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บทคัดย่อ
การคัดแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกราม โดยใช้ตัวอย่างกุ้งก้ามกราม จ�านวน 45 ตัวอย่างที่มีน�้าหนัก 30-40 

กรมั สามารถคดัแยกแบคทเีรยีจ�านวนทัง้หมด 327 ไอโซเลต คดัเลอืกแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค Vibrio 

harveyi และ Vibrio parahaemolyticus โดยพิจารณาจากการเกิดวงใสรอบโคโลนี พบว่า มีแบคทีเรียที่ยับยั้งเชื้อก่อโรคดังกล่าว 

จ�านวน 118 และ 19 ไอโซเลตตามล�าดบั จากผลการทดลองเชือ้รหสั PBKS289, PBKS292 และ PBKS184 ให้วงใสในการยบัยัง้ 

V.harveyi สูงสุด เชื้อรหัส PBKS92, PBKS10, PBKS304 และ PBKS91 ให้วงใสในการยับยั้ง V.parahaemolyticus สูงสุด การ

ศึกษาความทนต่อสภาวะต่างๆ ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 7 ไอโซเลต พบว่า เชื้อรหัส PBKS289, PBKS292, PBKS184 

PBKS92, PBKS10, PBKS304 และ PBKS91 สามารถทนต่อเกลือน�้าดีเข้มข้น 0- 5 เปอร์เซ็นต์ (น�้าหนักต่อปริมาตร) ทนต่อ

โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0- 9 เปอร์เซ็นต์ (น�้าหนักต่อปริมาตร) ส่วนใหญ่มีความทนพีเอชในช่วง 5-10 ยกเว้นเชื้อรหัส PBKS92 

ทนพีเอชได้ถึง 3-10 ข้อมูลท่ีได้จากงานวิจัยน้ีสามารถคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค

จากจนีสั Vibrio และมคีณุสมบตัทิีด่ใีนการเป็นโปรไบโอตกิในการรอดชวีติเมือ่ใช้เป็นส่วนผสมในอาหารและเข้าสูท่างเดนิอาหาร

ของกุ้ง นอกจากนี้ยังเป็นวิธีการในการลดการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมี ซึ่งเป็นการลดสารตกค้างที่มีผลต่อผู้บริโภคและส่งผล

ให้กุ้งมีคุณภาพดีขึ้น

ค�ำส�ำคัญ : การยับยั้ง, กุ้งก้ามกราม, เชื้อก่อโรค, โปรไบโอติก, วงใส

Abstract
Isolation of bacterial strains from the gastrointestinal tract by 45 samples giant freshwater prawns weighing 30-40 

grams, found bacteria in 327 isolates. These were screened for antibacterial activity against shrimp pathogenic Vibrio 

harveyi and Vibrio parahaemolyticus by the clear zone around the colonies. 118 and 19 bacterial isolates, were found 

the antibacterial activity against pathogenic Vibrio harveyi and Vibrio parahaemolyticus, respectively. The results 

demonstrated that highest antibacterial activity was shown by seven strains, named PBKS289, PBKS292, PBKS92, 

PBKS10, PBKS304 and PBKS91. These bacteria were PBKS289, PBKS292, PBKS184 PBKS92, PBKS10, PBKS304 

and PBKS91 grew well in a medium containing 0-5% (w/v) bile salt 0-9% NaCl (w/v) and pH 5-10 except PBKS92 

could tolerate pH 3-10. The reults support the approach of screening using probiotic bacteria for activity against Vibrio 

species. The probiotics have a good effect on survival when used as a food in prawn culture. Moreover probiotic 

bacteria can reduce the need to use toxic chemicals and antibiotics in prawn culture.
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บทน�ำ 
กุ้งก้ามกราม เป็นกุง้น�า้จืดท่ีมขีนาดใหญ่ พบได้ทัว่ไปตามแม่น�า้ 

ล�าคลอง ลักษณะจะมีเปลือกสีเขียวอมฟ้าหรือสีม่วง ก้ามยาว

มสีีครามหรอืม่วงเข้ม กุง้ก้ามกรามสามารถพบได้ในภาคกลาง 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื และภาคใต้ของประเทศไทย ในต่าง

