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การคัดเลือกแบคทีเรียจากล าไส้กุ้งกุลาด าเพื่อใช้เปน็โพรไบโอติกส าหรับ
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า   
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บทคัดย่อ 
 การศึกษาในครั้งน้ีเป็นการประเมินคุณสมบัติโพรไบโอติกของแบคทีเรียที่แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้ง

กุลาด า (Penaeus monodon) จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 14 สายพันธ์ุ พบว่าแบคทีเรีย 6 สายพันธ์ุ ได้แก่ S1, S3, 
S6, S7, T4 และ T5  สามารถย่อยสารอาหารได้ทั้ง 3 ชนิด คือ โปรตีน แป้งและไขมันได้ โดยสายพันธ์ุที่ ย่อย
สารอาหารทั้ง 3 ชนิดได้ดีที่สุด คือ S3, S7, และ S2 ตามล าดับ แบคทีเรีย 6 สายพันธ์ุไม่สามารถย่อยสลายเม็ดแดงได้ 
ได้แก่ S2, S3, T0, T1, T2 และ T3 และ S2 เป็นสายพันธ์ุที่สามารถยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคในกุ้ง คือ Vibrio harveyi 
ได้ดีที่สุดจากการทดสอบด้วยเทคนิค Agar overlay เมื่อศึกษาความสามารถในการทนต่อสภาพแวดล้อมพบว่า 
สายพันธ์ุ S2 และ T0 เจริญได้ดีในสภาวะแวดล้อมกว้าง คือ สภาวะที่มีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0-8% ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 6-10  และอุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียส ดังน้ันแบคทีเรียที่มีศักยภาพเป็นโพรไบโอติกส าหรับการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลมากที่สุด คือ สายพันธ์ุ S2 เน่ืองจากไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ยังย้ังการเจริญของ V. harveyi 
สามารถย่อยโปรตีนและไขมันและทนต่อสภาพแวดล้อมที่ใช้ในการเลี้ยงกุ้งทะเลได้ดี โดยสามารถจัดจ าแนกแบคทีเรีย
ชนิดน้ีได้เป็น Micrococcus sp. สายพันธ์ุ S2 แต่ควรมีการศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การย่อยสารอาหารและการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสายพันธ์ุน้ีในกุ้งทะเลต่อไป    
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Abstract  
In this study, 14 bacterial strains isolated from gastrointestinal tract of black tiger shrimp 

(Penaeus monodon) was investigated for their probiotic potential. The results showed that 6 strains, 
namely S1, S3, S6, S7, T4 and T5 were able to degrade 3 nutrient substances including protein, 
starch, and lipid among which S3, S7, and S2 were the best tested nutrient-degrading bacteria, 
respectively. Six bacterial strains were unable to lyse red blood cells including S2, S3, T0, T1, T2 
and T3. S2 strain showed the strongest antibacterial activity against shrimp pathogenic Vibrio harveyi 
following an agar overlay technique. Based on environmental tolerance tests, S2 and T0 strains 
grew well under wide ranges of environmental conditions, e.g. sodium chloride concentration (0-
8%), pH (6-10), and temperature (25-37C). As a consequence, S2 strain had the most probiotic 
potential for shrimp culture owing to no hemolysis of red blood cells, inhibition of V. harveyi 
growth, protein and lipid degrading ability, and high environmental tolerance for shrimp cultivation. 
The strain was identified as Micrococcus sp. S2. However, additional study focused on immune 
response, nutrient digestibility and growth promotion of the strain should be further performed in 
marine shrimp.         
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1. บทน า  
 ประเทศไทยเป็นประเทศชั้นน าของโลกในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลและส่งออกผลิตภัณฑ์จากกุ้งทะเล  
โดยปริมาณผลผลิตกุ้งทะเลจากการเพาะเลี้ยงในปี พ.ศ. 
2560 สูงถึงเกือบ 4 แสนตัน คิดเป็นมูลค่ากว่า 67,000 
ล้านบาท [1] แต่อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงกุ้งในเชิง
อุตสาหกรรมแบบหนาแน่นท าให้เกษตรกรประสบปัญหา
ต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นโรคระบาดจากแบคทีเรีย เช่น โรค
เรืองแสงจาก Vibrio harveyi โรคตายด่ วน  (Early 
Mortality Syndrome) หรือเรียกว่ากลุ่มอาการตับและ
ตับอ่อนตายเฉียบพลัน  (Acute Hepatopancreatic 
Necrosis Syndrome) ที่ เกิ ดจาก V. parahaemolyticus 
บางสายพันธ์ุ  และโรคที่เกิดจากไวรัส ได้แก่ โรคกล้ามเน้ือ
ตายจาก Infectious Myonecrosis Virus โรคตัวพิการจาก 
Infectious Hypodermal and Haematopoietic 
Necrosis Virus และ โรคที่ เกิ ด จ าก  Hepatopancreatic 
Parvovirus เป็นต้น จึงท าให้มีการใช้ยาปฏิชีวนะและ
สารเคมีในการเพาะเลี้ยงเพ่ือลดการระบาดของโรคและ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของกุ้ง แต่การใช้ยาปฏิชีวนะ
อย่างอิสระ ไร้ขอบเขตและขาดการควบคุมก่อให้เกิด
ผลเสียหลายประการ ไม่ ว่าจะเป็นการอุบัติและการ
แพร่กระจายของแบคทีเรียด้ือยาในสัตว์ มนุษย์และ
สิ่งแวดล้อม การตกค้างและสะสมของยาปฏิชีวนะในสัตว์
น้ า  เมื่อมนุษย์บริโภคเข้าไปอาจมีผลโดยตรงต่อสมดุล
ของจุลินทรีย์ที่อาศัยตามปกติในล าไส้ของมนุษย์หรือ
จุลิ นทรี ย์ที่ ด้ื อยาอาจเพ่ิ มจ านวน ข้ึนภายในล าไส้
จนกระทั่งไปรบกวนการท างานหรือการป้องกันการติด
เชื้อของจุลินทรีย์ภายในล าไส้ รวมทั้งท าให้เกิดการกีดกัน
ทางการค้าระหว่างประเทศ เป็นต้น [2]   
 นอกเหนือจากความกังวลด้านสุขภาพที่เกิดจาก
การใช้ยาปฏิชีวนะและแบคทีเรียด้ือยา ปัจจุบันผู้บริโภค
มีความใส่ ใจในอาหารเพ่ือสุขภาพ ปราศจากสาร
อันตรายเพ่ิมมากข้ึน  ดังน้ันจึงมีความสนใจในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมเพ่ิมมากข้ึน  

