเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม

ปจจัยทางสภาพแวดลอมซึ่งอาจมีผลตอระบบภูมิคุมกันคือ คุณภาพน้ํา ซ่ึงในการทดลองทั้ง 
3 การทดลองพบวา ทุกกลุมทดลองมีคุณภาพน้ําอยูในเกณฑปกติ โดยมีคาออกซิเจนที่ละลายน้ํา 
5.09 – 5.91 มิลลิกรัม/ลิตร คาความเปนกรดเปนดาง 7.27 – 8.17 ปริมาณแอมโมเนีย 0.07 – 0.35 
ppm และปริมาณไนไตรท 0.13 – 0.86 ppm
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สรุปผลการทดลอง

เบตากลูแคน

จากการทดลองเพื่อศึกษาหาปริมาณที่เหมาะสมในการใชสารเบตากลูแคนเพื่อกระตุน
ภูมิคุมกันกุงกุลาดํา พบวาความเขมขนของสารเบตากลูแคนที่นอยที่สุดที่ใหกับกุงกุลาดําแลวมีผล
ในการกระตุนภูมิคุมกัน คือความเขมขน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยประเมินจากผลการตรวจ
องคประกอบตาง ๆ ทางดานภูมิคุมกัน ไดแก ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต superoxide 
anion, bactericidal activity และ clearance ability

การทดลองเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการใหสารเบตากลูแคนพบวาระยะเวลาที่ 
เหมาะสมคือ 5 วัน/สัปดาห โดยพิจารณาจากการตรวจองคประกอบตาง ๆ ทางดานภูมิคุมกัน ไดแก 
ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต superoxide anion และ bactericidal activity ซ่ึงเมื่อใหสาร
เบตากลูแคน 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สัปดาหละ 5 วัน เปนระยะเวลา 1 เดือน แลวหยุดใหสาร
กระตุนภูมิคุมกัน พบวาระบบภูมิคุมกันที่เพิ่มสูงขึ้นนั้นจะมีคาสูงกวากลุมควบคุมไปอีกประมาณ 2-
3 สัปดาห

ดังนั้น ในการเลี้ยงกุงกุลาดําพบวาความเขมขนที่เหมาะสมของสารเบตากลูแคนที่มีผลใน
การกระตุนภูมิคุมกัน คือ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม   สวนระยะเวลาในการใชคือ 5 วัน/สัปดาห ใน
ชวงเวลา 1 เดือน   แลวหยุดใหนาน 1 เดือน  และใหซํ้าอีกครั้งเปนเวลา  1 เดือน

เปปติโดกลัยแคน

จากการทดลองเพื่อศึกษาหาปริมาณที่เหมาะสมในการใชสารเปปติโดกลัยแคนเพื่อ     
เสริมสุขภาพกุงกุลาดํา พบวาความเขมขนของสารเปปติโดกลัยแคนที่นอยที่สุดที่ใหกับกุงกุลาดํา
แลวมีผลในการกระตุนภูมิคุมกัน คือความเขมขน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยประเมินจากผล
การตรวจองคประกอบตาง ๆ ทางดานภูมิคุมกัน ไดแก ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต
superoxide anion, bactericidal activity และ clearance ability
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การทดลองเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการใหสารเปปติโดกลัยแคนพบวาระยะเวลาที่
เหมาะสมคือ 5 วัน/สัปดาห โดยพิจารณาจากการตรวจองคประกอบตาง ๆ ทางดานภูมิคุมกัน ไดแก 
ปริมาณเอนไซม phenoloxidase, การผลิต superoxide anion และ bactericidal activity ซ่ึงเมื่อใหสาร
เปปติโดกลัยแคน 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สัปดาหละ 5 วัน เปนระยะเวลา 1 เดือน แลวหยุดให
สารกระตุนภูมิคุมกัน พบวาระบบภูมิคุมกันที่เพิ่มสูงขึ้นนั้นจะมีคาสูงกวากลุมควบคุมไปอีก
ประมาณ 2-3 สัปดาห

ดังนั้นในการเลี้ยงกุงกุลาดําพบวาความเขมขนที่เหมาะสมของสารเปปติโดกลัยแคนที่มีผล
ในการกระตุนภูมิคุมกัน คือ 0.18 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  สวนระยะเวลาในการใชคือ 5 วัน/สัปดาห 
ในชวงเวลา 1 เดือน แลวหยุดใหนาน 1 เดือน  และใหซํ้าอีกครั้งเปนเวลา  1 เดือน

