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5.  สรุป

ตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าปกติและ
กุงกุลาดํ าเปนโรคพบวาจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ า
ปกติอยูในชวง <20 – 1.2 x 105 CFU/g และปริมาณของแบคทีเรียแลกติกที่พบในระบบ           
ทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าเปนโรคอยูในชวง1.4 x 102 - 1.5 x 105 CFU/g  และเมื่อนํ า   
ขอมูลมาทดสอบทางสถิติพบวาปริมาณแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุง
กุลาดํ าปกติและแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารกุงเปนโรคไมแตกตางอยางมี
นัยสํ าคัญ  (P<0.05) และปรมิาณแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารแตละสวนของ
กุงกุลาดํ าปกติและกุงเปนโรคไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P < 0.05) จากผลการ
ตรวจนับแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าปกติและทางเดินอาหารของ
กุงกุลาดํ าเปนโรคพบวาจะพบแบคทีเรียแลกติกมากที่สุดในสวนของทางเดินอาหารตอน
ตนและตํ่ าสุดในสวนตับ  จากการเก็บตัวอยางแบคทีเรียแลกติกซึ่งคัดเลือกไดโดยการ
สงัเกตลักษณะโคโลนีจะมีขนาดตางกัน  รวมทั้งทดสอบการยอมสี   แกรม  พบวาติดสีแก
รมบวก             รูปรางกลม  แทง  เรียงตัวเปนคู  สีเ่ซลล และกระจาย  และไมสราง
เอนไซมคะตาเลสไดจํ านวน  140  สายพันธุ  จากทางเดินอาหารกุงกุลาดํ าปกติ 20  ตัว
และ 10  สายพันธุจากกุงกุลาดํ าเปนโรค  5  ตัว ท ําการเทียบเคียงชนิดของแบคทีเรียแลก
ติกทั้ง 140 สายพันธุ จากกุงปกติโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมี  พบวาสามารถแบงได  
11  กลุมคือ Lactobacillus  salivarius 18 สายพันธุ, Lactobacillus  farciminis  3 สาย
พันธุ, 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   ทัง้นี้พบวา  Enterococcus   faecium  พบไดทั้งในกุงปกติและ
กุงเปนโรค โดยพบ E.  faecium 10 สายพันธุจากกุงกุลาดํ าเปนโรค 3 ตัว และ 38  สาย
พนัธุจากกุงกุลาดํ าปกติ   9  ตัว    อยางไรก็ตามจะพบ E. faecalis  66 สายพันธุ จากกุง
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กุลาดํ าปกติ  11 ตัว หลงัจากนั้นนํ าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 150 สายพันธุมาทดสอบคุณ
สมบัติการเปนโปรไบโอติกคือ สามารถทนตอ  pH  ตํ่ า  สามารถยอย  แปง  ไขมัน  เจริญ
ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร  21  สายพันธุ  โดยวิธี  agar  
spot  สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกได 9 สายพันธุไดแก  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 
น ํามาทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี well diffusion โดยใช V. harveyi
และ V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอรพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9          
สายพันธุสามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรได  จากการศึกษาการเจริญและความ
สัมพันธในการการสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 
สายพันธุมี  generation time อยูในชวง  72 - 134  นาที  โดยที่สายพันธุ L. farciminis 
AM115 มี  generation  time  นอยที่สุดคือ  72  นาทีและพบวาในชั่วโมงที่  36  ของการ
เจริญ  ซึ่งอยูในชวง  satationary  phase  แบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  สายพันธุจะให  Inibition  
zone  ตอแบคทีเรียอินดิเคเตอรสูงสุด

