
บทที่ 5

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

B ac illu s  s u b tilis  P11 (BSP11) เป็นแบคทีเรียที่ได้รับการทดลอบแล้วว่ามีคุณลมบัติเป็น 
โพรไบโอติกท่ีดี คัดแยกจากทางเดินอาหารของแม่พันธุกุ้งกุลาดำที่ได้จากทะเลใน จังหวัดชลบุรี 
และ จังหวัด.ตรัง โดย คิริเพ็ญ สังข์ชัย (2546) เมื่อทำการทดลองในระคับขยายส่วนเพื่อเลี้ยงกุ้งใน 
ระดับภาคสนาม ในการเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 1 ใช้กุ้งกุลาดำระยะโพลลาวา 30 จากจังหวัดชลบุรี ในบ่อ 
ปิดด้วยกระชัง แบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มควบคุม (control) ให้อาหารกุ้งกุลาดำ 
สำเร็จรูปไม่ผสมเซลล์สด B. s u b tilis  P11 และกลุ่มโพรไบโอดิก (probiotic) ให้อาหารกุ้งกุลาดำ 
สำเร็จรูปผสมเซลล์ลด B. s u b tilis  P11 3 ม้ือทุกวัน โดยเลี้ยงในกระชังตามรูปในภาคผนวก จ.
ผลการทดลองพบว่ากุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกมีอัตราการเจริญเติบโตมากกว่ากุ้งกลุ่มควบคุม อย่างมี
นัยสำคัญ (P < 0.05) (รูปท่ี 7) ส่วนการรอดชีวิตของกุ้งหลังจากทำการเลี้ยงครบ 120 วันพบว่า กุ้ง 
กลุ่มโพรไบโอดิกและกลุ่มควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตใกล้เคียงกันคือ 51.93% และ 48.13% 
ตามลำดับ(รูปท่ี 8)

การเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 2 ใช้กุ้งกุลาดำระยะโพสลาวา 50 จากจังหวัดชลบุรี ในบ่อปิดด้วยกระชัง 
แบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มควบคุม (control) ให้อาหารกุ้งกุลาดำสำเร็จรูปไม่ผสม 
เซลล์สด 8. s u b t i l i s  P11 และกลุ่มโพรไบโอดิก (probiotic) ให้อาหารกุ้งกุลาดำสำเร็จรูปผสมเซลล์ 
สด 8. s u b t i l i s  P11 3 ม้ือทุกวัน โดยเล้ียงในกระชังตามรูปในภาคผนวก ฉ. ผลการทดลองพบว่ากุ้ง 
กลุ่มโพรไบโอดิกมีอัตราการเจริญเติบโตมากกว่ากุ้งกลุ่มควบคุม อย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05) (รูป 
ท่ี 14) ส่วนการรอดชีวิตของกุ้งหลังจากทำการเลี้ยงครบ 80 วันพบว่า กุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกและกลุ่ม 
ควบคุมมีอัตราการรอดชีวิตใกล้เคียงกันคือ 72.80% และ 73.00% ตามลำดับ (รูปท่ี 15)

การทดลองท้ัง 2 คร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าโพรไบโอดิก B .s u b ti l is  P11 น้ีให้ผลดีในการกระตุ้น 
การเจริญเติบโตของกุ้งโดยไม่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของกุ้ง

ตลอดระยะเวลาการเลี้ยงกุ้งทั้ง 2 คร้ัง ในนํ้าเลี้ยงกุ้งตรวจพบปริมาณแบคทีเรียรวมอยู่ 
ในช่วง 2.3 -  3.92 Log CFU/ml และ V i b r i o  s p p .  อยู่ในช่วง ND - 2.93 Leg CFU/ml (ตารางที่ 4,
8) ในดินตะกอนบ่อเลี้ยงกุ้งตรวจพบปริมาณแบคทีเรีย 3.92 -  6.88 Log CFU/ml และ V ibrio  

spp. อยู่ในช่วง 2.17 - 3.86 Log CFU/ml (ตารางท่ี 5, 9) ส่วนในลำไล้กุ้งพบปริมาณแบคทีเรียอยู่
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ในช่วง 6.49 -  8.68 Log CFU/ml และและ V ib rio  spp . อยู่ในช่วง 2.70 -  4,73 Log CFU/ml 
(ตารางที 6, 10) ลอดคล้องกับ Lavilla-Pitogo, Leano และ Paner (1998) ที่รายงานว่ามีจุลินทรีย์ 
ในน้ําอยู่ในช่วง 2 - 4  Log CFU/ml และ V ib rio  spp . อยู่ในช่วง 1 - 3 Log CFU/ml และในดิน 
ตะกอนบ่อเลี้ยงกุ้งตรวจพบปริมาณแบคทีเรีย 4.63 -  5.57 Log CFU/ml และ V ib rio  spp . อยู่ 
ในช่วง 2.70 -  3.98 Log CFU/ml

