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ABSTRACT 

         Probiotic bacteria have been more preferable for the control of contaminating bacterial 

diseases in prawn cultivation. This study attempted to isolate probiotic Bacillus spp. for the control of 

bacterial diseases of prawns from the gastrointestinal tract of fresh water prawn (Macrobrachium 

rosenbergii de Man) from three natural canals, Tasan (TS), Lam Luk Bua (LLB) and Huai   Muang 

(HM) in Nakhon Pathom province, Thailand during July to October 2011. The bacterial isolates were 

purified. Their ability in inhibiting the growth of pathogenic bacteria by Agar Well Diffusion Assay and 

probiotic activities as abilities to grow in the presence of bile salt and high NaCl concentration were 

studied, The temperature and pH ranges for their growth were observed and species identification base 

on 16S rDNA gene sequencing was made. Eight satisfactory Bacillus isolates encoded as TSM33, 

TSM262, LLBM241, TSN262, TSM362, TSN63, TSM499-4 and HMN151 were obtained. They inhibited 

the growth of Aromonas hydrophila, Vibrio  harviyi and E. coli but were unable to inhibit the growth of V. 

parahaemolyticus. All 8 isolates grew well in the medium containing 0-9% NaCl, pH 5-9 and at 20-

42°C. However, They could not tolerate bile salt of higher concentration than 3 per cent. All isolates 

were identified as Bacillus spp. and as follows TSM33, TSM262, LLBM241 and TSN262 were B. 

subtilis, TSM362 was B. aryabhattai, TSN63 and TSN499-4 were B. amyloliquefacians while HMN 151 

was B. thuringiensis. These results indicated that all isolates could probably be used as probiotics for 

giant fresh water prawn cultures.      
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บทคดัย่อ 

         การศกึษาความสามารถของเชื้อจุลนิทรยี์ทีค่าดว่าเป็นประโยชน์ ซึ่งแยกได้จากทางเดนิอาหารของกุ้ง

กา้มกรามจากคลองธรรมชาต ิ ไดแ้ก่คลองท่าสาร (TS) คลองลําลูกบวั (LLB) และคลองหว้ยม่วง (HM) ในเขต

จงัหวดันครปฐม ระหว่างเดอืน กรกฎาคม - ตุลาคม 2554 แยกเชือ้สกุลบาซลิลสั (Bacillus) ได ้จํานวน 8  ไอโซ

เลท ไดแ้ก่ เชื้อไอโซเลท TSM33, TSM262, LLBM241, TSN262, TSM362, TSN63, TSM499-4  และ 

HMN151 นําเชื้อทัง้หมดมาทดสอบความสามารถยบัยัง้เชื้อแบคทเีรียก่อโรค 4 ชนิด คอื  Aeromonas 

hydrophila, Vibrio harviyi, Vibrio parahaemolyticus และ Escherichia coli   โดยวธิ ีAgar Well Diffusion 

Assay จากการศกึษาความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ พบว่า เชือ้ทกุไอโซเลท สามารถยบัยัง้เชือ้ก่อโรคได ้3 ชนิด 

ไดแ้ก่ A. hydrophila, V. harviyi  และ E.  coli แต่ไม่สามารถยบัยัง้เชือ้ V. parahaemolyticus  เมื่อนําเชือ้

ทัง้หมดมาทดสอบความสามารถในการเจรญิในสภาวะต่างๆ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ bile salt ความเขม้ขน้ของ 

NaCl การทนกรด-เบส และอุณหภูมทิี่ระดับต่างๆ พบว่าเชื้อทุกไอโซเลทสามารถเจรญิได้ดีในสภาวะความ

เขม้ขน้ของ NaCl ที ่0-9% เจรญิไดด้ใีนสภาวะอุณหภูมติัง้แต่ 20-42 °C เจรญิไดด้ใีนสภาวะทีม่ ีpH 5-9 แต่

พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทเจรญิในสภาวะเกลอืน้ําดไีดเ้พยีง 0-3 %  เมื่อนําเชือ้ทัง้หมดมาจําแนก โดยการวเิคราะห์