โดยหน่ึงในวิธีการที่มีประสิทธิภาพและย่ังยืน คือ การใช้
โพรไบโอติกหรือสารเสริมชีวนะ F.J. Gatesoupe [3] 
ได้ให้ค านิยามของโพรไบโอติกว่า เซลล์ของจุลินทรีย์ที่
เติมลงไปโดยวิธีใดวิธีหน่ึงแล้วสามารถอาศัยและมีชีวิต
อยู่ได้ภายในล าไส้เจ้าบ้านเพ่ือพร้อมปรับปรุงสุขภาพเจ้า
บ้านให้ดีข้ึน โพรไบโอติกที่ดีจะท าให้จุลินทรีย์ภายใน
ล าไส้สมดุล ลดปัญหาการติดเชื้อภายในทางเดินอาหาร 
ช่วยให้การดูดซึมสารอาหารดีข้ึนและกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
โรคได้ จุลินทรีย์ที่ นิยมใช้เป็นโพรไบโอติกในสัตว์น้ า 
ได้แก่ แบคทีเรีย เช่น Lactobacillus, Bacillus และ 
Enterococcus และยีสต์ เช่น  Saccharomyces หรือ
เชื้อผสม เป็นต้น [4]-[7] การใช้โพรไบโอติกในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลช่วยเพ่ิมการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกัน เพ่ิมการเจริญเติบโต ปรับปรุงคุณภาพน้ า 
รักษาความสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของกุ้ง
และป้องกันโรคจากแบคทีเรียก่อโรค [4]-[8] ประเทศ
ไทยได้มีการใช้โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเล
อย่างแพร่หลายมามากกว่า 10 ปี จากข้อมูลการส ารวจ
การใช้โพรไบโอติกในการเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมในฟาร์ม
เลี้ยงกุ้ง 60 แห่ง ในจังหวัดระยองระหว่างเดือนธันวาคม 
พ.ศ. 2549 ถึงมกราคม พ.ศ. 2550 พบว่าเกษตรกรส่วน
ใหญ่ใช้โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้งกว่าร้อยละ 60 
โดยเกษตรกรน าโพรไบโอติกมาผสมกับอาหารและน า
โพรไบโอติกผสมน้ าสาดรอบบ่อเพ่ือเพ่ิมการเจริญเติบโต
และการรอดชีวิตของกุ้ง [9] โพรไบโอติกหลายชนิดที่คัด
แยกได้ในประเทศไทยได้รับการพิสูจน์และยอมรับถึง
ประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเล  ยกตัวอย่างเช่น 
Bacillus S11 เป็นสายพันธ์ุที่มีศักยภาพในการเพ่ิม
จ านวนและลดปริมาณแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio ในทางเดิน
อาหารของกุ้งกุลาด า รวมทั้งเพ่ิมการรอดชีวิตของกุ้ง
กุลาด าที่ เห น่ียวน าให้ เกิดโรคจาก V. harveyi [10]  
นอกจากน้ียังมีการใช้แบคทีเรียผสมที่ประกอบด้วย 
Bacillus subtilis, B. polymyxa, B. megaterium, 
B. licheniformis แ ล ะ  B. thuringiensis ใ น ก า ร
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เพาะเลี้ยงกุ้งกุลาด า พบว่าแบคทีเรียผสมดังกล่าว
สามารถเพ่ิมการเจริญเติบโต การรอดชีวิตและมีบทบาท
ในการปรับปรุงจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของกุ้งกุลาด า
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ [4] แบคทีเรียผสมกลุ่มเดียวกัน
น้ียังถูกน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไม โดย
สามารถเพ่ิมการเจริญเติบโต การรอดชีวิต ปรับปรุง
คุณภาพน้ า ปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้และเพ่ิม
ความต้านทานโรคที่เกิดจาก V. harveyi [8]    
 การศึกษาในครั้งน้ีเป็นการคัดเลือกแบคทีเรีย
สายพันธ์ุใหม่จากทางเดินอาหารของกุ้งกุลาด าที่มี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกเพ่ือน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยง
กุ้งทะเล  เพ่ือลดการใช้ยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงกุ้งและ
ทดแทนการใช้ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกทางการค้าที่น าเข้า
จากต่างประเทศที่มีราคาสูงและอาจจะไม่เหมาะกับ
สภาพแวดล้อมการเพาะเลี้ยงกุ้งของประเทศไทย   
 

