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3.  ผลการทดลองและวิจารณ

การตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติก
จากการนับจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดที่พบในทางเดินอาหารของกุง

กุลาดํ าปกติ  20  ตัว  และกุงกุลาดํ าเปนโรค  5  ตัว  ทีแ่บงทางเดินอาหารออกเปน  5  สวน
คือ  สวนปาก-กระเพาะ  ตับ  ล ําไสสวนตน  ล ําไสสวนปลายและสวนซีกัม  จากกุงกุลาดํ า
ปกติ 20  ตัว พบแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง <20 – 1.2 x 105 CFU/g พบวาในสวนปาก-
กระเพาะมีจํ านวนแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 9.2 x 103 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอ
ยูในชวง  0.7 x 102 - 1.1 x 105 CFU/g  ส ําหรับสวนที่  2  ซึง่เปนสวนตับพบแบคทีเรียแลกติก
เฉลี่ย  5.2 x 102 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง <20 - 2.3 x 103 CFU/g ใน
สวน    ล ําไสสวนตนพบปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 1.3 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณ
แบคทีเรียแลกติกอยูในชวง  1.7 x 102 - 1.2 x 105 CFU/g ในลํ าไสสวนปลายพบปริมาณ
แบคทีเรีย แลกติกเฉลี่ย 8.9 x 103 CFU/g และมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง <20 - 
2.8 x 104 CFU/g และสวนสุดทายคือสวนซีกัมพบวามีปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 1.0 x 
104 CFU/g และพบวามีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง  <20 - 6.4 x 104 CFU/g ซึ่งจาก
ผลการตรวจนับแบคทีเรียแลกติกจะเห็นไดวาจะพบปริมาณแบคทีเรียแลกติกโดยเฉลี่ยสูง
สดุทีล่ ําไสสวนตนและตํ่ าสุดในสวนตับ (ตารางที่  6)

จากการนับจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าเปน
โรค  5  ตัว  พบแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 1.4 x 102 -  1.5 x 105 CFU/g  พบวาแบคทีเรีย
แลกติกที่พบในสวนปาก-กระเพาะเฉลี่ย 2.7 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอ
ยูในชวง 8.1 x 102 - 1.5 x 105 CFU/g ในสวนของตับพบแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 6.3 x 102 

CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 2.9 x 102 - 1.7 x 103 CFU/g
สํ าหรับในสวนทางเดินอาหารตอนตนมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 3.7 x 104 CFU/g  
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โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 1.8 x 103 - 1.2 x 105 CFU/g  สํ าหรับสวนทางเดิน
อาหารตอนปลายพบปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 2.3 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณ
แบคทีเรียแลกติกอยูในชวง 1.5 x 104 - 2.8 x 104 CFU/g  และสวนสุดทายคือสวนซีกัมมี
ปริมาณแบคทีเรียแลกติกเฉลี่ย 2.5 x 104 CFU/g โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติก อยูในชวง
5.0 x 102 - 6.4 x 104 CFU/g ซึง่จากผลการทดลองจะเห็นไดวาแบคทีเรียแลกติกในทางเดิน
อาหารของกุงเปนโรคโดยเฉลี่ยสูงสุดจะพบในสวนของลํ าไสสวนตนและตํ่ าสุดในสวนของ
ตับ (ตารางที่ 7)

จากการนํ าผลการตรวจนับแบคทีเรียแลกติกมาทดสอบทางสถิติซึ่งประมวลผลโดย
โปรแกรม SPSS เพื่อวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียแลกติกที่พบในกุงปกติและกุง
เปนโรคและความแตกตางของแบคทีเรียแลกติกที่พบในแตละสวนของกุงปกติและกุงเปน
โรคที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% พบวาจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดที่พบในทางเดิน
อาหารกุงปกติและกุงเปนโรคไมแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) และจํ านวนของ
แบคทเีรียแลกติกที่พบไดในแตละสวนของทางเดินของกุงปกติและกุงเปนโรคไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)  จากการศึกษาของสุรศักดิ์ (2544) พบวาในกุงกุลาดํ าที่         
แข็งแรงนั้นจะมีจุลินทรียบางสายพันธุครอบครองพื้นที่ในระบบทางเดินอาหารเสมอ ใน
ขณะที่กุงที่ออนแอหรือกุงเปนโรคจะไมมีจุลินทรียดังกลาวหรือมีนอยมากซึ่งคาดวาการยึด
ครองพื้นที่นี้จะชวยปองกันการติดเชื้อไดดียิ่งขึ้นเนื่องจากถามีแบคทีเรียแลกติกเจริญอยูใน
ลํ าไสซึ่งแบคทีเรียแลกติกสามารถสรางกรดแลกติกทํ าใหภายในลํ าไสมีสภาวะเปนกรดทํ า
ใหเชื้อกอโรคไมสามารถทนอยูในสภาวะที่เปนกรดได

Conway (1996) พบวาแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญไดในบริเวณทางเดินอาหาร
ของสัตวบก (Terrestrial  animal)  และเปนจุลินทรียประจํ าถิ่น (normal  flora) ที่สํ าคัญ  
และจากการรายงานของ  Gournier-Chatean  et al. (1994) พบวาแบคทีเรียแกรมบวก  
facultative  anaerobe  เปนจลุินทรียที่มีบทบาทในลํ าไสของคนและสัตว
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ตารางที่  6  จํ านวนแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าปกติแตละสวน

Lactic  acid  bacteria (CFU/g)ตัวท่ี ปาก-กระเพาะ ตับ ลํ าไสสวนตน ลํ าไสสวนปลาย 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 ํานวนแบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าเปนโรค
        แตละสวน

จํ านวนแบคทีเรียแลกติก (CFU/g)ตัวท่ี ปาก-กระเพาะ ตับ ลํ าไสสวนตน ล ําไสสวนปลาย 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

ปกติในระบบทางเดินอาหารของสัตวทุกชนิดมีจุลินทรียในปริมาณหนึ่งเพื่อทํ าหนา
ที่ยอยสลายอาหารและเพิ่มการดูดซึมของอาหารใหดีขึ้นซึ่งจากการรายงานของ Dempsey 
et al. (1989) ไดศึกษาจํ านวนแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากตัวอยางบริเวณ ทางเดินอาหาร
ของกุงสีนํ้ าตาล (Penaeus  aztecus) มีจ ํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยูในชวง   7.5 × 106 – 2.6 
× 107 CFU/g ซึ่งตอมา Yuthachi และคณะ (1990) ไดทํ าการตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมดที่
แยกไดจากตัวอยางบริเวณทางเดินอาหารกุงกุลาดํ าพบวามีจํ านวนแบคทีเรีย  7.5 × 106 –
1.3 × 107 CFU/g  วรรณนิภา (2539) ไดศึกษาแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากทางเดินอาหาร
ของกุงกุลาดํ าและนํ้ าจากบอเลี้ยงกุงพบวาในทางเดินอาหารกุงกุลาดํ 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) ไดทํ าการศึกษาแบคทีเรียในบอเลี้ยงกุงกุลาดํ าพบวามี
ปริมาณแบคทีเรียรวมอยูในนํ้ าถึง 102 - 104 cell/ml  และจาการรายงานของ  Ringo et al. 
(2000) ไดทํ าการศึกษาปริมาณของแบคทีเรียแลกติกที่อยู ในทางเดินอาหารของปลา
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Atlantic Salmon (Salmo  salar L.) พบวามีปริมาณของแบคทีเรียแลกติกอยูประมาณ   2 x 
103 CFU/g

การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกใหเปนเชื้อบริสุทธิ์
การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าตัวเต็มวัย 2 ประเภท

คือ  กุงปกติ  20  ตวัและกุงเปนโรค 5  ตัว โดยแบงสวนทางเดินอาหารออกเปน 5  สวนคือ
สวนปาก-กระเพาะ  ตับ  ทางเดินอาหารตอนตน  ทางเดินอาหารตอนปลายและสวนซีกัม  
โดยใชวิธี  pour  plate  technique ในอาหารแข็ง MRS  ที่เติม 1% แคลเซียมคารบอรเนต และ
1.5% โซเดียมคลอไรด บมที่ 35°C เปนเวลา 7 วนัคดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียแลกติกที่มี
ลกัษณะเปนรูปกระสวยขนาดประมาณ 0.5 - 3 มิลลิเมตร  มีวงใสรอบโคโลนีเนื่องจากการ
สรางกรดของแบคทีเรียแลกติกที่สามารถยอยแคลเซียมคารบอรเนต สุมเลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ
ที่มีลักษณะตางกัน เชน ขนาดของโคโลนี  ขอบเรียบ  ขอบหยัก  หลงัจากนั้นนํ าโคโลนีที่ได
ไป streak บนอาหารแข็ง MRS เพือ่ใหไดเชื้อบริสุทธิ์จากนั้นนํ าไปทดสอบการสรางเอนไซม
คะตะเลสซึ่งจะใหผลลบและใหผลการยอมสีแกรมเปนแกรมบวก รูปรางกลม หรือเปนแทง
สวนการเรียงตัว  กระจาย  เรียงตัวแบบคู  เรียงตวัแบบสี่เซลลหรือเรียงติดกันเปนสาย  และ
เก็บเชื้อใน 20%  กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ –70°C

จัดกลุมและพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียแลกติกท่ีไดจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าโดย
ลักษณะทางสัณฐานทางสรีรวิทยา

แบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าทั้ง  25  ตวัซึง่แบงออก
เปน  2  กลุมคือ กุงปกติและกุงเปนโรค  ไดแยกแบคทีเรียแลกติกได  140 สายพันธุจากกุง
ปกติ  และ 10 สายพันธุจากกุงเปนโรค 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 
กลุมคือ 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)  จากกุงกุลาดํ าปกติ  และแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารกุงเปนโรคจะ
พบแต Enterococcus  faecium (10) และเมือ่จัดจํ าแนกแบคทีเรียแลกติกที่พบในแตละสวน
ของกุงกุลาดํ าปกติ (ตารางที่ 8) พบวาในสวนปากถึงกระเพาะจะมีความหลากหลายของ
แบคทีเรียแลกติกมากที่สุดถึง 7 สกลุจะเห็นไดวาจะพบ E. faecalis และ E. faecium ในทุก
สวนของกุงกุลาดํ าโดยจะพบ   E. faecalis    63  สายพันธุ  รองลงมาคือ  E. faecium  38 
สายพันธุ และพบวาแบคทีเรียแลกติกที่พบในแตละสวนของกุงกุลาดํ าเปนโรค  (ตารางที่ 9) 
จะพบแบคทีเรียแลกติกไดเฉพาะในสวนของปาก-กระเพาะ  ตับ  ล ําไสสวนตน  ล ําไสสวน
ปลาย  และจะพบแต E. faecium  เทานั้นหรือไมพบเลย  เนือ่งจากในทางเดินอาหารของกุง
กุลาดํ าเปนโรคถูกบุกรุกโดยเชื้อกอโรคทํ าให จลุนิทรียประจํ าถิ่นเสียสมดุลจากการทดลอง
สามารถสรุปไดวา  E. faecalis และ E. faecium เปนจุลินทรียประจํ าถิ่นที่สํ าคัญในทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดํ าซึ่งจะเห็นไดวา จากกุงกุลาดํ า  ปกติ  20  ตัว  พบวา   E. faecalis  มี
ความถี่ในกุงกุลาดํ า 11 ตัว  และจะพบ  E. faecium   ในกุงกุลาดํ าปกติ  9  ตัว (ตารางที่  10)  
และจะพบ  E. faecium ในกุงกุลาดํ าปวย 3 ตัว (ตารางที่ 11)
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นอกจากกุงแลวสามารถพบแบคทีเรียแลกติกไดในลํ าไสของปลาโดยแบคทีเรีย      
แลกติกเปนจุลินทรียประจํ าถิ่นจึงสามารถจัดไดว าเปนแบคทีเรียที่ไมกอใหเกิดโรค
(Verschuere  et al., 2000; Strom  and  Olfasen, 1990; Ringo  and  Strom, 1994; Ringo  et 
al., 1998 และ Roberson  et al., 2000) แบคทีเรียประจํ าถิ่นในทางเดินอาหารกุงที่แยกได
จากกุงตางถิ่นกันจะพบแบคทีเรียแตกตางกันเนื่องจากอิทธิพลของสิ่งแวดลอมที่กุงอาศัย
อยูทั้งนี้แบคทีเรียที่พบไดในทางเดินอาหารจะพบไดในนํ้ าเลี้ยงกุงดวย (Yuthachit et al., 
1990) จากการรายงานของ Gournier-Chatean  et al. (1994) ซึง่ไดศึกษาจุลินทรียประจํ าถิ่น
ที่พบไดในลํ าไสของ Penaeus japonicus  เปนชนดิเดียวกันกับที่พบในนํ้ าทะเลและกลุมจุลิ
นทรียอาจมาจากการรับจุลินทรียผานทางอาหารนอกจากนี้ในหอย 2 ฝาจะพบจุลินทรีย
ประจ ําถิ่นมีความใกลเคียงกับจุลินทรียที่พบไดในนํ้ าทะเล และตะกอนดิน (Sugita et al., 
1981 และ Prieur, et al., 1990)  และจากการศึกษาของ  Cahill  et al. (1990) พบวา
แบคทีเรียที่พบใน     สิง่แวดลอมในนํ้ ามีอิทธิพลตอองคประกอบของจุลินทรียประจํ าถิ่นใน
ล ําไสซึ่งจุลินทรียสวนใหญที่พบในลํ าไสมาจากสิ่งแวดลอม อาหาร ซึง่จากการรายงานของ  
Tanasomwang  and  Muroga (1989) และ Ringo  et al. (1995) พบวาจุลินทรียประจํ าถิ่นใน
ระยะตัวออน  และระยะ juvenile ของปลา  อาหารจะมีอิทธิพลตอจุลินทรียประจํ าถิ่นอยาง
ชดัเจนเนื่องมาจากการไดรับ  live  food  organisms  โดยเฉพาะอยางยิ่งในระหวาง  first  
feeding  (Munro         et al., 1993 และ  Bergh  et al., 1994) นอกจากนี้ยังพบวาการเปลี่ยน
แปลงความเค็มอาจจะมีผลตอจุลินทรียประจํ าถิ่นเนื่องจากพวก marine  finfish  จํ าเปน
ตองมีการนํ านํ้ าเขาสู ร างกายตลอดเวลาเพื่อปองกันการสูญเสียนํ้ าออกจากรางกาย       
การไหลของนํ้ าผาน  filter-feeder ของหอย 2 ฝา ตวัออนของกุงและ live food  organisms  
เปนอิทธิพลที่มีความสํ าคัญอยางยิ่งในตัวออนที่ยังไมมี  gastric  barrier ดังนั้น   จลุนิทรียใน
ลํ าไสของสัตวนํ้ าอาจเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วเมื่อถูกบุกรุกดวยจุลินทรียที่มาจากนํ้ าและ
อาหาร
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คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกท่ีมีสมบัติในการเปนโปรไบโอติก
น ําแบคทีเรียแลกติกทั้ง 150 สายพนัธุที่แยกไดจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ ามา

