
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

การทดลองแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของแม่พันธุกุ้งกุลาดำที่ได้จากทะเลใน จ.ชลบุร ี
และ จ. ตรังลามารถแยกแบคทีเรียรวมได้ประมาณ 8.5 X 103 -  5.9 X 107 CFU/กรัมลำได้ แบคทีเรีย 
แกรมบวกในกลุ่ม Bacillus sp. ประมาณ 8.5 X 103 CFU/กรัมลำ'ได้ และแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio sp. 
ประมาณ 3 X 10 -  1.31 X 102 CFU/กรัมลำได้ นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆอีก 2 สาย 
พันธุ ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ วรรนิภา เพี้ยนกักตร์ (1997) ได้ทดลองแยกแบคทีเรียจากทางเดิน 
อาหารกุ้งกุลาดำและนํ้าจากบ่อเลี้ยงกุ้ง ซ่ึงแบคทีเรียท่ีแยกได้จัดอยู่ในสกุล Bacillus sp., Vibrio sp., 
Aeromonas sp., Pseudomonas sp. และ Klebsiella sp. แบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวเป็นแบคทีเรีย 
ประจำถิ่นในทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำและสามารถพบได้ในบ่อเลี้ยงกุ้ง เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้เป็น 
แบคทีเรียที่อยู่ในนํ้าทะเลโดยเฉพาะส่วนแบคทีเรียก่อโรคในกุ้งในกลุ่ม Vibrio sp. ได้แก่ V. harveyi ซ่ึง 
เป็นสาเหตุของการเกิดโรคเรืองแลงในกุ้งกุลาดำ โดยปกติหากพบในความเข้มข้นที่ตํ่าจะไม่ก่อให้เกิด 
โรคกับกุ้งกุลาดำ แต่เนื่องจากปัจจุบันการเลี้ยงกุ้งกุลาดำในประเทศไทยเป็นแบบกึ่งหนาแน่น ส่งผลให้ 
กุ้งเกิดสภาวะเครียดจึงทำให้กุ้งติดโรคได้ง่ายและเกิดการระบาดอย่างรวดเร็ว (Sinderman และ
Lighter, 1988) จากงานวิจัยนี้สามารถแยกแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. ได้จากทางเดินอาหารของ 
กุ้งกุลาดำ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากแบคทีเรีย Bacillus sp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ท่ัวไปในดิน 
กอปรกับกุ้งกุลาดำเป็นสัตว์ที่หากินตามพื้นทะเลจึงมีโอกาสที่ได้รับแบคทีเรียกลุ่มนี้เข้าไปในร่างกาย 
และหากได้รับเข้าไปในปริมาณมากและเป็นประจำจึงทำให้แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถอาดัยอยู่เป็น 
แบคทีเรียประจำถิ่นในทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำได้ (Timmermans, 1987) จากรายงานของ
Hamid et al.,1978 พบว่าแบคทีเรียในทางเดินอาหารของสัตว์นํ้าสามารถเปลี่ยนแปลงได้ตามชนิด 
ของจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในสิ่งแวดด้อม เนื่องจากสัตว์นํ้าเป็นสัตว ท่ี์ออกลูกเป็นไข่ ดังน้ันในระยะตัวอ่อน
ของสัตว์น้ําจึงสัมผัสกับสิ่งแวดด้อมโดยตรงและเนื่องจากการกินอาหารของสัตว์นํ้าวัยอ่อนเป็นแบบ 
การกรองผ่านช่องอาหารทางปาก จึงทำให้แบคทีเรียต่างๆที่อยู่ในสิ่งแวดด้อมลามารถเข้าส่ร่างกายได ้
ง่าย หากได้รับในปริมาณมากและต่อเนื่องสามารถทำให้แบคทีเรียบางลายพันธุพัฒนาเป็นแบคทีเรีย 
ประจะถ่ินของสัตว์น้ําชนิดน้ันๆได้
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การทดลองทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย Bacillus sp. ได้แก่ Bacillus P1, Bacillus 
P2 และ Bacillus P11 ที่แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำ ในการยับยั้งการเจริญของ Vibrio 
sp. และ E. coli โดยวิธีการซึมผ่านวุ้น พบว่าส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยง Bacillus ท้ัง 3 ลายพันธุ 
สามารถยับยั้งการเจริญของ \/. harveyi 639 และ E. coli ได้ นอกจากนี้ Bacillus P1 และ Bacillus 
P2 ยังลามารถยับยังการเจริญของ \/. parahaemolyticusXê] แต่ Bacillus ทัง 3 ลายพันธุ ไม่ลามารถ 
ยับยังการเจริญของ I/, flurialis และ V. vulnificus จากผลการทดลองอาจกล่าวได้ว่า Bacillus sp. ท่ี 
แยกได้จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำมีความจำเพาะต่อการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอย่างจำเพาะ 
ซึ่งแตกต่างจากการยับยั้งที่เกิดจากลารปฏิชีวนะซึ่งสามารถยับยั้งแบคทีเรียในได้หลายกลุ่ม การยับยั้ง 
ที่เกิดจาก Bacillus sp. ที่แยกได้อาจเนื่องจากการสร้างสารที่มีฤทธิ้ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดย 
ลร้างและขับออกนอกเซลล์ สารกลุ่มดังกล่าวอาจเป็นแบคเทอริโอชิน ซึ่งมีความแตกต่างจากลาร
ปฏิชีวนะคือ แบคเทอริโอชินเป็นสารท่ีแบคทีเรียสร้างขึ้นและมีฤทธิ้ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
เฉพาะกลุ่มเท่านั้น ซึ่งลอดคล้องกับงานวิจัยของ วรรนิภา เพี้ยนกักตร์ (1997) ซึ่งแยกแบคทีเรีย 
Bacillus S11 จากทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำและพบว่าลามารถยับยั้งการเจริญของ V. harveyi ได้ 
ต่อมา นิโลบล ได้ทำการศึกษาสมบัติของลารที่ Bacillus S11 สร้างขึ้นและขับออกนอกเซลล์ โดยใช้ 
เทคนิค การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมขัลเฟตและทำให้บริลุทธิ,'ด้วยเทคนิค ion exchange
chromatography และ Gel filtration chromatography จากนันหานำหนักโมเลกุลของสารทีทำ 
บริลุทธิได้ด้วยเทคนิค SDS gel electropholysis พบว่าสารที่แยกได้จาก Bacillus S11 มีน้ําหนัก 
โมเลกุลขนาดประมาณ 1,500 ดาลดัน ซึ่งมีขนาดเล็กมากเมื่อเปรียบเทียบกับโมเลกุลของสาร
ปฏิชีวนะ Laurent et al. (1999) ดัดแยกแบคทีเรียที่มีความลามารถในการยับยั้งการเจริญของ V. 
proteolyticus CW8T2 ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคในอาร์ทีเมีย โดยพบว่าสารที่สร้างจากแบคทีเรียลายพันธุ 
LVS2 และ LVS8 ซึ่งเป็นสายพันธุที่แยกได้สามารถยับยั้งการเจริญของ V. proteolyticus CW8T2 เช่น 
กันในปี 2001 R. Chythanya et al. คัดแยกแบคทีเรีย Pseudomonas I-2 ซึ่งส่วนใลที่ได้จากการเลี้ยง 
แบคทีเรียสายพันธุดังกล่าวมีความลามารถในการยับยั้งการเจริญของ Vibrio sp. ที่เป็นลาเหตุของการ 
เกิดโรคในอาร์ทีเมียได้ นอกจากนี B. Vaseeharan และ P. Ramasamy (2003) ทดลองใช้ cell-free 
extract ของ Bacillus subtilis BT23 ในการยับยั้งการเจริญของ V. harveyi ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรค 
เรืองแสงในกุ้งกุลาดำ