2. ระเบียบวิธีวิจัย  
 

2.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติย่อย
สลายโปรตีน แป้งและไขมัน  

 สุ่มจับกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงในบ่อดินจากฟาร์มเลี้ยง
กุ้งเอกชนในอ าเภอบ้านโพธ์ิ จังหวัดฉะเชิงเทรา แล้ว
ขนส่งมายังบ่ออนุบาลในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า ภาควิชา
วาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา  
จาก น้ันน ากุ้ งกุ ลาด า 20 ตัว มาแช่ ในสารละลาย
ฟอร์มาลิน (0.05 กรัมต่อลิตร) นาน 5 นาที เพ่ือฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียภายนอก  น าล าไส้กุ้งกุลาด าเจือจางแบบ 10 
เท่ า  ใน  0.85% Normal Saline Solution แล้ ว ดู ด
ตัวอย่างแต่ละระดับความเจือจางเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ Nutrient Agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
นาน 48 ชั่วโมง  จากน้ันน าแบคทีเรียที่แยกได้มาท าให้
บริสุท ธ์ิและขีดเป็นจุดบนอาหาร  Skim Milk Agar, 
Starch Agar และ Tributyrin Agar เมื่อบ่มจานเพาะ
เชื้อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ครบ 2-3 วัน วัดวง
ใสรอบโคโลนีแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร Skim Milk 

Agar และ Tributyrin Agar เพ่ือประเมินความสามารถ
ย่อยโปรตีนและไขมัน ตามล าดับ และราดสารละลาย
ไอโอดีนลงบนอาหาร Starch Agar และวัดวงใสรอบ
โคโลนีแบคทีเรียเพ่ือประเมินความสามารถย่อยแป้ง 
จากน้ันค านวณประสิทธิภาพการย่อยสลายโดยค านวณ
จากขนาดวงใสหารด้วยขนาดโคโลนี [11]   
 

2.2 การยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งกุลาด า 
 การศึกษาความสามารถในการยับย้ังเชื้อก่อโรค
ของแบคทีเรียที่แยกได้ในการศึกษาครั้งน้ีด าเนินการ
ทดสอบด้วย 2 เทคนิค ได้แก่ Agar Well Diffusion 
และ Agar Overlay โดยมีข้ันตอนการศึกษาดังน้ี 

การยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธี Agar Well 
Diffusion [11] เริ่มจากน าแบคทีเรียที่แยกได้จากล าไส้
กุ้งกุลาด าเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  แล้วเก็บส่วนใสด้วย
การปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ดูดส่วนใสปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในหลุมขนาดเส้นผ่านศูน ย์กลาง 6 
มิลลิเมตร บนอาหาร Nutrient Agar ที่เติม 3% NaCl 
และป้ายด้วยแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง คือ Vibrio harveyi 
ความเข้มข้น 0.01 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ที่
วัดด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  น าจานเพาะเชื้อบ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ค านวณ
ประสิทธิภาพการยับย้ังโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
วงใสลบด้วยเส้นผ่านศูนย์กลางของหลุม   

การ ยับ ย้ั งแบ คที เรี ยก่ อ โรค ด้ วย วิ ธี  Agar 
overlay [12]  น าแบคที เรียที่ แยกได้มาปรับความ
เข้มข้นเท่ากับ 108 CFU/mL จากน้ันดูดเชื้อปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าอาหาร Nutrient Agar ที่เติม 
3% NaCl บ่ ม จาน เพ าะ เชื้ อ ที่ อุ ณ ห ภู มิ  30 องศ า
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แล้วเททับผิวหน้าอาหารด้วย 
Nutrient Soft Agar (0.7% agar) ที่ มี  V. harveyi 
ความเข้มข้น 0.01 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ค านวณ
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ความกว้างของบริเวณยับย้ังจากเส้นผ่านศูนย์กลางของ
วงใสลบด้วยเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี 

 

2.3 ความสามารถในการก่อโรคของแบคทีเรีย
ที่แยกได้จากล าไส้กุ้ง 

น าแบคทีเรียที่แยกได้จากล าไส้กุ้งกุลาด าขีดลง
บนอาห าร  Blood Agar บ่ มที่ อุณ ห ภู มิ  30 องศ า
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง สังเกตการณ์ย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงของแบคทีเรีย เพ่ือน าสายพันธ์ุที่ไม่ย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดงไปศึกษาต่อไป 