ทดสอบการทนตอ  pH  ตํ่ า คือ 1 – 5  พบวาแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญไดดีที่ pH  5  
และ pH  4  แตไมเจริญที่ pH  3  2  และ 1  และพบวา แบคทีเรียแลกติกทั้ง  150  สายพันธุ
ไมสามารถยอยโปรตีนได  แตสามารถยอยแปงได  7  สายพันธุ  ยอยไขมันได  21  สายพันธุ
และเจริญในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนได  150 สายพันธุ (ภาคผนวก ค. ตารางที่ 2)  เนือ่งจาก
ในระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ ามี pH  ประมาณ 5.5 – 6.0 (มนตรี และ เกศินี, 2545) 
ซึง่คาปกตินี้จะทํ าใหเอนไซมนํ้ ายอยรวมถึงจุลินทรียประจํ าถิ่นตาง ๆ ภายในลํ าใสทํ างานได
อยางดี  การยอยและการดูดซึมอาหารเปนไปไดอยางมีประสิทธิภาพเชื้อกอโรคตาง ๆ ซึ่งไม
ใชจุลินทรียประจํ าถิ่นในลํ าไสไมสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที่เพราะไมสามารถทนตอ
สภาวะความเปนกรดภายในลํ าไสไดซึ่งสภาวะความเปนกรดในลํ าไสนั้นคอนขางจะคงที่แต
จะลดความเปนกรดภายในลํ าไสก็เมื่อกุงกินอาหารเขาไป ซึ่งความสามารถในการทนกรด
ของเชื้อแตละสายพันธุนั้นพบวาสายพันธุของเชื้อมีผลตอการทนกรดซึ่งจากการรายงาน
ของ Conway  (1987)  พบวา  Lactobacillus  acidophilus  เปนสายพันธุที่มีความสามารถใน
การทนกรดไดดีกวาแบคทีเรียแลกติกสายพันธุอ่ืน ๆ  นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติกสามารถ
ยอยแปงซึ่งเปนสารคารโบไฮเดรตที่ซับซอนพวกโพลี่แซกคาไรด (polysaccharide) โดย
แบคทีเรียแลกติกจะใชเอนไซมอะไมเลส (amylase) ในการยอยแปง (กรรณิกา  และคณะ, 
2531)  และสามารถยอยไขมันไดเนื่องจากแบคทีเรียแลกติกใชเอนไซมลีซิทิเนส (lecitinase) 
หรือ ฟอสฟาทิเดส (phosphatidase) ในการตัดพันธะฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate  ester 
bond) การที่แบคทีเรียแลกติกสามารถยอยแปงและไขมันไดนั้นจะสงผลดีตอการทํ างานใน
กระบวนการยอยอาหารของกุงกุลาดํ าทํ าใหกุงกุลาดํ าสามารถดูดซึมสารอาหารไปใชไดเร็ว
ขึ้นซึ่งสงผลตอการการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าและนํ้ าหนักกุงซึ่งสอดคลองกับการราย
งานของ Austin  et  al. (1995) พบวาแบคทีเรียแลกติกที่สามารถสรางเอนไซมในการยอย
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โปรตีน  ไขมัน  และแปง  จะชวยสงเสริมการเจริญของสัตวนํ้ า  และยังสามารถเจริญไดใน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจนเนื่องจากแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญเติบโตไดทั้งในที่มี
ออกซิเจนไมมีออกซิเจน และมีออกซิเจนนอย (Salminen  and  Wright, 1993) ซึง่จะเปนผลดี
เมื่อมีการนํ าแบคทีเรียแลกติกไปใชในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ าสามารถทํ าใหแบคทีเรีย     
แลกติกสามารถเจริญไดในลํ าไสของกุงกุลาดํ า

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  agar  spot
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยแบคทีเรียแลกติก  

150  สายพันธุ  ทีค่ดัเลือกไดโดยใชแบคทีเรียอินดิเคเตอร  21  สายพันธุ  ไดแก  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  พบวา
แบคทีเรียแลกติก 150 สายพันธุ สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดแตกตางกันและได  
inhibition  zone  ทีมี่ขนาดแตกตางกัน  (ภาคผนวก ค. ตารางที่ 5) ซึง่ในการทดลองครั้งนี้
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารกุงปกติได 9 สายพันธุ  ทีส่ามารถ
ยบัยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดทั้ง 21 สายพันธุและให  inhibition  zone  ที่กวางมากกวา 5 
มิลลิเมตรกับแบคทีเรียอินดิเคเตอรทุกตัวไดแบคทีเรีย  9  สายพันธุนั้นไดแก 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) ซึ่งการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยแบคทีเรียแลกติกนั้นเนื่องจาก
แบคทีเรียแลกติกสามารถเปลี่ยนนํ้ าตาลกลูโคสที่เปนสวนประกอบปริมาณสูงในอาหาร
MRS  เปนกรดแลกติก (กรดอินทรีย) และบมในสภาวะที่มีมีออกซิเจนทํ าใหแบคทีเรียแลก
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ติกสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดซึ่งทั้งกรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซด
สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (มลิวรรณ, 2542)

ตารางที่  12   แบคทีเรียแลกติก  9  สายพันธุที่มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก

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 ทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคไดแก กรดแลกติก (lactic acid)  
(Lindgeen  and  Eleustrom, 1978 และ Alakomi  et al., 2000) กรดอินทรีย (organic acid) ได
แก อะซิติกแอซิด  (Midolo  et al., 1995) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
คารบอนไดออกไซด (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) สารยับยั้งที่แบคทีเรียแลกติกสรางขึ้นนั้นสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคไดหลาย
ชนิด  เชน  Salmonella, E. coli, Clostridium และ Helicobacter  (Saarela et al., 2000) ซึ่งทั้ง
กรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้นสามารถสรางไดโดยแบคทีเรียแลกติกทุกสาย
พันธุ (Helander et al., 1997) นอกจากนี้แบคเทอริโอซินที่สรางโดยแบคทีเรียแลกติก    
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียอ่ืน ๆ จากรายงานการยับยั้งของแบคเทอริโอซิ
นพบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดไมเฉพาะแตแบคทีเรียแกรมบวกเทานั้นยังรวมถึง
แบคทีเรียแกรมลบอีกดวยซึ่งโดยสวนใหญเชื้อกอโรคในสัตวนํ้ าจะเปนแบคทีเรียแกรมลบจึง
มีความเปนไปไดที่จะนํ าแบคทีเรียแลกติกมาใชในสัตวนํ้ า (Verschuere et al., 2000) จาก
การศึกษาของ  Skytta  et al. (1992); Helander  et al . (1997) และ  Niku- Paavola  et  al. 
(1999) พบวา secondary  metabolites ของแบคทีเรียแลกติกสามารถยับยั้งจุลินทรียที่เปน
อันตราย ไดแก Salmonella, Escherichia coli, Clostridium และ Helicobacter นอกจากนี้
Silva  et al. (1987) ยงัพบวา Lactobacillus  สายพันธุ  GG  สามารถผลิตสารที่มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลตํ่ าเปนกรดไขมันสายสั้น ๆ แตกตางจาก  กรดแลกติก และกรดอะซิติก  สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียพวก  anaerobe  ไดแก Clostridium, Bacteroid และพบวา
Bifidobacterium สามารถสารยับยั้ง Enterobacteraceae, Pseudomonas, Staphylococcus
และ  Streptococcus

