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บทคัดย่อ  
 การศึกษาในครั้งนี้เป็นการประเมินคุณสมบัติโพรไบโอติกของแบคทีเรียที่แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้ง

กุลาดำ (Penaeus monodon) จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 14 สายพันธุ์ พบว่าแบคทีเรีย 6 สายพันธุ์ ได้แก่ S1, S3, 
S6, S7, T4 และ T5  สามารถย่อยสารอาหารได้ทั้ง 3 ชนิด คือ โปรตีน แป้งและไขมันได้ โดยสายพันธุ์ที่ย่อย
สารอาหารทั้ง 3 ชนิดได้ดีที่สุด คือ S3, S7, และ S2 ตามลำดับ แบคทีเรีย 6 สายพันธุ์ไม่สามารถย่อยสลายเม็ดแดงได้ 
ได้แก่ S2, S3, T0, T1, T2 และ T3 และ S2 เป็นสายพันธุ์ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในกุ้ง คือ Vibrio harveyi 
ได้ดีที่สุดจากการทดสอบด้วยเทคนิค Agar overlay เมื่อศึกษาความสามารถในการทนต่อสภาพแวดล้อมพบว่า 
สายพันธุ์ S2 และ T0 เจริญได้ดีในสภาวะแวดล้อมกว้าง คือ สภาวะที่มีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0-8% ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 6-10  และอุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียส ดังนั้นแบคทีเรียที่มีศักยภาพเป็นโพรไบโอติกสำหรับการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลมากที่สุด คือ สายพันธุ์ S2 เนื่องจากไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ยังยั้งการเจริญของ V. harveyi 
สามารถย่อยโปรตีนและไขมันและทนต่อสภาพแวดล้อมที่ใช้ในการเลี้ยงกุ้งทะเลได้ดี โดยสามารถจัดจำแนกแบคทีเรีย
ชนิดนี้ได้เป็น Micrococcus sp. สายพันธุ์ S2 แต่ควรมีการศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การย่อยสารอาหารและการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสายพันธุ์นีใ้นกุ้งทะเลต่อไป    
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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 (25-37C). 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. บทนำ  
 

 ประเทศไทยเป็นประเทศชั้นนำของโลกในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลและส่งออกผลิตภัณฑ์จากกุ้งทะเล  
โดยปริมาณผลผลิตกุ้งทะเลจากการเพาะเลี้ยงในปี พ.ศ. 
2560 สูงถึงเกือบ 4 แสนตัน คิดเป็นมูลค่ากว่า 67,000 
ล้านบาท [1] แต่อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงกุ้งในเชิง
อุตสาหกรรมแบบหนาแน่นทำให้เกษตรกรประสบปัญหา
ต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นโรคระบาดจากแบคทีเรีย เช่น โรค
เรืองแสงจาก Vibrio harveyi โรคตายด่ วน  (Early 
Mortality Syndrome) หรือเรียกว่ากลุ่มอาการตับและ
ตับอ่อนตายเฉียบพลัน  (Acute Hepatopancreatic 
Necrosis Syndrome) ที่ เกิดจาก V. parahaemolyticus 
บางสายพันธุ์  และโรคที่เกิดจากไวรัส ได้แก่ โรคกล้ามเนื้อ
ตายจาก Infectious Myonecrosis Virus โรคตัวพิการจาก 
Infectious Hypodermal and Haematopoietic 
Necrosis Virus และโรคที่ เกิ ดจาก Hepatopancreatic 
Parvovirus เป็นต้น จึงทำให้มีการใช้ยาปฏิชีวนะและ
สารเคมีในการเพาะเลี้ยงเพื่อลดการระบาดของโรคและ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของกุ้ง แต่การใช้ยาปฏิชีวนะ
อย่างอิสระ ไร้ขอบเขตและขาดการควบคุมก่อให้เกิด
ผลเสียหลายประการ ไม่ว่าจะเป็นการอุบัติและการ
แพร่กระจายของแบคทีเรียดื้อยาในสัตว์ มนุษย์และ
สิ่งแวดล้อม การตกค้างและสะสมของยาปฏิชีวนะในสัตว์
น้ำ  เมื่อมนุษย์บริโภคเข้าไปอาจมีผลโดยตรงต่อสมดุล
ของจุลินทรีย์ที่อาศัยตามปกติในลำไส้ของมนุษย์หรือ
จุลินทรีย์ที่ ดื้ อยาอาจเพิ่ มจำนวนขึ้นภายในลำไส้
จนกระทั่งไปรบกวนการทำงานหรือการป้องกันการติด
เชื้อของจุลินทรีย์ภายในลำไส้ รวมทั้งทำให้เกิดการกีดกัน
ทางการค้าระหว่างประเทศ เป็นต้น [2]   
 นอกเหนือจากความกังวลด้านสุขภาพที่เกิดจาก
การใช้ยาปฏิชีวนะและแบคทีเรียดื้อยา ปัจจุบันผู้บริโภค
มีความใส่ ใจในอาหารเพื่ อสุขภาพ ปราศจากสาร
อันตรายเพิ่มมากขึ้น  ดังนั้นจึงมีความสนใจในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมเพิ่มมากขึ้น   

