
บ ท ท ี่ 4

ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง

4.1 การห าภ าวะท ี่เห มาะส มใน การเจร ิญ ของ B a c illu s  s u b til is  P11 (BSP11)

4.1.1 ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCI) ที่เหมาะสมต่อการเจริญของ ร. s u b t i l i s  P11 
เมื่อถ่าย ร. รนชพ/ร P11 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ท่ีมีเปอร์เซ็นต์เกลือ NaCI ต่างๆ กัน

ณ อุณหภูมิห้อง และ pH 7 ผลจากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างค่า 0D 660 กับเวลา ใน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ท่ีมี % เกลือ NaCI 1%, 2%, 3% และ 4% พบว่า ร. รนชพ/ร P11 มีค่า 
specific growth rate (}4) เท่ากับ 0.430, 0.588, 0.489, 0.327 h r1 ตามลำดับ (ภาคผนวก ช รูป 
ท่ี 24-27) และจากความสัมพันธ์ระหว่าง ค่า specific growth rate กับ %NaCI ต่างๆในอาหาร 
เลี้ยงเชื้อ TSB (รูปท่ี 4) ลามารถสรุปได้ว่า ความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอใรด์ (NaCI) ท่ี
เหมาะลมต่อการเจริญของ ร. s u b t i l i s  P11 มากที่ลุดคือ 2% NaCI

4.1.2 อุณหภูมิที่เหมาะลมต่อการเจริญของเชื้อ ร. s u b t i l i s  P11
เมื่อถ่าย ร. s u b t i l i s  P11 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และนำไปบ่มที่อุณหภูมิต่างๆ กัน ณ 

pH 7 ผลจากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD 660 กับเวลา ที่อุณหภูมิ, 35, 40, 45 และ 
5 0 องศาเซลเซียส พบว่า ร. s u b t i l i s  P11 มีค่า specific growth rate (hr1) เท่ากับ 0.520, 1.016, 
1.612, 0.580 hr'1 ตามลำดับ (รูปท่ี 28-31) และจากความสัมพันธ์ระหว่าง ค่า specific growth 
rate (เน) กับ อุณหภูมิ (รูปท่ี 5) สามารถสรุปได้ว่า อุณหภูมิที่เหมาะลมต่อการเจริญเติบโตของ ร. 
s u b t i l i s  P11 มากที่ลดคือ 45 องศาเซลเซียส

4.1.3 ค่าพีเอซ (pH) ที่เหมาะลมต่อการเจริญของเชื้อ ร. s u b t i l i s  P11
เมื่อถ่าย ร. s u b t i l i s  P11 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และนำไปบ่มท่ีค่า pH ต่างๆ กัน ณ 

อุณหภูมิห้อง ผลจากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD 660 กับเวลา ท่ีค่า pH 6, 6.5, 7 
และ 8 พบว่า ร. s u b t i l i s  P11 มีค่า specific growth rate (JLI) เท่ากับ 0.671, 0.854, 0.638,
0.572 h r1 ตามลำดับ (รูปท่ี 32-35) และจากความสัมพันธ์ระหว่าง ค่า specific growth rate กับ 
ค่า pH (รูปท่ี 6) ลามารถสรุปได้ว่า ค่า pH ที่เหมาะลมต่อการเจริญของ ร. s u b t i l i s  P11 มากที่ลุด
ค๊อ 6.5
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รูปท่ี 4 ความสัมพันธ์ระหว่าง specific growth rate ของ B. s u b tilis  P11 กับอาหาร TSB 
ท่ี % NaCI ต่างๆ
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รูปท่ี 5 ความสัมพันธ์ระหว่าง specific growth rate ของ B. su b tilis  P11 ทีอุณหภูมิต่างๆ
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รูปที 6 ความสัมพันธ์ระหว่าง specific growth rate ของ ร. s u b tilis  P11 ที่ค่า pH ต่างๆ
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4.2การเล ี้ยงก ุ้งก ุลาดำคร ั้งท ี่ 1

4.2.1 เปร ียบเท ียบผลของโพรไบโอด ิกต ่อการเจร ิญ เต ิบโตของก ุ้งก ุลาดำ

การเลี้ยงกุ้งกุลาดำเป็นระยะเวลา 120 วัน แบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม (กลุ่มละ 10 
กระชัง) คือ

กลุ่มควบคุม ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูป โดยไม่ผสม ร. ร๙ ว?///ร P11 ทุกวัน วันละ 3 ม้ือ 
กลุ่มโพรไบโอดิก ให้อาหารกุ้งกุลาดำสำเร็จรูปผสม ร. รบ/ว?///ร P11 ทุกวัน วันละ 3 ม้ือ

