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การคัดเลือกและการจ าแนกชนิดแบคทีเรียที่แยกได้จาก 
ทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii de Man) 

Screening and Identification of Bacteria Isolated from  
Giant Freshwater Prawn (Macrobrachium rosenbergii de Man) 
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บทคัดย่อ 
การศึกษาครั้งนี้ ได้ท าการทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของเช้ือจุลินทรีย์โพรไบโอติก เพื่อน ามาใช้ในการ

เพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกราม ที่แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกรามจากคลองธรรมชาติ ในจั งหวัดนครปฐม แยก
เชื้อได้ทั้งหมด 442 ไอโซเลท เป็นเช้ือท่ีติดสีแกรมบวกจ านวน 237 ไอโซเลท เมื่อน าไปทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือก่อโรค 4 ชนิด ได้แก่ Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Vibrio harveyi และ Vibrio 
parahaemolyticus ด้วยวิธีซึมผ่านวุ้น พบว่าได้เช้ือที่สร้างโซนใสรอบโคโลนีของเช้ือก่อโรค จ านวน 8 ไอโซเลท 
และได้เช้ือที่ไม่สร้างโซนใส แต่สามารถเจริญคลุมพื้นที่โคโลนีของเช้ือก่อโรคได้ดี จ านวน 5 ไอโซเลท จากการจัด
จ าแนกเช้ือโดยการวิเคราะห์ล าดับเบสในส่วนของยีน 16S rDNA พบว่า เช้ือทั้งหมด เป็นเช้ือที่อยู่ในสกุลบาซิลลัส 
ได้แก่ B. pumilus TSN33, B. pumilus LLBM499, B. subtilis TSM33, B. subtilis TSM262, B. subtilis 
LLBM241, B. subtilis TSN262, B. aryabhattai TSM362, B. amyloliquefaciens TSN63, B. 
amyloliquefaciens TSM499-4, B. cereus HMN142, B. cereus LLBM202, B. thuringiensis HMN151 
และ B. licheniformis HMN152 เช้ือเหล่านี้ จึงมีคุณสมบัติเบื้องต้นในการคัดเลือกไปใช้เป็นโพรไบโอติกในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามต่อไปได้ 
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ABSTRACT 
In this study, the preliminary character of probiotic bacteria which were isolated from 

the gastrointestinal tract of Giant Freshwater Prawn (Macrobrachium rosenbergii de Man) from 
natural canel in Nakhon Pathom province Thailand were studied. Out of 442 isolates of gram 
positive bacteria detected were tested for growth inhibition activity against 4 pathogenic bacteria 
which were Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Vibrio harveyi and Vibrio parahaemolyicus 
by Agar Well Diffusion Assay method. The result showed that 8 isolates of Bacillus species were 
able to form clear zone. Five isolates grew rapidly and covered the pathogenic-bacterial 
colonies. The genetic analysis by 16S rRNA gene sequenceing identified that all bacterial isolates 
are B. pumilus TSN33, B. pumilus RBM499, B. subtilis TSM33, B. subtilis TSM262, B. subtilis 
LLBM241, B. subtilis TSN262, B. aryabhattai  TSM362, B. amyloliquefaciens TSN63, B. 
amyloliquefaciens TSM499-4, B. cereus HMN142, B. cereus LLBM202, B. thuringiensis HMN151 
and B. licheniformis HMN152. These bacteria can be selected as the probiotic agents for giant 
freshwater prawn. 

 

ค าส าคัญ: โพรไบโอติก  กุ้งก้ามกราม  บาซิลลัส 16S rRNA 
Keywords: Probiotics, Giant freshwater prawn, Bacillus 16S rRNA 
 