 

โดยหนึ่งในวิธีการที่มีประสิทธิภาพและยั่งยืน คือ การใช้
โพรไบโอติกหรือสารเสริมชีวนะ F.J. Gatesoupe [3] 
ได้ให้คำนิยามของโพรไบโอติกว่า เซลล์ของจุลินทรีย์ที่
เติมลงไปโดยวิธีใดวิธีหนึ่งแล้วสามารถอาศัยและมีชีวิต
อยู่ได้ภายในลำไส้เจ้าบ้านเพื่อพร้อมปรับปรุงสุขภาพเจ้า
บ้านให้ดีขึ้น โพรไบโอติกที่ดีจะทำให้จุลินทรีย์ภายใน
ลำไส้สมดุล ลดปัญหาการติดเชื้อภายในทางเดินอาหาร 
ช่วยให้การดูดซึมสารอาหารดีขึ้นและกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
โรคได้ จุลินทรีย์ที่นิยมใช้เป็นโพรไบโอติกในสัตว์น้ำ 
ได้แก่ แบคทีเรีย เช่น Lactobacillus, Bacillus และ 
Enterococcus และยีสต์ เช่น  Saccharomyces หรือ
เชื้อผสม เป็นต้น [4]-[7] การใช้โพรไบโอติกในการ
เพาะเลี้ยงกุ้งทะเลช่วยเพิ่มการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกัน เพิ่มการเจริญเติบโต ปรับปรุงคุณภาพน้ำ 
รักษาความสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของกุ้ง
และป้องกันโรคจากแบคทีเรียก่อโรค [4]-[8] ประเทศ
ไทยได้มีการใช้โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเล
อย่างแพร่หลายมามากกว่า 10 ปี จากข้อมูลการสำรวจ
การใช้โพรไบโอติกในการเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมในฟาร์ม
เลี้ยงกุ้ง 60 แห่ง ในจังหวัดระยองระหว่างเดือนธันวาคม 
พ.ศ. 2549 ถึงมกราคม พ.ศ. 2550 พบว่าเกษตรกรส่วน
ใหญ่ใช้โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุ้งกว่าร้อยละ 60 
โดยเกษตรกรนำโพรไบโอติกมาผสมกับอาหารและนำ
โพรไบโอติกผสมน้ำสาดรอบบ่อเพื่อเพิ่มการเจริญเติบโต
และการรอดชีวิตของกุ้ง [9] โพรไบโอติกหลายชนิดที่คัด
แยกได้ในประเทศไทยได้รับการพิสูจน์และยอมรับถึง
ประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเล  ยกตัวอย่างเช่น 
Bacillus S11 เป็นสายพันธุ์ที่มีศักยภาพในการเพิ่ม
จำนวนและลดปริมาณแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio ในทางเดิน
อาหารของกุ้งกุลาดำ รวมทั้งเพิ่มการรอดชีวิตของกุ้ง
กุลาดำที่ เหนี่ ยวนำให้ เกิดโรคจาก V. harveyi [10]  
นอกจากนี้ยังมีการใช้แบคทีเรียผสมที่ประกอบด้วย 
Bacillus subtilis, B. polymyxa, B. megaterium, 
B. licheniformis แ ล ะ  B. thuringiensis ใ น ก า ร
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เพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดำ พบว่าแบคที เรียผสมดังกล่าว
สามารถเพิ่มการเจริญเติบโต การรอดชีวิตและมีบทบาท
ในการปรับปรุงจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำ
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ [4] แบคทีเรียผสมกลุ่มเดียวกัน
นี้ยังถูกนำมาใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไม โดย
สามารถเพิ่มการเจริญเติบโต การรอดชีวิต ปรับปรุง
คุณภาพน้ำ ปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในลำไส้และเพิ่ม
ความต้านทานโรคที่เกิดจาก V. harveyi [8]    
 การศึกษาในครั้งนี้เป็นการคัดเลือกแบคทีเรีย
สายพันธุ์ใหม่จากทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำที่มี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกเพื่อนำมาใช้ในการเพาะเลี้ยง
กุ้งทะเล  เพื่อลดการใช้ยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงกุ้งและ
ทดแทนการใช้ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกทางการค้าที่นำเข้า
จากต่างประเทศที่มีราคาสูงและอาจจะไม่เหมาะกับ
สภาพแวดล้อมการเพาะเลี้ยงกุ้งของประเทศไทย   
 