 

2.4 คุณสมบัติการทนต่อสภาพแวดล้อม  
น าแบคทีเรียสายพันธ์ุที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือด

แดงมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แล้วปรับความเข้มข้นให้
เป็น 1.0 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ดูด Cell Suspension ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร Nutrient Broth ที่เติม 0, 2, 
4, 6, 8 และ 10% NaCl และ Nutrient Broth ที่ปรับ
ค่าความเป็นกรด -ด่างเท่ากับ 2, 4, 6, 7, 8 และ 10 
แล้วบ่มที่ อุณ หภูมิ  30 องศาเซล เซียส  เพ่ือศึกษ า
ความสามารถในการทนต่อเกลือและค่าความเป็นกรด-
ด่างต่างๆ นอกจากน้ีดูด Cell Suspension ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร Nutrient Broth บ่มทีอุ่ณหภูมิ 
10, 25, 37  และ  55  องศาเซล เซี ยส  เพ่ื อศึ กษ า
ความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิ ต่างๆ หลังจากบ่ม
เชื้อนาน 24 ชั่วโมง น าไปวัดความขุ่นที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  เพ่ือ
ประเมินการเจริญของเซลล์  โดยสภาวะที่แบคทีเรีย
ทดสอบมีค่าการดูดกลืนแสงสูงจะบ่งชี้ ว่าสภาวะน้ัน
แบคทีเรียสามารถเจริญได้ดีกว่าสภาวะที่มีค่าการ
ดูดกลืนแสงต่ า  ซึ่งในช่วงเริ่มต้นการทดลองแบคทีเรีย
แต่ละสายพันธ์ุมีค่าการดูดกลืนแสงที่สภาวะต่างๆ อยู่
ในช่วง 0.01-0.0.2  

 

2.5 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียที่ มีคุณสมบัติ
เป็นโพรไบโอติก 

 น าแบคทีเรียสายพันธ์ุที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอ
ติกมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทาง
ชีวเคมี [13] และ API Test Kits (BioMerieux, Marcy 
I’ Etoile, France) 
 

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล  

      แบคทีเรียที่แยกได้จากล าไส้กุ้งกุลาด าในครั้งน้ีมี
ทั้งหมด 14 ไอโซเลท เมื่อน ามาศึกษาคุณสมบัติการเป็น
โพรไบโอติกได้ผลการทดลองดังน้ี  

3.1 คุณสมบัติการย่อยสลายโปรตีน แป้งและ
ไขมัน 

แบคทีเรีย 6 ไอโซเลท สามารถย่อยสารอาหาร
ทั้ง 3 ชนิดได้ ได้แก่ S1, S3, S6, S7, T4 และ T5  โดย
สายพันธ์ุที่ย่อยโปรตีน แป้งและไขมันได้ดีที่สุด คือ S3 
(3.81), S7 (2.0) และ S2 (3.30) ตามล าดับ ดังตารางที่ 1   

 

ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่แยกได้จาก
ล าไส้กุ้งกุลาด าในการย่อยโปรตีน แป้งและไขมัน 

Isolate ID Protein Starch Lipid 
S1 3.05 1.0 1.85 
S2 3.70 - 3.30 
S3 3.81 1.0 2.06 
S4 1.61 - - 
S5 1.5 - - 
S6 1.79 1.0 1.81 
S7 2.96 2.0 2.18 
S8 1.59 - - 
T0 - - 1.19 
T1 - - 2.04 
T2 2.33 - 2.16 
T3 - 1.4 1.33 
T4 1.67 1.4 1.27 
T5 1.97 1.3 1.37 

–: no bacterial growth on the medium 



110               วารสารวิชาการและวิจัย มทร.พระนคร ปีที่ 16 ฉบับที่ 1 มกราคม-มิถุนายน 2565 

โปรตีน คาร์โบไฮเดรตและไขมันเป็นสารอาหาร
ที่มีความส าคัญต่อมนุษย์ สัตว์บกและสัตว์น้ า รวมถึงกุ้ง 
ในการส่ งเสริมการเจริญ เติบ โต  การท างานและ
องค์ประกอบของโครงสร้างร่างกาย  ตามปกติแล้ว
อาหารกุ้ งทางการค้ามักประกอบด้วยโปรตีนเป็น
องค์ประกอบหลักต้ังแต่ 28-57% ของน้ าหนักอาหาร 
ข้ึนอยู่กับชนิดของกุ้ง [14]  นอกจากน้ียังประกอบด้วย
ไขมัน ต้ั งแต่  6-10% [15] ดั ง น้ันหากแบคที เรียที่ มี
ความสามารถในการย่อยสารอาหารเหล่าน้ีได้ดีก็น่าจะ
ท าให้ระบบทางเดินอาหารของกุ้งย่อย ดูดซึมและใช้
สารอาหารได้ดีย่ิงข้ึน ส่งผลต่อการเจริญเติบโตทีเ่พ่ิมข้ึน
น่ันเอง [3], [7]   
 

