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3.  ผลการทดลองและวิจารณ

การตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติก
จากการนับจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดที่พบในทางเดินอาหารของกุง

กุลาดํ าปกติ  20  ตัว  และกุงกุลาดํ าเปนโรค  5  ตัว  ทีแ่บงทางเดินอาหารออกเปน  5  สวน
คือ  สวนปาก-กระเพาะ  ตับ  ล ําไสสวนตน  ล ําไสสวนปลายและสวนซีกัม  จากกุงกุลาดํ า
ปกติ 20  ตัว พบแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง <20 – 1.2 x 105 CFU/g พบวาในสวนปาก-
กระเพาะมีจํ านวนแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 9.2 x 103 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอ
ยูในชวง  0.7 x 102 - 1.1 x 105 CFU/g  ส ําหรับสวนที่  2  ซึง่เปนสวนตับพบแบคทีเรียแลกติก
เฉลี่ย  5.2 x 102 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง <20 - 2.3 x 103 CFU/g ใน
สวน    ล ําไสสวนตนพบปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 1.3 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณ
แบคทีเรียแลกติกอยูในชวง  1.7 x 102 - 1.2 x 105 CFU/g ในลํ าไสสวนปลายพบปริมาณ
แบคทีเรีย แลกติกเฉลี่ย 8.9 x 103 CFU/g และมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง <20 - 
2.8 x 104 CFU/g และสวนสุดทายคือสวนซีกัมพบวามีปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 1.0 x 
104 CFU/g และพบวามีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง  <20 - 6.4 x 104 CFU/g ซึ่งจาก
ผลการตรวจนับแบคทีเรียแลกติกจะเห็นไดวาจะพบปริมาณแบคทีเรียแลกติกโดยเฉลี่ยสูง
สดุทีล่ ําไสสวนตนและตํ่ าสุดในสวนตับ (ตารางที่  6)

จากการนับจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าเปน
โรค  5  ตัว  พบแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 1.4 x 102 -  1.5 x 105 CFU/g  พบวาแบคทีเรีย
แลกติกที่พบในสวนปาก-กระเพาะเฉลี่ย 2.7 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอ
ยูในชวง 8.1 x 102 - 1.5 x 105 CFU/g ในสวนของตับพบแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 6.3 x 102 

CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 2.9 x 102 - 1.7 x 103 CFU/g
สํ าหรับในสวนทางเดินอาหารตอนตนมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 3.7 x 104 CFU/g  
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โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 1.8 x 103 - 1.2 x 105 CFU/g  สํ าหรับสวนทางเดิน
อาหารตอนปลายพบปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 2.3 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณ
แบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 1.5 x 104 - 2.8 x 104 CFU/g  และสวนสุดทายคือสวนซีกัมมี
ปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 2.5 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติก อยูในชวง
5.0 x 102 - 6.4 x 104 CFU/g ซึง่จากผลการทดลองจะเห็นไดวาแบคทีเรียแลกติกในทางเดิน
อาหารของกุงเปนโรคโดยเฉลี่ยสูงสุดจะพบในสวนของลํ าไสสวนตนและตํ่ าสุดในสวนของ
ตับ (ตารางที่ 7)

จากการนํ าผลการตรวจนับแบคทีเรียแลกติกมาทดสอบทางสถิติซึ่งประมวลผลโดย
โปรแกรม SPSS เพื่อวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียแลกติกที่พบในกุงปกติและกุง
เปนโรคและความแตกตางของแบคทีเรียแลกติกที่พบในแตละสวนของกุงปกติและกุงเปน
โรคที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% พบวาจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดที่พบในทางเดิน
อาหารกุงปกติและกุงเปนโรคไมแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) และจํ านวนของ
แบคทเีรียแลกติกที่พบไดในแตละสวนของทางเดินของกุงปกติและกุงเปนโรคไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)  จากการศึกษาของสุรศักดิ์ (2544) พบวาในกุงกุลาดํ าที่         
แข็งแรงนั้นจะมีจุลินทรียบางสายพันธุครอบครองพื้นที่ในระบบทางเดินอาหารเสมอ ใน
ขณะที่กุงที่ออนแอหรือกุงเปนโรคจะไมมีจุลินทรียดังกลาวหรือมีนอยมากซึ่งคาดวาการยึด
ครองพื้นที่นี้จะชวยปองกันการติดเชื้อไดดียิ่งขึ้นเนื่องจากถามีแบคทีเรียแลกติกเจริญอยูใน
ลํ าไสซึ่งแบคทีเรียแลกติกสามารถสรางกรดแลกติกทํ าใหภายในลํ าไสมีสภาวะเปนกรดทํ า
ใหเชื้อกอโรคไมสามารถทนอยูในสภาวะที่เปนกรดได

Conway (1996) พบวาแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญไดในบริเวณทางเดินอาหาร
ของสัตวบก (Terrestrial  animal)  และเปนจุลินทรียประจํ าถิ่น (normal  flora) ที่สํ าคัญ  
และจากการรายงานของ  Gournier-Chatean  et al. (1994) พบวาแบคทีเรียแกรมบวก  
facultative  anaerobe  เปนจลุินทรียที่มีบทบาทในลํ าไสของคนและสัตว
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ตารางที่  6  จํ านวนแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าปกติแตละสวน

Lactic  acid  bacteria (CFU/g)ตัวท่ี ปาก-กระเพาะ ตับ ลํ าไสสวนตน ลํ าไสสวนปลาย ซีกัม
1 8.9x103 2.3 x103 1.6 x103 5.5 x103 9.3 x103

2 8.4 x103 5.1 x102 7.0 x103 1.7 x104 3.7 x103

3 3.6 x103 3.1 x102 6.0 x103 6.7 x102 4.2 x104

4 7.7 x103 1.9 x102 2.2 x104 3.3 x103 5.9 x103

5 5.0 x103 5.1 x102 1.5 x104 1.1 x104 1.5 x104

6 1.1x105 2.9 x102 1.2 x105 2.0 x104 5.0 x102

7 5.0x102 1.7 x103 6.2 x103 1.5 x104 4.0 x104

8 1.3x104 1.4 x102 3.1 x104 2.7 x104 1.3 x104

9 2.0 x104 7.1 x102 2.0 x104 2.4 x104 6.4 x104

10 8.1 x102 2.9 x102 1.8 x103 2.8 x104 9.1 x103

11 0.7 x102 2.1 x102 2.9 x103 <20 <20
12 1.2 x103 6.1 x102 4.6 x103 3.6 x103 <20
13 3.7 x102 0.1 x102 2.4 x103 8.0 x103 <20
14 1.0 x103 6.1 x102 6.3 x103 3.5 x103 <20
15 4.7 x102 3.7 x102 3.5 x103 2.2 x103 2.6 x103

16 1.9 x103 1.2 x103 4.6 x103 9.2 x103 <20
17 5.7 x102 <20 2.5 x102 8.2 x102 <20
18 7.7 x102 1.2 x102 4.4 x103 2.5 x102 <20
19 8.7 x102 1.5 x102 1.7 x102 2.2 x102 <20
20 7.8 x102 2.5 x102 4.4 x102 2.5 x102 <20

X ± SD 9.2 x103 ±

2.4 x104
5.2 x102 ±

5.6 x102
1.3 x104 ±

2.5 x104
8.9 x103 ±

9.3 x103
1.0 x104 ±

1.8 x104
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ตารางที่  7   จ ํานวนแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าเปนโรค
        แตละสวน

จํ านวนแบคทีเรียแลกติก (CFU/g)ตัวท่ี ปาก-กระเพาะ ตับ ลํ าไสสวนตน ล ําไสสวนปลาย ซีกัม
1 1.5 x105 2.9 x102 1.2 x105 2.0 x104 5.0 x102