2. ระเบียบวิธีวิจัย  
 

2.1 การคัดแยกแบคทีเรียทีม่คีุณสมบัติยอ่ย
สลายโปรตนี แป้งและไขมัน  

 สุ่มจับกุ้งกุลาดำที่เลี้ยงในบ่อดินจากฟาร์มเลี้ยง
กุ้งเอกชนในอำเภอบ้านโพธิ์ จังหวัดฉะเชิงเทรา แล้ว
ขนส่งมายังบ่ออนุบาลในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ ภาควิชา
วาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา  
จากนั้ นนำกุ้ งกุลาดำ 20 ตัว มาแช่ ในสารละลาย
ฟอร์มาลิน (0.05 กรัมต่อลิตร) นาน 5 นาที เพื่อฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียภายนอก  นำลำไส้กุ้งกุลาดำเจือจางแบบ 10 
เท่ า  ใน  0.85% Normal Saline Solution แล้ วดู ด
ตัวอย่างแต่ละระดับความเจือจางเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ Nutrient Agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
นาน 48 ชั่วโมง  จากนั้นนำแบคทีเรียที่แยกได้มาทำให้
บริสุทธิ์และขีดเป็นจุดบนอาหาร Skim Milk Agar, 
Starch Agar และ Tributyrin Agar เมื่อบ่มจานเพาะ
เชื้อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ครบ 2-3 วัน วัดวง
ใสรอบโคโลนีแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร Skim Milk 

Agar และ Tributyrin Agar เพื่อประเมินความสามารถ
ย่อยโปรตีนและไขมัน ตามลำดับ และราดสารละลาย
ไอโอดีนลงบนอาหาร Starch Agar และวัดวงใสรอบ
โคโลนีแบคทีเรียเพื่อประเมินความสามารถย่อยแป้ง 
จากนั้นคำนวณประสิทธิภาพการย่อยสลายโดยคำนวณ
จากขนาดวงใสหารด้วยขนาดโคโลนี [11]   
 

2.2 การยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งกุลาดำ 
 การศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค
ของแบคทีเรียที่แยกได้ในการศึกษาครั้งนี้ดำเนินการ
ทดสอบด้วย 2 เทคนิค ได้แก่  Agar Well Diffusion 
และ Agar Overlay โดยมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้ 

การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธี Agar Well 
Diffusion [11] เริ่มจากนำแบคทีเรียที่แยกได้จากลำไส้
กุ้งกุลาดำเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  แล้วเก็บส่วนใสด้วย
การปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ดูดส่วนใสปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในหลุมขนาดเส้นผ่ านศูนย์กลาง 6 
มิลลิเมตร บนอาหาร Nutrient Agar ที่เติม 3% NaCl 
และป้ายด้วยแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง คือ Vibrio harveyi 
ความเข้มข้น 0.01 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ที่
วัดด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  นำจานเพาะเชื้อบ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง คำนวณ
ประสิทธิภาพการยับยั้งโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
วงใสลบด้วยเส้นผ่านศูนย์กลางของหลุม   