บทน า 
กุ้งก้ามกรามเป็นกุ้งน้ าจืดที่พบทั่วไปในแหล่ง

น้ าธรรมชาติ และสามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ทั้งน้ ากร่อย
และน้ าจืด ที่ผ่านมาความอุดมสมบูรณ์ของกุ้งก้ามกราม
ในแหล่งน้ าธรรมชาติลดลงเรื่อย ๆ เนื่องจากสาเหตุ
หลายประการ เช่น การท าประมงผิดวิธี การระบาด
ของโรค ตลอดจนปัญหามลภาวะสิ่งแวดล้อม จึงมีการ
เพาะเลี้ยงเพื่อชดเชยจากธรรมชาติ จนกลายเป็นอาชีพ
หนึ่งที่ท ารายได้ให้กับเกษตรกรจนถึงปัจจุบัน กุ้ ง
ก้ามกรามเป็นสัตว์น้ าที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจและมี
ราคาแพง ส่งเป็นสินค้าออก และท ารายได้ให้กับ
ประเทศ จากข้อมูลของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ปี 
2553 ได้รายงานไว้ว่า กุ้งก้ามกรามเป็นสัตว์น้ าที่ก าลัง
เป็นที่ต้องการของตลาดโลก โดยเฉพาะร้านอาหารไทย
ในต่ า งประ เทศ มี ตลาดส่ งออกที่ ส าคัญ  ได้ แก่ 

สหรัฐอเมริกา จีน ออสเตรเลีย สิงคโปร์ เกาหลี และ
ญี่ปุ่น (วชิรภรณ์, 2553) ซึ่งในปี 2553 มีปริมาณการ
ส่งออกที่เพิ่มขึ้นถึง 2,081 ตันมีมูลค่า 364.5 ล้านบาท 
มีปริ มาณการส่ งออกมากที่ สุ ดคื อ  ประ เทศจี น 
สหรัฐอเมริกา เวียดนาม ตามล าดับ (กลุ่มวิจัยและ 
วิเคราะห์สถิติการประมง, 2553) ท าให้มีการเพิ่ม
ปริมาณการผลิตมากขึ้นกว่าเดิม แต่วิธีการเลี้ยงส่วน
ใหญ่ที่น ามาใช้ คือวิธีที่มีการลงทุนน้อย แต่เลี้ยงแบบ
หนาแน่น ท าให้มีปัญหาและอุปสรรคตามมา อาทิเช่น 
ลูกกุ้งมีอัตราการรอดต่ า กุ้งโตช้า มีสภาพแคระแกร็น
ท าให้เกิดโรคระบาดจากเช้ือไวรัส และเช้ือแบคทีเรียได้
ง่าย ท าให้ผลผลิตไม่ได้ตามที่ควร เกษตรกรพึ่งสารเคมี 
และยาปฏิชีวนะเป็นหลัก ต้นทุนการผลิตที่สูงขึ้น 
ผลกระทบที่ตามมาอีกคือ เกิดการตกค้างของยาและ
สารเคมีในตัวกุ้ง ก่อให้เกิดอันตรายต่อบริโภคตามมา 
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(วิศณุ, 2541) ระยะหลังเกษตรกรหันมาทดลองการ
เลี้ยงกุ้งแบบชีวภาพ มีการทดลองน าแบคทีเรียโพร- 
ไบโอติกมาใช้ควบคุมและป้องกันแบบชีววิธีในการเลี้ยง
กุ้งกุลาด า โดยน าเช้ือแบคทีเรียบางชนิดที่สามารถเข้า
ไปยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ก่อโรค การใช้
เอนไซม์หรือผลิตภัณฑ์ที่สกัดได้จากแบคทีเรียใส่ลงใน
น้ าหรืออาหารเพื่อป้องกันโรคและกระตุ้นให้สัตว์น้ ามี
การเจริญเติบโตดีขึ้น (สนธ,ิ 2541) 

จากข้อมูลดังกล่าว ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรียโพร-
ไบโอติกมีความส าคัญ และมีความเป็นไปได้ในการ
น ามาใช้ในการเลี้ยงกุ้งก้ามกราม วัตถุประสงค์ของการ
ท าวิจัยครั้ งนี้คือเพื่อศึกษาคุณสมบัติ เบื้องต้นและ
คัดเลือกเช้ือที่มีความสามารถน าไปพัฒนาเป็นโพร - 
ไบโอติกเพื่อใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามต่อไป 

 

วัสดุและวิธีการด าเนินการวิจัย 
1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค 