เลี้ยงกุ้งกุลาดำระยะ โพสลาวา 30 (PL30) ในกระชังพ้ืนท่ี 2.25 ตร.ม. จำนวน 150 ตัวต่อ 
กระชัง ในบ่อดินขนาดประมาณ 1000 ตร.ม. ติดตามผลการเติบโตของกุ้งกุลาดำ พบว่าอัตรา 
เฉลี่ยของการเจริญเติบโตของกุ้งทั้ง 2 กลุ่มทดลอง (รูปท่ี 7) แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (P <
0.05) โดยที่คุณภาพนํ้าในบ่ออยู่ในช่วงเกณฑ์ปกติที่ปลอดภัยสำหรับการเลี้ยงกุ้ง (ตารางท่ี 3)

ผลการติดตามปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด และ V ibrio  s p p .  ในนํ้าเลี้ยงกุ้ง (ตารางที่ 4) ดิน 
ตะกอนในบ่อเลี้ยงกุ้ง (ตารางท่ี 5) และลำไส้กุ้งจากทั้ง 2 กลุ่มการทดลอง (ตารางท่ี 6) พบว่าใน 
นํ้าเลี้ยงกุ้งกุลาดำตรวจพบแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วง 1.6x103 - 8.3x103 CFU/ml และ V ibrio  

s p p .  อยู่ในช่วง 4.3 X 102 — 8.56 X 102 CFU/ml (ตารางที่ 4) ดินตะกอนจากบ่อเลี้ยงกุ้งมีปริมาณ 
แบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วง 5.9x104 - 5.76 X 107 CFU/g และ V ibrio  s p p .  อยู่ในช่วง 5.0x102 - 
1.44 X 104 CFU/g (ตารางท่ี 5) ลำไส้กุ้งกลุ่มควบคุมปร็มาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจพบอยู่ 
ในช่วง 1.01x107-3.0x107 CFU/ml และ V ibrio  s p p .  อยู่ในช่วง 2.3x103 - 7.54x103 CFU/ml ส่วน 
ลำไส้กุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกพบปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดอยู่ในช่วง 2.19x107 - 4.85x10s CFU/ml 
ปริมาณ ร. รบ/ว?///ร P11 อยูใ่นช่วง 6.82x10® - 8.37x107 CFU/ml และ V ibrio  s p p .  อยู่ในช่วง 
3.0x103 - 5.38x104 CFU/ml (ตารางท่ี 6)

หลังจากเลี้ยงกุ้งเป็นเวลา 120 วัน พบว่าการรอดชีวิตของกุ้งในแต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกัน 
อย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05) โดยกลุ่มควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตประมาณ 48.13% ส่วนกลุ่มโพร 
ไบโอติก มีอัตราการรอดชีวิตประมาณ51.93% ตามลำดับ (รูปท่ี 8)
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ตารางที่ 3. คุณภาพนํ้าระหว่างการเพาะเลียงกุ้งในการทดลองครังที 1

คุณภาพนำ
ช่วงคุณภาพนา (ต่ําสุด-สูงสุด)

กระชังกลุ่มควบคุม กระชังกลุ่มโพรไบโอดิก
แอมโมเนีย (mg/l) < 0.1 < 0.1

ไนไตรท์ (mg/l) ๐ ๐ ๐ว 0.1 -0 .3
ฟอสเฟต(mg/l) 0.1 -0 .2 5 0.1 -0 .2 5

อัลคาไลน์นิต้ี (กา/!) 1 02 -2 2 0 102 - 220
อุณหภูมิ (°C) 3 1 .3 -3 5 .6 31.5-36.1
พีเอช (pH) 7.27 - 8.18 7.26 - 8.17

ออกซิเจนที่ละลายในนํ้า(mg/l) 5 .5 -1 0 .2 7 .8 -9 .7
ความเค็ม(ppt) 9 .6 -1 1 .6 9 .3 -1 1 .7

ตารางที่ 4. ปริมาณแบคทีเรีย (Log CFU/ml) ในนํ้าระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 1
ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรีย (ต่ําสุด-สูงสุด)

กระชังกุ้งกลุ่มควบคุม กระชังกุ้งกลุ่มโพรไบโอดิก
ปริมาณแบคทีเรียรวม 2 .3 -3 .9 2 2 .3 -3 .9 2

V i b r i o  spp. N D -2.93 N D -2.93
หมายเหตุ : ND หมายถึงตรวจไม่พบ

ตารางที่ 5. ปริมาณแบคทีเรีย (Log CFU/ml) ในตะกอนดินระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 1
ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรีย (ต่ําสุด-สูงสุด)