การยั บ ยั้ งแบ คที เรี ย ก่ อ โรคด้ วย วิ ธี  Agar 
overlay [12] นำแบคทีเรียที่แยกได้มาปรับความเข้มข้น
เท่ ากั บ  108 CFU/mL จากนั้ น ดู ด เชื้ อ ป ริ ม าต ร  5 
ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าอาหาร Nutrient Agar ที่เติม 
3% NaCl บ่ ม จ าน เพ าะ เชื้ อ ที่ อุ ณ หภู 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 คำนวณ
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ความกว้างของบริเวณยับยั้งจากเส้นผ่านศูนย์กลางของ
วงใสลบด้วยเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี 

 

2.3 ความสามารถในการก่อโรคของแบคทีเรีย
ที่แยกได้จากลำไส้กุ้ง 

นำแบคทีเรียที่แยกได้จากลำไส้กุ้งกุลาดำขีดลง
บ นอาหาร  Blood Agar บ่ มที่ อุณ หภู มิ  30 องศ า
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง สังเกตการณ์ย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงของแบคทีเรีย เพื่อนำสายพันธุ์ที่ไม่ย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดงไปศึกษาต่อไป 

 

2.4 คุณสมบัติการทนต่อสภาพแวดล้อม  
นำแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือด

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 
แล้วบ่ มที่ อุณ หภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เพื่ อศึกษา
ความสามารถในการทนต่อเกลือและค่าความเป็นกรด-
ด่างต่างๆ นอกจากนี้ดูด Cell Suspension ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร Nutrient Broth บ่มที่อุณหภูมิ 
10 , 25 , 37  และ 55  องศาเซลเซียส  เพื่ อศึ กษา
ความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิต่างๆ หลังจากบ่ม
เชื้อนาน 24 ชั่วโมง นำไปวัดความขุ่นที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  เพื่อ
ประเมินการเจริญของเซลล์  โดยสภาวะที่แบคทีเรีย
ทดสอบมีค่าการดูดกลืนแสงสูงจะบ่งชี้ว่าสภาวะนั้น
แบคที เรียสามารถเจริญได้ดีกว่าสภาวะที่มีค่าการ
ดูดกลืนแสงต่ำ  ซึ่งในช่วงเริ่มต้นการทดลองแบคทีเรีย
แต่ละสายพันธุ์มีค่าการดูดกลืนแสงที่สภาวะต่างๆ อยู่
ในช่วง 0.01  

 

2.5 จำแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ
เป็นโพรไบโอติก 

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

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล  

      แบคทีเรียที่แยกได้จากลำไส้กุ้งกุลาดำในครั้งนี้มี
ทั้งหมด 14 ไอโซเลท เมื่อนำมาศึกษาคุณสมบัติการเป็น
โพรไบโอติกได้ผลการทดลองดังนี้  

3.1 คุณสมบัติการย่อยสลายโปรตีน แป้งและ
ไขมัน 

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

 

ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่แยกได้จาก
ลำไส้กุ้งกุลาดำในการย่อยโปรตีน 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 
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โปรตีน คาร์โบไฮเดรตและไขมันเป็นสารอาหาร
ที่มีความสำคัญต่อมนุษย์ สัตว์บกและสัตว์น้ำ รวมถึงกุ้ง 
ในการส่ ง เสริมการเจริญ เติบ โต  การทำงานและ
องค์ประกอบของโครงสร้างร่างกาย  ตามปกติแล้ว
อาหารกุ้ งทางการค้ามักประกอบด้วยโปรตีนเป็น
องค์ประกอบหลักตั้งแต่ 28-57% ของน้ำหนักอาหาร 
ขึ้นอยู่กับชนิดของกุ้ง [14]  นอกจากนี้ยังประกอบด้วย
ไขมันตั้ งแต่  6-10% [15] ดังนั้ นหากแบคที เรียที่ มี
ความสามารถในการย่อยสารอาหารเหล่านี้ได้ดีก็น่าจะ
ทำให้ระบบทางเดินอาหารของกุ้งย่อย ดูดซึมและใช้
สารอาหารได้ดียิ่งขึ้น ส่งผลต่อการเจริญเติบโตที่เพิ่มขึ้น
นั่นเอง [3], [7]   
 