ลําดบัเบสในส่วนของยนี 16S rDNA พบว่า เชือ้ทัง้หมด เป็นเชือ้ทีอ่ยู่ในสกุลบาซลิลสั ไดแ้ก่   B.  subtilis TSM33,  B.  

subtilis TSM262, B.  subtilis LLBM241, B. subtilis TSN262, B. aryabhattai TSM362, B. amyloliquefacian TSN63, 

B. amyloliquefacian TSM499-4 และ B.  thuringiensis HMN151  ดงันัน้เชือ้เหล่านี้ จงึมคีุณสมบตั ิเลอืกใชเ้ป็น

โพรไบโอตกิในการเพาะเลีย้งกุง้กา้มกรามต่อไปได ้ 
 

คาํสาํคญั: โพรไบโอตกิ กุง้กา้มกราม บาซลิลสั 16SrDNA   

 

คาํนํา 

         กุ้งก้ามกรามเป็นกุ้งน้ําจืดที่พบทัว่ไปใน

แหล่งน้ําธรรมชาต ิและสามารถดํารงชวีติอยู่ได้ทัง้

น้ํากรอ่ยและน้ําจดื  ทีผ่า่นมาความอดุมสมบรูณ์ของ

กุ้งก้ามกรามในแหล่งน้ําธรรมชาติลดลงเรื่อยๆ 

เนื่องจากสาเหตุหลายประการ เช่น การทําประมง

ผดิวธิ ีการระบาดของโรค ตลอดจนปญัหามลภาวะ

สิ่งแวดล้อม จึงมีการเพาะเลี้ยงเพื่อชดเชยจาก

ธรรมชาต ิจนกลายเป็นอาชพีหนึ่งทีท่าํรายไดใ้หก้บั

เกษตรกรมากว่า 40 ปี ปจัจุบนักุง้กา้มกรามเป็น

สตัว์น้ําทีม่คีุณค่าทางเศรษฐกจิและมรีาคาแพง ส่ง

เป็นสนิคา้ออก และทํารายได้ใหก้บัประเทศได้มาก 

ทําให้มีการเพิ่มปริมาณการผลิตมากขึ้นกว่าเดิม 

เกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงยงัคงมีวิธีการเลี้ยงแบบที่มี

การลงทุนน้อย แต่เลี้ยงแบบหนาแน่น ทําให้มี

ปญัหาและอปุสรรคตามมา อาท ิเช่น ปญัหาลูกกุง้มี

อตัราการรอดตํ่า กุง้โตชา้ มสีภาพแคระแกรนทาํให้

เกดิโรคระบาดจากเชื้อไวรสั และเชื้อแบคทเีรยีได้

ง่าย ทําให้ผลผลิตไม่ได้ตามที่ควร  เกษตรกรพึ่ง

สารเคม ีและยาปฏชิวีนะเป็นหลกั ตน้ทุนการผลติที่

สงูขึน้ ผลกระทบทีต่ามมาอกีคอื เกดิการตกคา้งของ

ยาและสารเคมใีนตวักุ้ง ก่อใหเ้กดิอนัตรายต่อการ

บรโิภคตามมา ระยะหลงัเกษตรกรหนัมาทดลองการ

เลีย้งกุง้แบบชวีภาพ มกีารนําแบคทเีรยีโพรไบโอตกิ

มาใชค้วบคุมและป้องกนัแบบชวีวธิีในการเลี้ยงกุ้ง

กุลาดํา โดยเฉพาะการใชเ้ชื้อแบคทเีรยีบางชนิดที่

สามารถเขา้ไปยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี

ทีก่่อโรค รวมไปถงึการใชเ้อนไซมห์รอืผลติภณัฑ์ที่

สกัดได้จากแบคทีเรียใส่ลงในน้ําหรืออาหารเพื่อ

ป้องกนัโรคและกระตุน้ใหส้ตัวน้ํ์ามกีารเจรญิเตบิโตดี

ขึน้ (ลลิา, 2541 ) จากขอ้มูลดงักล่าว ชี้ใหเ้หน็ว่า

แบคทเีรียโพรไบโอติกมีความสําคญั และมคีวาม

เป็นไปได้ในการนํามาใช้ในการเลี้ยงกุ้งก้ามกราม 

วัตถุประสงค์ของการทําวิจัยครัง้นี้คือเพื่อศึกษา
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คุณสมบัติเบื้องต้นและคดัเลือกเชื้อที่ที่มีสามารถ