กระชังกุ้งกลุ่มควบคุม กระชังกุ้งกลุ่มโพรไบโอดิก
ปริมาณแบคทีเรียรวม 4 .4 2 -6 .8 8 4 .6 2 -6 .7 6

V i b r i o  spp. 3 .50-3 .81 3 .0 6 -3 .86
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ตารางที่ 6. ปริมาณแบคทีเรีย (Log CFU/ml) ในลำไส์กุ้งระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 1
ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรีย (ต่ําสุด-สูงสุด)

กุ้งกลุ่มควบคุม กุ้งกลุ่มโพรโบโอดิก
ปริมาณแบคทีเรียรวม 7 -7 .4 8 7 .3 4-8 .68

BSP 11 - 6 .8 3-7 .92
V i b r i o  spp. 3 .3 6 -3 .88 3 .48-4 .73
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นาหนัก (กรัม)
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หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
รูปท่ี 7 น้ําหนักตัวของกุ้งกุลาดำ กลุ่มควบคุมและกลุ่มโพรไบโอดิก ระหว่างการทดลองคร้ังท่ี 1 100

100
รปํ 80 
Î? 60
• Cp“ะ 40 

C

0

æ

ก ล ่ม ค ว บ ค ม ก ล ่ม โ พ ร ไ บ โ อ ด ิก
กลุ่มทดลอง

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
รูปท่ี 8 การรอดชีวิตของกุ้งกุลาดำเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 120 วันของกลุ่มควบคุมและกลุ่มโพร 

ไบโอติก ของการทดลองครั้งท่ี 1
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4.2.2 การทดสอบความต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เกิดโรค

ร ว บ ร ว ม ก ุ้ง ทีเ่ห ล ือ จ า ก ก า ร เพ า ะ เ ล ี้ย ง  120 ว ัน  ใ น แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง ม า ท ดลอบค ว า ม ต ้า น  

ท า น ต ่อ ก า ร เห น ี่ย ว น ำ ใ ห ้เก ิด โ ร ค  โ ด ย ใ ช ้ V ibrio  h a r v e y i  ล า ย พ ัน ธ ุ 639 เป ็น เช้ือก่อโร ค  แ ล ะ ใ ช ้ก ุ้ง  

ใ น แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง ท ี่ม ีข น า ด แ ล ะ น ํ้า ห น ัก ใ ก ล ้เค ีย ง ก ัน ม า ท ด ส อ บ  โ ด ย ก า ร แ ช ่ก ุ้ง ใ น แต่ล ะ ก ล ุ่ม  ก ล ุ่ม  

ล ะ  30 ต ัว  ในน ํ้า ท ี่ม ี V i b r i o  h a r v e y i  639 ค ว า ม เข ้ม ข ้น  107 CFU/ml พ บ ว ่า กุ้งก ล ุ่ม ท ี่ใ ห ้อ า ห า ร ผ ส ม  

โ พ รไบโอต ิก ม ีก า ร ต า ย ส ะ ส ม น ้อ ย ก ว ่า ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม อ ย ่า ง ม ีน ัย สำคัญ (p<0.05) ใ น ว ัน ท ี่10 (รูปท ี่ 9) 
โ ด ย กุ้งก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม ม ีอ ัต ร า ก า ร ต า ย ล ะ ล ม  86.67% ส ่ว น กุ้งก ล ุ่ม ให้อ า ห า ร ผ ล ม โ พ ร ใ บ โ อ ต ิก ม ีอ ัต ร า  

ก า ร ต า ย ส ะ ส ม  16.67 %  ต า ม ล ำ ด ับ

ติดตามจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด และ V ib rio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 ในนํ้าเลี้ยงกุ้ง 
กุลาดำ (รูปท่ี 10) ระหว่างการเหน่ียวนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธ์ 639 เป็นเวลา 
10 วัน พบว่านํ้าเลี้ยงกุ้งในแต่ละแต่ละกลุ่มการทดลองมีจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด 1.10x10s - 
4.18x109 CFU/ml และ V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 5.18x103 - 1.10x107 CFU/ml ตามลำดับ

ติดตามจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด 8. s u b t i l i s  P11 และ V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 ใน 
สำไล้กุ้งกุลาดำ (รูปท่ี 11) ระหว่างการเหน่ียวนำให้เกิดโรคด้วย Vibrio harveyi ลายพันธุ 639 
พบว่าลำไล้กุ้งกลุ่มควบคุมมีปริมาณแบคทีเรียทังหมด 9.57x107 CFU/ml และ V ibrio  h a r v e y i  