3.2 การยับยั้งเชื้อก่อโรค V. harveyi 
 ฤทธิ์การยับยั้ง V. harveyi ด้วยเทคนิค Agar 
well diffusion ของแบคทีเรียที่แยกได้จากลำไส้กุ้ ง
กุลาดำพบในบางสายพันธุ์เท่านั้น ได้แก่ S2, S3 และ T2 
โดยมีประสิทธิภาพเท่ากับ + ในขณะที่แบคทีเรียเหล่านี้
มีฤทธิ์การยับยั้ง V. harveyi สูงขึ้นเมื่อทดสอบด้วย
เท คนิ ค  Agar Overlay โดย  S3 เป็ น สายพั น ธุ์ ที่ มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุด (+++) รองลงมาคือ S2 และ T2 
(++) ดั งตารางที่  2  จากการจัดจำแนกชนิดของ
แบ คที เรี ยพ บ ว่ า  S3 จั ดจ ำแนก ได้ เป็ น  Bacillus 
pasteurii แ ล ะ  S2 แ ล ะ  T2 จั ด จ ำ แ น ก ได้ เป็ น 
Micrococcus sp. ต าม ป ก ติ แ ล้ ว แ บ ค ที เรี ย ส กุ ล 
Bacillus มีความสามารถในการสร้างสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคที เรียได้หลากหลายชนิด เช่น  สารปฏิชีวนะ 
(Polymyxin, Bacitracin และ Gramicidin) แบคเทอริ
โอซิน ซิเดอร์โรฟอร์ ไลโซไซม์และกรดอินทรีย์ต่างๆ [3] 
ส่วนแบคที เรียสกุล  Micrococcus นั้ นก็มี รายงาน
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคเช่นเดียวกัน ได้แก่ 
E. coli, Salmonella typhimurium, Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae แ ล ะ  Aeromonas 
hydrophila [16], [17] การศึกษาในครั้งนี้ยังพบว่าการ

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อก่อโรคด้วยเทคนิค Agar 
Overlay มีค่ าสู งกว่าการทดสอบด้วยเทคนิค Agar 
Well Diffusion ทั้งนี้อาจเกิดจากการผลิตสารออกฤทธิ์
ของแบคทีเรียในขณะทดสอบ การระเหยของสารออก
ฤทธ์ิท่ีผลิตจากแบคทีเรียในขณะทดสอบด้วย Agar well 
diffusion และสารออกฤทธิ์เป็นสารที่ยึดเกาะกับผนัง
เซลล์ของแบคที เรีย  (Membrane-bound Agents) 
[18] ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าเทคนิค 
Agar Overlay เป็นเทคนิคที่ดีในการทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งเชื้อก่อโรคเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็น
โพรไบโอติกสำหรับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ      
 

ตารางที่ 2  ประสิทธิภาพการยับยั้ง V. harveyi ของ
แบคทีเรียที่แยกได้จากลำไส้กุ้งกุลาดำด้วยเทคนิค 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 สายพันธุ์ พบว่าแบคทีเรีย
ที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ได้แก่ S2, S3, T0, T1, T2 
และ T3 (ตารางที่ 3) การที่เชื้อใดสามารถย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงได้อาจเป็นการบ่ งชี้ เบื้ องต้นว่าเชื้อนั้น มี
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ความสามารถในการก่อ โรค  เนื่ อ งจากผลิ ตสาร 
Hemolysin ที่มีฤทธิ์ทำลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือด
แดง และมักมีผลต่อกลไกการทำลายเชื้อของเม็ดเลือด
ขาวในระหว่างการติดเชื้อ [19] แต่อย่างไรก็ตามการ
แตกของเม็ดเลือดแดงอาจเกิดจากสาเหตุอื่นได้เช่นกัน 
เช่น สารลดแรงตึงผิวที่แบคทีเรียผลิตขึ้น เป็นต้น [20]  
ดังนั้นหากแบคทีเรียใดมีความสามารถก่อโรคจะไม่
นำมาใช้เป็นโพรไบโอติกเป็นอันขาด ถึงแม้ว่าแบคทีเรีย
นั้นจะมีคุณสมบัติอื่นที่ดี  เนื่องจากหากหลุดไปใน
สิ่งแวดล้อมก็จะก่อให้เกิดการแพร่ระบาดโรคไปสู่มนุษย์
หรือสัตว์ต่างๆ ทำให้สัตว์หรือมนุษย์ป่วยและล้มตายได้ 
และอาจทำให้เกิดผลกระทบต่อเศรษฐกิจในทางอ้อมอีก
ด้วย ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้ จึงนำแบคที เรียที่ ไม่
สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงมาทดสอบในขั้นต่อไป  
 