3.2 การยับยั้งเชื้อก่อโรค V. harveyi 
 ฤทธ์ิการยับย้ัง V. harveyi ด้วยเทคนิค Agar 
well diffusion ของแบคทีเรียที่แยกได้จากล าไส้กุ้ ง
กุลาด าพบในบางสายพันธ์ุเท่าน้ัน ได้แก่ S2, S3 และ T2 
โดยมีประสิทธิภาพเท่ากับ + ในขณะที่แบคทีเรียเหล่าน้ี
มีฤทธ์ิการยับย้ัง V. harveyi สูงข้ึนเมื่อทดสอบด้วย
เท ค นิค  Agar Overlay โดย  S3 เป็ น ส าย พั น ธ์ุที่ มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุด (+++) รองลงมาคือ S2 และ T2 
(++) ดั งตารางที่  2  จากการจั ดจ าแนกช นิดของ
แบ ค ที เรี ยพ บ ว่า  S3 จั ดจ าแนก ได้ เป็ น  Bacillus 
pasteurii แ ล ะ  S2 แ ล ะ  T2 จั ด จ า แ น ก ไ ด้ เป็ น 
Micrococcus sp. ต า ม ป ก ติ แ ล้ วแ บ ค ที เรี ย ส กุ ล 
Bacillus มีความสามารถในการสร้างสารที่มีฤทธ์ิยับย้ัง
แบคที เรียได้หลากหลายชนิด เช่น  สารปฏิชีวนะ 
(Polymyxin, Bacitracin และ Gramicidin) แบคเทอริ
โอซิน ซิเดอร์โรฟอร์ ไลโซไซม์และกรดอินทรีย์ต่างๆ [3] 
ส่วนแบคที เรียสกุ ล  Micrococcus น้ันก็มี รายงาน
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคเช่นเดียวกัน ได้แก่ 
E. coli, Salmonella typhimurium, Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae แ ล ะ  Aeromonas 
hydrophila [16], [17] การศึกษาในครั้งน้ียังพบว่าการ

ทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเชื้อก่อโรคด้วยเทคนิค Agar 
Overlay มีค่ าสู งกว่าการทดสอบด้วยเทคนิค Agar 
Well Diffusion ทั้งน้ีอาจเกิดจากการผลิตสารออกฤทธ์ิ
ของแบคทีเรียในขณะทดสอบ การระเหยของสารออก
ฤทธ์ิทีผ่ลิตจากแบคทีเรียในขณะทดสอบด้วย Agar well 
diffusion และสารออกฤทธ์ิเป็นสารที่ยึดเกาะกับผนัง
เซลล์ ของแบคที เรีย  (Membrane-bound Agents) 
[18] ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าเทคนิค 
Agar Overlay เป็นเทคนิคที่ดีในการทดสอบฤทธ์ิการ
ยับยั้งเชื้อก่อโรคเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็น
โพรไบโอติกส าหรับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า      
 

ตารางที่ 2  ประสิทธิภาพการยับย้ัง V. harveyi ของ
แบคทีเรียที่แยกได้จากล าไส้กุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค Agar 
well diffusion และ Agar overlay methods 

Isolate ID Agar well  Agar overlay 
S1 - - 
S2 + ++ 
S3 + +++ 
S4 - + 
S5 - - 
S6 - + 
S7 - + 
S8 - - 
T0 - - 
T1 - - 
T2 + ++ 
T3 - + 
T4 - - 
T5 - + 

- = no inhibition zone, + = 1-2 mm, ++ = 3-5 mm, +++ 
=6-8 mm 
 

3.3 การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
 จากแบคทีเรียทั้ง 14 สายพันธ์ุ พบว่าแบคทีเรีย
ที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ได้แก่ S2, S3, T0, T1, T2 
และ T3 (ตารางที่ 3)  การที่เชื้อใดสามารถย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดงได้อาจเป็นการบ่งชี้เบื้องต้นว่าเชื้อน้ันมี
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ความสามารถในการก่ อ โรค  เน่ื องจากผลิตสาร 
Hemolysin ที่มีฤทธ์ิท าลายเย่ือหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือด
แดง และมักมีผลต่อกลไกการท าลายเชื้อของเม็ดเลือด
ขาวในระหว่างการติดเชื้อ [19] แต่อย่างไรก็ตามการ
แตกของเม็ดเลือดแดงอาจเกิดจากสาเหตุอื่นได้เช่นกัน 
เช่น สารลดแรงตึงผิวที่แบคทีเรียผลิตข้ึน เป็นต้น [20]  
ดังน้ันหากแบคทีเรียใดมีความสามารถก่อโรคจะไม่
น ามาใช้เป็นโพรไบโอติกเป็นอันขาด ถึงแม้ว่าแบคทีเรีย
น้ันจะมีคุณสมบั ติอื่นที่ ดี  เน่ืองจากหากหลุดไปใน
สิ่งแวดล้อมก็จะก่อให้เกิดการแพร่ระบาดโรคไปสู่มนุษย์
หรือสัตว์ต่างๆ ท าให้สัตว์หรือมนุษย์ป่วยและล้มตายได้ 
และอาจท าให้เกิดผลกระทบต่อเศรษฐกิจในทางอ้อมอีก
ด้วย ดังน้ันการศึกษาในครั้ง น้ีจึงน าแบคทีเรียที่ ไม่
สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงมาทดสอบในข้ันต่อไป  
 