น าตั วอย่ า งทาง เดิ นอาหารส่ วนที่ เ ป็ น
กระเพาะและล าไส้ของกุ้งก้ามกรามจากคลองธรรมชาติ 
3 แห่ง ได้แก่คลองท่าสาร (TS) คลองล าลูกบัว (LLB) 
คลองห้วยม่วง (HM) จ านวน 60 ตัวอย่าง น ามาท า
ความสะอาด ตัดเอาเฉพาะส่วนที่ เป็นล าไส้และ
กระเพาะ น ามาบดด้วยแท่งแก้ว จากนั้นวิเคราะห์
ปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด โดยวิธี pour plate 
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA (plate count agar, Merck, 
Germany) และ MRS (de Man Rogosa and 
Sharpe, Himedia, India) ที่ประกอบด้วย 0.5% 
แคลเซียมคาร์บอเนต โดยเจือจาง 10 เท่า (serial 
dilution) ที่ระดับความเข้มข้น 10-1-10-6 จากนั้นบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
ก่อนน ามานับจ านวนแบคทีเรียจากจานเลี้ยง เช้ือที่มี

โคโลนีอยู่ระหว่าง 25-250 โคโลนี น าโคโลนีที่แยกได้
บนอาหาร PCA มาเข่ียบนอาหาร NA (nutrient agar) 
ส่วนในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS จะคัดเลือกเฉพาะ
โคโลนีที่ เกิดบริเวณโซนใสรอบ ๆ น ามาเขี่ยลงบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส ตรวจสอบโคโลนีเดี่ยว ๆ ท าซ้ าอีกครั้ง เพื่อท า
ให้เ ช้ือบริสุทธิ์มากขึ้น แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง จึงเขี่ยเช้ือน าไป
ย้อมสีแกรม จากนั้นคัดเลือกเฉพาะเช้ือแบคทีเรียที่ติด 
สีแกรมบวก มาทดสอบการยับยั้งเช้ือก่อโรคด้วยวิธี 
ซึมผ่านวุ้น (agar well diffusion assay) ดัดแปลงตาม
วิธีการของ Barefoot and Klaenhammer (1984) 
โดยทดสอบกับ เ ช้ือก่ อ โ รค  4 ชนิ ด  ไ ด้ แก่  เ ช้ื อ 
Aeromonas hydrophila , Escherichia coli, V. 
harveyi และ Vibrio parahaemolyticus โดยน าเช้ือ
ทั้ง 4 ชนิด มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ NB (nutrient 
broth)ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร เลี้ยงไว้ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ส าหรับเช้ือ V. 
harveyi และ V. paraheamolyicus จะเลี้ยงใน
อาหาร NB ที่มี NaCl ผสมอยู่ ร้อยละ 2 น าเช้ือก่อโรค
แต่ละชนิดผสมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ NA ในปริมาตร 
250 มิลลิลิตรที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ และทิ้งให้อุณหภูมิ
เย็นลง 45-50 องศาเซลเซียส ผสมเช้ือในวุ้นอาหารให้
เข้ากันดี จากนั้นเทลงในจานเลี้ยงเช้ือ ทิ้งจนวุ้นแข็งตัว 
จึงท าการเจาะหลุมในแต่ละจาน จานละ 4 หลุม 
จ ากนั้ นดู ด เ ช้ื อทดสอบล ง ในหลุ ม  หลุ มล ะ  50 
ไมโครลิตร โดยหยดเช้ือ 1 หลุมต่อเช้ือ 1 ไอโซเลท บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จึง
วั ด เ ส้ น ผ่ า ศู น ย์ ก ล า ง ข อ ง บ ริ เ ว ณ ใ ส แ ล ะ วั ด
เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีพร้อมบันทึกผล 
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2. การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกด้วย
วิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน16S rRNA 