จากการศึกษา pH และ อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางสารยับยั้ง
ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุ  พบวาที่ pH 6.0  และที่อุณหภูมิ 35°C  ใหผลการ
เจริญและสรางสารยับยั้งไดดี  เนือ่งจากที่ pH และอุณหภูมิดังกลาวแบคทีเรียแลกติกจะ
ใหผลการเจริญสูงสุดโดยวัดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรและการสรางสาร
ยับยั้ง V. harveyi  และ V. parahaemolyticus ไดศึกษาชนิดของสารยับยั้งของแบคทีเรีย
แลกติกตอ V. harveyi  ในสภาวะตาง ๆ โดยวิธี  well  diffusion  พบวาแบคทีเรียแลกติก
สามารถยับยั้ง V. harveyi  ไดทุกสภาวะแตที่ดีที่สุดคือสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาลและ
อากาศ  เมือ่นํ าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุ ไปผสมในอาหารกุงกุลาดํ าสํ าเร็จรูปโดย
ใชแบคทีเรียแลกติกที่มีปริมาณ 108 CFU/ml ในอัตราสวน 1 มิลลิลิตร/อาหารกุง 25 กรัม
โดยใหกุงกุลาดํ าไดรับอาหารที่ผสมแบคทีเรียแลกติกเปนเวลา 30  วัน  พบวากุงกุลาดํ าที่
ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis AM35 และ L. salivarius AM111  มีอัตรา
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การรอดตาย  100% ส ําหรับกุงกุลาดํ ากลุมควมคุมซึ่งไมไดรับแบคทีเรียแลกติกมีอัตรา
การรอดตาย 76.66% แตเมื่อทดสอบทางสถิติพบวาอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํ าทั้ง
สองกลุมไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P < 0.05) และพบวาอัตราการเจริญตอวันของ
กุงกุลาดํ าอยูในชวง 4.16-4.66 กุงกลุาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ L. salivarius
AM101  มีอัตราการเจริญตอวันสูงสุด 4.66  และในกลุมควบคุมมีอัตราการเจริญตอวัน     
ตํ่ าสุด 4.16 แตเมื่อทดสอบทางสถิติพบวาอัตราการเจริญของกุงกุลาดํ าทั้งสองกลุมไม
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P < 0.05)  และเมื่อทํ าการตรวจนับแบคทีเรียแลกติกจาก
ทางเดินอาหารกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกพบวาปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูใน
ชวง 2.4 x 102 - 1.0 x 105 CFU/g  พบวากุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ                 
L. salivarius AM111 พบปริมาณแบคทีเรียแลกติกสูงสุด 1.0 x 105CFU/g กลุมควบคุมมี
ปริมาณแบคทีเรียแลกติกนอยสุด 1.1 x 102 CFU/g เมือ่ทดสอบทางสถิติพบวาจํ านวน
แบคทีเรียแลกติกทั้งสองกลุมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) และเมื่อ
ตรวจนับจํ านวน Vibrio sp.จากทางเดินอาหารกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกพบวามี  
Vibrio sp.  อยูในชวง 1.6 x 104 - 1.9 x 105 CFU/g  ในกลุมควบคุมมีปริมาณ Vibrio sp.  
1.1 x 105 CFU/g เมือ่ทดสอบทางสถิติพบวาจํ านวน  Vibrio sp. ทีพ่บในทางเดินอาหาร
ของกุ งกุลาดํ ากลุ มควบคุมมากกวากลุ มที่ไดรับโปรไบโอติกกันอยางมีนัยสํ าคัญ              
(P<0.05) ในชุดทดลองที่ 2 และ 5  ซึง่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis  AM35 
และ       L. salivarius AM101 หลงัจากนั้นนํ าแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดํ าทั้ง 10 ชุดทดลอง มาทดสอบเอกลักษณพบวาติดสีแกรมบวก         
รูปรางกลม  แทง  เรียงตัวเปนคูและกระจาย  ไมสรางเอนไซมคะตาเลส  ซึง่มีลักษณะ
คลายคลึงกับแบคทีเรียแลกติกที่ผสมในอาหารใหแกกุงกุลาดํ า

จากการทดสอบความตานทานของกุ งกุลาดํ าตอการเกิดโรคจากการฉีดเชื้อ           
V. harveyi  ที่มีปริมาณเชื้อ  107  CFU/ml  ปริมาตรตัวละ  0.1  มิลลิลิตร  ตอกุงกุลาดํ า         
1 ตัว หลังจากนั้นติดตามอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํ าพบวากุงกุลาดํ า  9 ชุดการ
ทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกมี  4  ชดุทดลองมีอัตราการรอดตาย  100% คือชุดการ
ทดลองที่ 2, 6, 7 และ 8  ซึง่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis AM35,                
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E. faecium AM107, L. salivarius AM111 และ L. farciminis AM115 ตามลํ าดับ  สํ าหรับ
กลุมควบคุมมีอัตราการรอดตาย 50% เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราการรอดตายของ
กุงกุลาดํ าทั้งสองกลุมแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ในทุกชุดการทดลองที่ไดรับ
แบคทีเรียแลกติก  และพบวากุงที่ตายติดเชื้อ V. harveyi  จะมลีกัษณะออนเพลียไมกิน
อาหาร  วายนํ้ าอยูบริเวณผิวนํ้ า  ตบัมีสีซีดลง ซีเ่หงือกมีสีดํ า สลีํ าตัวขุน  เมื่อทํ าการแยก
เชื้อ V. harveyi จากสวนของทางเดินอาหารและกลามเนื้อของกุงกุลาดํ าที่ตายมาตรวจ
สอบพบวาติดสีแกรมลบ รูปรางแทงโคงเล็กนอย  สามารถเจริญและใหโคโลนีสีเขียวบน
อาหาร TCBS และเรืองแสงบนอาหาร TSA ทีเ่ติม 1.5%  โซเดียมคลอไรด

จากการทดลองในครั้งนี้สรุปไดวาแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง  9  สายพันธุมี
คณุสมบัติการเปนโปรไบโอติกเมื่อนํ ามาใชในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ าพบวามี  4 สาย
พันธุ  คือ  E. faecalis AM35, E. faecium AM107, L. salivarius AM111 และ                   
L. farciminis AM115 มีอัตราการรอดตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคโดย               
V. harveyi 100%  จงึมคีวามเหมาะสมที่จะนํ าแบคทีเรียแลกติกทั้งสี่สายพันธุดังกลาวไป
พฒันาเพื่อใหมีความเหมาะสมที่จะนํ าไปใชในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ าใหดียิ่งขึ้น
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