2 5.0 x102 1.7 x103 6.2 x103 1.5 x104 4.0 x104

3 1.3 x104 1.4 x102 3.1 x104 2.7 x104 1.3 x104

4 2.0 x104 7.1 x102 2.0 x104 2.4 x104 6.4 x104

5 8.1 x102 2.9 x102 1.8 x103 2.8 x104 9.1 x103

X ±SD 2.7 x104  ±    
5.1 x 104

6.3 x102 ±

6.5 x102
3.7 x 104±

5.2 x104
2.3 x104±

5.3 x103
2.5 x104±

2.6 x104

ปกติในระบบทางเดินอาหารของสัตวทุกชนิดมีจุลินทรียในปริมาณหนึ่งเพื่อทํ าหนา
ที่ยอยสลายอาหารและเพิ่มการดูดซึมของอาหารใหดีขึ้นซึ่งจากการรายงานของ Dempsey 
et al. (1989) ไดศึกษาจํ านวนแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากตัวอยางบริเวณ ทางเดินอาหาร
ของกุงสีนํ้ าตาล (Penaeus  aztecus) มีจ ํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยูในชวง   7.5 × 106 – 2.6 
× 107 CFU/g ซึ่งตอมา Yuthachi และคณะ (1990) ไดทํ าการตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมดที่
แยกไดจากตัวอยางบริเวณทางเดินอาหารกุงกุลาดํ าพบวามีจํ านวนแบคทีเรีย  7.5 × 106 –
1.3 × 107 CFU/g  วรรณนิภา (2539) ไดศึกษาแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากทางเดินอาหาร
ของกุงกุลาดํ าและนํ้ าจากบอเลี้ยงกุงพบวาในทางเดินอาหารกุงกุลาดํ ามีจํ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมด  1.2 x 106 - 3.4 x 107 CFU/g และในนํ้ ามีจํ านวนแบคทีเรียทั้งหมด  1.0 x 104 -         
4.4 x 105 CFU/ml   ลลิา (2540) ไดทํ าการศึกษาแบคทีเรียในบอเลี้ยงกุงกุลาดํ าพบวามี
ปริมาณแบคทีเรียรวมอยูในนํ้ าถึง 102 - 104 cell/ml  และจาการรายงานของ  Ringo et al. 
(2000) ไดทํ าการศึกษาปริมาณของแบคทีเรียแลกติกที่อยู ในทางเดินอาหารของปลา
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Atlantic Salmon (Salmo  salar L.) พบวามีปริมาณของแบคทีเรียแลกติกอยูประมาณ   2 x 
103 CFU/g

การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกใหเปนเชื้อบริสุทธิ์
การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าตัวเต็มวัย 2 ประเภท

คือ  กุงปกติ  20  ตวัและกุงเปนโรค 5  ตัว โดยแบงสวนทางเดินอาหารออกเปน 5  สวนคือ
สวนปาก-กระเพาะ  ตับ  ทางเดินอาหารตอนตน  ทางเดินอาหารตอนปลายและสวนซีกัม  
โดยใชวิธี  pour  plate  technique ในอาหารแข็ง MRS  ที่เติม 1% แคลเซียมคารบอรเนต และ
1.5% โซเดียมคลอไรด บมที่ 35°C เปนเวลา 7 วนัคดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียแลกติกที่มี
ลกัษณะเปนรูปกระสวยขนาดประมาณ 0.5 - 3 มิลลิเมตร  มีวงใสรอบโคโลนีเนื่องจากการ
สรางกรดของแบคทีเรียแลกติกที่สามารถยอยแคลเซียมคารบอรเนต สุมเลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ
ที่มีลักษณะตางกัน เชน ขนาดของโคโลนี  ขอบเรียบ  ขอบหยัก  หลงัจากนั้นนํ าโคโลนีที่ได
ไป streak บนอาหารแข็ง MRS เพือ่ใหไดเชื้อบริสุทธิ์จากนั้นนํ าไปทดสอบการสรางเอนไซม
คะตะเลสซึ่งจะใหผลลบและใหผลการยอมสีแกรมเปนแกรมบวก รูปรางกลม หรือเปนแทง
สวนการเรียงตัว  กระจาย  เรียงตัวแบบคู  เรียงตวัแบบสี่เซลลหรือเรียงติดกันเปนสาย  และ
เก็บเชื้อใน 20%  กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ –70°C

จัดกลุมและพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียแลกติกท่ีไดจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าโดย
ลักษณะทางสัณฐานทางสรีรวิทยา

แบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าทั้ง  25  ตวัซึง่แบงออก
เปน  2  กลุมคือ กุงปกติและกุงเปนโรค  ไดแยกแบคทีเรียแลกติกได  140 สายพันธุจากกุง
ปกติ  และ 10 สายพันธุจากกุงเปนโรค เมือ่เทียบเคียงชนิดตาม Bergey ’s  manual  
determinative  bacteriology  volume 2 (Kandler  and  Weiss, 1986) และ The  genera  of  
lactic  acid  bacteria (Wood  and  Holzapfel, 1995) และ  Lactic  acid  bacteria (Salminen  
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and  Wright, 1993) สามารถจัดจํ าแนกโดยอาศัยลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีได 11 
กลุมคือ Lactobacillus salivarius 18  สายพันธุ, Lactobacillus  farciminis 3 สายพันธุ, 
Enterococcus  faecalis 66 สายพันธุ, Enterococcus  faecium 38 สายพันธุ, Lactococcus  
lactis  subsp. lactis 1 สายพันธุ, Leuconostoc  mesenteroid 1 สายพันธุ, Leuconostoc lactis 
3 สายพันธุ, Leuconostoc dextranicum 2 สายพันธุ, Pediococcus  halophilus 4 สายพันธุ, 
Pediococcus  pentosaceus 2 สายพันธุ และ Streptococcus  duran 2 สายพันธุ  (ภาคผนวก
ค. ตารางที่ 1)  จากกุงกุลาดํ าปกติ  และแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารกุงเปนโรคจะ
พบแต Enterococcus  faecium (10) และเมือ่จัดจํ าแนกแบคทีเรียแลกติกที่พบในแตละสวน
ของกุงกุลาดํ าปกติ (ตารางที่ 8) พบวาในสวนปากถึงกระเพาะจะมีความหลากหลายของ
แบคทีเรียแลกติกมากที่สุดถึง 7 สกลุจะเห็นไดวาจะพบ E. faecalis และ E. faecium ในทุก
สวนของกุงกุลาดํ าโดยจะพบ   E. faecalis    63  สายพันธุ  รองลงมาคือ  E. faecium  38 
สายพันธุ และพบวาแบคทีเรียแลกติกที่พบในแตละสวนของกุงกุลาดํ าเปนโรค  (ตารางที่ 9) 
จะพบแบคทีเรียแลกติกไดเฉพาะในสวนของปาก-กระเพาะ  ตับ  ล ําไสสวนตน  ล ําไสสวน
ปลาย  และจะพบแต E. faecium  เทานั้นหรือไมพบเลย  เนือ่งจากในทางเดินอาหารของกุง
กุลาดํ าเปนโรคถูกบุกรุกโดยเชื้อกอโรคทํ าให จลุนิทรียประจํ าถิ่นเสียสมดุลจากการทดลอง
สามารถสรุปไดวา  E. faecalis และ E. faecium เปนจุลินทรียประจํ าถิ่นที่สํ าคัญในทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดํ าซึ่งจะเห็นไดวา จากกุงกุลาดํ า  ปกติ  20  ตัว  พบวา   E. faecalis  มี
ความถี่ในกุงกุลาดํ า 11 ตัว  และจะพบ  E. faecium   ในกุงกุลาดํ าปกติ  9  ตัว (ตารางที่  10)  
และจะพบ  E. faecium ในกุงกุลาดํ าปวย 3 ตัว (ตารางที่ 11)
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นอกจากกุงแลวสามารถพบแบคทีเรียแลกติกไดในลํ าไสของปลาโดยแบคทีเรีย      
แลกติกเปนจุลินทรียประจํ าถิ่นจึงสามารถจัดไดว าเปนแบคทีเรียที่ไมกอใหเกิดโรค
(Verschuere  et al., 2000; Strom  and  Olfasen, 1990; Ringo  and  Strom, 1994; Ringo  et 
al., 1998 และ Roberson  et al., 2000) แบคทีเรียประจํ าถิ่นในทางเดินอาหารกุงที่แยกได
จากกุงตางถิ่นกันจะพบแบคทีเรียแตกตางกันเนื่องจากอิทธิพลของสิ่งแวดลอมที่กุงอาศัย
อยูทั้งนี้แบคทีเรียที่พบไดในทางเดินอาหารจะพบไดในนํ้ าเลี้ยงกุงดวย (Yuthachit et al., 
1990) จากการรายงานของ Gournier-Chatean  et al. (1994) ซึง่ไดศึกษาจุลินทรียประจํ าถิ่น
ที่พบไดในลํ าไสของ Penaeus japonicus  เปนชนดิเดียวกันกับที่พบในนํ้ าทะเลและกลุมจุลิ
นทรียอาจมาจากการรับจุลินทรียผานทางอาหารนอกจากนี้ในหอย 2 ฝาจะพบจุลินทรีย
ประจ ําถิ่นมีความใกลเคียงกับจุลินทรียที่พบไดในนํ้ าทะเล และตะกอนดิน (Sugita et al., 
1981 และ Prieur, et al., 1990)  และจากการศึกษาของ  Cahill  et al. (1990) พบวา
แบคทีเรียที่พบใน     สิง่แวดลอมในนํ้ ามีอิทธิพลตอองคประกอบของจุลินทรียประจํ าถิ่นใน
ล ําไสซึ่งจุลินทรียสวนใหญที่พบในลํ าไสมาจากสิ่งแวดลอม อาหาร ซึง่จากการรายงานของ  
Tanasomwang  and  Muroga (1989) และ Ringo  et al. (1995) พบวาจุลินทรียประจํ าถิ่นใน
ระยะตัวออน  และระยะ juvenile ของปลา  อาหารจะมีอิทธิพลตอจุลินทรียประจํ าถิ่นอยาง
ชดัเจนเนื่องมาจากการไดรับ  live  food  organisms  โดยเฉพาะอยางยิ่งในระหวาง  first  
feeding  (Munro         et al., 1993 และ  Bergh  et al., 1994) นอกจากนี้ยังพบวาการเปลี่ยน
แปลงความเค็มอาจจะมีผลตอจุลินทรียประจํ าถิ่นเนื่องจากพวก marine  finfish  จํ าเปน
ตองมีการนํ านํ้ าเขาสู ร างกายตลอดเวลาเพื่อปองกันการสูญเสียนํ้ าออกจากรางกาย       
การไหลของนํ้ าผาน  filter-feeder ของหอย 2 ฝา ตวัออนของกุงและ live food  organisms  
เปนอิทธิพลที่มีความสํ าคัญอยางยิ่งในตัวออนที่ยังไมมี  gastric  barrier ดังนั้น   จลุนิทรียใน
ลํ าไสของสัตวนํ้ าอาจเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วเมื่อถูกบุกรุกดวยจุลินทรียที่มาจากนํ้ าและ
อาหาร
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คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกท่ีมีสมบัติในการเปนโปรไบโอติก
น ําแบคทีเรียแลกติกทั้ง 150 สายพนัธุที่แยกไดจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ ามา