ตารางที่ 3  การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียที่
แยกได้จากล าไส้กุ้งกุลาด าบนอาหาร  Blood Agar 
 

Isolate 
ID 

Hemolysis 
pattern 

Isolate 
ID 

Hemolysis 
pattern 

S1 -hemolysis S8 -hemolysis 
S2 -hemolysis T0 -hemolysis 
S3 -hemolysis T1 -hemolysis 
S4 -hemolysis T2 -hemolysis 
S5 -hemolysis T3 -hemolysis 
S6 -hemolysis T4 -hemolysis 
S7 -hemolysis T5 -hemolysis 

-hemolysis = complete hemolysis of red blood cells, 

-hemolysis = partial hemolysis of red blood cells, -
hemolysis = no hemolysis of red blood cells    
 

3.4 การจัดจ าแนกแบคทีเรีย 
เมื่อน าแบคทีเรียสายพันธ์ุที่ ไม่ย่อยสลายเม็ด

เลือดแดงมาจัดจ าแนกชนิดแบคทีเรีย ได้ผลการทดลอง
ดังตารางที่ 4  

 

ตารางที่ 4 ชนิดของแบคทีเรียสายพันธ์ุที่ไม่ย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงที่แยกได้จากล าไส้กุ้งกุลาด า 
 

Isolate ID Bacterial species 
S2 Micrococcus sp. 
S3 Bacillus pasteurii 
T0 Methylococcus sp. 
T1 Pantoea sp. 
T2 Micrococcus sp. 
T3 Listeria denitrificans 

 

3.5 การทนต่อสภาพแวดล้อมของแบคทีเรีย 
เมื่อน าแบคทีเรียที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงทั้ง 

6 สายพันธ์ุ มาศึกษาการทนต่อความเป็นกรด-ด่าง 
พบ ว่า Micrococcus sp. S2 และ Methylococcus 
sp. T0 เจริญได้ดีในช่วงความเป็นกรด-ด่างต้ังแต่ 6-10  
ส่วน Pantoea sp. T1 เจริญได้ดีที่ความเป็นกรด-ด่าง 
7-10 (รูปที่ 1A)  การทดสอบการทนต่อโซเดียมคลอไรด์
พบ ว่า Micrococcus sp. S2 และ Methylococcus 
sp. T0 เจริญที่ ดีที่สุดและกว้างที่สุดคือ เจริญได้ดีใน
โซเดียมคลอไรด์ 0-8 %  โดย Micrococcus sp. S2 
เจริญได้ดีที่สุดในช่วงความเค็มเกลือดังกล่าว  (รูปที่ 1B)  
ส าหรับการทนต่ออุณหภูมิต่างๆ พบว่าสายพันธ์ุที่เจริญ
ได้ดีที่สุดในช่วงอุณหภูมิกว้าง คือ Methylococcus sp. 
T0 โดยเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-37 องศาเซลเซียส ส่วน 
Micrococcus sp. S2 และ L. denitrificans T3 เจริญ
ได้ดีที่อุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียส (รูปที่ 1C)  

การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแต่ละสาย
พันธ์ุมีข้อดีต่างกัน  โดย Micrococcus sp. S2 สามารถ
ย่อยโปรตีนและไขมันได้ดี  ทนต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง 
อุ ณ ห ภู มิ แ ล ะ ค ว า ม เข้ ม ข้ น เก ลื อ ก ว้ า ง  ส่ ว น  
B. pasteurii S3 สามารถย่อยได้ทั้งโปรตีน ไขมันและ
แป้ ง  แ ต่ท น ต่อสภาวะแวดล้ อม ได้ ไม่ ดี นั ก  และ
Methylococcus sp. T0 สามารถทนต่อสิ่งแวดล้อมได้
ดีและเจริญได้ดีที่อุณหภูมิต่ า แต่ย่อยสลายได้เพียงไขมัน
เท่าน้ัน เป็นต้น เมื่อพิจารณาคุณสมบั ติของการเป็น  
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โพ ร ไบ โอ ติ กพ บ ว่า  Micrococcus sp. S2 มี ค วาม
เหมาะสมในการใช้ เป็ น โพรไบโอ ติกส าหรับการ
เพาะเลี้ยงกุ้งมากที่สุด  เน่ืองจากไม่ย่อยสลายเม็ดเลือด
แดง มีความสามารถในการย่อยโปรตีนและไขมัน ยับย้ัง 
V. harveyi ได้ในระดับหน่ึง เจริญได้ดีในสภาวะที่มี
ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ ค่าความเป็นกรด-ด่างกว้างและ
อุณ หภูมิ ก ว้าง คื อ 0-8%, 6-10 และ 25-37 องศ า
เซลเซียส ตามล าดับ  ท าให้น่าจะรอดชีวิตได้ดีในสภาวะ
การเลี้ยงกุ้งในน้ าทะเลที่มีความเป็นด่างและความเค็ม
ป ร ะ ม า ณ  1-3%  โ ด ย  M. Thongsom and L. 
Chanudom [21] ได้คัดแยกแบคที เรียจากทางเดิน
อาหารกั้งต๊ักแตน พบว่าแบคทีเรียแลคติกจ านวน 7 ไอ
โซเลท สามารถเจริญได้ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 
3-6  สามารถย่อยแป้ง โปรตีนและไขมัน และยับย้ัง V. 
parahaemolyticus และ V. harveyi ได้  การศึกษา
ก่อนหน้าน้ียังได้ยืนยันความส าเร็จของการใช้แบคทีเรีย
สกุล Micrococcus น่ันคือ M. luteus เป็นโพรไบโอติก
ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า โดยพบว่า M. luteus สามารถ
เพ่ิมการเจริญเติบโต การน าสารอาหารไปใช้ในการ
เจริญเติบโต การรอดชีวิตและความสามารถในการ
ต้านทานต่อโรคที่เกิดจาก A. hydrophila ของปลานิล 
(Oreochromis niloticus) ไ ด้ อ ย่ า ง ชั ด เ จ น  [16]  
รวมทั้ง Micrococcus sp. บางสายพันธ์ุยังถูกน ามาผลิต
เป็นผลิตภัณฑ์ โพรไบโอ ติกทางการค้าส าหรับการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ าที่จ าหน่ายในประเทศไทย ผสมกับ
แบคที เรียโพรไบโอติกชนิดอื่น เช่น Bacillus และ 
Staphylococcus  เป็นต้น [11] เน่ืองจากแบคทีเรีย
ชนิดน้ีมีบทบาทในการเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตและการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารต้านจุลชีพ
กลุ่ม Antimicrobial Peptides ของกุ้งกุลาด าปกติและ
กุ้งกุลาด าที่เหน่ียวน าให้เกิดโรคจาก White Spot Virus 
[22] ส่วนแบคทีเรียชนิดอื่นที่แยกได้ในการศึกษาครั้งน้ีก็
ถูกน ามาใช้เป็นโพรไบโอติกส าหรับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า
เช่นเดียวกัน ได้แก่ Bacillus [4]-[6], [8] การศึกษาใน