ลายพันธ์ 639 4.36x10e CFU/ml โดยตรวจไม่พบ 8. s u b t i l i s  P11 ส่วนกุ้งกลุ่มให้อาหารผลมโพร 
ไบโอติกมีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด 3.23x10s CFU/ml 8. s u b t i l i s  P11 2.07x10" CFU/ml และ 
V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 8.40x1 o6 CFU/ml ตามลำดับ
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หมายเหตุ: I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร(รอ)
วันท่ีเติมเช้ือ V. harveyi 639 ลงในน้ํา

รูปท่ี 9 การตายสะลมของกุ้งกุลาดำ จากการทดลองครั้งที่1 หลังการซักนำให้เกิดโรคด้วย
V ibrio  h a r v e y i  639

3น.๐
Cน!๐O
ไฐิ๐
D)๐ 2

1
0 เวลา (วัน)

10

รูปท่ี 1 0 ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด (-♦ - ) และ V ibrio  spp. ( -^ - ) ใ'นนำเลียงกุ้งกุลาดำหลัง1จาก 
ซักนำให้เกิดโรคเป็นเวลา 10 วันจากการทดลองครั้งท่ี 1 
แต่ละจุดเป็นค่าเฉลี่ยของการทดลอง3 ชำ



49

กลุ่มควบคุม (ก) กลุ่มโพรไบโอติก (ข)

รูปท่ี 11 ปริมาณแบคทีเรียในลำไล้กุลาดำหลังจากชักนำให้เกิดโรค เป็นเวลา2 วันจากการทดลอง
1> Iครงทิ 1
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4.2.3 การตรวจสอบปัจจัยทางภูม ิคุ้มก้น

จากการทดลองเปรียบเทียบความลามารถในการสร้างภูมิคุ้มกันที่ป้องกันลิงแปลกปลอม 
โดยเซลล์โดยเปรียบเทียบจากปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้งแต่ละกลุ่มทดลอง หลังการเลี้ยงกุ้งอาย ุ
120 วัน และหลังจากการชักนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  639 เป็นเวลา 2 วัน เมื่อกุ้งอาย ุ
120 วัน จากการทดลองปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้งในแต่ละกลุ่มทดลองไม่แตกต่างกันอย่างม ี
นัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มควบคุมมีปริมาณเม็ดเลือดรวม - า .02x107 cell/ml และ 
หลังการชักนำให้เกิดโรคลดลงเหลือ -6.99x106 cell/ml ส่วนกลุ่มโพรไบโอติกมีปริมาณเม็ดเลือด 
รวม ~1.52x107 cell/ml และหลังการชักนำให้เกิดโรคลดลงเหลือ ~1.10x107 cell/ml (รูปท่ี 12)

จากการทดลองเปรียบเทียบความลามารถในการสร้างภูมิคุ้มกันที่ป้องกันสิ่งแปลกปลอม 
โดยลารนํ้า โดยเปรียบเทียบจากความสามารถในการต้านทานเชื้อก่อโรค จากการสร้างลารทีมี 
ฤทธี้ต้านแบคทีเรียในเลือดกุ้งก่อนและหลังการชักนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a iv e y i  639 เมือกุ้ง 
อายุ 120 วัน พบว่าก่อนและหลังการชักนำให้เกิดโรคกุ้งกลุ่มควบคุมสร้างสารที่มีฤทธี่ตาน 
แบคทีเรียในเลือด 16.78 และ 65.30 เปอร์เซ็นต์ ส่วนกุ้งกลุ่มโพรไบโอติกสร้างลารท่ีมีฤทธิ้ต้าน 
แบคทีเรียในเลือด 47.91 และ 87.09 เปอร์เซ็นต์ตามลำคับ (รูปท่ี 13) ซึ่งมากกว่ากลุ่มควบคุม
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05)



?

□  ก่อนฟ้กนำให้เกิดโรค ■  หลังฟ้กนำให้เกิดโรค

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
รูปท่ี 12 แลดงปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้ง ก่อนและหลังการเหน่ียวนำให้เกิดโรคด้วย 

V ibrio  h a r v e y i  639 ในการทดลองครั้งที่1 เม ื่อก ุ้งอายุ120 วัน

100

กชุ่มควบคม

#

กชุ่มโพรไบโอดิก
ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง

□  ก่อนฟ้กนำให้เกิดโรค ■  หลังฟ้กนำให้เกิดโรค

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
# แสดงค่าความแตกต่างระหว่าง 2 กลุ่มทดลองในแต่ละช่วงเวลาอย่างมี 
นัยสำคัญ (p < 0.05)

รูปท่ี 13 ความสามารถในการต้านทานเชื้อก่อโรค จากการสร้างลารที่มีฤทธิ้ต้านแบคทีเรีย
ในเลือดกุ้งก่อนและหลังการซักนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  639 ในการทดลอง 
คร้ังท่ี 1 เมื่อกุ้งอายุ 120 วัน
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4.3 การเลี้ยงกุ้งกุลาดำครั้งท ี่ 2