ทดสอบการทนตอ  pH  ตํ่ า คือ 1 – 5  พบวาแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญไดดีที่ pH  5  
และ pH  4  แตไมเจริญที่ pH  3  2  และ 1  และพบวา แบคทีเรียแลกติกทั้ง  150  สายพันธุ
ไมสามารถยอยโปรตีนได  แตสามารถยอยแปงได  7  สายพันธุ  ยอยไขมันได  21  สายพันธุ
และเจริญในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนได  150 สายพันธุ (ภาคผนวก ค. ตารางที่ 2)  เนือ่งจาก
ในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ ามี pH  ประมาณ 5.5 – 6.0 (มนตรี และ เกศินี, 2545) 
ซึง่คาปกตินี้จะทํ าใหเอนไซมนํ้ ายอยรวมถึงจุลินทรียประจํ าถิ่นตาง ๆ ภายในลํ าใสทํ างานได
อยางดี  การยอยและการดูดซึมอาหารเปนไปไดอยางมีประสิทธิภาพเชื้อกอโรคตาง ๆ ซึ่งไม
ใชจุลินทรียประจํ าถิ่นในลํ าไสไมสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที่เพราะไมสามารถทนตอ
สภาวะความเปนกรดภายในลํ าไสไดซึ่งสภาวะความเปนกรดในลํ าไสนั้นคอนขางจะคงที่แต
จะลดความเปนกรดภายในลํ าไสก็เมื่อกุงกินอาหารเขาไป ซึ่งความสามารถในการทนกรด
ของเชื้อแตละสายพันธุนั้นพบวาสายพันธุของเชื้อมีผลตอการทนกรดซึ่งจากการรายงาน
ของ Conway  (1987)  พบวา  Lactobacillus  acidophilus  เปนสายพันธุที่มีความสามารถใน
การทนกรดไดดีกวาแบคทีเรียแลกติกสายพันธุอ่ืน ๆ  นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติกสามารถ
ยอยแปงซึ่งเปนสารคารโบไฮเดรตที่ซับซอนพวกโพลี่แซกคาไรด (polysaccharide) โดย
แบคทีเรียแลกติกจะใชเอนไซมอะไมเลส (amylase) ในการยอยแปง (กรรณิกา  และคณะ, 
2531)  และสามารถยอยไขมันไดเนื่องจากแบคทีเรียแลกติกใชเอนไซมลีซิทิเนส (lecitinase) 
หรือ ฟอสฟาทิเดส (phosphatidase) ในการตัดพันธะฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate  ester 
bond) การที่แบคทีเรียแลกติกสามารถยอยแปงและไขมันไดนั้นจะสงผลดีตอการทํ างานใน
กระบวนการยอยอาหารของกุงกุลาดํ าทํ าใหกุงกุลาดํ าสามารถดูดซึมสารอาหารไปใชไดเร็ว
ขึ้นซึ่งสงผลตอการการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าและนํ้ าหนักกุงซึ่งสอดคลองกับการราย
งานของ Austin  et  al. (1995) พบวาแบคทีเรียแลกติกที่สามารถสรางเอนไซมในการยอย
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โปรตีน  ไขมัน  และแปง  จะชวยสงเสริมการเจริญของสัตวนํ้ า  และยังสามารถเจริญไดใน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจนเนื่องจากแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญเติบโตไดทั้งในที่มี
ออกซิเจนไมมีออกซิเจน และมีออกซิเจนนอย (Salminen  and  Wright, 1993) ซึง่จะเปนผลดี
เมื่อมีการนํ าแบคทีเรียแลกติกไปใชในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ าสามารถทํ าใหแบคทีเรีย     
แลกติกสามารถเจริญไดในลํ าไสของกุงกุลาดํ า

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  agar  spot
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยแบคทีเรียแลกติก  

150  สายพันธุ  ทีค่ดัเลือกไดโดยใชแบคทีเรียอินดิเคเตอร  21  สายพันธุ  ไดแก  Bacillus  
cereus, Enterobacter  aerogenes, Edwardsiellar tarda,  Escherichia  coli  ATCC25922,     
E. coli  O157: H7, Klebsiella  pneumoniae, M. morgarnii, Proteus  rettgeri,  P. mirabilis, 
Salmonella typhimurium, Serratia  marcescen, Shigella  sonei, S. flexneri,   
Staphylococcus  aureus ATCC25923, Vibrio  parahaemoluticus, V. harveyi,                     
V. alginolyticus, V. mimicus, V. salmonicida, V. marinus และ V. mediterranei  พบวา
แบคทีเรียแลกติก 150 สายพันธุ สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดแตกตางกันและได  
inhibition  zone  ทีมี่ขนาดแตกตางกัน  (ภาคผนวก ค. ตารางที่ 5) ซึง่ในการทดลองครั้งนี้
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารกุงปกติได 9 สายพันธุ  ทีส่ามารถ
ยบัยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดทั้ง 21 สายพันธุและให  inhibition  zone  ที่กวางมากกวา 5 
มิลลิเมตรกับแบคทีเรียอินดิเคเตอรทุกตัวไดแบคทีเรีย  9  สายพันธุนั้นไดแก L. dextranicum 
AM20, E. faecalis AM35, P. halophilus AM46, E. faecalis AM92, L. salivarius AM101,  
E. faecalis  AM107, L. salivarius AM111, L. farciminis AM115 และ E. faecium  AM119 
(ตารางที่ 12) ซึ่งการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยแบคทีเรียแลกติกนั้นเนื่องจาก
แบคทีเรียแลกติกสามารถเปลี่ยนนํ้ าตาลกลูโคสที่เปนสวนประกอบปริมาณสูงในอาหาร
MRS  เปนกรดแลกติก (กรดอินทรีย) และบมในสภาวะที่มีมีออกซิเจนทํ าใหแบคทีเรียแลก
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ติกสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดซึ่งทั้งกรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซด
สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (มลิวรรณ, 2542)

ตารางที่  12   แบคทีเรียแลกติก  9  สายพันธุที่มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก

Strain code  number

L. dextranicum AM20
E. faecalis AM35
P. halophilus AM46
E. faecalis AM92      
L. salivarius        AM101
E. faecalis  AM107
L. salivarius AM111
L. farciminis AM115
E. faecium AM119