การทดลองใช้ Bacillus P1, Bacillus P2 และ Bacillus P11 ผสมในอาหารเล้ียงกุ้งกุลาดำ 
โดยแต่ละลายพันธุจะแยกผสมกับอาหารเล้ียงกุ้งกุลาดำในอัตราส่วนต่างๆกัน พบว่าอัตราส่วนระหว่าง 
เซลล์ลดต่ออาหารเล้ียงกุ้งกุลาดำที,เหมาะลมคือ 1 : 4 โดยจากอัตราส่วนดังกล่าวจะทำให้ความเข้มข้น
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สุดท้ายของ B ac illu s  sp. มีความเข้มข้นประมาณ 1010 CFU/กรัม (วรรนิภา เพ้ียนภักตร์, 1997) จาก 
นั้นนำอาหารท่ีผลม B ac illu s  แต่ละสายพันธ์ที่แยกได้ ไปเลี้ยงกุ้งกุลาดำอายุ PL25 ในระดับตู้กระจก 
ขนาด 20 ลิตร โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ให้อาหารที่ผสม B ac illu s  S11 ซ่ึงคัดแยก 
โดย วรรนิภา เพียนภักตร์(1997) ทำการทดลองเป็นระยะเวลา 60 วัน ให้อาหารวันละ 3 ม้ือ และเก็บ 
ข้อมูลนำหนัก, ความยาว, ปริมาณแบคทีเรียในนํ้าและตะกอนในบ่อเลี้ยงกุ้ง รวมท้ังวัดคุณภาพน้ําทุก 
15 วัน จากผลการทดลองพบว่ากุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารที่ผสม B ac illu s  P11 มีน้ําหนักและความ 
ยาวมากกว่ากุ้งกุลาดำในกลุ่มการทดลองอื่นๆอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) รวมท้ังแบคทีเรีย 
ลายพันธ์ดังกล่าวไม่มีผลกระทบกับคุณภาพนํ้าในบ่อเลี้ยงกุ้ง แสดงว่า B ac illu s  P11 มีความสามารถ 
ทำให้กุ้งกุลาดำมีสุขภาพดี มีประสิทธิภาพการใช้อาหารได้ดีกว่ากุ้งกุลาดำในกลุ่มอื่นๆ จึงทำให้มีการ 
เจริญเติบโตที่ดีกว่า นอกจากนี้ยังลามารถตรวจพบ B ac illu s  P11 ในนํ้าและตะกอนในบ่อเลี้ยงตลอด 
เวลา 60 วัน ส่วนในกลุ่มทดลองที่ให้อาหารผลม B ac illu s  P1 และ B ac illu s  P2 พบว่ากุ้งกุลาดำมีการ 
เจริญเติบโตไม่แตกต่างจากกุ้งกุลาดำในกลุ่มควบคุม ดังนั้นการทดลองในระดับขยายขนาดคือการ
เล้ียงกุ้งกุลาดำ PL25 ในบ่อปูนซีเมนต์ขนาด 400 ลิตร จึงเลือก B ac illu s  P11 เป็นแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกผสมในอาการเลี้ยงกุ้งกุลาดำ โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ให้อาหารปกติ ซ่ึงบ่อท่ีใช้ 
เลียงเป็นบ่อเลียงแบบระบบนำหมุนเวียนแบบปิด (closed recirculating water system)
(Menasaveta และคณะ, 1989) มีการหมุนเวียนนํ้าในระบบผ่านบ่อกรองที่อยู่ด้านข้าง ตลอดเวลา 
การเลี้ยงไม่มีการเปลี่ยนนํ้าเพื่อป้องกันการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ที่มีตั้งแต่เริ่มกระบวนการเลี้ยงกุ้ง 
ทำการทดลองเป็นระยะเวลา 100 วัน ระหว่างการทดลองเก็บข้อมูล น้ําหนัก, ความยาว, ปริมาณ 
แบคทีเรียในนํ้าและตะกอนในบ่อเลี้ยงกุ้ง รวมท้ังวัดคุณภาพน้ําทุก 15 วัน จากการทดลองพบว่ากุ้ง 
กุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B ac illu s  P11 มีการเจริญเติบโตและอัตรการรอดชีวิตมากกว่ากุ้ง
กุลาดำในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ต้ังแต่ 45 วันจนถึง 100 วันของการทดลอง 
เลี้ยงกุ้งทั้ง 2 คร้ัง หลังจากทำการทดลองเลี้ยงกุ้งกุลาดำครบ 100 วัน เก็บตัวอย่างกุ้งแต่ละการทดลอง 
มาแยกทางเดินอาหารและตรวจหาปริมาณของแบคทีเรียรวม, ปริมาณ B a c illu s  P11 และ'ปริมาณ 
Vibrio sp. บนอาหารแข็งทริปติกซอย (TSA) ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2 เปอร์เซ็นต์และบนอาหาร 
แข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ (TCBS) ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดลอง 
ลามารถตรวจพบ B ac illu s  P11 ท้ังในรูปเซลล์ท่ีมีชีวิตและสปอร์ในทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำ 
ประมาณ 103 - 104 CFU/กรัมลำ'ไท้จะลังเกตเห็นว่าปริมาณ B ac illu s  P11 ที่พบในทางเดินอาหารกุ้ง 
กุลาดำมีปริมาณน้อยกว่าที่ผสมในอาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำ ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณของ B ac illu s  P11 
บางส่วนอาจกระจายตัวอยู่ในนํ้าและบางส่วนที่กุ้งกินเข้าไปถูกขับออกจากร่างกายพร้อมกับอุจจาระ
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ซึงจากผลการทดลองสามารถตรวจพบ Bacillus P11 ได้ทังในนำเลียงกุ้งและในอุจจาระของกุ้งที่เลี้ยง 
ด้วยอาหารผสม Bacillus P11 แต่ไม่พบ Bacillus P11 ในทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำในกลุ่มควบคุม

