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บทคัดย่อ: การศึกษาชนิดของจุลินทรีย์โปรไบโอติกท่ีเป็นประโยชน์ต่อการเจริญเติบโต สามารถแยกได้จาก 
ดนิบริเวณบอ่เลีย้งกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii de Man) ในพืน้ท่ีจงัหวดักาฬสนิธุ์ ได้แก่ ต�ำบล 
เขาพระนอน ต�ำบลนาเชือก ต�ำบลบวับาน อ�ำเภอยางตลาด, ต�ำบลล�ำคลอง อ�ำเภอเมืองกาฬสนิธุ์ และต�ำบลหวัหิน 
อ�ำเภอห้วยเมก็ จงัหวดักาฬสนิธุ์ พบจลุนิทรีย์ จ�ำนวน 7 กลุม่ ได้แก่ KS1, KS2, KS3, KS4, KS5, KS6 และ KS  
มีลกัษณะรูปร่างเป็นแทง่ เป็นแกรมบวก 6 ชนิด (KS1, KS2, KS3, KS4, KS5 และ KS6) และแกรมลบ 1 ชนิด (KS7) 
และจากการจดัจ�ำแนกเชือ้จลุนิทรีย์โดยการวิเคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ในสว่นของยีน 16S rDNA พบวา่ เชือ้ใน
กลุม่ Bacillus จ�ำนวน 6 ชนิด ได้แก่ Bacillus marisflavi KS1, B. aryabhattai KS2, B. pseudomycoides KS3, 
B. safensis KS4, B. infantis KS5 และ B. cereus KS6 และเชือ้ในกลุม่ Chromobacterum จ�ำนวน 1 ชนิด ได้แก่ 
Chromobacterum violaceum KS7 ซึง่เชือ้จลุนิทรีย์ท่ีได้มีคณุสมบตัเิป็นโปรไบโอตกิท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งสตัว์น�ำ้
มีจ�ำนวน 3 ชนิด ได้แก่ B. marisflavi KS1, B. aryabhattai KS2 และ B. cereus KS6 ดงันัน้เชือ้เหลา่นีจ้งึมีคณุสมบตัิ
เลือกใช้เป็นโปรไบโอตกิในการพฒันาเทคนิคการเพาะเลีย้งกุ้งก้ามกรามแบบอินทรีย์ตอ่ไปได้
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ABSTRACT: Probiotic microorganisms have been more preferable for the growth in giant 
freshwater prawn (Macrobrachium rosenbergii de Man) cultivation. This study attempted isolate 
probiotic microorganisms from soil of giant freshwater prawn pond in Kalasin province, tambol 
Khaopranon, Nachueak, Buaban, Yatalad district, tambol Lamkloung, Mueang Kalasin district and 
tambol Huahin, Huaimek district in Kalasin province. The purified microorganisms were found 
7 isolates, such as KS1, KS2, KS3, KS4, KS5, KS6 and KS7. The morphological characteristics 
revealed that all its is rod shaped, 6 isolates of gram positive (KS1, KS2, KS3, KS4, KS5 and 
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KS6) and 1 isolate of gram negative (KS7). The genetic analysis by 16S rDNA gene sequences 
identified that all microorganisms isolates are genus bacillus such as Bacillus marisflavi KS1,  
B. aryabhattai KS2, B. pseudomycoides KS3, B. safensis KS4, B. infantis KS5 and B. cereus KS6 
and genus Chromobacterum such as Chromobacterum violaceum KS7. Probiotic microorganisms 
of aquaculture are 3 species, B. marisflavi KS1, B. aryabhattai KS2 and B. cereus KS6. Therefore, 
these microorganisms property can be selected as the probiotic agents for a development of technique 
an organic giant fresh water prawn cultured. 
Keywords: probiotic, microorganisms, giant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii de 
Man, Kalasin province 

 