ซึ่งในกระบวนการ  metabolisms  ของแบคทีเรียแลกติกสามารถผลิต  extracelullar  
product ทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคไดแก กรดแลกติก (lactic acid)  
(Lindgeen  and  Eleustrom, 1978 และ Alakomi  et al., 2000) กรดอินทรีย (organic acid) ได
แก อะซิติกแอซิด  (Midolo  et al., 1995) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
คารบอนไดออกไซด (CO2) (Naidu et al., 1999) และ แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) (Barefoot 
and  Klaenhammer, 1983 และ Biwas  et al., 1991) ไดอะซิทิล (diacetyl) (Saarela et al., 
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2000) สารยับยั้งที่แบคทีเรียแลกติกสรางขึ้นนั้นสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคไดหลาย
ชนิด  เชน  Salmonella, E. coli, Clostridium และ Helicobacter  (Saarela et al., 2000) ซึ่งทั้ง
กรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้นสามารถสรางไดโดยแบคทีเรียแลกติกทุกสาย
พันธุ (Helander et al., 1997) นอกจากนี้แบคเทอริโอซินที่สรางโดยแบคทีเรียแลกติก    
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียอ่ืน ๆ จากรายงานการยับยั้งของแบคเทอริโอซิ
นพบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดไมเฉพาะแตแบคทีเรียแกรมบวกเทานั้นยังรวมถึง
แบคทีเรียแกรมลบอีกดวยซึ่งโดยสวนใหญเชื้อกอโรคในสัตวนํ้ าจะเปนแบคทีเรียแกรมลบจึง
มีความเปนไปไดที่จะนํ าแบคทีเรียแลกติกมาใชในสัตวนํ้ า (Verschuere et al., 2000) จาก
การศึกษาของ  Skytta  et al. (1992); Helander  et al . (1997) และ  Niku- Paavola  et  al. 
(1999) พบวา secondary  metabolites ของแบคทีเรียแลกติกสามารถยับยั้งจุลินทรียที่เปน
อันตราย ไดแก Salmonella, Escherichia coli, Clostridium และ Helicobacter นอกจากนี้
Silva  et al. (1987) ยงัพบวา Lactobacillus  สายพันธุ  GG  สามารถผลิตสารที่มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลตํ่ าเปนกรดไขมันสายสั้น ๆ แตกตางจาก  กรดแลกติก และกรดอะซิติก  สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียพวก  anaerobe  ไดแก Clostridium, Bacteroid และพบวา
Bifidobacterium สามารถสารยับยั้ง Enterobacteraceae, Pseudomonas, Staphylococcus
และ  Streptococcus

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  well  diffusion
จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้ งแบคที เ รียอินดิ เคเตอร โดยวิธี                 

well  diffusion  โดยใชแบคทีเรียแลกติกจํ านวน  9 สายพันธุที่คัดเลือกไดจากการทดสอบ
การยับยั้ งแบคที เ รียอินดิ เคเตอร  โดยวิธี agar spot  โดยใช  V. harveyi  และ                        
V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอรพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุ
สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดทั้ง  2  สายพันธุ  ดงัแสดงผลในรูปที่  3  และ 4 จาก
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การทดลองของ Villami et al. (2002) ไดทํ าการศึกษาผลของกรดแลกติกตอการยับยั้งการ
เจริญของ V. alginolyticus  2  สายพนัธุที่แยกจากการเพาะเลี้ยงอารทีเมียและแยกจากตัว
ออนของปลา turbot ทีเ่ปนโรคพบวากรดแลกติกที่ความเขมขน 0.1 และ 0.05 กรัม/ลิตร  
สามารถยับยั้งการเจริญของ V. alginolyticus ไดนอกจากนี้ Strom (1998); Byun et al. 
(1997) และ Joborn et al. (1997) พบวา  Carnobacterium  divergen  และ  Lactobacillus sp. 
สามารถตอตานเชื้อกอโรคในปลาซึ่งใหผลเหมือนกับการทดลองของ Ringo  et al. (2004)  
พบวา Carnobacterium  divergen  สายพันธุ  6251 ทีแ่ยกไดจากลํ าไสเล็กของปลา  Arctic  
charr (Salvelinus  alpinus L.) เมื่อทดสอบในหองปฏิบัติการพบวาสายพันธุดังกลาว
สามารถยับยั้งการเจริญ Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Vibrio  anguillarum  
และ   V. viscocus  ได

รูปที่  3  ผลการยับยั้ง V. harveyi  โดยวิธี  well  diffusion  
               ก.  L. dextranicum  AM20 ข. E.
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รูปท่ี  4    ผลการยับยั้ง V. parahaemolyticus  โดยวิธี  well  d
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การเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติก
น ําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดในขั้นตน  9  สายพันธุ  มาศึกษาการเจริญใน

อาหาร  MRS  broth  พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  สายพันธุมีชวง lag phase ทีช่วงเวลา
ประมาณ  3  ชัว่โมงแลวจึงเจริญเขาสูเขาระยะ log  phase จนถึงชั่วโมงที่ 18  และเจริญเขาสู
ระยะ stationary phase เมื่อดู generation time ของแบคทีเรียแลกติกพบวาสายพันธุ               
L. farciminis  AM115   มี generation  time นอย ทีสุ่ดคือ 1.12 ชั่วโมง  และพบวาแบคทีเรีย
แลกติกสายพันธุ    P. halophilus  AM  46 มี generation  time สูงสุด 2.14 ชั่วโมง แสดงวา
แบคทีเรียแลกติกสายพันธุ   L. farciminis  AM115  สามารถเจริญไดกวาดีแบคทีเรียแลก
ติกสายพันธุอ่ืน ๆ ซึง่มี generation time อยูในชวง 1.54 - 2.14 ชั่วโมง (ตารางที่ 13) จากผล
การทดลองการเจริญของแบคทีเรียแลกติกพบวาที่เวลาชั่วโมงที่  36  แบคทีเรียแลกติกจะมี
คาดูดกลืนแสง (OD 660 nm) สงูสดุโดยแบคทีเรียแลกติกแลกติกสายพันธุ L. farciminis
AM115 มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด  ซึง่แบคทีเรียแลกติกสายพันธุดังกลาวมีคา generation 
time ตํ ่าสุดและมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด (ตารางที่ 13) ซึง่สอดคลองกับการรายงานของ
เกรียงศักดิ์ (2535) ไดกลาวถึงคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่สามารถเจริญเติบโตไดรวด
เร็ว คือ ตองมีเวลาในการเพิ่มจํ านวนเปน 2 เทานอย จากนัน้เมื่อนํ าสวนใสของนํ้ าเลี้ยงเชื้อ
ไปทดสอบการยับยั้งกับ V. harveyi  และ  V. parahaemolyticus โดยวิธี well diffusion พบวา
แบคทเีรียแลกติกจะใหผลการยับยั้งสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 36 (รูปที่ 5-13) แตอยางไรก็ตามเมื่อนํ า
ผลการทดลองที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติเพื่อวิเคราะหความแตกตางในการสรางสารยับยั้ง
ของแบคทีเรียแลกติกตอ V. harveyi และ  V. parahaemolyticus   ทีร่ะดับความเชื่อม่ัน 95% 
พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)ในการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรีย     
แลกติกตอ V. harveyi และ  V. parahaemolyticus  จะเห็นไดวาการเจริญของแบคทีเรียแลก
ติกในอาหาร MRS เปนเวลา 36 ชั่วโมง เปนเวลาที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญและการสราง
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สารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรจึงใชคานี้ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและ
การสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกในลํ าดับตอไป

ตารางที่ 13   generation  time  และคาการดูดกลืนแสงของแบคทีเรียแลกติกที่เวลา
         36  ชั่วโมง

Strain Generation  time
(min.)

OD (660 nm)
(36 h)

L. dextranicum  AM20 126 2.74
E. faecalis  AM35 126 2.37
P. halophilus  AM46 134 2.41
E. faecalis  AM92 114 3.08
L. salivarius  AM101 126 2.96
E. faecalis  AM107 126 2.60
L. salivarius  AM111 126 2.66
L. farciminis  AM115 72 3.73
E. faecium  AM119 126 2.48
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สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ  และการสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
ผลของ pH เริ่มตนตอการเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
จากการศึกษาผลของ pH ทีเ่หมาะสมตอการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก

ทั้ง  9  สายพันธุตอ V. harveyi  และ V. parahaemolyticus  โดยวิธี  well  diffusion โดยการ
ปรับ pH  ของอาหาร MRS เปน  5.0  5.5  และ 6.0  ในขั้นตนไดทราบถึงความสัมพันธของ
การเจริญและการยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก  จากการทดลองพบวาที่เวลา 36 ชั่วโมง
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 9  สายพันธุสามารถยับยั้ง  V. harveyi  ไดทั้งที่ pH  5, 5.5 และ  6.0  
โดยแตละสายพันธุจะมีการสรางสารยับยั้งไดสูงที่  pH  แตกตางกันไป  จะเห็นไดวาที่  pH  
6.0  มีแบคทีเรียแลกติก  5  สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้งตอ V. harveyi  ไดสูงสุดคือ
สายพันธุ  E.faecalis AM35, E. faecalis AM92 , L. salivarius AM101, L. salivarius 
AM111,               L. farciminis AM115  รองลงมาคือ pH 5.5  มีแบคทีเรียแลกติก 3 สาย
พันธุคือ                       L. dextranicum AM20, E. faecalis  AM107, E. faecium AM119  
สามารถสรางสารยับยั้งไดสูงสุด  ส ําหรับที่ pH 5.0  มีแบคทีเรียแลกติกเพียงสายพันธุเดียวที่
สามารถสรางสารยับยั้งตอ V. harveyi ไดสูงสุดคือ P. halophilus AM46 (รูปที่ 14) จากผล
การทดลองเมื่อนํ ามาวิเคราะหทางสถิติพบวาที่  pH  5, 5.5 และ 6.0  ใหผลในการสรางสาร
ยับยั้ง V. harveyi        ไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ส ําหรับผลของการศึกษา
pH ทีเ่หมาะสมตอการสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  
สายพันธุสามารถสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus ไดสูงสุดที่ pH 6.0  มี 7  สายพันธุ  
คือ E. faecalis AM35,  P. halophilus  AM46, E. faecalis AM92, L. salivarius AM101, E. 
faecalis  AM107,           L. farciminis  AM115 และ E. faecium  AM119  มีแบคทีเรียแลก
ติก 2 สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus  ไดสูงสุดที่ pH 5.0 คือ           
L. dextranicum AM20 และ  L. salivarius AM111 (รูปที่  15) และเมื่อนํ าขอมูลมาวิเคราะห
ทางสถิติพบวา ที่ pH  5, 5.5 และ 6.0 ในสายพันธุ  L25 2 b2 พบวามีความแตกตางกันของ
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inhibition  zone  ระหวาง pH 5 และ6 อยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)  ส ําหรับสายพันธุอ่ืน ๆ พบ
วาที่  pH  5, 5.5 และ6  ใหผลในการสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus ไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) เมื่อศึกษาผลของ pH ทีเ่หมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย
แลกติกโดยวัดอัตราการเจริญของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุพบวามีแบคทีเรียแลกติก
7 สายพันธุที่สามารถเจริญไดสูงสุดที่ pH 6.0 คือ L. dextranicum  AM20, P. halophilus
AM46,  L. salivarius AM101,         E. faecalis AM107, L. salivarius A26/1,  L. farciminis  
AM115 และ E. faecium AM119   มีแบคทีเรียแลกติก  2  สายพันธุที่สามารถเจริญไดสูงสุด
ที่  pH 5.5  คือ  E. faecalis  AM35)และ E. faecalis  AM92  (รูปที่ 16) และเมื่อนํ าขอมูลมา
วเิคราะหทางสถิติพบวาคา OD ทีว่ัดไดมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ระหวาง
pH 5 กบั 5.5 และระหวาง pH 5 กับ 6 ในแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ P. halophilus AM46 
กบัแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E.faecalis  AM92, E. faecalis  AM107, L. farciminis 
AM115  และ  E. faecium  AM119
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รูปท่ี  14   ผลของ pH 5.0,   5.5   และ  6.0   ตอการสรางสารยับยั้ง  V. harveyi  โดยวิธี
                 well   diffusion  ทีเ่วลา  36    ชั่วโมง  ของแบคทีเรียแลกติก
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 รูปท่ี 15   ผลของ pH 5.0, 5.5 และ6.0  ตอการสรางสารยับยั้ง  V. parahaemolyticus  โดยวิธี
               well   diffusion  ทีเ่วลา  36    ชั่วโมง  ของแบคทีเรียแลกติก
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รูปท่ี  16   ผลของ pH 5.0, 5.5 และ6.0  ต
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ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
จากการทดสอบใชแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได  9  สายพันธุ  โดยการถายเชื้อเริ่ม

ตน 1%  ลงในอาหารเหลว  MRS  โดยนํ าไปบมที่อุณหภูมิตางกันคือที่อุณหภูมิ 30 และ      
35°C เพื่อศึกษาการเจริญและสรางสารยับยั้ง V. harveyi  และ V. parahaemolyticus โดยวิธี  
well  diffusion พบวาที่เวลา 36 ชั่วโมง  แบคทีเรียแลกติก 7  สายพันธุที่สามารถสรางสาร
ยับยั้งการเจริญของ V. harveyi  ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ  30°C  คือแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ 
E.faecalis AM35, P. halophilus AM46, E. faecalis AM92, L. salivarius AM101,                
E. faecalis AM107, L. salivarius AM111 และ  L. farciminis AM115   มีแบคทีเรียแลกติก  
2  สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้ง V. harveyi ไดดีที่ 35°C คือ L. dextranicum AM20 
และ E. faecalis  AM119  (รูปที่ 17) และเมื่อนํ าขอมูลมาวิเคราะหทางสถิติพบวาผลการ
สรางสารยับยั้ง V. harveyi โดยแบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  สายพันธุ ระหวางอุณหภูมิ 30 และ 
35°C ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) และเมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิเหมาะสม
ตอการสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus พบวามีแบคทีเรียแลกติก 6 สายพันธุที่สามารถ
สรางสารยับยั้ง  V. parahaemolyticus ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 35°C  คือ E. faecalis AM35,     
P. halophilus AM46, E. faecalis AM92, E. faecalis AM107, L. salivarius  AM111 และ    
E.  faecium  AM119 มีแบคทีเรียแลกติก 3 สายพันธุ ที่สามารถสรางสารยับยั้ง                       
V. parahaemolyticus ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 30°C คือ L. dextranicum AM20, L. salivarius  
AM101 และL. farciminis AM115 (รูปที่ 18) เมื่อนํ าขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติพบวาไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ระหวางอุณหภูมิ 30 และ 35°C แสดงวาการสราง
สารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกตอ V. parahaemolyticus เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 และ 35°C ไม
มีความแตกตางกันและเมื่อศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแลกติกพบวามีแบคทีเรียแลกติก       
5 สายพันธุที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30°C คือ L. dextranicum AM20, P. halophilus
AM46, E. faecalis AM92, E. faecalis  AM107 และ  E. faecium AM119  และมีแบคทีเรีย
แลกติก  4  สายพันธุที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ  35°C  คือ E. faecalis AM35,               
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L. salivarius  AM101, L. salivarius AM111 และ  L. farciminis AM115 (รปูที่ 19) อยางไร
ก็ตามเมื่อขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)      
ของคา OD ที่วัดไดที่อุณหภูมิ 30 และ 35°C
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รูปท่ี  17  ผลของอุณหภูมิ  30°C  และ 35
                well  diffusion  ทีเ่วลา  36  ชั่วโม
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รูปท่ี  18  ผลของอุณหภูมิ  30°C  และ
               โดยวิธี  well  diffusion  ทีเ่วล
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รูปท่ี  19  ผลของ  อุณหภูมิ  30°C  และ 
               36  ชัว่โมง

Growth

1

1 0

L. 
dex

tra
nic

um

E. 
fae

cal
is

P. 
ha

lop
hil

us

E. 
fae

cal
is

Gr
ow

th (
OD

 66
0 n

m)
35°C  ตอการเจริญของแบคทีเรียแลกติกที่เวลา

L. 
sal

iva
riu

s

E. 
fae

ciu
m

L. 
sal

iva
riu

s

L. 
far

cim
ini

s

E. 
fae

ciu
m

 Lactic  acid  bacteria

3 0 3 5



78

การศึกษาชนิดสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก
จากผล  Inhibition  zone  ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได 9  สายพันธุ  โดยวิธี  

well  diffusion  ตอ V. harveyi  ในสภาวะตาง ๆ 4  สภาวะ (รูปที่  20) พบวาในสภาวะที่ไม
จ ํากัดนํ้ าตาลและอากาศแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุ  สามารถยับยั้ง V. harveyi  ไดโดย
จะให  Inhibition  zone  สงูสุด เนื่องจากการยับยั้งของ กรดแลกติก  ไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด และ แบคเทอริโอซิน  ในสภาวะที่จํ ากัดนํ้ าตาลกลูโคสแตไมจํ ากัดอากาศใหผล
การยับยั้ง V. harveyi  ใกลเคยีงกับในสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาลและอากาศ  เนือ่งจากการ
ยับยั้งของ ไฮโดรเจนเปอร-ออกไซด  และแบคเทอริโอซิน   ส ําหรับสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาล
แตจํ ากัดอากาศใหผลการยับยั้ง V. harveyi  นอยกวาในสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาลและ
อากาศ  และสภาวะที่จํ ากัดนํ้ าตาลกลูโคสแตไมจํ ากัดอากาศ  เนื่องจากการยับยั้งของกรด
แลกติก     และ แบคเทอริโอซิน   ส ําหรับสภาวะที่จํ ากัดนํ้ าตาลและอากาศใหผลการยับยั้ง
V. harveyi  นอยที่สุดเนื่องจากการสรางสารยับยั้งของแบคเทอริโอซิน

จากการศึกษาชนิดของสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกตอ V. harveyi  ทีส่ภาวะตาง
ๆ พบวาแบคทีเรียแลกติกสามารถยับยั้ง V. harveyi  ไดเนื่องจากสามารถเปลี่ยนนํ้ าตาล
กลูโคสที่มีอยู 2% ในนํ ้าตาลกลูโคสเปนกรดแลกติกและการบมในสภาวะที่มีออกซิเจนทํ า
ใหแบคทีเรียแลกติกสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด  นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งได
เนือ่งจากแบคเทอริโอซินและสารยับยั้งอื่น ๆ จะเหน็ไดวาในสภาวะที่ไมจํ ากัดกรดแลกติก
และอากาศใหผลดีที่สุดเนื่องจากการทํ างานรวมกันของกรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด  แบคเทอริโอซิน  และสารยับยั้งอื่น ๆ กรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (มลิวรรณ, 2542) ซึง่สอดคลองกับ
รายงานของ Villamil (2002) พบวาการยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกอาจมาจากการทํ างาน
รวมกันของสารประกอบที่แบคทีเรียแลกติกสรางขึ้นไมใชเพียงแตกรดแลกติกเพียงอยาง
เดียว
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รูปที่   20   ผลการศึกษาชนิดของสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกตอ V. harveyi  ในสภาวะ
                 ตาง ๆ ดงันี้  condition  1 :  ไมจ ํากัดนํ้ าตาลกลูโคสและและอากาศ, condition  2 :
                จ ํากัดนํ้ าตาลแตไมจํ ากัดอากาศ,  condition  3 : ไมจํ ากัดนํ้ าตาลแตจํ ากัดอากาศ,
                condition  4 จ ํากัดนํ้ าตาลและอากาศ
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การเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกได
จากการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสามบัติในการปนโปรไบโอติกทั้ง 9        

สายพันธุ โดยแบงการทดลองออกเปน 10 ชุดการทดลอง (แตละชุดการทดลองทํ า 3 ซํ้ า)  คือ
T1 คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. dextranicum AM20
T2  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E. faecalis AM35
T3  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  P. halophilus AM46
T4  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis AM92
T5  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius AM101
T6  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E. faecalis AM107
T7  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius AM111
T8  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. farciminis AM115
T9  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E. faecium AM119
T10  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับอาหารกุงกุลาดํ าเพียงอยางเดียวเปนชุดควบคุม
โดยน ําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดไปผสมรวมกับอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปที่ใชเลี้ยงกุง

กุลาดํ าหลังจากนั้นเคลือบทับดวยนํ้ ามันปลา  ซึ่งกุ งกุลาดํ าที่นํ ามาเลี้ยงมีนํ้ าหนักตัว
ประมาณ  3.46 – 3.58 กรัม  เลีย้งในระบบนํ้ าเปด โดยที่กุงกุลาดํ าไดรับอาหารวันละ 4 ม้ือ
แตละมื้อหางกัน 4 ชัว่โมง   แตหลังจากที่ใหม้ือที่  4  เสร็จแลวจะใหอาหารมื้อที่  1  อีกครั้ง
เมื่อผานไป 7  ชัว่โมง  ในอัตราประมาณ 6 – 7% ของนํ้ าหนักตัว  กุงกุลาดํ าจะไดรับอาหารที่
ผสมโปรไบโอติกเปนเวลา 30 วัน  โดยชั่งนํ้ าหนักของกุงกุลาดํ ากอนเริ่มการทดลอง 1 คร้ัง  
และเมื่อเร่ิมการทดลองจะชั่งทุก 2 สปัดาห จากผลการทดลองหลังจากชั่งนํ้ าหนักกุงกุลาดํ า             
3 คร้ังพบวากลุมทดลองที่ 5   ซึ่งไดรับแบคทีเรียแลกติก  L. salivarius AM101 มีนํ้ าหนัก
เฉลี่ยของกุงกุลาดํ าสูงสุด  และกลุมทดลองที่มีนํ้ าหนักเฉลี่ยนอยสุดคือกลุมทดลองที่ 10     
นั่นคือกลุมควบคุม (รูปที่ 21) แตอยางไรก็ตามเมื่อนํ าขอมูลที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติพบวา
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นํ ้าหนักของกุงกุลาดํ าที่ไดใน 10 ชดุการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) 
และจากการศึกษาอัตราการรอดของกุงกุลาดํ าหลังจากที่เลี้ยงเปนเวลา 1 เดือนพบวาอัตรา
การรอดตายของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกในกลุมทดลองที่  2 และ 7 ซึ่งไดรับ
แบคทีเรียแลกติก  E. faecalis  AM35  และ L. salivarius  AM111 ตามลํ าดับมีอัตราการ
รอดตาย 100%  รองลงมาคือ  กลุมทดลองที่  8  มีอัตราการรอดตาย  96.67%  ส ําหรับกลุม
อ่ืน ๆ และกลุมควบคุมมีอัตราการรอดตายใกลเคียงกัน  (รูปที่ 22) แตอยางไรก็ตามเมื่อนํ า
ขอมูลที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํ าใน 10 ชุดการ ทดลอง
ไม    แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ  (P<0.05)
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รูปท่ี  21  ผลการชั่งนํ้ าหนักเฉลี่ย 3  ครั้ง ของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกและไมได
                รับแบคทีเรียแลกติก
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รูปท่ี  22  อัตราการรอด(%) ขอ
                แบคทีเรียแลกติกเปน

อตัราการรอดกอน challenge
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อัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าตอวัน
จากการทดลองในทุกกลุมการทดลองพบวาอัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าตอ

วัน  อยูในชวง  4.16 – 4.66  จะเห็นไดวากลุมทดลองที่  5 ซึง่ไดรับ  L. salivarius  AM101  มี
อัตราการเจริญตอวันสูงสุดคือ 4.66 ส ําหรับกลุมอ่ืนมีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 23)  ยกเวนใน
กลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไดรับแตอาหารกุงกุลาดํ าที่เคลือบทับ
ดวยนํ้ ามันปลามีอัตราการเจริญตอวันตํ่ าที่สุดคือ 3.14 แตอยางไรก็ตามเมื่อ น ําขอมูลไป
วิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราการเจริญตอวันของกุงกุลาดํ าทั้ง 10 ชุดการทดลองไมแตก
ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ  (P<0.05)

การตรวจนับแบคทีเรียแลกติกท่ีพบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ า
หลังจากที่ใหโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกผสมกับอาหารกุงกุลาดํ าแกกุงกุลาดํ าทั้ง  

9  กลุมทดลองและกลุมควบคุมไดรับอาหารเพียงอยางเดียวเปนระยะเวลา  30  วัน  หลัง
จากนั้นสุมตัวอยางกุงกุลาดํ าแตละกลุมทดลองมาตรวจนับแบคทีเรียแลกติกและตรวจนับ
จํ านวน Vibrio sp. ทีพ่บในเดินอาหารของกุงกุลาดํ าโดยนํ าแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจาก
ทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าทั้ง 10 ชดุการทดลองมาทดสอบสมบัติการติดสี   แกรม  รูป
ราง   การสรางเอนไซมคะตะเลส ซึ่งจัดอยูในกลุมแบคทีเรียแลกติกจากการตรวจนับ
แบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกโดยสุมกุง
กุลาดํ าจากทุกชุดการทดลองและจากทุกซํ้ ามาตรวจนับแบคทีเรียแลกติกทั้งหมด จากผล
การทดลองจะเห็นไดวาจาก 10 ชดุการทดลองจะพบแบคทีเรียแลกติกมากที่สุด  1.0 × 105 

CFU/g ในชุดการทดลองที่ 7 ทีไ่ดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius  AM111  และ
พบแบคทีเรียแลกติกนอยที่สุด 1.1 × 102 CFU/g ในชุดการทดลองที่ 10 ซึ่งเปนชุดควบคุมที่
ไมไดรับแบคทีเรียแลกติก  (ตารางที่  15)
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รูปท่ี  23   การเจริญเติบโตตอวัน  (G) ของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกและไมไดรับ
                 แบคทีเรียแลกติก  เปนเวลา  30 วัน
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ตารางที่  15  จํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดและจํ านวน Vibrio sp. ทั้งหมดที่พบในทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดํ าหลังจากที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุตาง ๆ