การทดลองตรวจหา Bacillus P11 ในทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำหลังเลี้ยงครบ 100 วันด้วย 
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) พบเชลล์แบคทีเรียท่ีมี 
รูปร่างแท่งคล้าย Bacillus sp.บริเวณผนังลำ1ไล้'ของกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม Bacillus P11 แต่ 
ไม่พบเซลล์แบคทีเรียรูปร่างดังกล้าวบริเวณผนังลำไล้ของกลุ่มควบคุม ดังนั้นอาจกล่าวได้ว่าเซลล์
แบคทีเรียท่ีพบที'บริเวณผนังลำไล้ของกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม Bacillus P11 น่าจะเป็น 
Bacillus P11 ที่กุ้งกินเข้าไปพร้อมกับอาหาร จากการทดลองไม่พบเซลล์แบคทีเรียบริเวณผนังลำไล ้
ของกุ้งกลุ่มควบคุมรวมทั้งไม่พบเซลล์แบคทีเรียชนิดอื่นในบริเวณผนังลำไล้ของกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วย 
อาหารผสม Bacillus P11 อาจเนื่องมาจากเซลล์แบคทีเรียชนิดอื่นๆยึดเกาะกับผนังลำไล้ได้ไม่ดีจึง 
หลุดออกไประหว่างขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง

การทดลองการเหนี่ยวนำไห้เกิดโรครีองแลงด้วย I/, h a rve y i 639 ความเข้มข้น 107 CFU/ml 
โดยวิธีการแช่ (immersion technique) พบว่ากุ้งกุลาดำในกลุ่มควบคุมเมื่อเหนี่ยวนำให้เกิดโรคเรือง 
แสง กุ้งกุลาดำมีอัตราการตายสะสม 50 เปอรีเซ็นต์ ในวันท่ี 5 และอัตราการตายสะสมเป็น 100 
เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 8 หลังจากทำให้เกิดโรคด้วย I/, h a rve y i 639 ส่วนกุ้งกุลาดำที่ผ่านการเลี้ยงด้วย 
อาหารผสม B ac illu s  P11 เป็นระยะเวลา 100 วัน พบว่า หลังจากเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย V. ha rve y i 

639 กุ้งในกลุ่มดังกล่าวมีอัตราการตายน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์หลังจากเหนี่ยวนำเกิดโรคเป็นเวลานาน 
10 วัน จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B ac illu s  P11 สามารถต้าน 
ทานการเกิดโรคเรืองแสงจาก V. h a rv e y i 639 ได้ดีกว่ากุ้งในกลุ่มควบคุมซึ่งลอดคล้องกับงานวิจัยของ 
วรรนิภา เพี้ยนภักตร์ (1997) ซึ่งทำการทดลองเลี้ยงกุ้งกุลาดำด้วยอาหารผสม B ac illu s  S11 พบว่ากุ้ง 
กุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสมแบคทีเรียดังกล่าวมีนํ้าหนัก,ความยาวรวมทั้งอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 
กุ้งกุลาดำในกลุ่มควบคุมและเมื่อเหนี่ยวนำให้กุ้งติดโรคด้วย V. h a rve y i พบว่ากุ้งในกลุ่มที่เลี้ยงด้วย 
อาหารผสม B ac illu s  ร11 มีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่ากุ้งในกลุ่มควบคุม สมบัติ รักประทานพร (2542) 
ทดลองเลี้ยงกุ้งกุลาดำด้วยอาหารผสม B ac illu s  S11 และทำการศึกษาการกลืนกินสิ่งแปลกปลอมของ 
ระบบภูมิคุมกันของกุ้งในแต่ละกลุ่มการทดลองเพื่อเปรียบเทียบการต้านทานการเกิดโรคของกุ้งกลุ่มดัง 
กล่าวเปรียบเทียบกับกุ้งกลุ่มควบคุม พบว่ากุ้งที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B ac illu s  S11 มีกิจกรรมการ 
ต้านแบคทีเรีย, กิจกรรมของเอนไซม์ทีเนอลออกซิเดลและระบบภูมิคุ้มกันดีกว่าในกุ้งกลุ่มควบคุม ทังนี 
เนื่องมาจาก B ac illu s  S11 มีผลช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้กับกุ้งกุลาดำทำให้สามารถต้านทานการ 
เกิดโรคได้ดีข้ึน อรุณ ธัญญนันท์ (2544) ได้ทดลองเล้ียงกุ้งกุลาดำในกระซังในบ่อดินด้วยอาหารผสม
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Bacillus S11 พบว่ากุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผลม Bacillus S11 มีน้ําหนัก, ความยาวรวมท้ังอัตรา 
การรอดชีวิตมากกว่ากุ้งกุลาดำในกลุ่มควบคุม