ตรวจสอบและจ าแนกเช้ือจุลินทรีย์ที่เพาะ
แยกได้  และมีคุณสมบัติ เป็นโพรไบโอติก ด้วยวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ 16s rRNA 
universal primers คือ forward primer 
5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ reverse primer 
5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ (Weisburg et 
al., 1991) ในการสังเคราะห์ DNA โดยน าโคโลนีของ
เช้ือที่แยกได้มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ genomic DNA 
isolation kit (Favorgen®) มีวิธีการโดยย่อคือ น าเช้ือ
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใส่ลงใน micro tube แล้วเติม 
RNase A ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง
นาน 2 นาที ครบเวลาจึงเติม 20 ไมโครลิตรของ 
proteinase K ที่มีความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร จึงเติม PABG buffer ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรลงในหลอดตัวอย่างทุกหลอด แล้วน าไปวาง
ลงใน heat box ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที จากน้ันน ามาปั่นที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm.นาน 
1 วินาที แล้วเติม 200 ไมโครลิตรของ 100% ethanol 
ผสมให้เข้ากันดี น าไปปั่นโดยใช้ความเร็วรอบ 6,000 
rpm.นาน 30 วินาที น าไปผ่าน FABG Column ปั่นที่
ความเร็วรอบ 13,000 rpm นาน 1 นาที แล้วทิ้งส่วน
ใสที่อยู่ในหลอด ปั่นล้างด้วย 500 ไมโครลิตรของ 
buffer W1 อีกครั้งนาน 1 นาที ทิ้งส่วนใสในหลอด
ตัวอย่าง ปั่นล้างที่ 13,000 rpm นาน 1 นาที จากนั้น
เติม elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ท าการ 
elute ให้ได้ DNA ของเชื้อ จากน้ันน า DNA ที่ได้ มาท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ มีวิธีการ คือ ท าการผสม mixture 
ประกอบด้วย 10 ไมโครลิตรของ 10X PCR buffer, 2 
ไมโครลิตรของ 10 mM dNTP, 1 ไมโครลิตรของ 16S 
reverse primers ความเข้มข้น 20 mM, 1 ไมโครลิตร

ของ 16S forward primers ความเข้มข้น 20 mM, 
primer เติม 0.5 ไมโครลิตรของ Taq DNA 
polymerase ก่อนน าไปผสมกับ DNA template ใส่
อัตราส่วน 1:10 (DNA template:mixture) เมื่อ
ผสมเสร็จแล้วน าไปเข้าเครื่องพีซีอาร์ โดยโปรแกรมการ
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้คือ initial denature ที่ 95 
องศาเซลเซียส (3 นาที) denature ที่ 95 องศา
เซลเซียส (1 นาที) annealing ที่ 42 องศาเซลเซียส 
(30 วินาที) extension ที่ 72 องศาเซลเซียส (2 นาที) 
จ านวน 35 รอบ และต่อด้วยขั้นตอน extension ที่ 72 
องศาเซลเซียส (10 นาที) ตรวจสอบ PCR product ที่
ได้บนอะกาโรสเจล ด้วยวิธีอีเล็กโทรโฟรีซิส โดยเทียบ
กับ 1 kb DNA marker (fermentas®) น า DNA ของ
เช้ือผ่าน column เพื่อให้บริสุทธิ์มากขึ้นโดยใช้ 
genomic DNA purification kit (Favorgen®) 
จากนั้นส่งวิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยเครื่อง auto 
sequencing ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd 
ประเทศมาเลเซีย น าผลที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
ใน gene bank database ผ่านเวปไซต์ 
http//www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST โดยใช้
โปรแกรม BLAST version 2.2.5 
3. การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวเคมี 

น าเช้ือที่มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือก่อ
โรค มาทดสอบเพื่อแยกชนิดด้วยชุดทดสอบ API 50 
CHB โดยท าการแยกเช้ือจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ให้
บริสุทธิ์ (pure culture) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ NA บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เขี่ยเช้ือลง
ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ 
น าไปวัดค่าความขุ่นให้ได้เท่ากับ 2.0 McFarland จึง
ดูดเช้ือในปริมาตร 120 ไมโครลิตร ลงในช่องที่บรรจุ
สารชีวเคมีชนิดแห้ง (dehydrated substrates) ซึ่งมี
จ านวน 50 ช่อง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
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24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาจึงน ามาตรวจดูผล เพื่อ
ตรวจสอบหาสปีชีส์ของเช้ือที่แยกได้ โดยใช้โปรแกรม
ส าเร็จรูป APICHB version 4.0 (BioMerieux, 
France)  ผ่ า น เ ค รื อ ข่ า ย อิ น เ ต อ ร์ เ น ต 
http//www.apiwep.biomerieux.com/servlet/Ide
ntify 
 

ผลการวิจัย 
1. ผลการแยกและคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถใน
การยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยวิธีซึมผ่านวุ้น (agar well 
diffusion assay) 