ประเทศพบได้ทุกประเทศของภูมิภาคอินโดแปซิฟิก จนถึง

ตอนเหนอืของออสเตรเลยี และฟิลปิปินส์ โดยพบในน�า้จืดและ

น�้ากร่อย กุ้งก้ามกรามเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่ส�าคัญ และมีราคา

แพง ได้รับความสนใจจากผู้บริโภคเป็นจ�านวนมาก รวมทั้งใน

ตลาดโลก จึงท�าให้ปัจจุบันมีการเพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามกัน

อย่างแพร่หลาย จังหวัดกาฬสินธุ์เป็นอีกจังหวัดหน่ึงในภาค

อีสานที่เกษตรกรมีการเลี้ยงกุ้งก้ามกรามเชิงพาณิชย์จ�านวน

มากมีจ�านวนฟาร์มเลี้ยงกุ้งก้ามกรามมากถึง 1,295 ราย แบ่ง

เป็นพ้ืนทีก่ารเลีย้ง 6,220 ไร่ จ�านวน 1,295 บ่อ ซึง่มจี�านวนมาก  

เนื่องจากมีแหล่งน�้าท่ีอุดมสมบูรณ์ได้รับน�้าจากเขื่อนล�าปาว 

สภาพแวดล้อมเหมาะสมส�าหรับการเล้ียง อีกท้ังแรงงานใน

จังหวัดมีจ�านวนมาก หาได้ง่าย และราคาค่าจ้างแรงงานค่อน

ข้างถูก สามารถผลิตกกุ้งก้ามกรามป้อนให้กับผู้บริโภคได้

มากกว่า 10,000 ตันต่อปี1 ปัญหาของการเกิดโรคจาก

แบคทีเรียส่วนใหญ่มาจากการจัดการระหว่างการเลี้ยงโดย

เลอืกพืน้ทีไ่ม่เหมาะสม ปล่อยกุง้หนาแน่น ให้อาหารมากเกนิไป 

ขาดการดแูลคณุภาพน�า้และสขุภาพกุง้ โรคแบคทเีรยีทีพ่บใน

กุ้งมักมีสาเหตุจากเชื้อ V. harveyi, V. penaecida, V. para-

haemolyticus และ V. vulnificus2,3,4 เชื้อ Vibrio สามารถพบ

ได้ทั่วไปในแหล่งน�้าเค็มและน�้ากร่อยเป็นสาเหตุของโรคกุ้ง

เกือบทุกชนิดที่พบในประเทศไทย โดยเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม

ไมโครฟลอร่า (microflora) พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติและบ่อ

เลีย้งกุง้ เป็นแบคทเีรยีพวกฉวยโอกาส จะฉวยโอกาสทนัทเีม่ือ

กุ้งอ่อนแอ ท�าให้กุง้เป็นโรค และอาจพบอยูร่่วมกบัเชือ้โรคชนดิ

อื่นๆ โดยท่ัวไปแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถพบได้ในทางเดิน