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  well  diffusion
จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้ งแบคที เ รียอินดิ เคเตอร โดยวิธี                 

well  diffusion  โดยใชแบคทีเรียแลกติกจํ านวน  9 สายพันธุที่คัดเลือกไดจากการทดสอบ
การยับยั้ งแบคที เ รียอินดิ เคเตอร  โดยวิธี agar spot  โดยใช  V. harveyi  และ                        
V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอรพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุ
สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดทั้ง  2  สายพันธุ  ดงัแสดงผลในรูปที่  3  และ 4 จาก
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การทดลองของ Villami et al. (2002) ไดทํ าการศึกษาผลของกรดแลกติกตอการยับยั้งการ
เจริญของ V. alginolyticus  2  สายพนัธุที่แยกจากการเพาะเลี้ยงอารทีเมียและแยกจากตัว
ออนของปลา turbot ทีเ่ปนโรคพบวากรดแลกติกที่ความเขมขน 0.1 และ 0.05 กรัม/ลิตร  
สามารถยับยั้งการเจริญของ V. alginolyticus ไดนอกจากนี้ Strom (1998); Byun et al. 
(1997) และ Joborn et al. (1997) พบวา  Carnobacterium  divergen  และ  Lactobacillus sp. 
สามารถตอตานเชื้อกอโรคในปลาซึ่งใหผลเหมือนกับการทดลองของ Ringo  et al. (2004)  
พบวา Carnobacterium  divergen  สายพันธุ  6251 ทีแ่ยกไดจากลํ าไสเล็กของปลา  Arctic  
charr (Salvelinus  alpinus L.) เมื่อทดสอบในหองปฏิบัติการพบวาสายพันธุดังกลาว
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
               ก. L. dextranicum  AM20 ข. E. f
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การเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติก
น ําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดในขั้นตน  9  สายพันธุ  มาศึกษาการเจริญใน

อาหาร  MRS  broth  พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  สายพันธุมีชวง lag phase ทีช่วงเวลา
ประมาณ  3  ชัว่โมงแลวจึงเจริญเขาสูเขาระยะ log  phase จนถึงชั่วโมงที่ 18  และเจริญเขาสู
ระยะ stationary phase เมื่อดู generation time ของแบคทีเรียแลกติกพบวาสายพันธุ               
L. farciminis  AM115   มี generation  time นอย ทีสุ่ดคือ 1.12 ชั่วโมง  และพบวาแบคทีเรีย
แลกติกสายพันธุ    P. halophilus  AM  46 มี generation  time สูงสุด 2.14 ชั่วโมง แสดงวา
แบคทีเรียแลกติกสายพันธุ   L. farciminis  AM115  สามารถเจริญไดกวาดีแบคทีเรียแลก
ติกสายพันธุอ่ืน ๆ ซึง่มี generation time อยูในชวง 1.54 - 2.14 ชั่วโมง (ตารางที่ 13) จากผล
การทดลองการเจริญของแบคทีเรียแลกติกพบวาที่เวลาชั่วโมงที่  36  แบคทีเรียแลกติกจะมี
คาดูดกลืนแสง (OD 660 nm) สงูสดุโดยแบคทีเรียแลกติกแลกติกสายพันธุ L. farciminis
AM115 มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด  ซึง่แบคทีเรียแลกติกสายพันธุดังกลาวมีคา generation 
time ตํ ่าสุดและมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด (ตารางที่ 13) ซึง่สอดคลองกับการรายงานของ
เกรียงศักดิ์ (2535) ไดกลาวถึงคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่สามารถเจริญเติบโตไดรวด
เร็ว คือ ตองมีเวลาในการเพิ่มจํ านวนเปน 2 เทานอย จากนัน้เมื่อนํ าสวนใสของนํ้ าเลี้ยงเชื้อ
ไปทดสอบการยับยั้งกับ V. harveyi  และ  V. parahaemolyticus โดยวิธี well diffusion พบวา
แบคทเีรียแลกติกจะใหผลการยับยั้งสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 36 (รูปที่ 5-13) แตอยางไรก็ตามเมื่อนํ า
ผลการทดลองที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติเพื่อวิเคราะหความแตกตางในการสรางสารยับยั้ง
ของแบคทีเรียแลกติกตอ V. harveyi และ  V. parahaemolyticus   ทีร่ะดับความเชื่อม่ัน 95% 
พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)ในการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรีย     
แลกติกตอ V. harveyi และ  V. parahaemolyticus  จะเห็นไดวาการเจริญของแบคทีเรียแลก
ติกในอาหาร MRS เปนเวลา 36 ชั่วโมง เปนเวลาที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญและการสราง
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สารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรจึงใชคานี้ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและ
การสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกในลํ าดับตอไป

ตารางที่ 13   generation  time  และคาการดูดกลืนแสงของแบคทีเรียแลกติกที่เวลา
         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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สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ  และการสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
ผลของ pH เริ่มตนตอการเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
จากการศึกษาผลของ pH ทีเ่หมาะสมตอการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก

ทั้ง  9  สายพันธุตอ V. harveyi  และ V. parahaemolyticus  โดยวิธี  well  diffusion โดยการ
ปรับ pH  ของอาหาร MRS เปน  5.0  5.5  และ 6.0  ในขั้นตนไดทราบถึงความสัมพันธของ
การเจริญและการยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก  จากการทดลองพบวาที่เวลา 36 ชั่วโมง
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 9  สายพันธุสามารถยับยั้ง  V. harveyi  ไดทั้งที่ pH  5, 5.5 และ  6.0  
โดยแตละสายพันธุจะมีการสรางสารยับยั้งไดสูงที่  pH  แตกตางกันไป  จะเห็นไดวาที่  pH  
6.0  มีแบคทีเรียแลกติก  5  สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้งตอ V. harveyi  ไดสูงสุดคือ
สายพันธุ  E.faecalis AM35, E. faecalis AM92 , L. salivarius AM101, L. salivarius 
AM111,               L. farciminis AM115  รองลงมาคือ pH 5.5  มีแบคทีเรียแลกติก 3 สาย
พันธุคือ                       L. dextranicum AM20, E. faecalis  AM107, E. faecium AM119  
สามารถสรางสารยับยั้งไดสูงสุด  ส ําหรับที่ pH 5.0  มีแบคทีเรียแลกติกเพียงสายพันธุเดียวที่
สามารถสรางสารยับยั้งตอ V. harveyi ไดสูงสุดคือ P. halophilus AM46 (รูปที่ 14) จากผล
การทดลองเมื่อนํ ามาวิเคราะหทางสถิติพบวาที่  pH  5, 5.5 และ 6.0  ใหผลในการสรางสาร
ยับยั้ง V. harveyi        ไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ส ําหรับผลของการศึกษา
pH ทีเ่หมาะสมตอการสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  
สายพันธุสามารถสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus ไดสูงสุดที่ 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 สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus  ไดสูงสุดที่ pH 5.0 คือ           
L. dextranicum AM20 และ  L. salivarius AM111 (รูปที่  15) และเมื่อนํ าขอมูลมาวิเคราะห
ทางสถิติพบวา ที่ pH  5, 5.5 และ 6.0 ในสายพันธุ  L25 2 b2 พบวามีความแตกตางกันของ
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inhibition  zone  ระหวาง pH 5 และ6 อยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)  ส ําหรับสายพันธุอ่ืน ๆ พบ
วาที่  pH  5, 5.5 และ6  ใหผลในการสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus ไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) เมื่อศึกษาผลของ pH ทีเ่หมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย
แลกติกโดยวัดอัตราการเจริญของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุพบวามีแบคทีเรียแลกติก
7 สายพันธุที่สามารถเจริญไดสูงสุดที่ 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  สายพันธุที่สามารถเจริญไดสูงสุด
ที่  pH 5.5  คือ  E. faecalis  AM35)และ E. faecalis  AM92  (รูปที่ 16) และเมื่อนํ าขอมูลมา
วเิคราะหทางสถิติพบวาคา OD ทีว่ัดไดมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ระหวาง
pH 5 กบั 5.5 และระหวาง 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   ตอการสรางสารยับยั้ง  V. harveyi  โดยวิธี
                 well   diffusion  ทีเ่วลา  36    ชั่วโมง  ของแบคทีเรียแลกติก
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 รูปท่ี 15   ผลของ pH 5.0, 5.5 และ6.0  ตอการสรางสารยับยั้ง  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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ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
จากการทดสอบใชแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได  9  สายพันธุ  โดยการถายเชื้อเริ่ม