จากการแยกเช้ือให้บริสุทธิ์ ได้เช้ือทั้งหมด 
442 ไอโซเลท แบ่งเป็นเช้ือที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
NA จ านวน 256 ไอโซเลท เช้ือที่เจริญบนอาหารเลี้ยง
เช้ือ MRS มีจ านวน 186 ไอโซเลท เมื่อน าเช้ือทั้งหมด 
มาศึกษารูปร่างทางสัณฐานวิทยาด้วยการย้อมสีแกรม 
พบว่าสามารถแบ่งเช้ือได้เป็น 6 กลุ่มด้วยกัน คือ 
แบคทีเรียรูปกลมติดสีแกรมบวก จ านวน 110 ไอโซเลท 
แบคทีเรียรูปกลม ติดสีแกรมลบ จ านวน 84 ไอโซเลท 
แบคทีเรียรูปท่อนสั้นติดสีแกรมบวก จ านวน 105  
ไอโซเลท แบคทีเรียรูปท่อนสั้นติดสีแกรมลบ จ านวน 
101 ไอโซเลท แบคทีเรียรูปท่อนยาวแกรมบวก จ านวน 
22 ไอโซเลท และแบคทีเรียรูปท่อนยาวย้อมติดสีแกรม
ลบ จ านวน 20 ไอโซเลท (ไม่ได้แสดงผลข้อมูล) เมื่อ
คัดเลือกเช้ือแกรมบวก จ านวน 237 ไอโซเลท มา
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือก่อโรคด้วยวิธีซึม
ผ่านวุ้น พบว่า ได้เช้ือที่สามารถยับยั้งเช้ือก่อโรคโดย
สร้างโซนใสรอบโคโลนีของเช้ือ จ านวน 8 ไอโซเลท 
ได้แก่ ไอโซเลท TSM33, TSM262, LLBM241, 
TSN262, TSM362, TSN63, TSM499-4 และ 
HMN151 ซึ่งเช้ือท้ังหมด สามารถยับยั้งเช้ือก่อโรคได้ 3 
ชนิด ได้แก่ เช้ือ A. hydrophila, E. coli และ V. 

harveyi ส าหรับเช้ือก่อโรค V. parahaemolyticus 
พบว่า ไม่มีเชื้อที่ยับยั้งได้ เชื้อที่สามารถยับยั้งได้ดีที่สุดมี 
3 ไอโซเลท ได้แก่ เช้ือรหัส TSM33, HMN151 และ
TSM499-4 (รูปที่ 1 2 และ 3) โดย เช้ือรหัส TSM33 
ให้ค่าอัตราส่วนระหว่างโซนใสต่อโคโลนีของเชื้อทดสอบ 
ทั้ง 3 ชนิด ได้ดีที่สุด คือ 2.0, 2.0, และ 1.8 มิลลิเมตร 
รองลงมาคือเช้ือรหัส HMN151 วัดได้ 2.0, 1.5, 2.0 
มิลลิเมตร และเช้ือรหัส TSM499-4 วัดได้ 1.5, 2.0, 
1.5 มิลลิเมตร นอกจากนี้ ยังพบว่า มีเช้ือจ านวน 5  
ไอโซเลท ที่ไม่สร้างบริเวณใสรอบโคโลนี แต่สามารถ
เจริญเติบโตได้รวดเร็ว เข้าคลุมพื้นที่ไม่ให้เช้ือก่อโรค 
เจริญเติบโตได้ ได้แก่เช้ือ TSN 33, HMN142, 
HMN152, LLBM202 และ LLBM499 (ตารางที ่1) 
2. ผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือก
ด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าด้บเบสของยีน 16S rRNA 

จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง  เ มื่ อ น า เ ช้ื อ ที่ มี
ความสามารถในการยับยั้งเ ช้ือก่อโรค จ านวน 13  
ไอโซเลท มาสกัดดี เอ็น เอ และเพิ่มจ านวนด้วย  
ไพรเมอร์ 16s rDNA น าไปวิเคราะห์หาล าดับเบส เพื่อ
จ าแนกชนิดของแบคทีเรียในระดับสปีชีส์ พบว่าเช้ือ
ทั้งหมด อยู่ในสกุลบาซิลลัส แยกได้เป็น 7 กลุ่ม คือ 
กลุ่มที่ 1 ได้แก่ เช้ือ TSM33, TSM262, LLBM241 
และ TSN262 เป็นเช้ือชนิดเดียวกันคือ B. subtilis 
กลุ่มที่ 2 ได้แก่ ไอโซเลท TSN 63 และ TSM499-4 คือ 
เช้ือ B. amyloliquefaciens กลุ่มที่ 3 ไอโซเลท 
HMN151 เป็นเช้ือ B. thuringiensis กลุ่มที่ 4 ได้แก่ 
ไอโซเลท TSM 362 เป็นเช้ือ B. aryabhattai กลุ่มที่ 
5 ได้แก่ ไอโซเลท TSN33 และ LLBM499 เหมือนเช้ือ
ได้ 2 ชนิด คือ B. pumilus และเช้ือ B. altitudinis 
กลุ่มที่ 6 ได้แก่ ไอโซเลท HMN142 และ LLBM202 
คือ เช้ือ B. cereus และกลุ่มที่ 7 ได้แก่ ไอโซเลท 
HMN152 คือเช้ือ B. licheniformis 
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ตารางที่ 1 แสดงรหัสและจ านวนเชื้อที่สามารถสร้างบริเวณใสเข้ายับยั้งเช้ือก่อโรค และแสดงเช้ือที่ไม่สร้างโซนใส 
แต่เจริญคลุมพื้นท่ีเชื้อก่อโรคได้ดี ทดสอบด้วยวิธีซึมผ่านวุ้น (agar well diffusion assay) 