อาหาร ตับ ตับอ่อน และน�้าเลือดของกุ้งที่เป็นปกติ เมื่อกุ้งอยู่

ในสภาวะที่เครียด เช่น เกิดการติดเช้ือจากจุลินทรีย์ต่างๆ 

ปริมาณของแอมโมเนยีในน�า้เพิม่ขึน้ อณุหภมูมิกีารเปลีย่นแปลง 

อย่างรวดเรว็ และความเคม็ทีสู่งเกนิไปกส็ามารถก่อให้เกดิโรคได้ 

โรคที่ก่อให้เกิดปัญหาอย่างมากในการเลี้ยงกุ ้ง คือ โรค

แบคทีเรียเรืองแสง (luminescent disease) เกิดจากเชื้อ

แบคทีเรีย V. harveyi ลักษณะทั่วไปของโรคจะพบกุ้งป่วยขึ้น

มาอยู่บริเวณขอบบ่อหรือว่ายอยู่ท่ีผิวน�้า ท�าให้มองการเรือง

แสงทีส่่วนหวัได้อย่างชดัเจนในเวลากลางคนื เมือ่น�ากุง้ป่วยมา

ตรวจสอบโดยน�าส่วนของตบัและตบัอ่อน หรอืเลอืดกุง้มาส่อง

ด้วยกล้องจุลทรรศน์จะพบแบคทีเรียท่อนสั้นเคลื่อนท่ีได้

จ�านวนมาก มีผลท�าให้กุง้อ่อนแอ และตายในทีส่ดุ5 นอกจากนี้

ยังมีโรคตายด่วนในกุ้ง (Shrimp Early Mortality Syndrome: 

EMS) หรือเรียกอีกชื่อว่ากลุ่มอาการตับและตับอ่อนเสื่อม

สภาพอย่างฉับพลัน (Acute Hepatopancreatic Necrosis 

Syndrome: AHPNS) โดยพบว่าโรคนี้เกิดจาก Vibrio para-

haemolyticus เป็นสาเหตขุองการตายเป็นจ�านวนมากของกุง้

ในระยะเวลาสองปีที่ผ่านมา ซึ่งได้สร้างความเสียหายเป็นวง

กว้างต่อการเพาะเล้ียงกุ้งในหลายประเทศในแถบเอเชีย6 บ่อ

เลีย้งกุง้ทีม่กีารตดิโรคได้ประสบกบัปัญหาการตายของกุง้เป็น

ปรมิาณสงูมากในช่วงระยะแรกของการเจริญเตบิโตของกุง้ ซึง่

อัตราการตายของกุ้งในบางฟาร์มอาจสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 

อาการของโรคนี้ประกอบด้วยกุ้งอ่อนแอ โตช้า ไม่มีอาหารใน

กระเพาะและล�าไส้ ตับและตับอ่อนมสีีซดีและฝ่อลบี และมกัจะ

พบเส้นสีด�าภายในตับและตับอ่อน และจะพบการตายของกุ้ง

เป็นจ�านวนมากภายใน 30 วันแรกของการลงกุ้งในบ่อเลี้ยง7 

ในอดตีจนถงึปัจจบุนัการป้องกนัและรักษาโรคในกุง้เกษตรกร

พึ่งสารเคมีและยาปฏิชีวนะเป็นหลัก ได้แก่ ยาปฏิชีวนะกลุ่ม

คลอแรมฟินิคอล ออกซิเตตร้าซัยคลิน ซัลฟานิลาไมด์ และไน

โตรฟูแรน โดยการผสมในอาหารและใส่ในน�้าแช่และมีการใช้

ยาตดิต่อกนัเป็นเวลานาน และมกีารเพิม่ปรมิาณยา เนือ่งจาก

เชื้อก่อโรคด้ือยาและการใช้ยาปริมาณเท่าเดิมไม่ได้ผล ส่งผล

ให้มต้ีนทนุการผลติทีส่งูขึน้ ผลกระทบทีต่ามมาอกีคอื เกดิการ

ตกค้างของยาและสารเคมีในตัวกุ ้งก่อให้เกิดอันตรายต่อ 

ผู ้บริโภค เทคโนโลยีชีวภาพได้มีความส�าคัญอย่างยิ่งกับ

ประเทศไทยในการพัฒนาอุตสาหกรรมการผลิตกุ้ง โดยมี

วัตถุประสงค์ทดแทน หรือลดปริมาณการใช้สารเคมีให้อยู่ใน

สัดส่วนที่เหมาะสมเพื่อตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค

ทั่วโลก โดยเฉพาะการวิจัยและพัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่มี

ประสิทธิภาพ ส่งเสรมิการเจรญิเติบโตและป้องกนัการเกดิโรค

ระบาดในการเลีย้งกุง้ การควบคมุปริมาณเชือ้ Vibrio sp. ด้วย

วธิกีารทางชวีภาพ จากรายงานพบว่า มเีชือ้แบคทเีรยี Bacillus 

subtilis, B. licheniformis, Nitrosomonas sp., Alteromonas 

sp. และ V. alginolyticus ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจที่จะคัดแยก

