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ABST RACT (THAI)  มนตช์ยั พุ่มแกว้ : บทบาทและการควบคุมของระบบควอรัมเซนซิงชนิดเอไอ-2 

ใน Vibrio parahaemolyticus ท่ีอาศยัอยูบ่นตวักรองชีวภาพไนตริฟิเคชนัใน
ระบบเพาะเล้ียงกุง้แบบหมุนเวียนน ้า. ( Roles and regulation of the AI-2 

quorum sensing of Vibrio parahaemolyticus in nitrification 

biofilter of shrimp recirculating system.) อ.ท่ีปรึกษาหลกั : รศ. ดร.
วิบูลยล์กัษณ์ พ่ึงรัศมี, อ.ท่ีปรึกษาร่วม : ดร.สรวิศ เผา่ทองศุข,ดร.กลัยาณ์ ศรีธญัญลกัษณา 

  
ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตและส่งออกกุง้ท่ีส าคญัในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ปัจจุบนัไดมี้การพฒันารูปแบบการเพาะเล้ียง

สัตวน์ ้ าแบบหมุนเวียนน ้ าเพื่อควบคุมคุณภาพน ้ าในระบบให้คงตวัและสามารถเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าท่ีความหนาแน่นสูงมากยิ่งข้ีนโดยขา้ม
ขอ้จ ากดัเร่ืองพื้นท่ีการเพาะเล้ียง อย่างไรก็ตาม ยงัมีความกงัวลเก่ียวกบัการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคในระบบตวักรองชีวภาพ ท าให้ตอ้งมี
การศึกษาถึงบทบาทของระบบตวักรองชีวภาพในแง่ของความปลอดภยัทางชีวภาพ โรคกุง้ตายด่วน หรือท่ีรู้จกัในช่ือ AHPND/EMS 

มีการแพร่กระจายไปยงัฟาร์มเพาะเล้ียงกุง้ในประเทศไทยหลายพื้นท่ี ส่งผลใหป้ระสบปัญหาการสูญเสียผลผลิตท่ีอยู่ในขั้นวิกฤติ สาเหตุการ
ตายของกุ้งมาจากเช้ือแบคทีเรียสายพนัธุ์ วิบริโอ พาราฮิโมไลติคัส (Vibrio parahaemolyticus; VPAHPND) ชนิดท่ีมีพ
ลาสมิดในการสร้างสารพิษ ท่ีเรียกว่า ToxA และ ToxB แต่ก็ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดัว่าเก่ียวกบักลไกการควบคุมการสร้างและการ
ปล่อยสารพิษน้ี งานวิจยัน้ีจึงมีเป้าหมายคือ 1) เพื่อศึกษาการท างานของตวักรองชีวภาพไนตริฟิเคชนั โดยพิจารณาถึงผลของสารอินทรียท่ี์มี
ผลต่อการเปล่ียนแปลงจ านวนเช้ือกลุ่มวิบริโอท่ีอาศยัอยู่บนตวักรองในชุดทดลองระดบัห้องปฏิบติัการ 2) เพื่อศึกษาบทบาทของระบบค
วอรัมเซนซ่ิงชนิดเอไอ-2 ต่อการสร้างสารพิษในเช้ือ VPAHPND ผลวิจยัในส่วนแรกพบว่า เช้ือ VPAHPND สามารถเจริญเติบโตในตวั
กรองชีวภาพได้หากมีสารอินทรียค์าร์บอนท่ีเพียงพอ การขาดสารอินทรียท์ าให้จ านวนเช้ือ VPAHPND มีปริมาณลดลงอย่างเห็นไดช้ดั 
นอกจากน้ียงัพบวา่ สารอินทรีย ์(น ้าตาลกลูโคส) มีผลกระทบต่อการเปล่ียนแปลงจ านวนประชากรของแบคทีเรียกลุ่มท่ีอาศยัอยูบ่นตวักรอง
ชีวภาพและท่ีแขวนลอยอยูใ่นน ้า เช้ือแบคทีเรียกลุ่มเฮเทอโรโทรปพบมากกวา่ 108 หน่วยโคโลนีต่อช้ินตวักรอง นอกจากน้ียงัตรวจพบสาร
ส่ือสารชนิด เอไอ-2 ในระบบตัวกรองชีวภาพไนตริฟิเคชัน ผลวิจัยในส่วนท่ีสองด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ SDS-PAGE และ 
Western Blot พบว่า การเติมสารส่ือสารท่ีสกดัไดจ้ากแบคทีเรียนชนิดอ่ืน Vibrio Campbellii ชนิดกลายพนัธุ์ (BB170) 