ตน 1%  ลงในอาหารเหลว  MRS  โดยนํ าไปบมที่อุณหภูมิตางกันคือที่อุณหภูมิ 30 และ      
35°C เพื่อศึกษาการเจริญและสรางสารยับยั้ง V. harveyi  และ V. parahaemolyticus โดยวิธี  
well  diffusion พบวาที่เวลา 36 ชั่วโมง  แบคทีเรียแลกติก 7  สายพันธุที่สามารถสรางสาร
ยับยั้งการเจริญของ V. harveyi  ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ  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  สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้ง V. harveyi ไดดีที่ 35°C คือ L. dextranicum AM20 
และ E. faecalis  AM119  (รูปที่ 17) และเมื่อนํ าขอมูลมาวิเคราะหทางสถิติพบวาผลการ
สรางสารยับยั้ง V. harveyi โดยแบคทีเรียแลกติกทั้ง  9  สายพันธุ ระหวางอุณหภูมิ 30 และ 
35°C ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) และเมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิเหมาะสม
ตอการสรางสารยับยั้ง V. parahaemolyticus พบวามีแบคทีเรียแลกติก 6 สายพันธุที่สามารถ
สรางสารยับยั้ง  V. parahaemolyticus ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 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 ที่สามารถสรางสารยับยั้ง                       
V. parahaemolyticus ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 30°C คือ L. dextranicum AM20, L. salivarius  
AM101 และL. farciminis AM115 (รูปที่ 18) เมื่อนํ าขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติพบวาไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) ระหวางอุณหภูมิ 30 และ 35°C แสดงวาการสราง
สารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกตอ V. parahaemolyticus เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 และ 35°C ไม
มีความแตกตางกันและเมื่อศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแลกติกพบวามีแบคทีเรียแลกติก       
5 สายพันธุที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30°C คือ L. dextranicum AM20, P. halophilus
AM46, E. faecalis AM92, E. faecalis  AM107 และ  E. faecium AM119  และมีแบคทีเรีย
แลกติก  4  สายพันธุที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ  35°C  คือ E. faecalis AM35,               
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L. salivarius  AM101, L. salivarius AM111 และ  L. farciminis AM115 (รปูที่ 19) อยางไร
ก็ตามเมื่อขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)      
ของคา OD ที่วัดไดที่อุณหภูมิ 30 และ 35°C



75

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
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การศึกษาชนิดสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก
จากผล  Inhibition  zone  ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได 9  สายพันธุ  โดยวิธี  

well  diffusion  ตอ V. harveyi  ในสภาวะตาง ๆ 4  สภาวะ (รูปที่  20) พบวาในสภาวะที่ไม
จ ํากัดนํ้ าตาลและอากาศแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 สายพันธุ  สามารถยับยั้ง V. harveyi  ไดโดย
จะให  Inhibition  zone  สงูสุด เนื่องจากการยับยั้งของ กรดแลกติก  ไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด และ แบคเทอริโอซิน  ในสภาวะที่จํ ากัดนํ้ าตาลกลูโคสแตไมจํ ากัดอากาศใหผล
การยับยั้ง V. harveyi  ใกลเคยีงกับในสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาลและอากาศ  เนือ่งจากการ
ยับยั้งของ ไฮโดรเจนเปอร-ออกไซด  และแบคเทอริโอซิน   ส ําหรับสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาล
แตจํ ากัดอากาศใหผลการยับยั้ง V. harveyi  นอยกวาในสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ าตาลและ
อากาศ  และสภาวะที่จํ ากัดนํ้ าตาลกลูโคสแตไมจํ ากัดอากาศ  เนื่องจากการยับยั้งของกรด
แลกติก     และ แบคเทอริโอซิน   ส ําหรับสภาวะที่จํ ากัดนํ้ าตาลและอากาศใหผลการยับยั้ง
V. harveyi  นอยที่สุดเนื่องจากการสรางสารยับยั้งของแบคเทอริโอซิน

จากการศึกษาชนิดของสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกตอ V. harveyi  ทีส่ภาวะตาง
ๆ พบวาแบคทีเรียแลกติกสามารถยับยั้ง V. harveyi  ไดเนื่องจากสามารถเปลี่ยนนํ้ าตาล
กลูโคสที่มีอยู 2% ในนํ ้าตาลกลูโคสเปนกรดแลกติกและการบมในสภาวะที่มีออกซิเจนทํ า
ใหแบคทีเรียแลกติกสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด  นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งได
เนือ่งจากแบคเทอริโอซินและสารยับยั้งอื่น ๆ จะเหน็ไดวาในสภาวะที่ไมจํ ากัดกรดแลกติก
และอากาศใหผลดีที่สุดเนื่องจากการทํ างานรวมกันของกรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด  แบคเทอริโอซิน  และสารยับยั้งอื่น ๆ กรดแลกติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (มลิวรรณ, 2542) ซึง่สอดคลองกับ
รายงานของ Villamil (2002) พบวาการยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกอาจมาจากการทํ างาน
รวมกันของสารประกอบที่แบคทีเรียแลกติกสรางขึ้นไมใชเพียงแตกรดแลกติกเพียงอยาง
เดียว
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รูปที่   20   ผลการศึกษาชนิดของสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกตอ V. harveyi  ในสภาวะ
                 ตาง ๆ ดงันี้  condition  1 :  ไมจ ํากัดนํ้ าตาลกลูโคสและและอากาศ, condition  2 :
                จ ํากัดนํ้ าตาลแตไมจํ ากัดอากาศ,  condition  3 : ไมจํ ากัดนํ้ าตาลแตจํ ากัดอากาศ,
                condition  4 จ ํากัดนํ้ าตาลและอากาศ

well  4  condition

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

L. 
dex

tra
nic

um

E. 
fae

cal
is

P. 
ha

lop
hil

us

E. 
fae

cal
is

L. 
sal

iva
riu

s

E. 
fae

ciu
m

l. s
ali

var
ius

L. 
far

cim
ini

s

E. 
fae

ciu
m

Lactic  acid  bacteria

Inh
ibi

tio
n  

zon
e (

mm

condition  1 condition 2 condition 3 condition 4



80

การเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกได
จากการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสามบัติในการปนโปรไบโอติกทั้ง 9        