Strain
จํ านวนแบคทีเรียแลก
ติกทั้งหมด (CFU/g)

(X±SD)

จํ านวน  Vibrio sp. ทัง้
หมด (CFU/g)

(X±SD)
L. dextranicum  AM20 2.0 × 103  ± 1.1 × 103 7.2 ×104 ± 6.5 ×104

E. faecalis  AM35 6.7 × 103 ± 1.2 × 104 2.1 ×104 ± 1.3 ×104*
P. halophilus  AM46 1.6 × 104 ± 1.9 × 104 1.4 ×105 ± 1.1 ×104

E. faecalis  AM92 8.3 × 103 ± 1.0 × 104 1.9 ×105 ± 1.2×105

L. salivarius  AM101 2.4 × 102 ± 1.5 × 102 1.6 ×104 ± 1.2 ×104*
E. faecalis  AM107 8.7 × 104 ± 1.1 × 105 4.4 ×104  ± 3.7 ×104

L. salivarius  AM111 1.0 × 105 ± 1.6 × 105 1.3 ×105 ± 5.8×104

L. farciminis  AM115 6.8 × 104 ± 7.6 × 104 1.0 ×105 ± 3.2 ×104

E. faecium  AM119 7.2 × 102 ±  1.0 × 103 3.5 ×104 ± 3.5× 104

Control 1.1 × 102 ± 2.9 × 102 1.1 ×105 ± 5.7 × 104

X ±SD 2.8 ×104 ± 3.7 ×104 8.5 ×104 ± 5.4 × 104

      *มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ  (P<0.05)
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จากผลการทดลองการตรวจนับจํ านวน Vibrio sp. ที่พบในทางเดินอาหารของ           
กุงกุลาดํ าทั้ง  10  ชุดการทดลอง  พบวาจํ านวน Vibrio sp. ทัง้หมดจะพบมากที่สุด 1.9 x105 

CFU/g ในชุดการทดลองที่ 4 ซึ่งไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis 
AM92  และพบจํ านวน Vibrio sp. ทัง้หมดนอยที่สุด 1.6 x104 CFU/g ในชุดการทดลองที่ 5 
ซึง่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius AM101 เมือ่นํ าขอมูลมาวิเคราะหทาง
สถิติเพื่อวิเคราะหความแตกตางของจํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดและจํ านวน  Vibrio 
sp. ทัง้หมดพบวาจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดกับจํ านวนของ  Vibrio sp. ทั้งหมด
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) แตอยางไรก็ตามเมื่อวิเคราะหความแตกตางของ
จํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าในชุดการทดลอง
ที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกกับชุดควบคุมพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัย
สํ าคัญ (P<0.05) และเมื่อวิเคราะหความแตกตางของจํ านวน Vibrio sp. ทัง้หมดที่พบในทาง
เดินอาหารของกุงกุลาดํ าในชุดการทดลองที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกกับชุดควบ
คุมพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญในชุดการทดลองที่ 2 และ5  ซึง่ไดรับแบคทีเรีย
แลกติกสายพันธุ          E. faecalis AM35 และ L. salivarius AM101 นัน่คือพบจํ านวน
Vibrio sp. ในชุดการทดลองที่ 2 และ 5 นอยกวาในชุดควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)

การทดสอบกับเช้ือกอโรค (pathogen  challenge  test)
นํ ากุงที่เหลือจากการทดลองในขั้นตนมาทดสอบความตานทานตอการเกิดโรคจาก  

V. harveyi  โดยวิธีการฉีด  โดยฉีดเชื้อ V. harveyi  ทีมี่ความเขมขน 107 CFU / ml ใหแกกุง
กุลาดํ าทุกตัวตัวละ 0.1 ml ในทุกชุดการทดลอง  ตดิตามการตายของกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อ         
V. harveyi  เปนเวลา  7  วัน   ผลการทดลองพบวามีกลุมการทดลองที่มีอัตรารอด  100%  
อยู 4 กลุมทดลองคือกลุมทดลองที่  2, 6, 7 และ 8  นัน่คือกลุมที่ไดรับแบคทีเรียแลกติก              
E. faecalis AM35 , E. faecium  AM107,  L. salivarius AM111 และ L. farciminis  AM115
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สํ าหรับกลุมควบคุมมีอัตราการรอด  50%  (รูปที่ 24) เมือ่นํ าขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติเพื่อ
วิเคราะหความแตกตางของอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํ าที่ไดรับโปรไบโอติกและกลุมที่
ควบคุมพบวาอัตราการรอดตายของกุ งกุลาดํ าหลังจากการเหนี่ยวนํ ากับเชื้อกอโรค                   
V. harveyi ทั้ง 9 ชดุการทดลองแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญกับกลุมควบคุม  (P < 0.05)  หลัง
จากนั้นนํ ากุงกุลาดํ าที่ตายมาตรวจดูลักษณะภายนอกและมาผาตัดเอาสวนทางเดินอาหาร
และกลามเนื้อมาแยกเชื้อ V. harveyi  โดยนํ ามาตรวจสอบสมบัติการยอมสีแกรม

รูปท่ี 24   อัตราการรอดต
                รับแบคทีเรียแล
                (107CFU/ml) ต
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 รูปราง การเรียงตัว การเรืองแสงบนอาหาร TSA ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด และการหมัก
นํ้ าตาลซูโครสในอาหาร TCBS ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด  เพือ่ยืนยันวากุงกุลาดํ าตาย
เนื่องจากการติดเชื้อ V. harveyi ทีฉ่ดีเขาไปในตัวกุงเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคเรืองแสงและตรวจ
สอบลักษณะภายนอกของกุงกุลาดํ าพบวากุงที่ติดเชื้อจะมีลักษณะออนเพลียไมกินอาหาร  
วายนํ้ าอยูบริเวณผิวนํ้ า  ตบัมีสีซีดลง ซีเ่หงือกมีสีดํ า สลี ําตัวขุน  ตวัหลวม   ตวักุงเริ่มมีสีแดง
เวลากลางคืนจะสังเกตุเห็นลักษณะเรืองแสงจากตัว

การนํ าโปรไบโอติกมาใชในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ ายังมีนอยมากซึ่งกอนหนานี้ไดมี
การนํ าโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกมาใชในการเลี้ยงสุกรพบวาสามารถทํ าใหสัตวมีสุข
ภาพแข็งแรง ชวยในการเจริญเติบโตและปองกันโรคในสุกรโดยจุลินทรียซึ่งจุลินทรียจะตอง
สามารถทนตอนํ้ ายอยและกรดตาง ๆ ในระบบทางเดินอาหารและสามารถเกาะในลํ าไส
และเพิ่มจํ านวนในลํ าไสไดเพื่อไปแขงขันการเจริญกับเชื้อกอโรค และเปนแบคทีเรียประจํ า
ถิ่นในในทางเดินอาหารของสุกร ไดแก  Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Enterococcus 
sp., Bacillus sp.,  และ Bifidobacterium sp.  เปนตน  (เพิม่พงษ, 2524) ซึง่ในการทดลองครั้ง
นี้ไดนํ าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดจากระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าที่มีคุณสมบัติ
ในการเปนโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกมาใชในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ า เนื่องจากการ     
รายงานของ Tanner (1994) และ Kenworthy (1973)  พบวาจุลินทรียที่นํ ามาใชเสริมใน
อาหารสัตวนั้นควรจะใชจุลินทรียที่เปนจุลินทรียประจํ าถิ่นของสัตว นั้น ๆ และจะตองมี
ลกัษณะที่เปนโปรไบโอติกที่ดี (Fuller, 1989) จะทํ าใหสัตวที่ไดรับโปรไบโอติกเจริญ       เติบ
โตมีสุขภาพดี มีนํ้ าหนักเพิ่ม และตานทานการเกิดโรคได  (วโิรจน, 2522)  จากการใหโปรไบ
โอติกแบคทีเรียแลกติกที่อยูในรูปของ Suspension ทีมี่จ ํานวนของแบคทีเรียแลกติก อยู  108