ครั้งน้ีเป็นการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกของเชื้อ
เด่ี ย วซึ่ งอ าจ ให้ ผ ล ไม่ ดี นั ก   โดย เฉพ าะอ ย่ าง ย่ิ ง
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค แบคทีเรียที่แยกได้
จากล าไส้กุ้งกุลาด าในครั้งน้ีสามารถยับย้ังเชื้อก่อโรคได้
ต่ าเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี [16, 17, 
21]  แต่อย่างไรก็ตามแบคที เรียบางสายพันธ์ุ คื อ 
Micrococcus sp. S2 เป็นแบคที เรียที่สามารถย่อย
โปรตีนและไขมันได้สูง ซึ่ งสารอาหารทั้งสองชนิดน้ี
จัดเป็นองค์ประกอบหลักในอาหารกุ้ งทะเล  และ
แบคทีเรียชนิดน้ีเจริญได้ดีในสภาพแวดล้อมกว้าง ท าให้
มีความเหมาะสมน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าใน
สภาวะแวดล้อมของเมืองไทย  แต่อย่างไรก็ตามเพ่ือเป็น
การเพ่ิมประสิทธิภาพและครอบคลุมคุณสมบัติที่ดีของ
โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า  จึงควรมีการศึกษา
การใช้เชื้อผสมร่วมกับแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธ์ุอื่น
ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าต่อไป ซึ่งอาจจะให้ผลการ
ท ด ล อ ง ที่ แ ต ก ต่ า ง อ อ ก ไป   ก า ร ใ ช้ โพ ร ไบ โ อ 
ติกแบบเชื้อผสมได้รับการยอมรับว่ามีประสิทธิภาพใน
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า โดยเฉพาะอย่างย่ิงในกุ้งทะเล [4, 
5, 6, 8]  รวมทั้งผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกทางการค้าหลาย
ชนิดมักประกอบด้วยจุลินทรี ย์ผสม [11] เน่ืองจาก
จุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุมีความสามารถที่แตกต่างกัน 
การใช้จุลินทรีย์ผสมจึงช่วยส่งเสริมบทบาทหน้าที่ของ
โพรไบโอติกที่แตกต่างกันออกไป ไม่ว่าจะเป็นการผลิต
เอนไซม์เพ่ือช่วยระบบการย่อยอาหารและดูดซึม
สารอาหาร การกระตุ้นภูมิคุ้มกันและการยับย้ังเชื้อก่อ
โรค  เป็นต้น  โดย Micrococcus sp. S2 อาจน าไปเป็น 
เชื้อผสมร่วมกับแบคทีเรียสายพันธ์ุอื่นที่มีคุณสมบัติที่ดีที่
แยกได้จากการศึกษาในครั้งน้ีเพ่ือทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเชื้อ
ก่อโรค ดังรายงานของ S. Nimrat et al. [8] ที่พบว่า
ส่วนใสที่ ได้จากการเจริญร่วมกัน (Co-culture) ของ
แบคที เรี ยผสม  5 สายพั น ธ์ุ  ได้ แก่  B. subtilis, B. 
polymyxa, B. megaterium, B. licheniformis และ 
B. thuringiensis ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับย้ัง V. harveyi  
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รูปที่ 1 ความสามารถในการเจริญในสภาพแวดล้อม ได้แก่ A) ค่าความเป็นกรด-ด่าง, B) ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 
และ C) อุณหภูมิ แตกต่างกัน หลังการบ่มนาน 24 ชั่วโมง; S2 = Micrococcus sp., S3 = B. pasteurii,  
T0 = Methylococcus sp., T1 = Pantoea sp., T2 = Micrococcus sp. และ T3 = L. denitrificans 
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เชื้อผสมร่วมกับแบคทีเรียสายพันธ์ุอื่นที่มีคุณสมบัติที่ดี
ที่แยกได้จากการศึกษาในครั้งน้ีเพ่ือทดสอบฤทธ์ิยับย้ัง
เชื้อก่อโรค  ดังรายงานของ S. Nimrat et al. [8] ที่
พบว่าส่วนใสที่ได้จากการเจริญร่วมกัน (Co-culture) 
ของแบคทีเรียผสม 5 สายพันธ์ุ ได้แก่ B. subtilis, B. 
polymyxa, B. megaterium, B. licheniformis 
และ B. thuringiensis มีฤทธ์ิในการยับยั้ง V. harveyi 
ในขณะที่ส่วนใสที่ได้จากเชื้อเด่ียวไม่มีความสามารถใน
การยับย้ังเชื้อก่อโรค  รวมทั้งอาจน า Micrococcus 
sp. S2 มาผสมร่วมกับแบคทีเรียชนิดอื่นที่มีคุณสมบัติ
ยับย้ัง V. harveyi เพ่ือน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้ง
ท ะ เล  ย ก ตั ว อ ย่ า ง เ ช่ น  B. subtilis F6 แ ล ะ 
Enterococcus S2 ซึ่งเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกสาย
พันธ์ุที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการของคณะผู้ วิจัย  โดย
แบคทีเรียทั้งสองสายพันธ์ุน้ีแยกได้จากทางเดินอาหาร
ของกุ้ งกุล าด าที่ ส ามารถผลิต เอนไซม์ ช่ วย ย่อย
สารอาหารและดูดซึมสารอาหาร รวมทั้งยังสามารถ
ยับย้ัง V. harveyi ได้ในหลอดทดลองและเพ่ิมความ
ต้านทานต่อโรคเรืองแสงที่เกิดจาก V. harveyi ในกุ้ง
กุลาด า [23] นอกจากน้ีควรมีการศึกษาประสิทธิภาพ
การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การป้องกันโรค การย่อย
สารอาหาร การดูดซึมสารอาหาร การส่งเสริมการ
เจริญเติบโตและการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ประจ า
ถ่ินในระบบทางเดินอาหารของแบคทีเรียชนิดน้ีที่ใช้
แบบเชื้อผสมในกุ้งทะเลต่อไป      
 

4. สรุป  
Micrococcus sp. S2 เป็นแบคทีเรียที่แยกได้

จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาด าท่ีมีศักยภาพเป็นโพรไบโอ
ติกส าหรับการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเลมากที่สุด  เน่ืองจาก
ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง มีความสามารถในการย่อย
โปรตีนและไขมัน ยับย้ัง V. harveyi ได้ในระดับหน่ึง  
เจริญได้ดีในสภาวะที่มีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ ค่า
ความเป็นกรด-ด่างกว้างและอุณหภูมิกว้าง คือ 0-8%, 

6-10 และ 25-37 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ท าให้
น่าจะมีชีวิตรอดได้ดีในสภาวะการเลี้ยงกุ้งในน้ าทะเลที่
มีความเป็นด่างและความเค็มประมาณ 1-3%  และ
น่าจะส่งเสริมการย่อยสารอาหารท าให้กุ้งเจริญเติบโต
ได้ดี  โดยอาจจะน าไปใช้เป็นโพรไบโอติกแบบเชื้อผสม
กับแบคทีเรียชนิดอื่นที่แยกได้หรือสายพันธ์ุอื่นที่มี
ความสามารถในการยับยั้ง V. harveyi แต่การศึกษาน้ี
เป็นเพียงการศึกษาในระดับหลอดทดลอง ดังน้ันจึง
ควรศึกษาศักยภาพการเป็นโพรไบโอติกของสายพันธ์ุน้ี
ในกุ้งทะเลต่อไป เช่น การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การ
ป้องกันโรค การย่อยสารอาหาร การส่งเสริมการดูดซึม
สารอาหาร การส่งเสริมการเจริญเติบโตและการรักษา
สมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหาร 
เป็นต้น 
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