แบคทเีรียทีม่ศีกัยภาพเป็นโปรไบโอติกทีดี่และมคีวามสามารถ

ในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค V.harveyi และ V. parahaemolyticus 

ที่เป็นปัญหาส�าคัญในกุ้งก้ามกราม

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีกำรศึกษำ 
 1.  กำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย

   น�าตัวอย่างกุ ้งก้ามกราม (Macrobrachium 

rosenbergii de Man) จ�านวน 45 ตวัอย่าง น�า้หนกั 30-40 กรัม 

น�ามาท�าความสะอาด ตัดเอาเฉพาะส่วนที่เป็นล�าไส้และ

กระเพาะอาหาร บดด้วยแท่งแก้ว จากนัน้เติมโซเดยีมคลอไรด์
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ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในปริมาตร 5 มิลลิลิตรต่อ

ตัวอย่าง 1 กรัม ท�าการเจือจางตัวอย่าง (serial dilution) และ 

Spread Plate บนอาหาร Nutrient agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท�าให้เชื้อบริสุทธิ์อีกครั้ง

ด้วยวิธี Cross streak บนอาหารชนิดเดิม ศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และรูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

  2.  กำรคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่มีศักยภำพใน

กำรยับยั้งเชื้อก่อโรค

  การทดลองครั้งนี้ มีแผนการทดลองแบบ CRD 

โดยคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคด้วยวิธีซึม

ผ่านกระดาษกรอง (Paper disc diffusion) โดยแบ่งเป็นสอง

ชดุการทดลอง คอื ชดุการทดลองทีห่นึง่ ทดสอบคณุสมบตัขิอง

เชือ้แบคทเีรยีทีค่ดัแยกจากทางเดนิอาหารของกุง้ก้ามกรามใน

การยับยั้งเชื้อก่อโรค คือ V. harveyi และชุดการทดลองที่สอง 

ทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดแยกจากทางเดิน

อาหารของกุ้งก้ามกรามในการยับยั้งเชื้อก่อโรค คือ V. para-

haemolyticus (ได้รบัความอนเุคราะห์จากสถาบันวจัิยสขุภาพ

สัตว์น�้าชายฝั ่ง จังหวัดสงขลา) โดยเล้ียงในอาหาร NB  

(Nutrient Broth) ทีม่ ีNaCl ผสมอยู ่1.5เปอร์เซน็ต์ ในปรมิาตร 

20 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ส�าหรับเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้เลี้ยงในอาหาร NB 

ปรมิาณ 5 มลิลลิติร บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง หยดเชื้อแบคทีเรีย (เชื้อตั้งต้น 1x106 CFU/ml) ที่

คัดแยกได้ ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนกระดาษกรองที่ผ่าน

การฆ่าเชือ้แล้วและวางบนอาหาร NA ทีผ่สมกบัเช้ือก่อโรค บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บันทึกผล

การยบัยัง้จากการเกดิบรเิวณใส (clear zone, แสดงในรปูแบบ 

mean±SD) รอบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ ท�าการ

ทดลอง 3 ซ�้า น�าค่าเฉลี่ยที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ One 

way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธีของ Duncan’s 

New Multiple Range Test ที่ระดับนัยส�าคัญ ที่ p ≤ 0.05

  3.  กำรทดสอบคณุสมบตัใินกำรเป็นโปรไบโอตกิ 

(ดัดแปลงจากอรวรรณ์ และคณะ, 2556)

  3.1  กำรเจริญในอำหำรที่มีเกลือน�้ำดี 

   เลี้ยงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ

ยบัยัง้เชือ้ก่อโรคเพาะเลีย้งในอาหาร NB ทีม่ส่ีวนผสมของเกลอื

น�าด ี0-5เปอร์เซน็ต์ บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง แล้วจึงบันทึกผลจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

  3.2  กำรเจริญในอำหำรทีม่โีซเดยีม คลอไรด์ 

   เลี้ยงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ

ยับย้ังเชื้อก่อโรคเพาะเลี้ยงในอาหาร NB ที่มีส่วนผสมของ

โซเดียมคลอไรด์ 0-9 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วจึงบันทึกผลจากการวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