จากงานวิจัยนี้หลังจากการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย V. h a rv e y i 639 เก็บตัวอย่างกุ้งที่ตาย 
จากแต่ละกลุ่มการทดลองมาตรวจหา I/, h a rv e y i 639 ในส่วนของทางเดินอาหารและตับโดยการ 
กระจายเชื้อบนอาหารแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ (TCBS) ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2
เปอร์เซ็นต์ พบว่าสามารถตรวจพบ V. h a rv e y i 639 ทั้งในตับและในทางเดินอาหารของกุ้งที่ตาย โดย 
พบปริมาณของ V. h a rv e y i 639 ในตับประมาณ 105 CFU/กรัมของตับกุ้งท้ัง 2 กลุ่มทดลอง แต่พบ 
ปริมาณของ V. h a rv e y i 639 ในทางเดินอาหารของกุ้งกลุ่มควบคุมประมาณ 107 CFU/ กรัม ส่วนใน 
ทางเดินอาหารของกุ้งในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B ac illu s  P11 พบปริมาณของ V. h a rv e y i 639 
ประมาณ 105 CFU/กรัม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกุ้งในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B ac illu s  P11 เกิด 
colonization ของ B ac illu s  P11 ในทางเดินอาหารจึงทำให้ V. h a rve y i 639 มีพื้นที่ยึดเกาะกับผนัง 
ทางเดินอาหารได้น้อยกว่าในกุ้งกลุ่มควบคุมและจากการตรวจหา!เริมาณ V. h a rv e y i 639 ในตับของ 
กุ้งท่ีตายท้ัง 2 กลุ่มทดลอง พบว่ามีปริมาณของ V/. h a rv e y i 639 ไม่แตกต่างกัน คือประมาณ 105 
CFU/กรัม แต่กุ้งในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B ac illu s  P11 เป็นเวลานาน 100 วัน สามารถรอดชีวิต 
ได้มากกว่ากุ้งในกลุ่มควบคุมหลังจากเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย V. h a rv e y i 639 จากผลการทดลอง 
อาจเนื่องมาจากกุ้งในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B a c illu s  P11 ลามารถต้านทานการเกิดโรคได้ดีกว่า 
กุ้งในกลุ่มควบคุม โดย B ac illu s  P11 มีผลช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาดำและช่วยให้กุ้งที่ได้ 
รับ B ac illu s  P11 ลามารถกำจัด V. h a rve y i 639 ได้ดีกว่ากุ้งในกลุ่มควบคุม และจากการยืนยันผล 
การติดโรคเริองแสงจาก น. h a rve y i 639 ด้วยวิธี immunohistochemistry โดยใช้โมโนโคลนอล 
แอนติบอดี (3-3H) (วรรนิภา เพ้ียนกักตร์) ซึ่งมีความ,จำเพาะต่อ V. h a rve y i 639 พบว่า สามารถตรวจ 
พบ V. h a rv e y i 639 ได้ทั้งในตับและทางเดินอาหารกุ้งกุลำดำ แสดงว่ากุ้งตายเน่ืองจากการเหน่ียวนำ 
ให้เกิดโรคด้วย V. h a rv e y i 639