ตารางที่ 3  การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียที่
แยกได้จากลำไส้กุ้งกุลาดำบนอาหาร  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 การจัดจำแนกแบคทีเรีย 
เมื่อนำแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ไม่ย่อยสลายเม็ด

เลือดแดงมาจัดจำแนกชนิดแบคทีเรีย ได้ผลการทดลอง
ดังตารางที่ 4  

 

ตารางท่ี 4 ชนิดของแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ไม่ย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดงที่แยกได้จากลำไส้กุ้งกุลาดำ 
 

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 
เมื่อนำแบคทีเรียที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงทั้ง 

6 สายพันธุ์  มาศึกษาการทนต่อความเป็นกรด-ด่าง 
พบว่ า  Micrococcus sp. S2 และ Methylococcus 
sp. T0 เจริญได้ดีในช่วงความเป็นกรด-ด่างตั้งแต่ 6-10  
ส่วน Pantoea sp. T1 เจริญได้ดีที่ความเป็นกรด-ด่าง 
7-10 (รูปที่ 1A)  การทดสอบการทนต่อโซเดียมคลอไรด์
พบว่ า  Micrococcus sp. S2 และ Methylococcus 
sp. T0 เจริญที่ดีที่สุดและกว้างที่สุดคือ เจริญได้ดีใน
โซเดียมคลอไรด์ 0-8 %  โดย Micrococcus sp. S2 
เจริญได้ดีที่สุดในช่วงความเค็มเกลือดังกล่าว  (รูปที่ 1B)  
สำหรับการทนต่ออุณหภูมิต่างๆ พบว่าสายพันธุ์ที่เจริญ
ได้ดีที่สุดในช่วงอุณหภูมิกว้าง คือ Methylococcus sp. 
T0 โดยเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-37 องศาเซลเซียส ส่วน 
Micrococcus sp. S2 และ L. denitrificans T3 เจริญ
ได้ดีที่อุณหภูม ิ25-37 องศาเซลเซียส (รูปที่ 1C)  

การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแต่ละสาย
พันธุ์มีข้อดีต่างกัน  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  แต่ ทนต่ อสภ าวะแวดล้ อม ได้ ไม่ ดี นั ก  และ
Methylococcus sp. T0 สามารถทนต่อสิ่งแวดล้อมได้
ดีและเจริญได้ดีที่อุณหภูมิต่ำ แต่ย่อยสลายได้เพียงไขมัน
เท่านั้น เป็นต้น เมื่อพิจารณาคุณสมบัติของการเป็น  
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โพ รไบ โอติ กพ บ ว่ า  Micrococcus sp. S2 มี ค วาม
เหมาะสมในการใช้ เป็ น โพรไบ โอติ กสำหรับการ
เพาะเลี้ยงกุ้งมากที่สุด  เนื่องจากไม่ย่อยสลายเม็ดเลือด
แดง มีความสามารถในการย่อยโปรตีนและไขมัน ยับยั้ง 
V. harveyi ได้ในระดับหนึ่ง เจริญได้ดีในสภาวะที่มี
ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ ค่าความเป็นกรด-ด่างกว้างและ
อุณ หภูมิ กว้าง  คื อ  0-8%, 6-10 และ 25-37 องศา
เซลเซียส  ตามลำดับ   ทำให้อาจจะรอดชีวิตได้ดีใน
สภาวะการเลี้ยงกุ้งในน้ำทะเลที่มีความเป็นด่างและ
ความเค็มประมาณ 1-3%  โดย M. Thongsom and L. 
Chanudom [21] ได้คัดแยกแบคที เรียจากทางเดิน
อาหารกั้งตั๊กแตน พบว่าแบคทีเรียแลคติกจำนวน 7 ไอ
โซเลท สามารถเจริญได้ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 
3-6  สามารถย่อยแป้ง โปรตีนและไขมัน และยับยั้ง V. 
parahaemolyticus และ V. harveyi ได้  การศึกษา
ก่อนหน้านี้ยังได้ยืนยันความสำเร็จของการใช้แบคทีเรีย
สกุล Micrococcus นั่นคือ M. luteus เป็นโพรไบโอติก
ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ โดยพบว่า M. luteus สามารถ
เพิ่มการเจริญเติบโต การนำสารอาหารไปใช้ในการ
เจริญเติบโต การรอดชีวิตและความสามารถในการ
ต้านทานต่อโรคที่เกิดจาก A. hydrophila ของปลานิล 
(Oreochromis niloticus) ไ ด้ อ ย่ า ง ชั ด เจ น  [16]  
รวมทั้ง Micrococcus sp. บางสายพันธุ์ยังถูกนำมาผลิต
เป็นผลิตภัณฑ์ โพรไบโอติกทางการค้าสำหรับการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ำที่จำหน่ายในประเทศไทย ผสมกับ
แบคที เรียโพรไบโอติกชนิดอื่น เช่น Bacillus และ 
Staphylococcus เป็นต้น [11] เนื่องจากแบคที เรีย
ชนิดนี้มีบทบาทในการเพิ่มอัตราการรอดชีวิตและการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารต้านจุลชีพ
กลุ่ม Antimicrobial Peptides ของกุ้งกุลาดำปกติและ
กุ้งกุลาดำที่เหนี่ยวนำให้เกิดโรคจาก White Spot Virus 
[22] ส่วนแบคทีเรียชนิดอื่นที่แยกได้ในการศึกษาครั้งนี้ก็
ถูกนำมาใช้เป็นโพรไบโอติกสำหรับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ
เช่นเดียวกัน ได้แก่ Bacillus [4]-[6], [8] การศึกษาใน