บทน�ำ

กุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii 
de Man) เป็นกุ้งน�ำ้จืดท่ีสามารถได้พบทัว่ไปในแหลง่
น�ำ้ตามธรรมชาติและสามารถด�ำรงชีวิตอยู่ได้ทัง้ใน 
น�ำ้กร่อยและน�ำ้จืด จงัหวดักาฬสินธุ์เป็นอีกจงัหวดั
หนึง่ท่ีมีพืน้ท่ีเลีย้งกุ้งก้ามกรามกนัมากบริเวณรอบ ๆ 
เข่ือนล�ำปาว สว่นใหญ่กุ้งท่ีเลีย้งจะเป็นกุ้งก้ามกราม
ก้ามทองและกุ้ งก้ามกรามก้ามฟ้า (กีรวิชญ์ และ 
มณีรัตน์, 2559) ในอดีตท่ีผา่นมาความอดุมสมบรูณ์
ของกุ้งก้ามกรามในแหลง่น�ำ้ธรรมชาตมีิปริมาณลดลง
เร่ือย ๆ เน่ืองจากสาเหตหุลายประการ เชน่ การท�ำ
ประมงผิดวิธี การเกิดโรคระบาด ตลอดจนเกิดปัญหา
มลภาวะสิง่แวดล้อมทางน�ำ้ ปัจจบุนัจงึได้มีการเพาะ
เลีย้งกุ้งก้ามกรามขึน้เพ่ือชดเชยปริมาณกุ้งก้ามกราม
จากธรรมชาต ิ จนกลายเป็นอาชีพหนึง่ท่ีสร้างรายได้
ให้กบัเกษตรกรอยา่งมากมาย 

กุ้ งก้ามกรามเป็นสัตว์น� ำ้จืดท่ีมีคุณค่าทาง
เศรษฐกิจและมีราคาแพง ในปี พ.ศ. 2560 ประมาณ
การผลผลติกุ้งก้ามกรามจากการเพาะเลีย้งมีปริมาณ 
16,693 ตนั มีมลูคา่ 5,133 ล้านบาท เม่ือเทียบกบั 
ปี ท่ีผ่านมามีปริมาณและมูลค่าเ พ่ิมขึน้ ร้อยละ  
3.8 และ 9.6 ตามล�ำดบั เนือ้ท่ีเลีย้งกุ้ งก้ามกราม 
ทัง้ประเทศมีประมาณ 78,632 ไร่ เพ่ิมขึน้ร้อยละ 2.5  
ได้ผลผลติเฉลีย่ 212 กิโลกรัม/ไร่ โดย ในชว่ง 9 เดือนแรก 
ของปี พ.ศ. 2560 ประเทศไทยส่งออกผลิตภัณฑ์ 
กุ้งก้ามกรามไปตลาดตา่งประเทศ ปริมาณ 1,499.90 
ตนั มลูคา่ 398.20 ล้านบาท (จนัทิมา, 2560) สามารถ
ส่งเป็นสินค้าออกและท�ำรายได้ให้กับประเทศเป็น
อยา่งดี จงึท�ำให้มีการเพ่ิมปริมาณการผลติมากขึน้ วิธี
การเลีย้งกุ้งก้ามกรามท่ีเกษตรกรสว่นใหญ่นิยมน�ำมา

ใช้คือมีการลงทุนน้อย  แต่เลีย้งกุ้ งก้ามกรามแบบ 
หนาแนน่ ซึง่ท�ำให้มีปัญหาและอปุสรรคตามมา เชน่ 
ลกูกุ้งมีอตัราการรอดต�ำ่ กุ้งเจริญเตบิโตช้า แคระแกร็น  
เกิดโรคระบาดจากเชือ้ไวรัสและเชือ้แบคทีเรียได้งา่ย 
ท�ำให้ผลผลิตไม่ได้ตามต้องการ เกษตรกรจึงต้อง
พึง่พาสารเคมีและยาปฏิชีวนะเป็นหลกั ท�ำให้มีต้นทนุ
การผลิตท่ีสูงขึน้ ผลกระทบอีกอย่างหนึ่งก็คือเกิด 
การตกค้างของยาปฏิชีวนะและสารเคมีในตวักุ้ งท่ี
จ�ำหน่าย ก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้ บริโภคตามมา 
(วิศณ,ุ 2541) 