รหัสของเชื้อ อัตราส่วนระยะความกว้างของโซนใส/ความกว้างของโคโลนีเชื้อทดสอบ (มม.) 
A. hydrophilla E. coli V. harveyi V. parahaemolyticus หมายเหต ุ

TSM33 2.0 1.8 2.0 -  
TSM262 1.2 1.2 1.2 -  
LLBM241 1.2 1.3 1.0 -  
TSN262 1.3 1.3 1.1 -  
TSM362 1.4 1.3 1.3 -  
TSN63 1.2 1.2 1.1 -  

TSM499-4 1.5 2.0 1.5 -  
HMN151 2.0 1.5 2.0 -  
TSN33 - - - - คลุมเชื้อกอ่โรคได้ด ี

HMN142 - - - - คลุมเชื้อกอ่โรคได้ด ี
HMN152 - - - - คลุมเชื้อกอ่โรคได้ด ี
LLBM202 - - - - คลุมเชื้อกอ่โรคได้ด ี
LLBM499 - - - - คลุมเชื้อกอ่โรคได้ด ี

 

ตารางที่ 2 แสดงการจัดจ าแนกแบคทีเรียโพรไบโอติกด้วยชุดตรวจสอบ API50CHB และ 16S rRNA 

ไอโซเลท 
การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรยี 

ชุดตรวจ API 50 CHB 16S rRNA sequence analysis 
Identification % Identify Identification %Similarity 

TSM33 B. licheniformis 91.0 B. subtilis 99.0 
TSM262 B. amyloliquefaciens, B. subtilis 97.4 B. subtilis 99.0 
LLBM241 B. subtilis 97.0 B. subtilis 99.0 
TSN262 B. subtilis 97.0 B. subtilis 99.0 
TSM362 B. amyloliquefaciens, B. subtilis 95.6 B. aryabhattai 99.0 
TSN63 B. licheniformis 91.0 B. subtilis 99.0 

TSM499-4 B. amyloliquefaciens, B. subtilis 98.8 B. amyloliquefacien 99.0 
HMN151 B. thuringiensis 61.0 B. thuringiensis 99.0 
TSN33 B. pumilus, B. altitudinis 91.0 B. pumilus, B. altitudinis 99.0 

HMN142 B.  cereus 97.0 B. cereus 99.0 
HMN152 B. licheniformis 91.0 B. licheniformis 99.0 
LLBM202 B. cereus 97.0 B. cereus 99.0 
LLBM499 B. pumilus, B. altitudinis 91.0 B. pumilus, B. altitudinis 99.0 
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รูปที ่1 แสดงความสามารถในการยับยั้งเช้ือ A. hydrophilla ของแบคทีเรียโพรไบโอติก ได้แก่ C= Control, 1= 

B. thuringiensis HMN151, 2= B. subtilis TSM33 และ 3= B. amyloliquefaciens TSM499-4 
 

 
รูปที ่2 แสดงความสามารถในการยับยั้งเช้ือ E. coli ของแบคทีเรียโพรไบโอติก ได้แก่ C= Control, 1= B. 

thuringiensis HMN151, 2= B. subtilis TSM33 และ 3= B. amyloliquefaciens TSM499-4 
 

 
รูปที ่3 แสดงความสามารถในการยับยั้งเช้ือ V. harveyi ของแบคทีเรียโพรไบโอติก ได้แก่ C= Control, 1= B. 