นําไปพัฒนา เ ป็นโพรไบโอติก เพื่ อ ใช้ในการ

เพาะเลีย้งกุง้กา้มกรามต่อไป   

อปุกรณ์และวิธีการ 

การแยกและคดัเลือกเช้ือท่ีมีความสามารถใน

การยบัยัง้เช้ือก่อโรค 

        นําตวัอย่างทางเดนิอาหารส่วนทีเ่ป็นกระเพาะ

และลําไส้ของกุ้งก้ามกรามจากคลองธรรมชาติ  3 

แห่ง ได้แก่คลองท่าสาร (TS) คลองลําลูกบวั (LLB) 

คลองหว้ยม่วง (HM) จํานวน 60 ตวัอย่าง นํามาทาํ

ความสะอาด ตัดเอาเฉพาะส่วนที่เป็นลําไส้และ

กระเพาะ นํามาบดด้วยแท่งแกว้ จากนัน้วเิคราะห์

ปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทัง้หมด โดยวิธี pour 

plate ในอาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agar นํา

โคโลนีทีแ่ยกได้ มาเลี้ยงบนอาหาร NA (nutrient 

agar) บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 °C ตรวจสอบโคโลนีเดีย่วๆ 

ทําซํ้าอีกครัง้ เพื่อทําให้เชื้อบริสุทธิม์ากขึ้น แล้ว

นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 24-48 ชัว่โมง 

จากนัน้นําไปย้อมสแีกรม และคดัเลือกเฉพาะเชื้อ

แบคทเีรยีทีต่ดิสแีกรมบวก มาทดสอบการยบัยัง้เชือ้

ก่อโรคด้วยวธิีซมึผ่านวุ้น (Agar Well Diffusion 

Assay) ดดัแปลงตามวิธีการของ Barefoot และ 

Klaenhammer (1984) นํามาทดสอบกบัเชือ้ก่อโรค

ทั ้ ง ห ม ด  4 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  เ ชื้ อ  Aeromonas 

hydrophila, V. harveyi , V.  paraheamolyicus 

และ E. coli  โดยนําเชื้อทัง้ 4 ชนิด มาเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (nutrient broth) ในปรมิาตร 

10 ml บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

โดยเชือ้ V.  paraheamolyicus และ V.  harveyi  

เลี้ยงในอาหาร NB ทีม่ ีNaCl ผสมอยู่ 2 %  นําเชือ้

ก่อโรคแต่ละชนิดผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB 

(nutrient broth) ในปรมิาตร 250 ml เทวุน้อาหารที่

มีเชื้อก่อโรคผสมอยู่ลงในจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งจนวุ้น

แข็งตัว จึงทําการเจาะหลุมในแต่ละจานๆ ละ 4 

หลุม จากนัน้ดูดเชือ้ทดสอบเฉพาะเชื้อแกรมบวกที่

ผา่นการเลีย้งในอาหาร NB ครบ 24 ชัว่โมง หยดลง

ไปในหลุมๆ ละ 50 µl บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37°C  เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ตรวจสอบบริเวณใสและวัด

เสน้ผา่ศนูยก์ลางโคโลนีทีเ่วลา 6, 8, 12, 24 และ 48 

ชัว่โมง 

การทดสอบความสามารถของเช้ือจุลินทรียใ์น

การเจริญท่ีสภาวะต่างๆ 

      ทดสอบการเจริญในสภาวะความเข้มข้น

ของ bile salt 

       นําเชื้อที่มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชื้อ

ก่อโรค มาเลี้ยงในอาหาร NB โดยมสี่วนผสมของ 

bile salt ผสมอยู่ทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 0, 1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7, 8, 9 และ 10% โดยเลี้ยงลงในหลุม micro 

plate จากนัน้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 °C  นาน 12- 24 

ชัว่โมง แล้วอ่านผลด้วยเครื่อง ELISA reader ที่

ความยาวคลื่น 620 nm.  