การน�ำโปรไบโอติกมาใช้ในการเพาะเลีย้งสตัว์
น�ำ้ได้มีความส�ำคญัมากขึน้ ในการปรับปรุงการเจริญ
เตบิโตหรือการอยูร่อดของสตัว์น�ำ้ท่ีเลีย้งในฟาร์มและ
ช่วยป้องกนัการเกิดโรคในสตัว์น�ำ้ได้ (Gatesoupe, 
1999; Gomez-Gil et al., 2000) ชว่งระยะท่ีผา่นมา
เกษตรกรหนัมาทดลองเลีย้งกุ้งแบบชีวภาพ และได้มี
การทดลองน�ำแบคทีเรียโปรไบโอตกิมาใช้ควบคมุและ
ป้องกนัแบบชีววิธีในการเลีย้งกุ้ งกลุาด�ำ โดยน�ำเชือ้
แบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถเข้าไปยบัยัง้การเจริญ
เตบิโตของแบคทีเรียท่ีก่อโรคในกุ้งกลุาด�ำ (สนธิ และ
ลลิา, 2541) จลุนิทรีย์ท่ีสามารถน�ำมาใช้เป็นโปรไบโอตกิ 
มีหลายชนิด มีทัง้แบคทีเรีย ยีสต์และรา สายพนัธุ์ท่ี
สามารถน�ำมาใช้เป็นโปรไบโอติก ได้แก่ แบคทีเรีย 
สว่นมากเป็นแบคทีเรียแลคตกิ เชน่ Lactobacillus, 
Leuconostoc, Pediococcus และ Streptococcus 
ปัจจบุนัแบง่เป็น 3 กลุม่ ได้แก่ กลุม่ Enterococci เชน่ 
Enterococcus faecium M74 และ SF68 กลุ่ม 
Lactococci เชน่ Lactococcus lactis subsp. lactis, 
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus 
lactis subsp. diacetylactis และกลุม่ Streptococci 
เชน่ Streptococcus salivarius subsp. thermophiles, 
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กลุม่ Bifidobacterium เชน่ Bifidobacterium animalis, 
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, 
Bifidobacterium longum และ Bifidobacterium 
thermophilum, กลุ่ม Propionibacterium ได้แก่ 
Propionibacterium freudenreichii, และกลุม่ Bacillus 
ได้แก่ Bacillus subtilis และ B. licheniformis ยีสต์ท่ี
น�ำมาใช้เป็นโปรไบโอติก ได้แก่ Saccharomyces 
cereviaceae และ Candida pintolopesii และราท่ีน�ำ
มาใช้เป็นโปรไบโอตกิ ได้แก่ Aspergillus nige และ 
Aspergillus oryzae (วิเชียร, 2541) 

Li et al. (2012) ได้ท�ำการศึกษาการเตรียม 
จุลินทรีย์โปรไบโอติกจากพืน้บ่อเลี ย้งปลาเฉา 
(Ctenopharyngodon idellus) น�ำไปเตมิเชือ้ Bacillus 
subtilis และ Bacillus licheniformis ลงในน�ำ้ 108 
CFU/m2 และ Bacillus subtilis ผสมในอาหาร 0.5 
เปอร์เซน็ต์ (108 CFU/kg diet) พบวา่สามารถเพ่ิม
ระบบภมิูคุ้มกนัและเพ่ิมแอนตอิอกซเิดชัน่ในปลาเฉา
ทดลองได้ และ Lavanya and Dayakar (2017) ได้
ศึกษาการแยกเชือ้และคุณลักษณะของจุลินทรีย์ 
โปรไบโอติกท่ีแยกได้จากตัวอย่างดินใกล้บริเวณ
ชายฝ่ังทะเลเพ่ือน�ำมาใช้ประโยชน์ในฟาร์มเลีย้งกุ้ ง 
ท�ำการศึกษาแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus จาก
ตวัอย่างดิน โดยศึกษาคุณสมบตัิด้านต่าง ๆ ของ
แบคทีเรียท่ีจะน�ำมาเป็นโปรไบโอติก ได้แก่ ความ
สมัพนัธ์ของการเจริญเติบโตกบัระยะเวลา ปริมาณ
แอมโมเนีย ไนโตรเจนและกรดน�ำ้ดี และศึกษา
คุณลักษณะทางด้านพันธุศาสตร์โมเลกุล พบว่า
ตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีแยกได้จะมีขนาดดีเอน็เอ 200 bp 
และจุลินทรีย์ดงักล่าวสามารถป้องกันการเกิดโรค 
ติดเชือ้ และเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโตใน 
สตัว์ได้