  3.3  กำรเจริญในอำหำรพีเอชต่ำงๆ

  เลี้ยงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้ง

เชื้อก่อโรคเพาะเล้ียงในอาหาร NB ท่ีมีการปรับพีเอชเท่ากับ 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 24 ชั่วโมง บันทึกผลจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

ผลกำรศึกษำ 
  1.  กำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย

  ผลการคัดแยกแบคทีเรียที่คัดแยกจากทางเดิน

ทางอาหารของกุง้ก้ามกรามมทีัง้หมด 327 ไอโซเลต โดยลักษณะ 

ทางสัณฐานวิทยาส่วนใหญ่โคโลนีมีสีขาวขุ่น ขอบมีลักษณะ

แบบขอบเรยีบ(Entire) ความนนูมลีกัษณะแบนราบ (flat) เน้ือ

โคโลนีมีลักษณะมันวาว และรัศมีส่วนใหญ่มีขนาด 0.1-0.5 

มลิลิเมตร แบ่งเป็นแบคทเีรยีทีมี่รูปร่างกลม 267 ไอโซเลต และ 

แบคทีเรียที่มีรูปร่างท่อน 60 ไอโซเลต (ไม่ได้แสดงผล)

  2.  กำรคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่มีศักยภำพใน

กำรยับยั้งเชื้อก่อโรค

  แบคทีเรียทั้งหมด 327 ไอโซเลต ทดสอบความ

สามารถในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค V.haveyi และ V.parahaemo-

lyticus โดยพจิารณาจากการเกดิวงใสรอบๆ โคโลน ีโดยแสดง

ขนาดวงใสในการยับยั้งดังแสดงใน Table 1 และ 2
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Table 1  The clear zone size (mean±SD) from probiotic bacteria inhibited V. harveyi at 48 hours. Means values with 

different letters significantly different (P < 0.05).

No. Isolates Clear zone size (mm.)

1 PBKS26 20±0.76

2 PBKS91 18±0.58

3 PBKS104 19±0.50

4 PBKS184 21±0.29

5 PBKS204 13±0.76

6 PBKS243 13±0.76

7 PBKS286 14±0.76

8 PBKS289 23±0.29

9 PBKS291 18±0.50

10 PBKS292 21±0.76

Table 2  The clear zone size from probiotic bacteria inhibited V. parahaemolyticus at 48 hours. Means values with 

different letters significantly different (P < 0.05).

No. Isolates Clear zone size (mm.)

1 PBKS10 20±0.50

2 PBKS35 10±1.00

3 PBKS89 16±0.29

4 PBKS91 18±0.29

5 PBKS92 24±0.76

6 PBKS271 13±0.29

7 PBKS272 14±1.00

8 PBKS304 18±0.29

9 PBKS309 11±1.00

10 PBKS317 9±0.58

  จากผลการทดลองแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จาก

ทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกราม จ�านวน 118 ไอโซเลตท่ีมี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคV.harveyi โดยรหัสที่มี

ขนาดวงใสกว้างสูงสุด 10 ล�าดับแรกจะมีวงใสตั้งแต่ 13-23 

มิลลิเมตร เชื้อรหัส PBKS289, PBKS184 และ PBKS292 ให้

ขนาดวงใสกว้างสูงสุด เท่ากับ 23, 21 และ 21 มิลลิเมตร และ

แบคทีเรีย จ�านวน 19 ไอโซเลตที่มีความสามารถในการยับยั้ง

เชื้อก่อโรคV.parahaemolyticus โดยรหัสที่มีขนาดวงใสกว้าง

สูงสุด 10 ล�าดับแรกจะมีวงใสตั้งแต่ 9-24 มิลลิเมตร เชื้อรหัส 

PBKS92, PBKS10, PBKS304 และ PBKS91 ให้ขนาดวงใส

กว้างสูงสุด เท่ากับ 24, 20, 18 และ 18 มิลลิเมตร

 3.  กำรทดสอบคณุสมบตัใินกำรเป็นโปรไบโอตกิ

   3.1 ผลการทดสอบความทนต่อเกลือน�้าดี 

    ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อ

เกลือน�้าดี (Bile salt) พบว่า แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 7 ไอ