          ทดสอบการเจริญในสภาวะความเข้มข้น

ของเกลอื NaCl 

           นําเชื้อที่มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชื้อ

ก่อโรค มาเลี้ยงในอาหาร NB โดยมสี่วนผสมของ 

NaCl ผสมอยู่ทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 0,1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9 และ 10% โดยเลี้ยงลงในหลุม micro 

plate บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 °C นาน 12- 24 ชัว่โมง 

แลว้อ่านผลดว้ยเครื่อง ELISA reader ทีค่วามยาว

คลื่น 620 nm.  

         ทดสอบการเจรญิในสภาวะความเป็นกรด

และเบส  

          นําเชื้อที่มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชื้อ

กอ่โรค มาเลี้ยงในอาหาร NB ทีม่รีะดบั pH 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9 และ 10 โดยเลี้ยงลงในหลุม micro plate 

บ่มที ่อณุหภมู ิ37°C  นาน 12- 24 ชัว่โมง แลว้อ่าน

ผลดว้ยเครื่อง ELISA reader ทีค่วามยาวคลื่น 620 

nm.   

         



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหวทิยาลยัเกษตรศาสตร ปีที ่2 ฉบบัที ่1 2556 13 

ทดสอบเจรญิในสภาวะอณุหภมูต่ิางๆ  

          นําเชื้อที่มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชื้อ

ก่อโรค มาเลี้ยงในอาหาร NB โดยเลี้ยงลงในหลุม 

micro plate แลว้บ่มไวท้ีอุ่ณหภูม ิ15, 20, 30, 37 

และ 42 °C เป็นเวลา 12- 24 ชัว่โมง อ่านผลดว้ย

เครือ่ง ELISA reader ทีค่วามยาวคลื่น 620 nm. 

การจาํแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก

ด้วยวิธี 16S rDNA  

         ตรวจสอบและจําแนกเชื้อจุลินทรยี์ทีเ่พาะ

แยกไดแ้ละมคีณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิ ดว้ยเทคนิค

ทางอณูชวีโมเลกุล (Molecular biology) โดยใช้

หลกัการของ 16s rDNA universal primers ในการ

สงัเคราะห์ Genomic DNA ทีเ่คยมรีายงานไว้ คอื 

forward primer 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

3’, reverse primer 

5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ ( Weisburg 

et al., 1991 ) จากนัน้นํา PCR product หรอื DNA 

ของเชือ้มาทาํใหบ้รสิทุธิม์ากขึน้ เพือ่สง่วเิคราะห ์หา

ลาํดบัเบสดว้ยวธิกีารทาํ DNA sequence analysis  

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ผลการแยกและคดัเลือกเช้ือท่ีมีความสามารถ

ในการยับยัง้ เ ช้ือก่อโรคโดยวิธีซึมผ่านวุ้น           

( Agar Well Diffusion Assay)  

         จ า ก กา ร แ ย ก เ ชื้ อ แ บ คที เ รีย จ า กกุ้ ง

กา้มกรามในแหล่งน้ําธรรมชาต ิ3 แหล่ง สามารถ

เลอืกเชือ้แกรมบวกได ้จํานวน 237 ไอโซเลท เมื่อ

นํามาทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค

ดว้ยวธิซีมึผา่นวุน้ พบว่า ไดเ้ชือ้ทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้

ก่อโรคโดยสรา้งโซนใสรอบโคโลนีของเชื้อ จํานวน 

8 ไอโซเลท ไดแ้ก ่เชือ้ไอโซเลท TSM33, TSM262, 

LLBM241, TSN262, TSM362, TSN63, TSM499-

4  และ HMN151 เชือ้ทัง้หมดสามารถยบัยัง้เชื้อ

แบคทีเรียก่อโรคได้ 3 ชนิด คือ  Aeromonas 

hydrophila, Vibrio harviyi และ E. coli  แต่ไม่

สามารถยบัยัง้เชื้อ Vibrio parahaemolyticus ได ้ 

จากการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการ

ยบัยัง้ของเชื้อทัง้หมด พบว่า มเีชื้อจํานวน 3 ไอโซ

เลทที่สามารถยบัยัง้เชื้อได้ดีที่สุด ได้แก่ ไอโซเลท  

HMN151, TSM499-4 และ TSN 63 สามารถยบัยัง้

เชื้อก่อโรคทัง้ 3 ชนิดได้เร็ว เมื่อเวลาผ่านไป 12 

ชัว่โมง และยบัยัง้สงูสดุเมื่อเวลา 48 ชัว่โมง (Figure 

1A, 1D และ 1G) เชือ้ไอโซเลท TSM33, LLBM241 

และTSM262 (Figure 1B, 1E และ1H) เชือ้รหสั 

TSM362 และTSN262 (Figure 1C,1F และ1I) 