การทดลองศึกษาลักษณะเฉพาะและการจัดจำแนก Bacillus P11 ด้วยชุดจำแนกแบคทีเรีย 
สำเร็จรูป API50CHB (Biomerioux, France) และการเรียงตัวของลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 
rDNA ซึ่งมีความยาวประมาณ 1,401 เบส ลามารถจัดจำแนก Bacillus P11 เป็น Bacillus subtilis 
โดยจากผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S rDNA พบว่ามีความเหมือนกับลำดับนิวคลีโอ 
ไทด์บริเวณ 16S rDNA ท่ีลมบูรณ์ของ B. subtilis ซึ่งรายงานใน Gen Bank ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ (ภาค
ผนวก ค)
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การตรวจหาสารปฏิชีวนะท่ีลร้างโดย Bacillus P11 ด้วยชุดตรวจลอบสารปฏิชีวนะตกค้างใน 
อาหารที่ผลิตโดยคณะลัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และการตรวจหาสารปฏิชีวนะด้วย 
วิธี Disk assay พบว่าไม่ลามารถตรวจพบสารปฏิชีวนะท่ีสร้างโดย Bacillus P11 แต่เมื่อนำส่วนใลที่ได้ 
จากการเลียง Bacillus P11 เป็นเวลานาน 36 ชั่วโมงไปตรวจหาสารปฏิชีวนะด้วยเครอง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช้บริการของบริษัท OMIC พบว่าตรวจพบสาร 
ปฏิชีวนะออกซิเตตราไซคสินในปริมาณ 0.18 ส่วนในล้านส่วน ซึ่งปริมาณของสารปฏิชีวนะดังกล่าวที่ 
ตรวจพบอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานของกระทรวงสาธารณสุขที,อนุญาตให้ตรวจพบออกซิเตตราไซคลินใน 
อาหารได้ไม่เกิน 0.200 ส่วนในล้านส่วน เมื่อนำเนื้อกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม Bacillus P11 
มาตรวจหาสารปฏิชีวนะท่ีสร้างโดย Bacillus P11 ด้วยชุดตรวจลอบสารปฏิชีวนะตกค้างในอาหารที ่
ผลิตโดยคณะลัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ไม่พบการตกค้างของสารปฏิชีวนะในเนื้อ 
กุ้งกลุ่มดังกล่าว แสดงว่าปริมาณออกซิเตตราไซคลินท่ีสร้างโดย Bacillus P11 มีปริมาณตํ่ากว่าที่จะ 
ก่อให้เกิดการตกค้างของสารปฏิชีวนะในเนื้อกุ้งที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม Bacillus P11

จากการคัดแยก Bacillus P11 จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำ มีความสามารถในการยับยั้งการ 
เจริญของ V. harveyi 639 ซ่ึงเป็นลาเหตุของโรคเรืองแสงในกุ้งกุลาดำ และเม่ือนำ Bacillus P11 มา 
ผสมในอาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำและทดลองใช้เลี้ยงกุ้งกุลาดำ PL25 เป็นเวลา 100 วัน พบว่า Bacillus 
P11 มีผลช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตและอัตราการรอดชีวิตของกุ้งกุลาดำโดย Bacillus P11 ลามารถ 
อาศัยอยู่ในทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำและช่วยให้กุ้งกุลาดำมีความต้านทานการเกิดโรคเรืองแลงได ้
ซึ่งผลดังกล่าวเป็นลักษณะท่ีดีของแบคทีเรียโพรไบโอติก (Fuller, 1989) ถึงแม้ว่าจะตรวจพบสาร 
ปฏิชีวนะออกซีเตตราไซคลินในส่วนใสท่ีได้จากการเลี้ยง Bacillus P11 แต่ปริมาณที่ตรวจพบยังอยู่ใน 
เกณฑ์ที่ปลอดภัยและไม่ก่อให้เกิดการตกค้างของสารปฏิชีวนะในเนื้อกุ้งกุลาดำ ดังนั้นจึงสามารถใช้
Bacillus P11 เสริมในอาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำเพื่อช่วยเสริมการเจริญเติบโตและเพิ่มความลามารถใน 
การต้านทานการเกิดโรคแทนการใช้สารปฏิชีวนะซึ่งเป็นปัญหากับการส่งออกเนื้อกุ้งกุลาดำในปัจจุบัน

สรุปผลการทดลอง

1. แยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำได้แบคทีเรียแกรมบวก 3 ไอโซเลต ได้แก่ 
Bacillus P11 Bacillus P2 และ Bacillus P11

2. นำแบคทีเรียแต่ละลายพันธุผสมกับอาหารเลี้ยงกุ้งในอัตราส่วนต่างๆ พบว่าอัตราส่วนท่ี
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เห ม า ะ ส ม ค ือ  เซ ล ล ์ล ด  1 ส ่ว น : อ า ห า ร ก ุ้ง  4  ส ่ว น  ( 2 . 0 % เช ล ล ์แ บ ค ท ีเร ีย )  ไ ด ้ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเ ร ีย ป ร ะ ม า ณ  