4.3.1 เปรียบเทียบผลของโพรไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของกุ้งกุลาดำ

ทำการเลี้ยงกุ้งกุลาดำเป็นระยะเวลา 80 วัน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม (กลุ่มละ 
5 กระซัง) คือ

กลุ่มควบคุม ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูบ่ โดยไม่ผสม B. s u b tilis  P11 ทุกวัน วันละ 3 ม้ือ 
กลุ่มโพรไบโอดิก ให้อาหารกุ้งกุลาดำสำเร็จรูปผสม B. su b tilis  P11 ทุกวัน วันละ 3 ม้ือ

เลี้ยงกุ้งกุลาดำระยะ โพสลาวา 50 (PL50) ในกระซังพ้ืนท่ี 1.5 ตร.ม. จำนวน 100 ตัวต่อ 
กระซัง ในบ่อดินขนาดประมาณ 1000 ตร.ม. ติดตามผลการเจริญเติบโตของกุ้งกุลาดำ พบว่า 
อัตราเฉลี่ยของการเจริญเติบโตของกุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (P <
0.05) (รูปท่ี 14) โดยที่คุณภาพนํ้าในบ่ออยู่ในช่วงเกณฑ์ปกติที่ปลอดภัยสำหรับการเลี้ยงกุ้ง 
กุลาดำ (ตารางท่ี 7)

ผลการติดตามปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด และ V ibrio  s p p .  ในนํ้าเลี้ยงกุ้ง (ตารางที่ 8) ดิน 
ตะกอนในบ่อเล้ียงกุ้ง (ตารางท่ี 9) และสำไส้กุ้งจากท้ัง 2 กลุ่มการทดลอง (ตารางท่ี 10) พบว่าใน 
นํ้าเลี้ยงกุ้งกุลาดำตรวจพบแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วง 1.36x103 - 4.49x103 CFU/ml และ V ibrio  

s p p .  อยู่ในช่วง 2.29 X  102 -  7.34 X 102 CFU/ml (ตารางท่ี 8) ดินตะกอนจากบ่อเลี้ยงกุ้งมี 
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วง 8.33x103 -  9.23 X 105 CFU/g และ V ibrio  s p p .  อยู่ในช่วง 
1.47x102 -  9.81 X 102 CFU/g (ตารางที่ 9) ลำไส้กุ้งกลุ่มควบคุมปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจ 
พบอยู่ในช่วง 4.49x1 06-3.05x107 CFU/ml ปริมาณ B. s u b t i l i s  P11 อยู่ในช่วง 5.81 X103 -  
6.97x105 CFU/ml และ V ibrio  s p p .  อยู่ในช่วง 5x102 -  8.47x103 CFU/ml ส่วนลำไส้กุ้งกลุ่มโพร 
ไบโอติกพบปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดอยู่ในช่วง 3.09x10e - 5.73x107 CFU/ml ปริมาณ B. s u b t i l i s  

P11 อยู่ในช่วง 2.70x10e -  4.39x107 CFU/ml และ V ibrio  s p p .  อยู่ในช่วง 4.99x102 -  4.58x104 
CFU/ml (ตารางท่ี 10)

หลังจากเลี้ยงกุ้งเป็นเวลา 80 วัน พบว่าการรอดชีวิตของกุ้งในแต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกัน 
อย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05) โดยกลุ่มควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตประมาณ 72.80% ส่วนกลุ่มโพร 
ใบโอติก มีอัตราการรอดชีวิตประมาณ73.00% ตามสำคับ (รูปท่ี 15)
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ต า ร า ง ท่ี 7. คุณภาพนํ้าระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้งในการทดลองครั้งที่ 2

คณภาพนํ้า ช่วงคุณภาพนํ้า (ต่ําสุด-สูงสุด)
กระชังกลุ่มควบคุม กระชังกลุ่มโพรไบโอดิก

แอมโมเนีย (mg/l) 0 0
ไนใตรท์ (mg/l) 0.1 0.1
ฟอสเฟต(mg/l) 0 .2 5 -1 0 .2 5 -1

อัลคาไลน์นิตี้ (m/l) 119-136 119-136
อุณหภูมิ(°C) 28 .4 -31 .4 2 8 .4 -3 1 .4
พีเอช (pH) 7.65-8.43 7 .65-8 .43

ออกซิเจนที่ละลายในนํ้า(mg/l) 6.1 -7 .7 6.1 -7 .7
ความเค็ม(ppt) 6.1 -7 .2 6.1 -7 .2

ตารางที่ 8. ปริมาณแบคทีเรีย (LogCFU/ml) นํ้าระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้งในการทดลองครั้งที่ 2

ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรีย (ต่ําสุด-สูงสุด)
กระชังกุ้งกลุ่มควบคุม กระชังกุ้งกลุ่มโพรไบโอดิก

ปริมาณแบคทีเรียรวม 3 .1 3 -3 .6 5 3 .1 3 -3 .6 5
- BSP 11 2 .6 4 -3 .29 2 .6 4 -3 .2 9
V ibrio  spp. 2 .3 6 -2 .86 2 .3 6 -2 .8 6

ต า ร า ง ท่ี 9. ปริมาณแบคทีเรีย (LogCFU/ml) ในตะกอนดินระหว่างการเพาะเลียงกุ้งในการ 
ทดลองคร้ังท่ี 2

ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรีย (ต่ําสุด-สูงสุด)
กระชังกุ้งกลุ่มควบคุม กระชังกุ้งกลุ่มโพรไบโอดิก

ปริมาณแบคทีเรียรวม 3 .9 2 -5 .9 6 3 .9 2 -5 .9 6
BSP 11 3 .1 3 -5 .4 9 3 .1 3 -5 .4 9

V ibrio  spp. 2 .1 7 -2 .9 9 2 .1 7 -2 .9 9
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ตารางที่ 10. ปริมาณแบคทีเรีย (LogCFU/ml) ในลำไล้กุ้งระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้งในการทดลอง 
คร้ังท่ี 2

ซนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรีย (ต่ําสุด-สูงสุด;
กุ้งกลุ่มควบคุม กุ้งกลุ่มโพรไบโอดิก

ปริมาณแบคทีเรียรวม 6 .6 5 -7 .4 8 6 .4 9 -7 .76
BSP 11 3 .7 6 -5 .8 4 6 .43-7 .64

V ib rio  spp. 2 .7 0 -3 .9 3 2 .70-4 .66
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นาหนัก (กรัม) 
20

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
รูปท่ี 14 น้ําหนักตัวของกุ้งกุลาดำ กลุ่มควบคุมและกลุ่มโพรไบโอดิก ระหว่างการทดลองคร้ังท่ี 2 100
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60

40

20

กสุ่มควบคม กสุ่มโพรไบโอดิก
กลุ่มทดลอง

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
รูปท่ี 15 การรอดชีวิตของกุ้งกุลาดำ กลุ่มควบคุมและกลุ่มโพรไบโอดิก ระหว่างการทดลอง 

คร้ังท่ี 2
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4.3.2 การทดสอบความต้านทานต่อการเหนี่ยวน่าให้เกิดโรค

รวบรวมกุ้งที่เหลือจากการเพาะเลี้ยง 80 วัน ในแต่ละกลุ่มทดลองมาทดลอบความต้าน 
ทานต่อการเหน่ียวนำให้เกิดโรค โดยใช้ V ibrio  h a r v e y i  สายพันธุ 639 เป็นเช้ือก่อโรค และใช้กุ้ง 
ในแต่ละกลุ่มทดลองที่มีขนาดและนํ้าหนักใกล้เคียงกันมาทดสอบ โดยการแซ่กุ้งในแต่ละกลุ่ม กลุ่ม 
ละ 60 ตัว ในน้ําท่ีมี V ibrio  h a r v e y i  639 ความเข้มข้น 107 CFU/ml พบว่ากุ้งกลุ่มที่ให้อาหารผสม 
โพรไบโอดิกควบคุมมีการตายละลมน้อยกว่ากลุ่มควบคุม (รูปท่ี 16) โดยกุ้งกลุ่มควบคุมมีอัตรา 
การตายละลม 81.67% ส่วนกุ้งกลุ่มให้อาหารผลมโพรไบโอดิกมีอัตราการตายละลม 66.67 % 
ตามลำดับ

ติดตามจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด และ V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 ในนำเลียงกุ้ง 
กุลาดำ (รูปท่ี 17) ระหว่างการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 เป็นเวลา 4 
วัน พบว่านํ้าเลี้ยงกุ้งในกลุ่มการทดลองมีจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด 1.35x10s - 1.09 X 108
CFU/ml และ V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 63 9 3.4x103 - 2.05x107 CFU/ml ตามลำดับ โดยตรวจ 
ไม่พบ ร. s u b t i l i s  P11 ส่วนน้ําเลี้ยงกุ้งในกลุ่มโพรไบโอดิกมีจำนวนแบคทีเรียทังหมด 2.95x10s - 
9.45 x 107 CFU/ml ปริมาณ B. s u b t i l i s  P11 อยู่ในช่วง 2.70x10s -  3.80x10s CFU/ml และ 
V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 63 9 3.4x103 -  2.05x107 CFU/ml

ติดตามจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด B . s u b t i l i s  P11 และ V ib rio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 ใน 
ลำใล้กุ้งกุลาดำ (รูปท่ี 18) ระหว่างการเหน่ียวนำให้เกิดโรคด้วย Vibrio harveyi สายพันธุ 639 
พบว่าลำไส้กุ้งกลุ่มควบคุมมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 1.07x107 CFU/ml ปริมาณ ร. s u b t i l i s  

P11 3.18x10s CFU/ml และ V ibrio  h a r v e y i  สายพันธุ 1.07x1 ๐7 CFU/ml ส่วนกุ้งกลุ่มให้อาหาร 
ผลมโพรไบโอดิกมีปริมาณแบคทีเรียท้ังหมด 1.08x10s CFU/ml ร. s u b t i l i s  P11 1.28x107 
CFU/ml และ V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธุ 639 1.03x107 CFU/ml ตามลำดับ
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—♦ — กล่มควบคม —■ —กล่มโพรไบดิก

หมายเหตุ: I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร(รอ)
->  วันท่ีเติมเช้ือ V. harveyi 639 ลงในน้ํา

รูปท่ี 16 การตายละลมของกุ้งกุลาดำ จากการทดลองครั้งที่ 2 หลังการชักนำให้เกิดโรคด้วย
V ibrio  h a r v e y i  639



5 8

กลุ่มควบคุม (ก) กลุ่มโพรไบโอดิก (ข)

รูปท่ี 17 ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด (-♦ - ) ร. รข/วพ/ร PU (-H -) และ V i b r i o  spp. ( -^ - )  
ในนํ้าเลี้ยงกุ้งกุลาดำหลังจากซักนำให้เกิดโรคเป็นเวลา 4 วันจากการทดลองครังที่ 2 
แต่ละจุดเป็นค่าเฉลี่ยของการทดลอง 3 ชำ
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ข

ชนิดแบคทีเรีย
Total bacterial BSP11 Vibrio  sp.

กลุ่มควบคุม (ก) กลุ่มโพรไบโอดิก (ข)

รูปท่ี 18 ปริมาณแบคทีเรียในลำไลักุลาดำหลังจากชักนำให้เกิดโรค เป็นเวลา 2 วันจากการทดลอง 
คร้ังท่ี 2



6 0

4.3.3 การตรวจสอบปัจจ้ยทางภูมิคุ้มโไน

จากการทดลองเปรียบเทียบความสามารถในการสร้างภูมิคุ้มกันทีป้องกันสิ่งแปลกปลอม 
โดยเซลล์โดยเปรียบเทียบจากปริมาณเม็ดเลือดรวมของคุ้งแต่ละกลุ่มทดลอง หลังการเลี้ยงคุ้งอายุ 
80 วัน และหลังจากการซักนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  639 เป็นเวลา 2 วัน เมื่อคุ้งอายุ 80 
วัน จากการทดลองปริมาณเม็ดเลือดรวมของคุ้งในแต่ละกลุ่มทดลองไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ โดยกลุ่มควบคุมมีปริมาณเม็ดเลือดรวม ~1.32x10' cell/ml และหลังการซัก 
นำให้เกิดโรคลดลงเหลือ -3.5x106 cell/ml ส่วนกลุ่มโพรไบโอติกมีปริมาณเม็ดเลือดรวม
— ๆ  .62x107 cell/ml และหลังการซักนำให้เกิดโรคลดลงเหลือ- 1 .07x106 cell/ml (รูปท่ี 19)

จากการทดลองเปรียบเทียบความลามารถในการสร้างภูมิคุ้มกันที่ป้องกันสิ่งแปลกปลอม 
โดยลารนํ้า โดยเปรียบเทียบจากความลามารถในการต้านทานเชื้อก่อโรค จากการสร้างสาร,ท่ีมี 
ฤทธิ้ต้านแบคทีเรียในเลือดคุ้งก่อนและหลังการซักนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  639 เมือคุ้ง 
อายุ 80 วัน พบว่าคุ้งกลุ่มโพรไบโอติกลร้างสารที่มีฤทธึ๋ตานแบคทีเรียในเลือดมากกว่าคุ้งกลุ่ม 
ควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยก่อนและหลังการซักนำให้เกิดโรคคุ้งกลุ่มควบคุม 
สร้างสารที่มีฤทธิ้ต้านแบคทีเรียในเลือด 17.33 และ 63.67 เปอร์เซ็นต์ ส่วนคุ้งกลุ่มโพรไบโอติกส 
ร้างสารที่มีฤทธี้ต้านแบคทีเรียในเลือด 38.97 และ7 1 .9 0 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ (รูปที20)
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□  ก ่อนฟ้กนำให้เกิดโรค ■  หลังฟ้กนำให้เกิดโรค