งานวิจยัอ่ืนๆ ท่ีได้ท�ำการทดลองนําจุลินทรีย์
กลุ่ม Bacillus spp. ผสมกบัอาหารกุ้ งเพ่ือทําเป็น 
โปรไบโอตกิให้ลกูกุ้งกลุาดํากินในอตัราสว่นตา่ง ๆ  กนั 
พบว่าลกูกุ้ งท่ีได้รับโปรไบโอติกมีอตัราการรอดตาย
จากการเหน่ียวนําให้เกิดโรคโดย Vibrio harveyi สงู
ถงึ 100 เปอร์เซน็ต์ โดยกุ้งทดลองมีสขุภาพแขง็แรง
และเจริญเติบโตได้ดี ในขณะท่ีกลุม่ควบคมุมีอตัรา
รอดเพียง 26 เปอร์เซน็ต์ และมีอาการผิดปกตใินตบั 
ตบัออ่นและลําไส้ (Phianphak et al., 1997; สนธิ และ

ลลีา, 2541; Rengpipat  et al., 1998) พืน้ท่ีเพาะเลีย้ง
สตัว์น�ำ้สว่นมากของไทย ผ่านการเพาะเลีย้งโดยใช้
สารเคมีมาเป็นระยะเวลานาน ท�ำให้อาจมีปุ๋ ยเคมี  
สารเคมีและสิง่ต้องห้ามตา่ง ๆ ส�ำหรับการเพาะเลีย้ง
สตัว์น�ำ้ จงึต้องมีการปรับเปลีย่นบอ่อยา่งน้อย 1 รอบ
การผลติ ซึง่หมายถงึชว่งระยะเวลาตัง้แตก่ารเตรียมบอ่ 

อ�ำเภอยางตลาด จงัหวดักาฬสนิธุ์ เป็นพืน้ท่ีท่ีมี
การเลีย้งกุ้ งก้ามกรามเพ่ือส่งจ�ำหน่ายในตลาดทั่ว 
ภาคอีสานและตลาดภาคกลาง เน่ืองจากมีท�ำเลท่ี
เหมาะสม แหลง่น�ำ้อดุมสมบรูณ์เน่ืองจากอยูใ่กล้กบั
เข่ือนล�ำปาว และมีระบบชลประทานท่ีดี แตปั่จจบุนั
ได้พบปัญหามากมายเก่ียวกบัการเลีย้งกุ้งก้ามกราม 
เช่น พบสารเคมีตกค้างและเกิดโรคกุ้ ง จึงต้องมี 
การรักษา ซึ่งรักษาด้วยสารเคมีและยาปฏิชีวนะ 
มีราคาแพงและมีผลตกค้างในตวักุ้งและน�ำ้ท่ีใช้เลีย้ง
กุ้ ง จึงส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม จ�ำเป็นต้องมี 
การแก้ไขปัญหาสภาวะมลพิษทางน�ำ้จากเข่ือน 
ล�ำปาว ท่ีมีต้นเหตุมาจากบ่อเลีย้งกุ้ งก้ามกราม  
(กีรวิชญ์, 2560) 

ดงันัน้งานวิจยันีมี้จุดประสงค์เพ่ือหาแนวทาง
พฒันาระบบการเลีย้งกุ้งก้ามกรามโดยใช้เทคโนโลยี
ชีวภาพให้กบักลุม่เกษตรกรผู้ เลีย้งกุ้ งก้ามก้ามกราม  
โดยท�ำการศึกษาและวิจยัเก่ียวกบัการคดัแยกชนิด
ของจุลินทรีย์โปรไบโอติกจากพืน้ก้นบ่อเลี ย้ง 
กุ้ งก้ามกรามของเกษตรกร โดยเป็นการศึกษา
จุลินทรีย์จากแหล่งธรรมชาติซึ่งอยู่ในบ่อเลี ย้ง 
กุ้ งก้ามกรามท่ีอยู่ในพืน้ท่ีเพ่ือน�ำมาใช้ประโยชน์ใน
เลีย้งกุ้ งของเกษตรกรเอง เพ่ือการพัฒนาเทคนิค 
การเลีย้งกุ้งก้ามกรามในแบบอินทรีย์ตอ่ไป