ครั้งนี้เป็นการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกของเชื้อ
เดี่ ย วซึ่ งอ าจ ให้ ผล ไม่ ดี นั ก   โดย เฉพ าะอย่ า งยิ่ ง
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค แบคทีเรียที่แยกได้
จากลำไส้กุ้งกุลาดำในครั้งนี้สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้
ต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้านี้ [16, 17, 
21]  แต่อย่างไรก็ตามแบคที เรียบางสายพันธุ์  คือ 
Micrococcus sp. S2 เป็นแบคที เรียที่สามารถย่อย
โปรตีนและไขมันได้สูง ซึ่งสารอาหารทั้งสองชนิดนี้
จัด เป็นองค์ประกอบหลักในอาหารกุ้ งทะเล  และ
แบคทีเรียชนิดนี้เจริญได้ดีในสภาพแวดล้อมกว้าง ทำให้
มีความเหมาะสมนำมาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำใน
สภาวะแวดล้อมของเมืองไทย  แต่อย่างไรก็ตามเพื่อเป็น
การเพิ่มประสิทธิภาพและครอบคลุมคุณสมบัติที่ดีของ
โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ จึงควรมีการศึกษา
การใช้เชื้อผสมร่วมกับแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์อื่น
ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำต่อไป ซึ่งอาจจะให้ผลการ
ทดลองที่แตกต่างออกไปการใช้โพรไบโอติกแบบเชื้อ
ผสมได้รับการยอมรับว่ามีประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยง
สัตว์น้ำ โดยเฉพาะอย่างยิ่ งในกุ้ งทะเล [4, 5, 6, 8]  
รวมทั้งผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกทางการค้าหลายชนิดมัก
ประกอบด้วยจุลินทรีย์ผสม [11] เนื่องจากจุลินทรีย์แต่
ละสายพันธุ์มีความสามารถที่ แตกต่างกัน  การใช้
จุลินทรีย์ผสมจึงช่วยส่งเสริมบทบาทหน้าที่ของโพรไบโอ
ติกที่แตกต่างกันออกไป ไม่ว่าจะเป็นการผลิตเอนไซม์
เพื่อช่วยระบบการย่อยอาหารและดูดซึมสารอาหาร การ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันและการยับยั้งเชื้อก่อโรค เป็นต้น โดย 
Micrococcus sp. S2 อาจนำไปเป็นเชื้อผสมร่วมกับ
แบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่มีคุณสมบัติที่ดีที่แยกได้จาก
การศึกษาในครั้งนี้เพื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรค ดัง
รายงานของ S. Nimrat et al. [8] ที่พบว่าส่วนใสที่ได้
จากการเจริญร่วมกัน (Co-culture) ของแบคทีเรียผสม 
5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย B. subtilis, B. polymyxa, B. 
megaterium, B. licheniformis และ B.thuringiensis 
ซึ่งมีฤทธิช์่วยในการยับยั้ง V.  harveyi  ในขณะที่ส่วนใส 
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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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ที่ได้จากเชื้อเดี่ยวไม่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อ
โรค รวมทั้ งอาจนำ Micrococcus sp. S2 มาผสม
ร่วมกับแบคที เรียชนิดอื่นที่มีคุณสมบัติ ยับยั้ ง V. 
harveyi เพื่ อนำมาใช้ ในการเพาะเลี้ ย งกุ้ งทะเล 
ยกตัวอย่างเช่น B. subtilis F6 และ  Enterococcus 
S2 ซึ่งเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์ที่มีอยู่ใน
ห้องปฏิบัติการของคณะผู้วิจัย  โดยแบคทีเรียทั้งสอง
สายพันธุ์นี้แยกได้จากทางเดินอาหารของกุ้งกุลาดำที่
สามารถผลิตเอนไซม์ช่วยย่อยสารอาหารและดูดซึม
สารอาหาร รวมทั้งยังสามารถยับยั้ง V. harveyi ได้ใน
หลอดทดลองและเพิ่มความต้านทานต่อโรคเรืองแสงที่
เกิดจาก V. harveyi ในกุ้งกุลาดำ [23] นอกจากนี้ควร
มีการศึกษาประสิทธิภาพการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การ
ป้องกันโรค การย่อยสารอาหาร การดูดซึมสารอาหาร 
การส่งเสริมการเจริญเติบโตและการรักษาสมดุลของ
จุลินทรีย์ประจำถิ่นในระบบทางเดินอาหารของ
แบคทีเรียชนิดนี้ที่ใช้แบบเชื้อผสมในกุ้งทะเลต่อไป      
 

4. สรุป  
Micrococcus sp. S2 เป็นแบคทีเรียที่แยกได้

จากทางเดินอาหารกุ้งกุลาดำที่มีศักยภาพเป็นโพรไบโอ
ติกสำหรับการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเลมากที่สุด  เนื่องจาก
ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง มีความสามารถในการย่อย
โปรตีนและไขมัน ยับยั้ง V. harveyi ได้ในระดับหนึ่ง  
เจริญได้ดีในสภาวะที่มีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ ค่า
ความเป็นกรด-ด่างกว้างและอุณหภูมิกว้าง คือ 0-8%, 
6-10 และ 25-37 องศาเซลเซียส ตามลำดับ ทำให้
น่าจะมีชีวิตรอดได้ดีในสภาวะการเลี้ยงกุ้งในน้ำทะเลที่
มีความเป็นด่างและความเค็มประมาณ 1-3%  และ
น่าจะส่งเสริมการย่อยสารอาหารทำให้กุ้งเจริญเติบโต
ได้ดี  โดยอาจจะนำไปใช้เป็นโพรไบโอติกแบบเชื้อผสม
กับแบคทีเรียชนิดอื่นที่แยกได้หรือสายพันธุ์อื่นที่มี
ความสามารถในการยับยั้ง V. harveyi แต่การศึกษานี้
เป็นเพียงการศึกษาในระดับหลอดทดลอง ดังนั้นจึง

ควรศึกษาศักยภาพการเป็นโพรไบโอติกของสายพันธุ์นี้
ในกุ้งทะเลต่อไป เช่น การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การ
ป้องกันโรค การย่อยสารอาหาร การส่งเสริมการดูดซึม
สารอาหาร การส่งเสริมการเจริญเติบโตและการรักษา
สมดุลของจุลินทรีย์ประจำถิ่นในระบบทางเดินอาหาร 
เป็นต้น 
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