1 0 lOC F U /n ? ม

3 . ก า ร ท ด ล อ ง เล ี้ย ง ก ุ้ง ด ้ว ย อ า ห า ร ผ ส ม  B a c i l l u s  s p .  แ ต ่ล ะ ล า ย พ ัน ธ ุท ี่แ ย ก ไ ด ้ใ น ร ะ ด ับ ต ู้ก ร ะ  

จ ก ข น า ด  2 0  ล ิต ร  เป ็น เว ล า  6 0  ว ัน  พ บ ว ่า ก ุ้ง ท ี่เ ล ี้ย ง ด ้ว ย อ า ห า ร ผ ส ม  B a c i l l u s  P 1 1  ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โ ต แ ล ะ  

ต ้า น ท า น ก า ร เก ิด โ ร ค เร ือ ง แ ล ง จ า ก  \/. h a r v e y i  1 5 2 6  ไ ด ้ด ีก ว ่า ก ุ้ง ใ น ก ล ุ่ม อ ื่น ๆ

4 .  ก า ร ท ด ล อ ง เล ี้ย ง ก ุ้ง ด ้ว ย อ า ห า ร ผ ส ม  B a c i l l u s  P 1 1  เ ป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ก ุล ่ม ค ว บ ค ุม ใ น บ ่อ ป ูน

ซ ีเม น ต ์ข น า ด  4 0 0  ล ิต ร  เป ็น เว ล า  1 0 0  ว ัน  ( 2  ค ร ั้ง )  พ บ ว ่า ก ุ้ง ท ี่เ ล ี้ย ง ด ้ว ย อ า ห า ร ผ ส ม  B a c i l l u s  P 1 1  ก า ร  

เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ,  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ก า ร ร อ ด ช ีว ิต ร ว ม ท ั้ง ส า ม า ร ถ ต ้า น ท า น ก า ร เก ิด โ ร ค เร ือ ง แ ส ง จ า ก  I/. h a r v e y i

6 3 9  ด ีก ว ่า ก ุ้ง ใ น ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม

5 . ร ะ ห ว ่า ง ก า ร ท ด ล อ ง เล ี้ย ง ก ุ้ง ด ้ว ย อ า ห า ร ผ ส ม  B a c i l l u s  P 1 1  ล า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ  B a c i l l u s  P 1 1  

แ ล ะ ส ป อ ร ์ใ น น ํ้า แ ล ะ ต ะ ก อ น ใ น บ ่อ เ ล ี้ย ง ก ุ้ง ต ล อ ด ร ะ ย ะ เว ล า ก า ร เล ี้ย ง แ ต ่ไ ม ่พ บ แ บ ค ท ีเ ร ีย ด ัง ก ล ่า ว ใ น บ ่อ  

เล ี้ย ง ก ุ้ง ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม

6 . ก า ร ท ด ล อ ง ต ร ว จ ห า แ บ ค ท ีเร ีย บ ร ิเ ว ณ ผ น ัง ล ำ ไ ด ้ก ุ้ง ด ้ว ย ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์อ ิเล ็ก ต ร อ น แ บ บ ส ่อ ง  

ก ร า ด  ( s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e )  ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ แ บ ค ท ีเร ีย ร ูป ร ่า ง แ ท ่ง ค ล ้า ย  B a c i l l u s  s p . ช ง  

ค า ด ว ่า น ่า จ ะ เ ป ็น  B a c i l l u s  P 1 1  บ น ผ ิว ห น ้า บ ร ิเ ว ณ ผ น ัง ล ำ ไ ด ้ก ุ้ง ก ล ุ่ม ท ี่เ ล ี้ย ง ด ้ว ย อ า ห า ร ผ ส ม  B a c i l l u s  

P 1 1 แ ต ่ไ ม ่พ บ แ บ ค ท ีเร ีย ด ัง ก ล ่า ว บ ร ิเ ว ณ ผ น ัง ล ำ ไ ล ้ก ุ้ง ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม

7 . ก า ร ท ด ล อ ง ต ร ว จ ห า  V. h a r v e y i  6 3 9  บ ร ิเ ว ณ ต ับ แ ล ะ ล ำ ไ ล ้ข อ ง ก ุ้ง ท ี่ช ัก น ำ ใ ห ้เก ิด โ ร ค เร ือ ง  

แ ส ง ด ้ว ย  V. h a r v e y i  6 3 9  โ ด ย ว ิธ ี I m m u n o h i s t o c h e m is t r y  ส า ม า ร ถ พ บ ก า ร ต ิด เช ือ  V. h a r v e y i  6 3 9  ท  