จากการทดลองยังลามารถตรวจพบโพรไบโอติก ร. s u b t i l i s  P11 ได้ท้ังในน้ําเล้ียงกุ้ง, ดิน 
ตะกอนบ่อเลี้ยงกุ้ง และในลำไส้กุ้ง โดยพบในปริมาณ 2.64 -  3.29 Log CFU/ml และ 3.13 —
5.49 Log CFU/ml ตามลำดับ (ตารางท่ี 8, 9, 10) ลอดคล้องกับ อรุณ ธัญญนันท์ (2544) ท่ี 
รายงานว่าสามารถตรวจพบ โพรไบโอติก B a c il lu s  รา 1 ได้ทั้งในน้ําเลี้ยงและดินตะกอนบ่อเลี้ยงกุ้ง 
โดยพบในปริมาณ 2.50 -  3.89 Log CFU/ml และ 4.15 -  6.51 Log CFU/ml ตามลำดับ ส่วนใน 
ลำไส้กุ้ง ในการเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 1 พบ B .s u b t i l is  P11 ในกุ้งกลุ่มโพรไบโอติกปริมาณ 6.83 - 7.92 
Log CFU/ml และไม่พบในกุ้งกลุ่มควบคุม ในการเลี้ยงกุ้งคร้ังที่ 2 พบ ร. s u b t i l i s  P11 ในกุ้งกลุ่ม 
โพรไบโอติกและกลุ่มควบคุมปริมาณ 6.43 -  7.64 Log CFU/ml และ 3.76 -  5.84 Log CFU/ml 
ตามลำดับ ทั้งนี้เนื่องมาจาก ตำแหน่งการวางกระชังของกุ้งท้ัง 2 กลุ่มทดลองอยู่ใกล้กัน ทำให้ ร. 
s u b t i l i s  P11 แพร่กระจายไปยังกุ้งกลุ่มควบคุมด้วย การทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า โพรไบโอดิก ร. 
s u b t i l i s  P11 ลามารถดำรงชีวิตและอาศัยอยู่รอดได้เป็นอย่างดีทั้งในนํ้าบ่อเลี้ยงกุ้ง ดินตะกอนบ่อ 
เลี้ยงกุ้ง และลำไล้กุ้ง

จากทารทดสอบคุณภาพนํ้าบางประการในการเลี้ยงกุ้งกุลาดำท้ัง 2 คร้ัง (ตารางท่ี 3, 7) 
น่ันคือ แอมโมเนีย ไนไตรท์ ฟอสเฟต อัลคาไลน์นิตี้ อุณหภุมิ พีเอซ ปริมาณออกซิเจนที่ละลายใน 
น้ํา และความเค็ม พบว่าคุณภาพนํ้าอยู่ในเกณฑ์ที่ปลอดภัยลำหรับการเลี้ยงกุ้งกุลาดำ ลอดคล้อง 
กับ Rengpipat และคณะ (1998a, 2000) ที'รายงานว่าไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 
(P > 0.05) ในด้านคุณภาพนํ้าระหว่างกุ้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มโพรไบโอดิก ดังน้ันจึงกล่าวได้ว่า 
โพรไบโอดิก ร. s u b t i l i s  P11 ที่ใช้ในการเลี้ยงกุ้งกุลาดำ ไม่ได้ส่งผลในด้านลบต่อคุณภาพนํ้าในบ่อ 
เล้ียงกุ้งกุลาดำ