โซเลต ได้แก่ PBKS10, PBKS91, PBKS92, PBKS184, 

PBKS289, PBKS292 และ PBKS304 สามารถทนต่อเกลือ

น�้าดีความเข้มข้นสูงสุด 5 เปอร์เซ็นต์ (น�้าหนักต่อปริมาตร) 

(ดังแสดงใน Figure 1)
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  3.2  ผลกำรทดสอบควำมทนต่อโซเดียม 

คลอไรด์ 

    ผลการทดสอบความทนต่อโซเดียมคลอไรด์

ของเชื้อที่เลี้ยงในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ผสมอยู่ 0-9 

เปอร์เซน็ต์ พบว่า แบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกได้ทัง้ 7 ไอโซเลต ได้แก่ 

PBKS10, PBKS91, PBKS92, PBKS184, PBKS289, 

PBKS292 และ PBKS304 ทนต่อโซเดียมคลอไรด์ในช่วง 3-9 

เปอร์เซ็นต์ (น�้าหนักต่อปริมาตร) โดยเชื้อรหัส PBKS92 

สามารถทนต่อโซเดยีมคลอไรด์ได้สงูทีส่ดุ เท่ากบั 9 เปอร์เซน็ต์ 

(น�้าหนักต่อปริมาตร) (ดังแสดงใน Figure 2) 

   3.3  ผลกำรทดสอบควำมทนต่อพีเอช 

    ผลการทดสอบความทนต่อพีเอช พบว่า 

แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ส่วนใหญ่ทุกไอโซเลต ได้แก่ PBKS10, 

PBKS91, PBKS184, PBKS289, PBKS292 และ PBKS304 

มีความทนต่อพีเอชในช่วง 5-10 ยกเว้นเชื้อรหัส PBKS92 

สามารถทนต่อพีเอชในช่วง 3-10 (ดังแสดงใน Figure 3)
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วิจำรณ์และสรุปผล
ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของกุ้งก้ามกราม

พบว่า สามารถคดัแยกแบคทเีรยีจ�านวนทัง้หมด 327 ไอโซเลต 

โดยแบคทเีรยีจ�านวน 7 ไอโซเลต มศีกัยภาพทีด่ใีนการใช้เป็น

โปรไบโอตกิ โดยสามารถสร้างวงใสยบัยัง้เชือ้ก่อโรค V. harveyi 

และ V. parahaemolyticus และมีความทนต่อสภาวะต่างๆ คอื 

สามารถทนต่อเกลอืน�า้ดคีวามเข้มข้นสงูสดุ 5 เปอร์เซน็ต์ (น�า้

หนักต่อปริมาตร) ทนต่อโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นสูงสุด 3-9 

เปอร์เซ็นต์ (น�้าหนักต่อปริมาตร) และทนต่อพีเอช 5-10 โดย

คุณสมบัติดังกล่าวมีข้อดี 

 คอืสามารถทนต่อสภาวะทีเ่ป็นกรดในกระเพาะอาหาร 

ทนต่อเกลือน�้าดีในล�าไส้ ซึ่งท�าหน้าที่ขับสารตกค้าง และสร้าง

สารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นได้ ดังน้ันคุณสมบัติเหล่านี้จึง

จ�าเป็นต่อการรอดชวิีตของ โปรไบโอตกิเมือ่ผสมในอาหารเลีย้งกุ้ง

 ผลการทดลอง พบว่า แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จาก

ความกว้างของวงใสสูงสุด ได้แก่ ได้แก่ PBKS10, PBKS91, 

PBKS92, PBKS184, PBKS289, PBKS292 และ PBKS304 

มคุีณสมบติัในการทนต่อเกลอืน�า้ด ี1-5 เปอร์เซน็ต์ โดยทีค่วาม

เข้มข้นเกลือน�้าดีที่แบคทีเรียส่วนใหญ่เจริญได้ดีเท่ากับ 2 

เปอร์เซ็นต์ (Figure 1) การทนโซเดียมคลอไรด์ในช่วง 1-9 

เปอร์เซ็นต์ โดยทีค่วามเข้มข้นโซเดยีมคลอไรด์ทีแ่บคทเีรียส่วน

ใหญ่เจริญได้ดีเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์ (Figure 2) และความทน