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
รูปท่ี 19 แลดงปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้ง ก่อนและหลังการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย 

V ibrio  h a r v e y i  639 ในการทดลองครั้งท่ี 2 เมื่อกุ้งอายุ  ๆ00วํโ'น

100

กคุ่มควบคุม กคุ่มโพรไบโอดิก
กลุ่มทดลอง

□  ก่อนฟ้กนำให้เกิดโรค ■ หลังฟ้กนำให้เกิดโรค

หมายเหตุ : I----- 1 ค่าความแปรปรวนของกลุ่มประชากร (รอ)
# แลดงค่าความแตกต่างระหว่าง 2 กลุ่มทดลองในแต่ละช่วงเวลาอย่างมี 
นัยสำคัญ (p < 0.05)

รูปท่ี 20 ความลามารถในการต้านทานเชื้อก่อโรค จากการสร้างลารที่มีฤทธิ้ต้านแบคทีเรีย
ในเลือดกุ้งก่อนและหลังการซักนำให้เกิดโรคด้วย V ib rio  h a r v e y i  639 ในการทดลอง 
คร้ังท่ี 2 เมื่อกุ้งอายุ 80 วัน
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4,4 การตรวจพยาธิ สภาพต่ อการเกิ ดโรค หลั งชั กนำให้ เกิ ดโรค ด้วย 
Immunohistochemistry

หลังจากทดสอบความลามารถในการต้านทานต่อการเกิดโรคของกุ้งทุกกลุ่มทดลอง จาก 
การทดลองท้ัง 2 คร้ัง จากการดีกษาพยาธิสภาพของการเกิดโรคจาก V. h a r v e y i  639 ภายนอก 
ลังเกตพบการเรืองแสงของกุ้งบริเวณหัวหลังการซักนำให้เกิดโรคในระยะท่ีกุ้งยังมีชีวิตอยู่

ตรวจสอบพยาธิสภาพต่อการเกิดโรคของกุ้งโดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี VH3-3H ท่ีมี 
ความ จำเพาะต่อเชื้อ V. h a r v e y i  639 จากการตรวจลอบพบการติดเชื้อทั้งบริเวณตับ อวัยวะ
สร้างเม็ดเลือด และหัวใจ ซึ่งสังเกตได้จากเนื้อเยื่อหลังผ่านการทดสอบมีลักษณะเป็นจุดลืนํ้าตาล 
ภายในเนื้อเยื่อ ซ่ึงพบทุกกลุ่มการทดลองท่ีซักนำให้เกิดโรค ตังแสดงรูปท่ี 21-22

ก ข

หมายเหตุ : กำลังขยาย 1000 เท่า
รูปท่ี 21 พยาธิสภาพต่อการเกิดโรคจากการติดเชื้อ V ibrio  h a r v e y i  639 บริเวณตับโดยสังเกต 

จากตำแหน่งติดสีนํ้าตาลบริเวณที่เกิดการติดเชื้อ (ข) เปรียบ เทียบกับเนื้อเยื่อตำแหน่ง 
เดียวกัน (ก) ( ภาพ ก, ข ย้อมด้วยสีอิโอชิน )

I

^K Ë Ê Ê ^^E K S B È Ë n Ë È Ê Ê E m  ก ๚ ฒ ช
หมายเหตุ : กำสังขยาย 1000 เท่า

รูปท่ี 22 พยาธิสภาพต่อการเกิดโรคจากการติดเชื้อ V ib rio  h a r v e y i  639 บริเวณกล้ามเนื้อโดย 
สังเกต จากตำแหน่งติดลีนํ้าตาลบริเวณที่เกิดการติดเชื้อ (ข) เปรียบ เทียบกับเนื้อเยื่อ 
ตำแหน่งเดียวกัน (ก) ( ภาพ ก, ข ย้อมด้วยลือิโอชิน )



4.5 ผลการตรวจหา B . su b til is P11 ในทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำหลังเลี้ยงครบ 120 วัน 
โดย กลองจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope)
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หมายเหตุ : กำลังขยาย 7,500 เท่า หมายเหตุ : กำลังขยาย 10,000 เท่า
รูปท่ี 23 แสดงเนื้อเยื่อลำไลัฃองกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B. su b til is P11 เป็นเวลานาน 

120 วัน โดยลังเกตเห็นเซลล์แบคทีเรียที่ยึดเกาะกับผนังลำไลั( ก และ ข ) เปรียบเทียบ 
กับลำไลัฃองกุ้งในกลุ่มควบคุมซึ่งไม่พบเซลล์แบคทีเรียท่ีผนังลำไลั ( ค และ ง )
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