สายพันธุ โดยแบงการทดลองออกเปน 10 ชุดการทดลอง (แตละชุดการทดลองทํ า 3 ซํ้ า)  คือ
T1 คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. dextranicum AM20
T2  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E. faecalis AM35
T3  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  P. halophilus AM46
T4  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis AM92
T5  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius AM101
T6  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E. faecalis AM107
T7  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius AM111
T8  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. farciminis AM115
T9  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  E. faecium AM119
T10  คือ  ชดุการทดลองที่ไดรับอาหารกุงกุลาดํ าเพียงอยางเดียวเปนชุดควบคุม
โดยน ําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดไปผสมรวมกับอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปที่ใชเลี้ยงกุง

กุลาดํ าหลังจากนั้นเคลือบทับดวยนํ้ ามันปลา  ซึ่งกุ งกุลาดํ าที่นํ ามาเลี้ยงมีนํ้ าหนักตัว
ประมาณ  3.46 – 3.58 กรัม  เลีย้งในระบบนํ้ าเปด โดยที่กุงกุลาดํ าไดรับอาหารวันละ 4 ม้ือ
แตละมื้อหางกัน 4 ชัว่โมง   แตหลังจากที่ใหม้ือที่  4  เสร็จแลวจะใหอาหารมื้อที่  1  อีกครั้ง
เมื่อผานไป 7  ชัว่โมง  ในอัตราประมาณ 6 – 7% ของนํ้ าหนักตัว  กุงกุลาดํ าจะไดรับอาหารที่
ผสมโปรไบโอติกเปนเวลา 30 วัน  โดยชั่งนํ้ าหนักของกุงกุลาดํ ากอนเริ่มการทดลอง 1 คร้ัง  
และเมื่อเร่ิมการทดลองจะชั่งทุก 2 สปัดาห จากผลการทดลองหลังจากชั่งนํ้ าหนักกุงกุลาดํ า             
3 คร้ังพบวากลุมทดลองที่ 5   ซึ่งไดรับแบคทีเรียแลกติก  L. salivarius AM101 มีนํ้ าหนัก
เฉลี่ยของกุงกุลาดํ าสูงสุด  และกลุมทดลองที่มีนํ้ าหนักเฉลี่ยนอยสุดคือกลุมทดลองที่ 10     
นั่นคือกลุมควบคุม (รูปที่ 21) แตอยางไรก็ตามเมื่อนํ าขอมูลที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติพบวา
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นํ ้าหนักของกุงกุลาดํ าที่ไดใน 10 ชดุการทดลองไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) 
และจากการศึกษาอัตราการรอดของกุงกุลาดํ าหลังจากที่เลี้ยงเปนเวลา 1 เดือนพบวาอัตรา
การรอดตายของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกในกลุมทดลองที่  2 และ 7 ซึ่งไดรับ
แบคทีเรียแลกติก  E. faecalis  AM35  และ L. salivarius  AM111 ตามลํ าดับมีอัตราการ
รอดตาย 100%  รองลงมาคือ  กลุมทดลองที่  8  มีอัตราการรอดตาย  96.67%  ส ําหรับกลุม
อ่ืน ๆ และกลุมควบคุมมีอัตราการรอดตายใกลเคียงกัน  (รูปที่ 22) แตอยางไรก็ตามเมื่อนํ า
ขอมูลที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํ าใน 10 ชุดการ ทดลอง
ไม    แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ  (P<0.05)
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รูปท่ี  21  ผลการชั่งนํ้ าหนักเฉลี่ย 3  ครั้ง ของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกและไมได
                รับแบคทีเรียแลกติก
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รูปท่ี  22  อัตราการรอด(%) ขอ
                แบคทีเรียแลกติกเปน
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อัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าตอวัน
จากการทดลองในทุกกลุมการทดลองพบวาอัตราการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าตอ

วัน  อยูในชวง  4.16 – 4.66  จะเห็นไดวากลุมทดลองที่  5 ซึง่ไดรับ  L. salivarius  AM101  มี
อัตราการเจริญตอวันสูงสุดคือ 4.66 ส ําหรับกลุมอ่ืนมีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 23)  ยกเวนใน
กลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไดรับแตอาหารกุงกุลาดํ าที่เคลือบทับ
ดวยนํ้ ามันปลามีอัตราการเจริญตอวันตํ่ าที่สุดคือ 3.14 แตอยางไรก็ตามเมื่อ น ําขอมูลไป
วิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราการเจริญตอวันของกุงกุลาดํ าทั้ง 10 ชุดการทดลองไมแตก
ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ  (P<0.05)

การตรวจนับแบคทีเรียแลกติกท่ีพบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ า
หลังจากที่ใหโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกผสมกับอาหารกุงกุลาดํ าแกกุงกุลาดํ าทั้ง  

9  กลุมทดลองและกลุมควบคุมไดรับอาหารเพียงอยางเดียวเปนระยะเวลา  30  วัน  หลัง
จากนั้นสุมตัวอยางกุงกุลาดํ าแตละกลุมทดลองมาตรวจนับแบคทีเรียแลกติกและตรวจนับ
จํ านวน Vibrio sp. ทีพ่บในเดินอาหารของกุงกุลาดํ าโดยนํ าแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจาก
ทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าทั้ง 10 ชดุการทดลองมาทดสอบสมบัติการติดสี   แกรม  รูป
ราง   การสรางเอนไซมคะตะเลส ซึ่งจัดอยูในกลุมแบคทีเรียแลกติกจากการตรวจนับ
แบคทีเรียแลกติกที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกโดยสุมกุง
กุลาดํ าจากทุกชุดการทดลองและจากทุกซํ้ ามาตรวจนับแบคทีเรียแลกติกทั้งหมด จากผล
การทดลองจะเห็นไดวาจาก 10 ชดุการทดลองจะพบแบคทีเรียแลกติกมากที่สุด  1.0 × 105 

CFU/g ในชุดการทดลองที่ 7 ทีไ่ดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius  AM111  และ
พบแบคทีเรียแลกติกนอยที่สุด 1.1 × 102 CFU/g ในชุดการทดลองที่ 10 ซึ่งเปนชุดควบคุมที่
ไมไดรับแบคทีเรียแลกติก  (ตารางที่  15)
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รูปท่ี  23   การเจริญเติบโตตอวัน  (G) ของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกและไมไดรับ
                 แบคทีเรียแลกติก  เปนเวลา  30 วัน
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ตารางที่  15  จํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดและจํ านวน Vibrio sp. ทั้งหมดที่พบในทางเดิน
อาหารของกุงกุลาดํ าหลังจากที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุตาง 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

      *มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ  (P<0.05)
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จากผลการทดลองการตรวจนับจํ านวน Vibrio sp. ที่พบในทางเดินอาหารของ           
กุงกุลาดํ าทั้ง  10  ชุดการทดลอง  พบวาจํ านวน Vibrio sp. ทัง้หมดจะพบมากที่สุด 1.9 x105 