การเล้ียงกุ้งครั้งที่ 1 เมื่อเลี้ยงกุ้งครบ 120 วัน ตามระยะเวลาที่กำหนดแล้ว ได้ทำการ 
รวบรวมกุ้งบางส่วนจากแต่ละกลุ่มมาทำการทดสอบการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคเรีองแลงด้วย V ibrio  

h a r v e y i  ลายพันธุ 639 ความเข้มข้น 107 CFU/ml โดยวิธีการแช่ (immersion technique) พบว่า 
กุ้งกลุ่มควบคุมมีอัตราการตายสะสมมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ในวันที 8 และเมือครบ 10 วัน
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หลังจากเหนียวนำให้เกิดโรค กุ้งมีอัตราการตายสะสมเป็น 86.67% เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กุ้งกลุ่ม 
โพรไบโอดิก มีอัตราการตายละลมเพียง 16.67% หลังจากเหนี่ยวนำเกิดโรคเป็นเวลานาน 10 วัน 
ซึ่งน้อยกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05) (รูปท่ี 9) สอดคล้องกับ ศรเพ็ญ สังข์ชัย 
(2546) ที่รายงานว่าหลังการทดสอบเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย V ibrio  h a r v e y i  ลายพันธ์ 639 ความ 
เข้มข้น 107 CFU/ml โดยวิธีการแช่ (immersion technique) พบว่ากุ้งกลุ่มควบคุมมี อัตราการ 
ตายสะสม 50 เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 5 และอัตราการตายละลมเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 8 ส่วน 
กุ้งกุลาดำที่ผ่านการเลี้ยงด้วยอาหารผสม B a c il lu s  P11 เป็นระยะเวลา 120 วัน มีอัตราการตาย 
น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์หลังจากเหน่ียวนำเกิดโรคเป็นเวลานาน 10 วัน นอกจากนี้ยังลอดคล้องกับ 
Rengpipat และคณะ (2000) ที่รายงานว่าหลังการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคด้วย V .h a r v e y i  ลายพันธุ 
1526 กุ้งกลุ่มโพรใบ'โอติกมีการตายสะสม 45.70% น้อยกว่ากลุ่มควบคุมที่มีค่าการตายสะสม 
64.70% ซึ่งแต่งต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05)

การเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 2 เมื่อเลี้ยงกุ้งครบ 80 วัน ตามระยะเวลาที่กำหนดแล้ว ได้ทำการ 
รวบรวมกุ้งบางส่วนจากแต่ละกลุ่มมาทำการทดสอบการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคเรืองแลงด้วย V i b r i o  

h a r v e y i  ลายพันธุ 639 ความเข้มข้น 107 CFU/ml โดยวิธีการแช่ (immersion technique) พบว่า 
กุ้งในกลุ่มโพรไบโอติกมีอัตราการตายสะสมน้อยกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมอย่างไม่มีนัยสำคัญ (p>0.05) 
โดยการตายสะสมต่อเวลาของกุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกช้ากว่ากุ้งกลุ่มควบคุม (รูปท่ี 16) ลอดคล้องกับ 
Rengpipat และคณะ (2003) ซึ่งรายงานว่าหลังการทดสอบเหน่ียวนำให้เกิดโรคด้วย V i b r i o

h a r v e y i  สายพันธุ 1526 ความเข้มข้น 107 CFU/ml โดยวิธีการแซ่ (immersion technique) ในกุ้ง 
กุลาดำที่เลี้ยงในบ่อดินเป็นเวลา 100 วัน พบว่ากุ้งในกลุ่มโพรไบโอติกมีอัตราการตายสะสมน้อย 
กว่ากุ้งกลุ่มควบคุมอย่างไม่มีนัยสำคัญ (P>0.05) โดยการตายสะสมต่อเวลาของกุ้งกลุ่มโพรไบโอ 
ดิกช้ากว่ากุ้งกลุ่มควบคุมเซ่นกัน และยังลอดคล้องกับ Gildberg และ Mikkelsen (1998) ทีพบว่า 
เม่ือทำการทดสอบการเหน่ียวนำให้เกิดโรคในระดับ in vivo โพรไบโอดิกสามารถช่วยทำให้การตาย 
ช้าลงเท่านั้น