สามารถยบัยัง้เชือ้ก่อโรคได้เรว็ทีสุ่ด ทีเ่วลาผ่านไป 

18 ชัว่โมง และยบัยัง้สงูสดุเมือ่เวลา 48 ชัว่โมง   

 การทดสอบความสามารถของเช้ือจุลินทรียใ์น

การเจริญท่ีสภาวะต่าง ๆ 

             ผลการทดสอบการทนต่อ bile salt  

         การทดสอบความสามารถในการทนต่อ 

bile salt ของเชือ้ทีค่ดัแยกไดท้ัง้หมด พบว่าเชื้อ

ทุกไอโซเลท สามารถเจรญิไดใ้นเกลอืน้ําดไีม่เกนิ 

3 % เชือ้ทีส่ามารถเจรญิไดด้ทีีสุ่ด ไดแ้ก่ เชือ้รหสั 

HMN151 สามารถเจรญิเติบโตได้ตัง้แต่ความ

เขม้ขน้ของ bile salt 1-3 % โดยวดัค่าความขุ่น

ของเชื้อผ่านความยาวคลื่นแสงที่ 620 nm. ได้

เท่ากบั 0.6, 0.4 และ 0.3 นอกเหนือจากนัน้จะ

เจรญิไดท้ีค่วามเขม้ขน้ของ bile salt เพยีง1 %              

( Figure 2) ซึง่ผลการทดลองครัง้นี้สอดคลอ้งกบั

ผลการวิจัยของศิริร ัตน์ และคณะ (2548) ได้

รายงานไว้ว่าเชื้อในสกุลบาซลิลสัจะเจรญิเติบโต

ได้ใน bile salt ไม่เกนิ 3 % ดงันัน้เชือ้ในสกุล

บาซิลลสัที่แยกได้ อาจมขีอ้ด้อยในแง่ของการจะ

เจรญิได้ดีในทางเดนิอาหารที่มคีวามเขม้ขน้ของ 

bile salt สงู แต่เนื่องจากยงัไม่มกีารศกึษาอย่าง

เด่นชดัถึงระบบการย่อยอาหารโดยม ีbile salt 

เ ป็นองค์ประกอบหรือไม่ของกุ้ งก้ามกราม

เช่นเดียวกบัในสตัว์บกอื่นๆ ประกอบกบัเชื้อทุก

ไอโชเลททีแ่ยกได ้มาจากส่วนทีเ่ป็นกระเพาะและ

ลําไส้ของกุ้งก้ามกราม จึงเป็นข้อสงัเกตว่าเชื้อ
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เหล่านี้จงึมคีุณสมบตัเิบื้องต้นในการนํามาใชเ้ป็น

โพรไบโอตกิได ้ 

             ผลการทดสอบการทนต่อความเขม้ขน้ของ 

NaCl 

            ผลการทดสอบสภาวะการเจรญิของเชือ้ที่

แยกไดใ้นอาหารทีม่ ีNaCl ผสมอยู่ 0-10 % พบว่า 

เชือ้จํานวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ เชือ้รหสั TSN499-4 

และ TSN63 สามารถเจริญได้ที่ความเข้มข้นของ

NaCl ที ่10 % ซึง่เชือ้สว่นใหญ่ทีแ่ยกได ้จะเจรญิได ้

ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ของ NaCl 9% ( Figure 3) 

 

             ผลการทดสอบการเจริญในสภาวะความ

เป็นกรด-ด่าง 

            จากผลการทดลองพบว่า เชือ้ทุกไอโซเลท 

จะเจรญิไดต้ัง้แต่ ช่วงของ pH ระหว่าง 5-10 ซึง่มี

เชือ้จํานวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่เชือ้รหสั  HMN151, 