thuringiensis HMN151, 2= B. subtilis TSM33 และ 3= B. amyloliquefaciens TSM499-4 
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3. ผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีทาง
ชีวเคมี 

จากการศึกษาทางชีวเคมี โดยใช้ชุดตรวจ
ส าเร็จรูป API50 CHB พบว่า ผลที่ได้มีความสอดคล้อง
กับวิธีการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA โดย
สามารถแบ่งเช้ือได้ 7 สปีชีส์ ได้แก่ เช้ือ B. subtilis, B. 
pumilus, B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis, 
B. licheniformis และ B. cereus เมื่อน าผลที่ได้ทั้ง
สองวิธีเปรียบเทียบกัน พบว่ามีจ านวน 11 โอโซเลท 
ให้ผลที่มีความสอดคล้องกัน ได้แก่ B. subtilis 
TSM262, B. subtilis LLBM241, B. subtilis 
TSN262, B. amyloliquefaciens TSN63, B. 
amyloliquefaciens TSM499-4, B. thuringiensis 
HMN151, B. cereus HMN142 และ B. cereus 
LLBM202 ส่วนเช้ือท่ีใหผ้ลที่ต่างกันจ านวน 2 ไอโซเลท 
ได้แก่ เ ช้ือรหัส TSM33 ผลการวิเคราะห์ ด้วย 
16SrRNA เป็นเช้ือ B. subtilis มีค่าความเหมือน 
(similarity) ที่ 99% แต่ให้ผลทางชีวเคมี เป็นเช้ือ B. 
licheniformis ซึ่งให้ผลการจ าแนก (identify) สูงสุดที่ 
91% เช้ือรหัส TSM362 ให้ผลการวิเคราะห์ ด้วย 16S 
rRNA เป็นเช้ือ B. aryabhattai มีค่าความเหมือน 
(similarity) ที่ 99% แต่ให้ผลทางชีวเคมี เป็นเช้ือได้ 2 
ชนิด ได้แก่ B. amyloliquefaciens และ B. subtilis 
ผลการจ าแนก (identify) สูงสุด ที่ 95.6% อย่างไร- 
ก็ตาม ควรต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อให้สามารถแยก
ชนิดของเชื้อทั้ง 2 ชนิดนี้ให้ได้ถูกต้อง แม่นย ามากข้ึน 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
ผลการคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์จากทางเดิน -

อาหารของกุ้งก้ามกราม พบว่าได้เช้ือที่มีคุณสมบัติ
เบื้องต้นในการเป็นโพรไบโอติกทั้งหมด 13 ไอโซเลท 
พบว่าเช้ือที่มีความสามารถยับยั้งเช้ือก่อโรคได้ดี ได้แก่ 

เช้ือ B. thuringiensis HMN151, B. subtilis TSM33 
และ B. amyloliquefaciens TSM499-4 สามารถ
ยับยั้งเช้ือก่อโรคได้ 3 ชนิด คือ A. hydrophila, V. 
harveyi และ E. coli โดยมีความยาวของ
เส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใสได้มากกว่าเชื้อชนิดอื่น ๆ 
โดยเช้ือ B. thuringiensis เป็นเช้ือที่พบในดิน และ
สามารถแยกได้จากล าไส้ของหนอนผีเสื้อหลายชนิด 
เชื้อชนิดนี้สามารถสร้างสารโปรตีนผลึกเข้าท าลายแมลง
ศัตรูพืช ถูกน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายทางการเกษตร 
เช่นการน ามาใช้ควบคุมตัวอ่อนของหนอนใยผัก 
เนื่องจากเชื้อชนิดนี้ จะไม่ก่ออันตรายให้แก่มนุษย์ ปลา 
หรือสัตว์ชนิดอื่น ๆ (Madigan and Martinko, 2005) 
อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานการน าเช้ือชนิดนี้ใช้เป็น
โพรไบโอติก จึงควรที่จะมีการศึกษาการน าเชื้อชนิดนี้มา
ใช้เป็นโพรไบโอติกในกุ้งก้ามกรามต่อไป 