CFU/ml โดยผสมกับอาหารกุงกุลาดํ าในอัตราสวนอาหาร 25 กิโลกรัม / 1 ลิตร ของ
แบคทีเรียแลกติกแลวเคลือบทับดวยนํ้ ามันปลาใหอาหารที่ผสมแบคทีเรียแลกติกแกกุง
กลุาดํ าเปนเวลา 1  เดอืนโดยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรีย
แลกติกไดรับอาหารกุงกุลาดํ าที่เคลือบทับนํ้ ามันปลาเพียงอยางเดียวจะเห็นไดวากลุมที่ได
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รับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกจะมีนํ้ าหนักเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตตอวัน และอัตรา
การรอดตายสูงกวากลุมควบคุม และเมื่อตรวจนับจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกที่พบในทาง
เดนิอาหารของกุงกุลาดํ าเมื่อไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกครบเวลา 1 เดอืนพบวาจะ
พบแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดอยูในชวง 102-105 CFU/g ซึง่จะพบแบคทีเรียแลกติกในชุดการ
ทดลองที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสํ ารับชุดควบคุมจะพบแบคทีเรียแลกติกนอย
มากคือ 1.1 x 102  CFU/g จากการทดลองของ Gastesoupe (1991) ไดทํ าการตรวจนับ
จํ านวนของแบคทีเรียแลกติกที่แยกจากลํ าไสของปลา Atlantic cod ทีไ่ดรับอาหารที่ผสม
Carnobacterium  divergens  พบวาสามารถตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติกใน           
pyloric  caeca  ได 104 CFU/g  และพบวาใน Atlantic  cod ทีไ่มไดรับแบคทีเรียแลกติก       
จะตรวจไมพบแบคทีเรียแลกติกใน  pyloric  caeca

สํ าหรับการตรวจนับจํ านวน  Vibrio sp.  ในทกุชุดการทดลองนั้นพบวา Vibrio sp. ที่
ตรวจพบนั้นใหโคโลนีสีเหลืองมากกวาโคโลนีสีเขียวนั่นหมายความวา Vibrio sp. ที่พบนั้น
สามารถที่จะหมักนํ้ าตาลซูโครสในอาหารแข็ง TCBS จากการรายงานของ  Garriques  and  
Wyban (1993)  พบวา  V. alginolyticus ที่สามารถหมักนํ้ าตาลซูโครสไดถือวาเปน         
“good  vibrio” และจากการทดลองของ Lightner (1993)  พบวาการใชจุลินทรียควบคุม
ปริมาณเชื้อ Vibrio  sp.ใหนอยลงโดยการใชนํ้ าตาลทราย   3  กิโลกรัมตอไร ใสลงในบอ
เลี้ยงเพื่อใหเชื้อจุลินทรียกลุ มที่สามารถใชนํ้ าตาลทรายไดเพิ่มจํ านวนมากขึ้นทํ าให
แบคทีเรียกอโรค เชน  V. parahaemolyticus  และ V. harveyi  ซึง่เปนกลุมที่ไมสามารถใชนํ้ า
ตาลทรายเปนแหลงอาหาร  ท ําใหเจริญไดนอยลง  จากการรายงานของ  Clements (1997) 
พบวาแบคทีเรียแกรมลบ  facultative  anaerobe ทีพ่บไดทั่วไปในทางเดินอาหารของปลา  
หอย  กุง  ปู  จะมจี ํานวนของแบคทีเรียแกรมลบมากในสวนของลํ าไสสวนหลัง และเมื่อนํ า
กุงที่เหลือมาทดสอบกับเชื้อกอโรคซึ่งในการทดลองใช  V. harveyi  ทีค่วามเขมขน 107

CFU/ml  ฉีดใหกุ งกุลาดํ าทุกตัวในทุกชุดการทดลองพบวากลุ มที่ไดรับโปรไบโอติก
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แบคทีเรียแลกติกจะมีอัตราการรอดตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคมากกวา 50% ทุก
ชุดการทดลองแตพบวาในชุดควบคุมมีอัตราการรอดตายเพียง 50% จากผลการทดลองพบ
วากลุมทดลองที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก 4  ชดุการทดลองมีอัตราการรอดตาย
100% นัน่คอืชุดทดลองที่ไดรับโปไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis AM35 , E. 
faecium  AM107,       L. salivarius AM111 และ L. farciminis  AM115 ไมมีการติดเชื้อ V. 
harveyi  และเมื่อนํ ากุงที่ตายมาทดสอบวามีสาเหตุการตายมาจาก V. harveyi หรือไมโดย
น ํากุงที่ตายมาเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง TCBS และแข็ง TSA ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด
พบวาจะใหโคโลนีสีเขียวบนอาหาร  TCBS  และเรืองแสงบนอาหารแข็ง  TSA  แสดงวากุงที่
ตายมีสาเหตุการตายมาจากการติดเชื้อ   V. harveyi  ทีฉ่ดีเขาไปเนื่องจาก V. harveyi  เปน
สาเหตุทํ าใหเกิดโรคเรืองแสงในกุงกุลาดํ า (มณเฑียร และคณะ, 2533) และในกุงแชบวย                    
(Penaeus  merguiensis) ในประเทศไทย (ดารุณี  และคณะ, 2530) จากการรายงานของ   
Chen  et al. (1992)  พบวา  V. harveyi  จ ํานวน 1.3 x 106 CFU/ml  ทํ าใหเกิดการตายอยางมี                
นัยสํ าคัญของกุ งกุลาดํ าระหวางกลุ มทดลองกับชุดควบคุมและจากการรายงานของ
Prayitno  และ Latchford (1995) พบวา  V. harveyi  จํ านวน  103 CFU/ml  ทํ าใหตัวออนของ
กุงกุลาดํ าและกุงขาวอินเดีย  (Penaeus  incidus) แสดงอาการของโรคไดแตความรุนแรงของ
โรคขึ้นอยูกับอายุของกุงกุลาดํ าดวยจากการทดลองของ Gildberg et al. (1995) ไดทํ าการ
ทดลองเลี้ยงปลา  Atlantic  salmon  ดวยอาหารที่แบงได 3  ชดุการทดลองนั่นคืออาหาร
ปลาที่ผสม 10%   cod  muscle  protein, 10%  hydrolysate  cod  muscle  protein และ  10%  
hydrolysate  ของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารของปลา Atlantic salmon 
พบวาทุกชุดการทดลองมีการเจริญเติบโตเทา ๆ กนัโดยมีอัตราการเจริญเติบโตตอวันเทา
กับ 2.5% ตอวัน และเมือ่ตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียในลํ าไสปลาพบวามีจํ านวนแบคทีเรีย
นอยมากในชุดการทดลองที่ 1 และ 2 แตในชุดการทดลองที่ 3 จะพบแบคทีเรียแลกติกเจริญ
ไดในลํ าไสของ Atlantic salmon  และเมื่อใหอาหารเปนเวลา 5 สัปดาห  จงึท ําการทดลอง
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การเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคโดยใช  Aeromonas  salmonicida (108 Cell/ml) เมื่อครบ 4 อาทิตย
พบวามีอัตราการตายของ Atlantic  salmon อยูระหวาง  42 - 75% และพบวามีอัตราการ
ตายของ Atlantic  salmon  สงูในชุดการทดลองที่มีแบคทีเรียแลกติกแตเมื่อทดสอบทางสถิติ
พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) กบัชุดการทดลองที่ไดรับ cod  muscle  
protein  และ hydrolysate  cod  muscle  protein และจากการทดลองของ Gildberg and 
Mikkelsen (1998) ไดนํ า Carnobacterium  divegens  ทีแ่ยกไดจาก  Atlantic  cod  และ
Atlantic salmon และเมื่อนํ ามาทดสอบในหองปฏิบัติการพบวา C. divegens  สามารถยับยั้ง
การเจริญของ V. anguillarum  ไดจึงนํ า C. divegens  (108 CFU/g) มาผสมกับอาหารเพื่อนํ า
ไปเลี้ยง Atlantic  cod  เปนเวลา  3 สปัดาหหลังจากนํ า Atlantic cod นัน้มาทดสอบกับเชื้อ
กอโรคโดยนํ าไปแชดวย    V. anguillarum  (107 CFU/ml) เปนเวลา 1  ชั่วโมง  หลังนั้น  12  
วัน พบวาปลาที่ไดรับ   C. divegens ทีแ่ยกไดจาก Atlantic  salmon จะมีอัตราการตายลดลง
อยางมีนัยสํ าคัญ   (P <0.05)

จากการทดลองในครั้งนี้พบวาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติใน
การเปนโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกได  9  สายพนัธุแตเมื่อนํ ามาใชในการเพาะเลี้ยงกุง
กุลาดํ าพบวามีแบคทีเรียแลกติก 4 สายพันธุที่มีคุณสมบัติเดนกวาแบคทีเรียแลกติกสาย
พันธุอ่ืน ๆ  นัน่คอืแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis  AM35, E. faecium AM107,           
L. salivarius AM111 และ L. farciminis AM115 ใหผลอัตราการรอดตายหลังจากการ
เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคโดย  V. harveyi  100%  ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการรอดตาย  
50%
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