TSM499-4, LLBM241 และ TSM262 ทีส่ามารถ

เจรญิไดใ้นช่วงของ pH ที ่5-10  สาํหรบัเชือ้ทีเ่จรญิ

ไดด้ตีัง้แต่ช่วง pH 5-9 จํานวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก ่

เชือ้รหสั TSN63, TSM33, TSN362 และ TSN262 

โดยเชือ้ทัง้หมดทีค่ดัเลอืกได ้จะไม่สามารถเจรญิได้

ทีส่ภาวะความเป็นกรด ที ่pH 3-4 (Figure 4)   

          

          ผลการทดสอบการเจรญิในสภาวะอุณหภูมิ

ต่างๆ  

           จากผลการทดลองพบว่า เชื้อทุกไอโซเลท 

สามารถเจรญิได้ตัง้แต่อุณหภูมติํ่า ที่ 15°C จนถึง

อณุหภมูสิงูที ่42°C พบว่าเชือ้ทีเ่จรญิเตบิโตไดเ้รว็ที่

อณุหภมูติํ่าไดด้กีว่าเชือ้อื่น ๆ ไดแ้ก่ เชือ้รหสั HMN 

151 โดยวดัค่าความขุน่ของเชือ้ผ่านความยาวคลื่น

แสงที่  620 nm. ได้ค่า  OD เท่ากับ  1.6 

นอกเหนือจากนัน้ จะวดัค่า OD ไดเ้ท่ากบั 0.3 ซึง่

เชื้อทัง้หมด สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ช่วงของ

อณุหภมู ิ20-37 °C  

(Figure 5) ชี้ให้เห็นว่า  เชื้อที่แยกได้ สามารถ

เจรญิเตบิโตไดช้่วงอุณหภูมทิีก่ว้าง จงึเหมาะสมใน

การนําไปใช้เป็นโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้ง

กา้มกรามต่อไป    

 

ผลการจาํแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก

ด้วยวิธี 16S rDNA  

         เมือ่นําเชือ้ จาํนวน 8 ไอโซเลท มาสกดัดี

เอน็เอ และเพิม่จาํนวนดว้ย ไพรเมอร1์6s rDNA  

และทาํให ้DNA ของเชือ้บรสิทุธิ ์นําไปวเิคราะหห์า

ลาํดบัเบส โดยวเิคราะหท์ัง้ดเีอน็เอสายไปขา้งหน้า 

และสายยอ้นกลบั พบว่าเชือ้ทัง้หมด อยูใ่นสกลุ

บาซลิลสั ไดแ้ก ่ B. subtilis  มจีาํนวน 4 ไอโซเลท 

ไดแ้กเ่ชือ้รหสั TSM33, TSM262, LLBM241 และ

TSN262 เชือ้ B. amyloliquefacian มจีาํนวน 2 ไอ

โซเลท ไดแ้กเ่ชือ้รหสั TSN 63 และ TSM499-4 

และเชื้อ  B. thuringiensis ไดแ้ก ่เชือ้รหสั HMN151 

และ เชือ้ B.  aryabhattai  ไดแ้ก ่เชือ้รหสั TSM 

362 (Figure6)
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Figure 1 Clear inhibition zone of pathogenic bacterial growth by 8 gram positive bacteria isolates from  

  gastrointestinal tract of giant fresh water prawn.  

 A = Isolate HMN151, TSN499-4, TSN63; B = TSM33, LLBM241, TSN263; C = TSM362,  

 TSM262 on growth inhibition for V.  harveyi. 

 C = Isolate HMN151, TSN499-4, TSN63; D = TSM33, LLBM241, TSN263; E = TSM362,  

 TSM262 on growth inhibition for A.  hydrophilla. 

 G = Isolate HMN151, TSN499-4, TSN63; H = TSM33, LLBM241, TSN263; I = TSM362,  

 TSM262 on growth inhibition for E.  coli. 
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Figure 2 Bacterial growths as OD 620 after 24 hrs cultivation at 37°C of the selected bacterial isolates in  

  the presence of 0-10% of bile salt in the culture medium. 