เ ช้ือ B. subtilis เป็นเช้ือที่พบใน
สภาพแวดล้อมทั่วไป สามารถผลิต polypeptide 
antibiotics ได้แก่ bacitracin (Kenneth Todar 
University, 2006b) และผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิด 
ช่วยในการลอกของช้ันเมือกกุ้ง (slime layer) และยัง
ช่วยย่อยสลายของเสียในบ่อกุ้ง ช่วยเปลี่ยนไนเตรทเป็น
ไนโตรเจนและออกซิเจนโดยขบวนการ nitrification 
(Zymonutrients Private Limited, 2006) ปัจจุบัน
เป็นเช้ือที่ได้มีการพัฒนาเป็นโพรไบโอติกในทางการค้า 
( commercial probiotics)  น า ม า ใ ช้ กั น อ ย่ า ง
แ พ ร่ ห ล า ย ใ น สั ต ว์ น้ า  ส า ห รั บ เ ช้ื อ  B. 
amyloliquefaciens เป็นเช้ือที่สามารถผลิตสาร 
Polypeptide คือ Iturin ซึ่งมีฤทธิ์ในการฆ่าเช้ือรา 
(antifungal agent) สามารถผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิด 
เช่น lipase, amylase, sucrase, protease และ 
peptidase ได้มีการศึกษาน าเช้ือชนิดนี้ใช้ในการ
ควบคุมราในโรคพืชได้หลายชนิด จึงเป็นเช้ือที่น่าสนใจ
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ในการน ามาศึ กษา  เพื่ อ ใ ช้ เป็น โพรไบโอติ ก ใน 
กุ้งก้ามกรามได้อีกชนิดหนึ่ง 

เชื้อ B. ayahbhattai มีรายงานการแยกเช้ือ
ชนิดนี้ได้จากส่วนรากของพืชน้ าชนิดหนึ่ง เรียกว่า 
Lamna sp. เป็น เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน ให้
ผลบวกต่อเอนไซม์หลายชนิด เช่น oxidase, urease, 
gelatinase ช่วยในขบวนการ nitrate reduction และ
การย่อยสารจ าพวกแป้งได้ มีความสามารถในการ
เจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิต่ าถึง 4 องศาเซลเซียส แต่ไม่
ทนอุณหภูมิที่มากกว่า 37 องศ่าเซลเซียส จาก
การศึกษาเบื้องต้น เช้ือชนิดนี้ให้ผลลบต่อการทดสอบ
การผลิตสารปฏิชีวนะ ปัจจุบันได้เริ่มมีนักวิจัยให้ความ
สนใจศึกษาคุณสมบัติในการผลิตยาปฏิชีวนะของเช้ือ
ชนิดนี้เพิ่มเติม เพื่อจะน าไปใช้ประโยชน์ทางด้าน
การแพทย์ (Semanti Ray, 2012) ในการวิจัยครั้งนี้ 
พบว่า เช้ือชนิดนี้ให้ผลในการยับยั้งเช้ือก่อโรคได้ 3 
ชนิด คือ เช้ือ A. hydrophila , E. coli และ V. 
harveyi ประกอบกับเช้ือชนิดนี้สามารถเจริญได้ใน
อุณหภูมิต่ า จึงมีความเหมาะสมที่จะคัดเลือกพัฒนาเป็น
โพรไบโอติกได้ ส าหรับเช้ือที่พบว่า ไม่สามารถสร้าง
บริ เวณใสออกมายับยั้ ง เ ช้ือก่ อโรค แต่สามารถ
เจริญเติบโตเข้าควบคุมเช้ือก่อโรคได้ดี ได้แก่ เช้ือ 3 
ชนิด ได้แก่ เช้ือ B. pumilus, B. licheniformis และ 
เช้ือ B. cereus โดยเฉพาะเช้ือ B. pumilus, B. 
licheniformis เป็นเช้ือที่มีการน ามาทดสอบใช้เป็น 
โพรไบโอติก ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า โดยสามารถช่วย
ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ และสารประกอบไคติน 
และสารตะกอนต่าง ๆ ในบ่อกุ้งได้ดี (สุวรรณา, 2549) 
ส าหรับเช้ือ B. cereus นั้น มีความสามารถในการ
เจริญเติบโต เข้าแย่งพื้นที่เช้ือก่อโรคทั้ง 4 ชนิดได้ดี แต่
เนื่องจาก เช้ือชนิดนี้ เป็นเช้ือที่สร้างสารพิษที่ เป็น

อันตรายต่อมนุษย์ได้ จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม หาก
น ามาใช้เป็นโพรไบโอติกต่อไป 
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