แบคทีเรียสกุล Bacillus

ผลการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากลําไสกุงกุลาดํา พบวาภายในลําไสกุงกุลาดํามีทั้งแบคทีเรีย
แกรมบวก และแกรมลบอยู โดยในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวกนั้น ไดคัดเลือกเฉพาะกลุมที่
สามารถสรางสปอรได และอยูในสกุล Bacillus spp. จากการทดลองพบแบคทีเรียในสกุล Bacillus 
3 ชนิด ไดแก B. pumilus, B. sphaericus และ B. subtilis

จากผลการทดลองพบวา เชื้อ V. harveyi เมื่อเล้ียงรวมกับเชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิด จะมี
ปริมาณลดลงประมาณ 46.47-48.41 เปอรเซ็นต ในขณะที่เชื้อ Bacillus ทั้ง 3 ชนิดเมื่อเล้ียงรวมกับ
เชื้อ V. harveyi จะมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่จะนําเชื้อ Bacillus 
ทั้ง 3 ชนิด มาใชเปนโพรไบโอติกในการเลี้ยงกุงกุลาดําตอไป

การทดสอบความคงสภาพของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด ที่ผลิตในรูปผงสปอร พบวาเชื้อที่
ผลิตมีความคงสภาพปริมาณ 3 เดือน โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 1011-1012 CFU/กรัม เมื่อนํา
ผงสปอรดังกลาวผสมอาหารใหกุงกุลาดํากินในรูปของเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม ปริมาณ 5 กรัม/อาหาร 
1 กิโลกรัม  เปนระยะเวลา 1 เดือน เพื่อดูคุณสมบัติในการเปนโพรไบโอติกและคุณสมบัติในการ
กระตุนระบบภูมิคุมกัน พบวาการที่กุงไดรับแบคทีเรียดังกลาวไมมีผลตอการเจริญเติบโตของกุง
กุลาดํา แตมีผลตอปริมาณของแบคทีเรียสกุล Bacillus ในลําไสกุงกุลาดํา โดยกุงทุกชุดการทดลองที่
ไดรับอาหารผสม แบคทีเรียสกุล Bacillus จะมีจํานวนแบคทีเรียสกุล Bacillus ในลําไสเพิ่มขึ้น ซ่ึง
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แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการยึดเกาะกับลําไส รวมทั้ง มีปริมาณแบคทีเรีย
สกุล Vibrio ลดลงประมาณ 20.97-32.45 เปอรเซ็นต ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเชื้อ
แบคทีเรียสกุล Bacillus ในการไปลดจํานวนแบคทีเรียสกุล Vibrio ในลําไส โดยอาจเกิดการแขงขัน
กับเชื้อกอโรคในการเจริญเติบโต ทําให Vibrio ไมสามารถเจริญได

เมื่อเล้ียงกุงเปนระยะเวลา 1 เดือน ทําการเก็บตัวอยางเลือดกุงเพื่อดูผลของการใชอาหาร
ผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้ง 7 ชนิด ตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา พบวามีคาขององค
ประกอบทางระบบภูมิคุมกันแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 32 ซ่ึงจะเห็นวาอาหารผสมแบคทีเรีย
สกุล Bacillus ทุกชนิดทั้งในรูปเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม มีผลในการกระตุนระบบภูมิคุมกันของกุง
กุลาดํา ดังนั้นแบคทีเรียสกุล Bacillus จึงสามารถใชไดทั้งการเปนโพรไบโอติกเพื่อไปลดปริมาณ
เชื้อกอโรคในลําไส และใชเปนสารกระตุนภูมิคุมกันไดอีกดวย

ตารางที่ 32  ผลของการใชอาหารผสมแบคทีเรียสกุล Bacillus 7 ชนิด เล้ียงกุงกุลาดําเปนระยะเวลา
      1 เดือนตอองคประกอบทางระบบภูมิคุมกันตาง ๆ

พารามิเตอรทางภูมิคุมกันที่มีความแตกตางจาก
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)

อาหารชนิดที่ ชนิดของแบคทีเรียสกุล Bacillus
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