CFU/g ในชุดการทดลองที่ 4 ซึ่งไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis 
AM92  และพบจํ านวน Vibrio sp. ทัง้หมดนอยที่สุด 1.6 x104 CFU/g ในชุดการทดลองที่ 5 
ซึง่ไดรับแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ  L. salivarius AM101 เมือ่นํ าขอมูลมาวิเคราะหทาง
สถิติเพื่อวิเคราะหความแตกตางของจํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดและจํ านวน  Vibrio 
sp. ทัง้หมดพบวาจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดกับจํ านวนของ  Vibrio sp. ทั้งหมด
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) แตอยางไรก็ตามเมื่อวิเคราะหความแตกตางของ
จํ านวนของแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าในชุดการทดลอง
ที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกกับชุดควบคุมพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัย
สํ าคัญ (P<0.05) และเมื่อวิเคราะหความแตกตางของจํ านวน Vibrio sp. ทัง้หมดที่พบในทาง
เดินอาหารของกุงกุลาดํ าในชุดการทดลองที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกกับชุดควบ
คุมพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญในชุดการทดลองที่ 2 และ5  ซึง่ไดรับแบคทีเรีย
แลกติกสายพันธุ          E. faecalis AM35 และ L. salivarius AM101 นัน่คือพบจํ านวน
Vibrio sp. ในชุดการทดลองที่ 2 และ 5 นอยกวาในชุดควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05)

การทดสอบกับเช้ือกอโรค (pathogen  challenge  test)
นํ ากุงที่เหลือจากการทดลองในขั้นตนมาทดสอบความตานทานตอการเกิดโรคจาก  

V. harveyi  โดยวิธีการฉีด  โดยฉีดเชื้อ V. harveyi  ทีมี่ความเขมขน 107 CFU / ml ใหแกกุง
กุลาดํ าทุกตัวตัวละ 0.1 ml ในทุกชุดการทดลอง  ตดิตามการตายของกุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อ         
V. harveyi  เปนเวลา  7  วัน   ผลการทดลองพบวามีกลุมการทดลองที่มีอัตรารอด  100%  
อยู 4 กลุมทดลองคือกลุมทดลองที่  2, 6, 7 และ 8  นัน่คือกลุมที่ไดรับแบคทีเรียแลกติก              
E. faecalis AM35 , E. faecium  AM107,  L. salivarius AM111 และ L. farciminis  AM115
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สํ าหรับกลุมควบคุมมีอัตราการรอด  50%  (รูปที่ 24) เมือ่นํ าขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติเพื่อ
วิเคราะหความแตกตางของอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํ าที่ไดรับโปรไบโอติกและกลุมที่
ควบคุมพบวาอัตราการรอดตายของกุ งกุลาดํ าหลังจากการเหนี่ยวนํ ากับเชื้อกอโรค                   
V. harveyi ทั้ง 9 ชดุการทดลองแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญกับกลุมควบคุม  (P < 0.05)  หลัง
จากนั้นนํ ากุงกุลาดํ าที่ตายมาตรวจดูลักษณะภายนอกและมาผาตัดเอาสวนทางเดินอาหาร
และกลามเนื้อมาแยกเชื้อ V. harveyi  โดยนํ ามาตรวจสอบสมบัติการยอมสีแกรม

รูปท่ี 24   อัตราการรอดต
                รับแบคทีเรียแล
                (107CFU/ml) ต
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 รูปราง การเรียงตัว การเรืองแสงบนอาหาร TSA ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด และการหมัก
นํ้ าตาลซูโครสในอาหาร TCBS ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด  เพือ่ยืนยันวากุงกุลาดํ าตาย
เนื่องจากการติดเชื้อ V. harveyi ทีฉ่ดีเขาไปในตัวกุงเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคเรืองแสงและตรวจ
สอบลักษณะภายนอกของกุงกุลาดํ าพบวากุงที่ติดเชื้อจะมีลักษณะออนเพลียไมกินอาหาร  
วายนํ้ าอยูบริเวณผิวนํ้ า  ตบัมีสีซีดลง ซีเ่หงือกมีสีดํ า สลี ําตัวขุน  ตวัหลวม   ตวักุงเริ่มมีสีแดง
เวลากลางคืนจะสังเกตุเห็นลักษณะเรืองแสงจากตัว

การนํ าโปรไบโอติกมาใชในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ ายังมีนอยมากซึ่งกอนหนานี้ไดมี
การนํ าโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกมาใชในการเลี้ยงสุกรพบวาสามารถทํ าใหสัตวมีสุข
ภาพแข็งแรง ชวยในการเจริญเติบโตและปองกันโรคในสุกรโดยจุลินทรียซึ่งจุลินทรียจะตอง
สามารถทนตอนํ้ ายอยและกรดตาง ๆ ในระบบทางเดินอาหารและสามารถเกาะในลํ าไส
และเพิ่มจํ านวนในลํ าไสไดเพื่อไปแขงขันการเจริญกับเชื้อกอโรค และเปนแบคทีเรียประจํ า
ถิ่นในในทางเดินอาหารของสุกร ไดแก  Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Enterococcus 
sp., Bacillus sp.,  และ Bifidobacterium sp.  เปนตน  (เพิม่พงษ, 2524) ซึง่ในการทดลองครั้ง
นี้ไดนํ าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดจากระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าที่มีคุณสมบัติ
ในการเปนโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกมาใชในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํ า เนื่องจากการ     
รายงานของ Tanner (1994) และ Kenworthy (1973)  พบวาจุลินทรียที่นํ ามาใชเสริมใน
อาหารสัตวนั้นควรจะใชจุลินทรียที่เปนจุลินทรียประจํ าถิ่นของสัตว นั้น ๆ และจะตองมี
ลกัษณะที่เปนโปรไบโอติกที่ดี (Fuller, 1989) จะทํ าใหสัตวที่ไดรับโปรไบโอติกเจริญ       เติบ
โตมีสุขภาพดี มีนํ้ าหนักเพิ่ม และตานทานการเกิดโรคได  (วโิรจน, 2522)  จากการใหโปรไบ
โอติกแบคทีเรียแลกติกที่อยูในรูปของ Suspension ทีมี่จ ํานวนของแบคทีเรียแลกติก อยู  108

CFU/ml โดยผสมกับอาหารกุงกุลาดํ าในอัตราสวนอาหาร 25 กิโลกรัม / 1 ลิตร ของ
แบคทีเรียแลกติกแลวเคลือบทับดวยนํ้ ามันปลาใหอาหารที่ผสมแบคทีเรียแลกติกแกกุง
กลุาดํ าเปนเวลา 1  เดอืนโดยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรีย
แลกติกไดรับอาหารกุงกุลาดํ าที่เคลือบทับนํ้ ามันปลาเพียงอยางเดียวจะเห็นไดวากลุมที่ได
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รับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกจะมีนํ้ าหนักเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตตอวัน และอัตรา
การรอดตายสูงกวากลุมควบคุม และเมื่อตรวจนับจํ านวนของแบคทีเรียแลกติกที่พบในทาง
เดนิอาหารของกุงกุลาดํ าเมื่อไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกครบเวลา 1 เดอืนพบวาจะ
พบแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดอยูในชวง 102-105 CFU/g ซึง่จะพบแบคทีเรียแลกติกในชุดการ
ทดลองที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสํ ารับชุดควบคุมจะพบแบคทีเรียแลกติกนอย
มากคือ 1.1 x 102  CFU/g จากการทดลองของ Gastesoupe (1991) ไดทํ าการตรวจนับ
จํ านวนของแบคทีเรียแลกติกที่แยกจากลํ าไสของปลา Atlantic cod ทีไ่ดรับอาหารที่ผสม
Carnobacterium  divergens  พบวาสามารถตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติกใน           
pyloric  caeca  ได 104 CFU/g  และพบวาใน Atlantic  cod ทีไ่มไดรับแบคทีเรียแลกติก       
จะตรวจไมพบแบคทีเรียแลกติกใน  pyloric  caeca