 

 
 

Figure 3 Bacterial growths as OD 620 after 24 hrs incubation in Nutrient broth containing NaCl 0-10%  
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Figure 4 Bacterial growths as OD 620 after 24 hrs incubation in Nutrient broth medium pH 1-10  

 

  

 
 

Figure 5 Bacterial growths as OD 620 after 24 hrs incubation in Nutrient broth medium at 15-42°C  
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Figure 6 Neighbor-joining phylogenetic tree of Bacillus spp. isolated from Macrobrachium rosenbergii  

  (Giant Fresh Water Prawn) based on mitochondrial DNA 16S with 1,000 bootstraps 

 

สรปุและวิจารณ์ผลการวิจยั 

         ผลการคดัแยกเชื้อจุลินทรีย์จากทางเดิน

อาหารของกุง้กา้มกราม พบว่าไดเ้ชือ้ 8 ไอโซเลท ที่

มคีุณสมบตัิเบื้องต้นในการเป็นโพรไบโอติก โดย

สามารถสรา้งบรเิวณใสยบัยัง้จุลนิทรยี์ก่อโรคได้ทัง้ 

3 ชนิด เชือ้จุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์เป็นแบคทเีรยีแก

รมบวก รปูท่อน มกีารจดัเรยีงตวัของเซลล์เป็นสาย

สัน้ ๆ เมื่อนําเชื้อมาจําแนกชนิด โดยใช้ไพรเมอร ์

16S rDNA และทาํการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทด ์

พบว่าเป็นเชือ้ทีอ่ยู่ในสกุลบาซลิลสั สามารถแยกได้

เป็น 4 กลุ่ม คอื กลุ่มที ่1 ไดแ้ก่เชื้อ B. subtilis 

TSN262, B. subtilis TSM262, B. subtilis  

 

LLBM241, B. subtilis TSM33 กลุ่มที ่2 ไดแ้ก่ เชือ้ 

B. amyloliquefaciens TSM499-4, เชื้อ B. 

amyloliquefaciens TSN63 กลุ่มที ่3 ไดแ้ก่ เชือ้ B. 

thuringiensis HMN151 และกลุ่มที ่4 ไดแ้ก ่เชือ้ B.  

aryabhattai TSM362   

         ผลการศึกษาความสามารถในการยบัยัง้

เชื้อก่อโรค พบว่าเชื้อที่ยบัยัง้ได้ดีที่สุด ได้แก่ เชื้อ 

B. thuringiensis HMN151 และ เชือ้ B. Subtilis 

TSN262, B. subtilis TSM262, B. subtilis  

LLBM241 และ B.  subtilis TSM33  ใหผ้ลการ

ยบัยัง้โดยการสรา้งโซนใสเขา้ป้องกนัหรอืยบัยัง้การ

เจรญิเตบิโตของเชือ้ก่อโรค ซึ่งเชือ้ทัง้ 2 ชนิด พบ
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ได้ตามธรรมชาตทิัว่ไป โดยเชื้อ B. thuringiensis 