บ ร ิเว ณ อ ว ัย ว ะ ด ัง ก ล ่า ว ข อ ง ก ุ้ง ท ี่ต า ย เ น ื่อ ง จ า ก ช ัก น ำ ใ ห ้เ ก ิด โ ร ค เร ือ ง แ ล ง ด ้ว ย  V. h a r v e y i  6 3 9

8 . ก า ร จ ัด จ ำ แ น ก ส า ย พ ัน ธ ุ B a c i l l u s  P 1 1 ด ้ว ย ช ุด จ ัด จ ำ แ น ก ล า ย พ ัน ธ ุแ บ ค ท ีเร ีย  A P I 5 0 C H B  

แ ล ะ ก า ร ห า ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์บ ร ิเ ว ณ  1 6 S  r D N A  ส า ม า ร ถ จ ัด จ ำ แ น ก  B a c i l l u s  P 1 1  เป ็น

B a c i l l u s  s u b t i l i s  ( ม ีค ว า ม เห ม ือ น  9 9 %  ก ับ ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์บ ร ิเ ว ณ  1 6 S  r D N A  ข อ ง  B .  s u b t i l i s  ท ี่ 

ร า ย ง า น ใ น  G e n B a n k )

9 . ก า ร ต ร ว จ ห า ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ ใ น ส ่ว น ใ ล ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร เล ี้ย ง  B a c i l l u s  P 1 1  เป ็น เว ล า  3 6  ช ั่ว โ ม ง  

ด ้ว ย ว ิธ ี D is k  a s s a y  แ ล ะ ช ุด ต ร ว จ ส อ บ ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ  C M - T e s t  ข อ ง ค ณ ะ ส ัต ว แ พ ท ย ศ า ส ต ร ์จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ 

ห ม า ว ิท ย า ล ัย  พ บ ว ่า ไ ม ่พ บ ส า ร ป ฏ ิช ีว น ะ ใ น ส ่ว น ใ ล ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร เล ี้ย ง  B a c i l l u s  P 1 1  แ ต ่ต ร ว จ พ บ ส า ร  

ป ฏ ิช ีว น ะ อ อ ก ซ ิเต ต ร า ไ ซ ค ล ิน ป ร ิม า ณ  0 . 1 8  ส ่ว น ใ น ล ้า น ส ่ว น  ใ น ส ่ว น ใ ส ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร เ ล ีย ง  B a c i l l u s  P 1 1  

ด ้ว ย เค ร อ ง  H P L C  โ ด ย ใ ช ้บ ร ิก า ร ข อ ง บ ร ิษ ัท  O M IC  ซ ึ่ง ป ร ิม า ณ ท ี่ต ร ว จ พ บ อ ย ู่ใ น เก ณ ฑ ์ท ี่ก ำ ห น ด โ ด ย  

ก ร ะ ท ร ว ง ล า ธ า ร ณ ส ุข ค ือ น ้อ ย ก ว ่า  0 . 2  ส ่ว น ใ น ล ้า น ส ่ว น



99

10. การตรวจหาสารปฏิชีวนะตกค้างในเนื้อกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงด้วยอาหารผสม B a c i l l u s  P11
พบว่าตรวจไม่พบสารปฏิชีวนะตกค้างในเนื้อกุ้งกุลาดำในกลุ่มดังกล่าว

ข'อเสน'อแนะ

1. ศ ึก ษ า ก า ร ส ก ัด ส า ร ต ้า น จ ุล ช ีพ ท ี่ B a c i l l u s  P 1 1 ส ร ้า ง ข ึ้น ใ ห ้บ ร ิส ุท ธ ิ้ ร ว ม ท ั้ง ศ ึก ษ า โ ค ร ง ส ร ้า ง  

ข อ ง โ ม เล ก ุล ข อ ง ส า ร ด ัง ก ล ่า ว

2 . ศ ึก ษ า ห า ภ า ว ะ เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร เ จ ร ิญ ข อ ง  B a c i l l u s  P 1 1  เพ ื่อ ใ ห ้ไ ด ้เซ ล ล ใ น ป ร ิม า ณ ม า ก  

แ ล ะ ป ร ะ ห ย ัด ต ้น ท ุน ใ น ก า ร ผ ล ิต

3 . ศ ึก ษ า ก า ร ใ ช ้ B a c i l l u s  P 1 1  ใ น ร ะ ด ับ บ ่อ เล ี้ย ง ก ุ้ง เซ ิง พ า ณ ิช ย ์แ ล ะ ร ะ ด ับ โ ร ง อ น ุบ า ล เ พ า ะ ฟ ัก
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