สํ าหรับการตรวจนับจํ านวน  Vibrio sp.  ในทกุชุดการทดลองนั้นพบวา Vibrio sp. ที่
ตรวจพบนั้นใหโคโลนีสีเหลืองมากกวาโคโลนีสีเขียวนั่นหมายความวา Vibrio sp. ที่พบนั้น
สามารถที่จะหมักนํ้ าตาลซูโครสในอาหารแข็ง TCBS จากการรายงานของ  Garriques  and  
Wyban (1993)  พบวา  V. alginolyticus ที่สามารถหมักนํ้ าตาลซูโครสไดถือวาเปน         
“good  vibrio” และจากการทดลองของ Lightner (1993)  พบวาการใชจุลินทรียควบคุม
ปริมาณเชื้อ Vibrio  sp.ใหนอยลงโดยการใชนํ้ าตาลทราย   3  กิโลกรัมตอไร ใสลงในบอ
เลี้ยงเพื่อใหเชื้อจุลินทรียกลุ มที่สามารถใชนํ้ าตาลทรายไดเพิ่มจํ านวนมากขึ้นทํ าให
แบคทีเรียกอโรค เชน  V. parahaemolyticus  และ V. harveyi  ซึง่เปนกลุมที่ไมสามารถใชนํ้ า
ตาลทรายเปนแหลงอาหาร  ท ําใหเจริญไดนอยลง  จากการรายงานของ  Clements (1997) 
พบวาแบคทีเรียแกรมลบ  facultative  anaerobe ทีพ่บไดทั่วไปในทางเดินอาหารของปลา  
หอย  กุง  ปู  จะมจี ํานวนของแบคทีเรียแกรมลบมากในสวนของลํ าไสสวนหลัง และเมื่อนํ า
กุงที่เหลือมาทดสอบกับเชื้อกอโรคซึ่งในการทดลองใช  V. harveyi  ทีค่วามเขมขน 107

CFU/ml  ฉีดใหกุ งกุลาดํ าทุกตัวในทุกชุดการทดลองพบวากลุ มที่ไดรับโปรไบโอติก
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แบคทีเรียแลกติกจะมีอัตราการรอดตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคมากกวา 50% ทุก
ชุดการทดลองแตพบวาในชุดควบคุมมีอัตราการรอดตายเพียง 50% จากผลการทดลองพบ
วากลุมทดลองที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก 4  ชดุการทดลองมีอัตราการรอดตาย
100% นัน่คอืชุดทดลองที่ไดรับโปไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis AM35 , E. 
faecium  AM107,       L. salivarius AM111 และ L. farciminis  AM115 ไมมีการติดเชื้อ V. 
harveyi  และเมื่อนํ ากุงที่ตายมาทดสอบวามีสาเหตุการตายมาจาก V. harveyi หรือไมโดย
น ํากุงที่ตายมาเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง TCBS และแข็ง TSA ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด
พบวาจะใหโคโลนีสีเขียวบนอาหาร  TCBS  และเรืองแสงบนอาหารแข็ง  TSA  แสดงวากุงที่
ตายมีสาเหตุการตายมาจากการติดเชื้อ   V. harveyi  ทีฉ่ดีเขาไปเนื่องจาก V. harveyi  เปน
สาเหตุทํ าใหเกิดโรคเรืองแสงในกุงกุลาดํ า (มณเฑียร และคณะ, 2533) และในกุงแชบวย                    
(Penaeus  merguiensis) ในประเทศไทย (ดารุณี  และคณะ, 2530) จากการรายงานของ   
Chen  et al. (1992)  พบวา  V. harveyi  จ ํานวน 1.3 x 106 CFU/ml  ทํ าใหเกิดการตายอยางมี                
นัยสํ าคัญของกุ งกุลาดํ าระหวางกลุ มทดลองกับชุดควบคุมและจากการรายงานของ
Prayitno  และ Latchford (1995) พบวา  V. harveyi  จํ านวน  103 CFU/ml  ทํ าใหตัวออนของ
กุงกุลาดํ าและกุงขาวอินเดีย  (Penaeus  incidus) แสดงอาการของโรคไดแตความรุนแรงของ
โรคขึ้นอยูกับอายุของกุงกุลาดํ าดวยจากการทดลองของ Gildberg et al. (1995) ไดทํ าการ
ทดลองเลี้ยงปลา  Atlantic  salmon  ดวยอาหารที่แบงได 3  ชดุการทดลองนั่นคืออาหาร
ปลาที่ผสม 10%   cod  muscle  protein, 10%  hydrolysate  cod  muscle  protein และ  10%  
hydrolysate  ของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารของปลา Atlantic salmon 
พบวาทุกชุดการทดลองมีการเจริญเติบโตเทา ๆ กนัโดยมีอัตราการเจริญเติบโตตอวันเทา
กับ 2.5% ตอวัน และเมือ่ตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียในลํ าไสปลาพบวามีจํ านวนแบคทีเรีย
นอยมากในชุดการทดลองที่ 1 และ 2 แตในชุดการทดลองที่ 3 จะพบแบคทีเรียแลกติกเจริญ
ไดในลํ าไสของ Atlantic salmon  และเมื่อใหอาหารเปนเวลา 5 สัปดาห  จงึท ําการทดลอง
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การเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคโดยใช  Aeromonas  salmonicida (108 Cell/ml) เมื่อครบ 4 อาทิตย
พบวามีอัตราการตายของ Atlantic  salmon อยูระหวาง  42 - 75% และพบวามีอัตราการ
ตายของ Atlantic  salmon  สงูในชุดการทดลองที่มีแบคทีเรียแลกติกแตเมื่อทดสอบทางสถิติ
พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P<0.05) กบัชุดการทดลองที่ไดรับ cod  muscle  
protein  และ hydrolysate  cod  muscle  protein และจากการทดลองของ Gildberg and 
Mikkelsen (1998) ไดนํ า Carnobacterium  divegens  ทีแ่ยกไดจาก  Atlantic  cod  และ
Atlantic salmon และเมื่อนํ ามาทดสอบในหองปฏิบัติการพบวา C. divegens  สามารถยับยั้ง
การเจริญของ V. anguillarum  ไดจึงนํ า C. divegens  (108 CFU/g) มาผสมกับอาหารเพื่อนํ า
ไปเลี้ยง Atlantic  cod  เปนเวลา  3 สปัดาหหลังจากนํ า Atlantic cod นัน้มาทดสอบกับเชื้อ
กอโรคโดยนํ าไปแชดวย    V. anguillarum  (107 CFU/ml) เปนเวลา 1  ชั่วโมง  หลังนั้น  12  
วัน พบวาปลาที่ไดรับ   C. divegens ทีแ่ยกไดจาก Atlantic  salmon จะมีอัตราการตายลดลง
อยางมีนัยสํ าคัญ   (P <0.05)

จากการทดลองในครั้งนี้พบวาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติใน
การเปนโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกได  9  สายพนัธุแตเมื่อนํ ามาใชในการเพาะเลี้ยงกุง
กุลาดํ าพบวามีแบคทีเรียแลกติก 4 สายพันธุที่มีคุณสมบัติเดนกวาแบคทีเรียแลกติกสาย
พันธุอ่ืน ๆ  นัน่คอืแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ E. faecalis  AM35, E. faecium AM107,           
L. salivarius AM111 และ L. farciminis AM115 ใหผลอัตราการรอดตายหลังจากการ
เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคโดย  V. harveyi  100%  ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการรอดตาย  
50%
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