พีเอชในช่วง 3-10 โดย พีเอชที่แบคทีเรียส่วนใหญ่เจริญได้ดี

เท่ากับ 5 (Figure 3) การศึกษาความทนต่อสภาวะดังกล่าวมี

ความจ�าเป็น เนื่องจากเมื่อใช้เป็นส่วนผสมในอาหารเลี้ยง กุ้ง

ก้ามกราม โปรไบโอติกทีด่ต้ีองสามารถทนต่อความเป็นกรดใน

กระเพาะอาหาร ทนต่อเกลือน�้าดีในล�าไส้ (ซึ่งมีหน้าที่ขับสาร

ตกค้าง) และสร้างสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นได้จึงจะมีการ

รอดชวีติและท�างานได้อย่างมปีระสทิธภิาพ สอดคล้องกบังาน

วจิยัของอรวรรณ์ และคณะ8 ทดสอบความสามารถในการเจริญ

ในสภาวะต่างๆ ได้แก่ ความเข้มข้นของเกลอืน�า้ดคีวามเข้มข้น

ของโซเดียมคลอไรด์ การทนกรด-เบส และอุณหภูมิในระดับ

ต่างๆ พบว่าแบคทีเรียทุก ไอโซเลตสามารถเจริญได้ดีใน

สภาวะความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ท่ี 0-9 เปอร์เซ็นต์ 

เจรญิได้ดใีนสภาวะอณุหภมูติัง้แต่ 20-42 องศาเซลเซยีส เจรญิ

ได้ดทีี ่พเีอช 5-9 แต่เจรญิในเกลือน�า้ดไีด้เพยีง 0-3 เปอร์เซน็ต์ 

เมือ่น�าเชือ้ทัง้หมดมาจ�าแนกโดยการวิเคราะห์ล�าดับเบสในส่วน

ของยีน 16S rDNA พบว่า แบคทีเรียท้ังหมดจัดอยู่ในสกุล

บาซิลลัส ได้แก่ 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 ดังนั้นแบคทีเรีย

เหล่านี้จึงมีคุณสมบัติในการเป็นโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยง

กุ้งก้ามกรามต่อไปได้ และงานวิจัยของวลัยพร และคณะ9 

ท�าการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็น โปรไบโอติก 

เพือ่ใช้ในการเพาะเลีย้งกุง้ก้ามกรามทีแ่ยกได้จากตวัอย่างล�าไส้

สัตว์น�้าจืด ไส้ไก่ มูลสุกร มูลวัว ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์หมัก

ดองจากเนื้อสัตว์และสัตว์ต่างๆ สามารถแยกเชื้อได้ทั้งหมด 

267 ไอโซเลท เป็นเชื้อที่ติดสีแกรมบวก 178 ไอโซเลท และ

เมื่อน�าเชื้อไปทดสอบการยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งก้ามกราม 

ได้แก่ Aeromonas sobrai และ Vibrio alginolyticus พบว่า

เชื้อที่เจริญในอาหาร MRS จ�านวน 54 ไอโซเลต มีความ

สามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งก้ามกรามได้ จึงท�าการ

ทดสอบคณุสมบติัของเชือ้ทีม่คีวามเหมาะสมเพือ่ใช้เป็นโปรไบ
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โอติก โดยการทดสอบการย่อยเมด็เลอืดแดง การเจรญิในความ

เข้มข้นของเกลือ (NaCl) 0-1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ความเข้มข้น