ความแตกต่างจากการทดสอบการเหนี่ยวนำให้เกิดโรคเรืองแสงด้วย V ibrio  h a r v e y i  ลาย 
พันธุ 639 จากการทดลอง 2 คร้ังน้ี ลาเหตุอาจเกิดขึ้นจากความแตกต่างด้านอายุของกุ้งที่นำมาใช ้
ทดสอบ กุ้งที่นำมาใช้ในการทดสอบครั้งที่ 1 เลี้ยงในบ่อดินเป็นเวลา 120 วัน อาจมีภูมิคุ้มกัน 
ต้านทานการเกิดโรค มากกว่ากุ้งที่นำมาใช้ในการทดสอบครั้งที่ 2 ซึ่งเลียงในบ่อดินเป็นเวลา 80 วัน 
นอกจากน้ีในการทดสอบการเหน่ียวนำH เกิดโรคครังท่ี 2 ยังพบโพรไบโอดิก B . s u b t i l i s  P11 ใน 
สำไล้กุ้งกลุ่มควบคุมปริมาณ 5.50 Log CFU/ml ซึ่งน้อยกว่าทีพบในลำไล้กุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกประ
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มาณ 2 log cycle (รูปท่ี 18) อันเกิดจากการแพร่กระจายของเชื้อระหว่างการเพาะเลี้ยงกุ้ง โพร 
ไบโอติกมีผลช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้กับกุ้งกุลาดำทำให้ลามารถต้านทานการเกิดโรคได้ดีชื้น (อรุณ 
ธัญญนันท์, 2544) ผลการทดลองครั้งท่ี 2 จึงอาจไม่ชัดเจนเท่าครั้งแรก อย่างไรก็ตามจากการ 
ทดลอบการเหน่ียวนำให้เกิดโรคเรืองแสงด้วย V ib rio  h a rv e y i ลายพันธุ 639 ท้ัง 2 คร้ังน้ี ลามารถ 
สรุป,ได้'ว่า โพรไบโอดิก 6. su b tilis  P11 ช่วยเพิ่มความต้านทานของกุ้งกุลาดำต่อการเกิดโรคเรือง 
แลง และช่วยยืดระยะเวลาการตายของกุ้งเมื่อเกิดโรคเรืองแลงได้

การทดลองเปรียบเทียบความลามารถในการลร้างภูมิคุ้มกันที่ป้องกันสิ่งแปลกปลอมโดย 
เซลล์ จากการทดลองครั้งที่ 1 และ คร้ังท่ี 2 หลังการเลี้ยงกุ้งเป็นเวลา 120 วัน และ 80 วัน 
ตามลำดับ พบว่าปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุ้งในกลุ่มโพรไบโอดิก มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างไม่มี 
นัยสำคัญ (P > 0.05) โดยมีมีปริมาณเม็ดเลือดรวมประมาณ 107 cell/ml และลดลงหลังการ 
เหน่ียวนำให้เกิดโรค (รูปท่ี 12, 19) ส่วนการทดลองเปรียบเทียบความลามารถในการสร้าง
ภูมิคุ้มกันที่ป้องกันสิ่งแปลกปลอมจากลารนํ้า โดยเปรียบเทียบ'จากการสร้างลารที่มีฤทธิ้ต้าน
แบคทีเรียในเลือดกุ้ง จากการทดลองครั้งที่ 1 และ คร้ังท่ี 2 หลังการเลี้ยงกุ้งเป็นเวลา 120 วัน และ 
80 วัน ตามลำดับ พบว่ากุ้งกลุ่มโพรไบโอดิกสร้างลารท่ีมีกุทธิ้ต้านแบคทีเรียในเลือดกุ้งโดยมี 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งมากกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (P<0.05) และหลังเหนี่ยวนำให้เกิด 
โรคแล้วกุ้งท้ัง 2 กลุ่มทดลองสร้างลารที่มีฤทธิ้ต้านแบคทีเรียโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งแบคทีเรียใน 
เลือดมากขึ้น (รูปท่ี 13, 20) ลอดคล้องกับ Rengpipat และคณะ (2000) ซ่ึงรายงานการใช้โพร 
ไบโอดิกแบคทีเรีย เพื่อกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน พบว่าลามารถชักนำให้ เปอร์เซ็นต์ฟาโกไซโตซีล ฟา 
โกไซดิก อินเด็กซ์ และปริมาณทีเนอลออกซิเดสในเม็ดเลือดสูงกว่ากลุ่มควบคุม แต่ไม,พบความ 
แตกต่างของปริมาณเม็ดเลือดรวม และฤทธี้ต้านแบคทีเรียในทุกกลุ่มทดลอง และหลังการชักนำให้ 
เกิดโรคพบว่า จำนวนเม็ดเลือดรวมลดลง เปอร์เซ็นต์ฟาโกไซโตซีล ฟาโกไซดิก อินเด็กซ์ และฤทธี้ 
ต้านแบคทีเรียมีปริมาณสูงขึ้น และจากการศึกษาของ Panigrahi และคณะ (2005) ซ่ึง 
ทำการศึกษาการใช้โพรไบโอดิกแบคทีเรีย L a c to b a c i l lu s  r h a m n o s u s  JCM 1136 ในรูปเซลล์ตาย, 
เซลล์ท่ีมีชีวิตและเซลล์ท่ีอยู่ในรูปแซ่แข็ง พบว่าการใช้เซลล์ไนรูปเซลล์ท่ีมีชีวิตและเซลล์ท่ีอยู่ในรูป 
แช่แข็งมีผลให้ระบบภูมิคุ้มกันในปลา rainbow trout O n c o r h y n c h u s  m y k i s s  สูงกว่ากลุ่มทีให้ 
อาหารปกติ และกลุ่มที่ให้อาหารผสมโพไบโอดิกในรูปเซลล์ตายหลังจากหยุดให้อาหารผลมโพร
ไบโอดิกแบคทีเรียดังกล่าว พบว่าระดับภูมิคุ้มกันลดลง ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าโพรไบโอดิกแบคทีเรีย 
สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันกุ้งให้สูงขึ้น
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1. โพรไบโอดิก B a c illu s  s u b t il is  P11 (BSP11) ลามารถช่วยเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโต 
กุ้งกลาดำได้อย่างมีนัยสำคัญ (P < 0.05) แต่ไม่มีผลกับการรอดชีวิตของกุ้ง