ในสัดส่วน 1% 5% และ 9% v/v สามารถเหน่ียวน าการสร้างสารพิษ ToxA และ ToxB ของเช้ือ VPAHPBD ในทางตรงกนั
ขา้มการเติมสารประกอบฟูราโนน (Furanone C-30) เพื่อยบัย ั้งการท างานของระบบควอรัมเซนซ่ิงท่ีความเขม้ขน้ 1 ไมโครโม
ลาร์  และ 5 ไมโครโมลาร์ ส่งผลให้การปล่อยสารพิษถูกยบัย ั้งอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) จากผลวิจยัจึงสามารถสรุปไดว้่า ระบบค
วอรัมเซนซ่ิงชนิดเอไอ-2 ของแบคท่ีเรีย VPAHPND มีบทบาทส าคญัต่อการสร้างสารพิษท่ีเป็นปัจจยัให้เกิดโรคกุง้ตายด่วน แมว้่าสาร
ส่ือสารชนิดเอไอ-2 ท่ีตรวจพบในน ้าของระบบตวักรองชีวภาพจะอยูใ่นระดบัท่ีไม่สูงมากนกัเม่ือเทียบกบัท่ีวดัไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ แต่การ
สะสมของสารส่ือสารในระบบตวักรองชีวภาพอาจเพิ่มความเส่ียงของการก่อโรค AHPND ไดเ้ร็วยิ่งข้ึน ดงันั้น การควบคุมและป้องกนั
โรคกุง้ตายด่วนในระบบเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าแบบหมุนเวียนน ้ าท่ีอาศยัตวักรองชีวภาพในการบ าบดัฯ นอกจากจะตรวจการปนเป้ือนของเช้ือ 
VPAHPND ในระบบแลว้ ควรค านึงถึงปริมาณสารส่ือสารควอรัมเซนซ่ิงท่ีส่งผลต่อการสร้างปัจจยัการก่อโรคในเช้ือก่อโรคต่างๆในระบบ
ดว้ยเช่นกนั 
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Thailand is the largest shrimp producing and exporter among Southeast Asia. Up-

to-Date, Recirculating Aquaculture System (RAS) have been developed in order to control 

water quality and enable to conduct intensive cultivation without limitation of land-based 

cultivation method. Nevertheless, there is concern about pathogenic contamination in 

Biofilter. Therefore, the role of biofilter in terms of biosecurity is required to study. Recently, 

shrimp Early Mortality Syndrome (EMS) as known as AHPND/EMS, has spread to shrimp 

farm in several areas of Thailand. This contributes to severe productivity losses in the shrimp 

farm industry. It is evident that the causative agent of AHPND disease is bacteria Virbrio 

parahaemolyticus (VPAHPND), containing specific plasmid for producing bacterial toxins; 

ToxA and ToxB. however, it is still unclear about the biological mechanism used for toxin 

production and secretion. Therefore, the objectives of this research are to 1) to study the 

function of nitrification biological filters and the effects of organic substances on bacteria 

population in the filters in lab scale 2) to study the role of AI-2 quorum sensing on the toxin 

secretion related to VPAHPND. The first results found that VPAHPND can grow on biofilm 

matrix if there was any sufficient organic carbon source. Lack of organic carbon source 

significant led to elimination of VPAHPND. Moreover, organic substances (glucose) had an 

effect on changing in the number of bacteria in the biological filters and in the suspended of 

water. Heterotrophic bacteria were commonly found in Biofilter Unit (over 108 

CFU/bead).  Moreover, AI-2 like activity, using bioassay, could be observed in Nitrification 

Biofilter Unit, this was confirmed that AI-2 signal is ubiquitous in marine biofilter. In the 

second experiment, based on SDS-PAGE and Western Blotting results, the study found that 

addition of Cell-free supernatant obtained from the mutant Vibiro Campbellii (BB170) into 

culture medium (TSB+1.5%NaCl) at 1% 5% and 9% v/v could induce ToxA and ToxB 

production in VPAHPND. There was a strong correlation between the significant change of the 

toxin production and AI-2 like activity. In contrast, addition of Furanone C-30, a QS 

inhibitor, at 1 micromolar and 5 micromolar resulted in the significant toxin secretion 

(P<0.05). From the results aforementioned, this study can be concluded that AI-2 quorum 

sensing of VPAHPND plays an important role on the AHPND-toxin production. Although the 

AI-2 like activity in the biological filter had a lower level compared with the culture medium, 

the accumulation of AI-2 signal molecule may result in the increasing risk of AHPND 

infection. Therefore, the control and prevention of AHPND/EMS in shrimp cultivation using 

RAS should concern not only the contaminated VPAHPND, but also the level of QS signals that 

account for virulence factor of pathogens in the system.  
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