เกลอืน�า้ด ี1-7 เปอร์เซน็ต์ (w/v) ความเป็นกรดด่างต้ังแต่ 2 ถงึ 

10 การเจรญิในสภาพทีม่แีละไม่มอีากาศ พบว่า เชือ้เเบคทเีรยี

รหัส LP64 LM64 LM67 LM62-1 LM66 และ LS15 มี

คณุสมบัตเิป็นโปรไบโอตกิ ซึง่จากการจ�าแนกเชือ้ในระดบัสปีชีส์ 

พบว่า เชื้อ LP64 และ LP15 เป็นเชื้อ Lactobacillus  

plantarum และเชื้อ LM64 LM67 LM62-1 และ LM66 เป็น

เชื้อ Lactobacillus casei

 จากผลการทดลองทีไ่ด้จากงานวจัิยนี ้พบว่า ผลการ

คัดแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของ กุ้งก้ามกรามพบว่า 

สามารถคัดแยกแบคทีเรียจ�านวนทั้งหมด 327 ไอโซเลท โดย

แบคทเีรยีจ�านวน 7 ไอโซเลท มศีกัยภาพทีด่ใีนการใช้เป็นโปร

ไบโอติก โดยสามารถสร้างวงใสยับยั้งเชื้อก่อโรค V. harveyi 

และ V. parahaemolyticus และมีความทนต่อสภาวะต่างๆ คอื 

สามารถทนต่อเกลอืน�า้ดคีวามเข้มข้นสงูสดุ 5 เปอร์เซน็ต์ (น�า้

หนักต่อปริมาตร) ทนต่อโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นสูงสุด 3-9 

เปอร์เซ็นต์ (น�้าหนักต่อปริมาตร) และทนต่อพีเอช 5-10 โดย

คุณสมบัติดังกล่าวมีข้อดี คือสามารถทนต่อสภาวะที่เป็นกรด

ในกระเพาะอาหาร ทนต่อเกลือน�้าดีในล�าไส้ ซึ่งท�าหน้าที่ขับ

สารตกค้าง และสร้างสารยับย้ังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได้ ดังนั้น

คุณสมบัติเหล่านี้จึงจ�าเป็นต่อการรอดชีวิตของ โปรไบโอติก

เมื่อผสมในอาหารเล้ียงกุ้ง โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มี

ศกัยภาพทีด่ใีนการใช้เป็นโปรไบโอตกิในการเลีย้งกุง้ก้ามกราม

ที่มีแพร่หลายในท้องถิ่นจังหวัดกาฬสินธุ์และจังหวัดใกล้เคียง 

โดยคัดเลือกเชื้อที่มีศักยภาพจากการพิจารณาวงใสในการ

ยับยั้งเชื้อ V. harveyi ที่ท�าให้เกิดโรคเรืองแสง และ V. para-

haemolyticus ท่ีท�าให้เกิดโรคตัวแดงหรือโรค ขี้ขาว รวมทั้ง

ความทนต่อสภาวะต่างๆที่เป็นปัจจัยต่ออารรอดชีวิตเมื่อโปร

ไบโอติกแบคทีเรียอาศัยอยู่ในล�าไส้กุ้ง การใช้โปรไบโอติกท่ีมี

ศักยภาพจะท�าให้เกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้งมีรายได้เพิ่มมากขึ้นและ

ไม่มียาปฏิชีวนะหรือสารเคมีตกค้างในกุ้งก้ามกราม

กิตติกรรมประกำศ 
 คณะผูว้จิยัขอกราบขอบพระคณุกลุม่เกษตรกรผูเ้ลีย้ง

กุ้งบัวบาน 1 ต�าบลบัวบาน อ�าเภอยางตลาด จังหวัดกาฬสินธุ์

ในการให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างกุ้งก้ามกราม และอ�านวย

ความสะดวกในการลงพืน้ทีว่จิยั สถาบนัวจิยัสขุภาพสตัว์น�า้ชายฝ่ัง 

จงัหวดัสงขลาทีใ่ห้ความอนเุคราะห์เช้ือแบคทเีรยี ก่อโรค ตลอด

จนสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 

ในการสนบัสนนุทนุวจิยั ประจ�าปีงบประมาณ 2560 ท�าให้งาน

วิจัยครั้งนี้ลุล่วงด้วยดี
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