2. ร. s u b t i l is  P11 ลามารถอาศัยและดำรงอยู่รอดชีวิตอยู่รอดได้เป็นอย่างดี ในลภาพ 
แวดล้อมบ่อเล้ียงกุ้ง และภายในลำไล้กุ้ง

3. เม่ือทดสอบความด้านทานต่อการเหน่ียวนำให้เกิดโรคเรืองแลงด้วย V i b r i o  h a r v e y i  

สายพันธุ639 พบว่ากุ้งท่ีเล้ียงในบ่อดินเป็นเวลา 120กันในการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 1 กุ้ง 
กลุ่มโพรไบโอติกมีอัตราการตายสะลมน้อยกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (P <
0.05) ส่วนกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงในบ่อดินเป็นเวลา 80 กันในการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 2 กุ้ง 
กลุ่มโพรไบโอติกมีอัตราการตายละลมน้อยกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมอย่างไม่มินัยสำคัญ (P 
> 0.05) แต่มีอัตราการตายช้ากว่าในกุ้งกลุ่มควบคุม

4. การทดลองเปรียบเทียบความลามารถในการสร้างภูมิคุ้มกันท่ีป้องกันส่ิงแปลกปลอม 
โดยเซลล์และลารน้ํา พบว่าโพรไบโอดิก B. s u b t i l is  P11 สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้ม 
กันของกุ้งให้สูงข้ึนได้

5. ร. s u b t i l i s  P11 มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอดิกท่ีดีเหมาะลำหรับการนำไปใช้เล้ียงกุ้งใน 
ระดับอุตสาหกรรม แต่อาจยังด้อยกว่า B a c il lu s  ร11 โพรไบ่โอดิกท่ี1ได้รับการยืน
ยันผลก่อนหน้าน้ีโดย Rengpipat และคณะ (2003) ในแง่การรอดชีวิตของกุ้ง

ข้อเสนอแนะ

จากการทดลองทำการเสรม B a c il lu s  s u b t i l i s  P11 (BSP11) ในการเล้ียงกุ้งกุลาดำระดับ 
ภาคสนาม มีข้อเสนอแนะว่าควรทำการศึกษาเพ่ิมเดิมดังน้ี

1. ศึกษาปริมาณของ ร. s u b t i l i s  P11 ท่ีแน่'นอนและปริมาณต่ําสุดอันมีผลเสริมการ 
เจริญเติบโตและกระตุ้นภูมิคุ้มกันโรคให้แก่กุ้ง

2. ศึกษาการใช้ ร. s u b t i l i s  P11 ร่วมกับ B a c il lu s  ร11 โพรไบัโอดิกท่ี'ได้รับการยืนยันผล 
ก่อนหน้าน้ีโดย Rengpipat และคณะ (2003) เป็น mixed culture เสริมในการเล้ียง 
กุ้งกุลาดำ

3. ศึกษาหากัลดุราคาถูกท่ีจะนำมาใช้เพ่ิมจำนวน ร. s u b t i l i s  P11 เพ่ือเป็นการลดต้นทุน 
ในการผลิต
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