เป็นเชือ้ทีพ่บในดนิ ถูกนํามาใชก้นัอย่างแพร่หลาย

ทางการเกษตร  แยกได้จากลําไส้ของหนอนผเีสื้อ

หลายชนิด  สามารถสรา้งสารโปรตนีผลกึเขา้ทาํลาย

แมลงศตัรูพชื เช่นการนํามาใชค้วบคุมตวัอ่อนของ

หนอนใยผัก เนื่องจากเชื้อชนิดนี้ ไม่ก่ออันตราย

ให้แก่มนุษย์ หรอืสตัว์ชนิดอื่นๆ (Madigan and 

Mart inko, 2005) อย่างไรกต็ามยงัไม่มรีายงานการ

นําเชื้อชนิดนี้ ใช้เป็นโพรไบโอติก จึงควรที่จะมี

การศกึษาการนําเชือ้ชนิดนี้มาใชเ้ป็นโพรไบโอตกิใน

กุง้กา้มกรามต่อไป   

         เชื้อ B.  subtilis  เป็นเชื้อที่พบใน

สภาพแวดล้อมทัว่ไป สามารถผลิต Polypeptide 

antibiotics ได้แก่  bacitracin (Kenneth Todar 

University, 2006) และผลติเอนไซมไ์ดห้ลายชนิด 

ช่วยในการลอกของชัน้เมอืกกุง้ (slime layer) และ

ยงัชว่ยยอ่ยสลายของเสยีในบ่อกุง้ ช่วยเปลีย่นไนเต

รทเป็นไนโตรเจนและออกซิเจนโดยขบวนการ 

nitrification (Zymonutrients private limited, 

2006) ปจัจุบนัเป็นเชื้อทีไ่ด้มกีารพฒันาเป็นโพร

ไบโอตกิในทางการคา้ (Commercial  Probiotics ) 

นํามาใชก้นัอยา่งแพรห่ลายในสตัว์น้ํา สาํหรบัเชือ้ B 

amyloliquefaciens เป็นเชื้อที่สามารถผลิตสาร 

Polypeptide คอื Iturin ซึ่งมฤีทธิใ์นการฆ่าเชื้อรา 

(Antifungal Agent) สามารถผลติเอนไซมไ์ด้หลาย

ชนิด เช่น Lipase, Amylase, Sucrase, Protease 

และ Peptidase ได้มกีารศกึษานําเชือ้ชนิดนี้ใชใ้น

การควบคุมเชื้อราในโรคพืชได้หลายชนิด จึงเป็น

เชื้อที่น่าสนใจในการนํามาศึกษา เพื่อใช้เป็นโพร

ไบโอติกในกุ้งก้ามกรามได้อกีชนิดหนึ่ง (Barefoot 

and Klaenhamme, 1984)    

         เชื้อ B. ayahbhattai  มรีายงานการแยก

เชื้อชนิดนี้ ได้จากส่วนรากของพืชน้ําชนิดหนึ่ ง 

เรยีกว่า Lamna sp. เป็นเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวก 

รูปท่อน ให้ผลบวกต่อเอนไซม์หลายชนิด เช่น 

Oxidase, Urease, Gelatinase อกีทัง้ยงัช่วยใน

ขบวนการ Nitrate reduction และการย่อยสาร

จําพวกแป้งได้ มคีวามสามารถในการเจรญิเตบิโต

ได้ในอุณหภูมิตํ่ าถึง  4ºC แต่ไม่ทนอุณหภูมิที่

มากกว่า 37ºC ซึ่งจากการศกึษาเบื้องต้น เชือ้ชนิด

นี้ ให้ผลลบต่อการทดสอบการผลิตสารปฏิชีวนะ 

ปจัจุบันได้ เ ริ่มมีนักวิจัย ให้ความสนใจศึกษา

คุณสมบัติในการผลิตยาปฏิชีวนะของเชื้อชนิดนี้

เพิ่มเติม เพื่อจะนําไปใช้ประโยชน์ทางด้าน

การแพทย ์(Semanti  et al., 2012) ในการวจิยัครัง้

นี้ พบว่า เชือ้ชนิดนี้ใหผ้ลในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคได ้

3 ชนิดได ้ประกอบกบัเชือ้ชนิดนี้สามารถเจรญิไดใ้น

อณุหภมูติํ่า จงึมคีวามเหมาะสมทีจ่ะคดัเลอืกพฒันา

เป็นโพรไบโอตกิในกุง้กา้มกรามต่อไป  

 

กิตติกรรมประกาศ 

         คณะผู้วิจัยขอขอบคุณคณาจารย์และ

เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา หน่วยงาน

ชนัสูตรโรคสตัว์ และห้องปฏิบัติการวิจัยโรคทาง

สตัว์เศรษฐกจิ ภาควิชาเวชศาสตร์และทรพัยากร

ก า ร ผ ลิ ต สั ต ว์ ค ณ ะ สั ต ว แ พ ท ย ศ า ส ต ร ์

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ กําแพงแสน  ที่ได้ให้

ความอนุเคราะห์ในการใชเ้ครื่องมอืและอุปกรณ์ใน

การดาํเนินการวจิยัครัง้นี้ใหส้าํเรจ็ลุล่วงไปไดด้ ี 
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