วธีิการศกึษา

การเก็บตัวอย่างดินและการเตรียมเลีย้งเชือ้
จุลนิทรีย์

เ ก็บตัวอย่างดินโคลนจากบ่อกุ้ ง เลี ย้งกุ้ ง
ก้ามกรามเพ่ือคดัแยกเชือ้จลุนิทรีย์ท่ีเป็นโปรไบโอตกิ 
เก็บตวัอยา่งในเขตพืน้ท่ีจงัหวดักาฬสนิธุ์ โดยจากการ
ส�ำรวจพืน้ท่ี ท่ีเลีย้งกุ้ งก้ามกรามภายในจังหวัด
กาฬสนิธุ์ ได้แก่ 1. ต�ำบลเขาพระนอน 2. ต�ำบลนาเชือก 
3. ต�ำบลบวับาน อ�ำเภอยางตลาด 4. ต�ำบลล�ำคลอง 
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อ�ำเภอเมืองกาฬสินธุ์ และ 5. ต�ำบลหวัหิน อ�ำเภอ
ห้วยเม็ก ในการเก็บตัวอย่างดินโคลนจากบ่อกุ้ ง
ก้ามกราม จะสุ่มเก็บตวัอย่างดินโคลนจากพืน้ท่ี 5 
ต�ำบล 3 อ�ำเภอ ท่ีมีการเลีย้งกุ้งก้ามกราม โดยตวัอยา่ง
ดนิใน 1 บอ่จะเก็บตวัอยา่งดนิ 4 จดุ (ความลกึจาก
ระดบัน�ำ้ถงึผิวดนิโคลน ประมาณ 30-90 เซนตเิมตร) 
โดยเก็บต�ำบลละ 4-5 บอ่ แล้วน�ำดินโคลนท่ีเก็บได้
ทัง้หมดมาผสมรวมกนั จากนัน้น�ำมาชัง่ 10 กรัม ผสม
ในน�ำ้กลัน่ท่ีฆา่เชือ้ 90 มิลลลิติร เขยา่แรง ๆ  25-30 ครัง้ 
เจือจาง 10-1 ถงึ 10-6 ดดูน�ำ้ละลายดนิ 10-4 ถงึ 10-6  
ใสล่งในอาหารเลีย้งเชือ้ (NA) 0.5 มิลลลิติร ท�ำการ 
Spread plate จนทั่วอาหารหรือจนอาหารแห้ง  
(ท�ำ 3 ซ�ำ้) หลงัจากนัน้น�ำไปบม่ในตู้บม่ อณุหภมิู 37 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะโคโลนี
ด้วยตาเปล่า แล้วท�ำการแยกเชือ้จุลินทรีย์ท่ีพบใน
แต่ละกลุม่ไปเลีย้งต่อ โดยจะก�ำหนดจลุินทรีย์ท่ีพบ
ด้วยรหสัต่าง ๆ ได้แก่ เช่น เชือ้จุลินทรีย์กลุ่มท่ี 1 
ก�ำหนดด้วยรหสั KS1 เชือ้จลุนิทรีย์กลุม่ท่ี 2 ก�ำหนด
ด้วยรหสั KS2 ตามล�ำดบั จากนัน้เข่ียเอาโคโลนีท่ี
เจริญดี มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ (NA) (ดดัแปลง
จาก อรวรรณ์ และคณะ, 2556b) 

ศกึษาสัณฐานวทิยาภายนอกของจุลนิทรีย์
ท�ำการ streak plate เพ่ือแยกเชือ้ให้บริสทุธ์ิ บม่

อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง แยกเชือ้
อีกครัง้ โดยการ cross streak plate เพ่ือแยกเชือ้ให้
บริสทุธ์ิมากขึน้ น�ำไปบม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชัว่โมง เพ่ือแยกเชือ้ให้บริสทุธ์ิมากขึน้ ซึง่จะ
เหน็โคโลนีท่ีชดัเจน สงัเกตลกัษณะของสณัฐานวิทยา
ภายนอกของจลุนิทรีย์ท่ีพบด้วยตาเปลา่ได้ สงัเกตและ
บนัทกึขนาด ลกัษณะสแีละลกัษณะของโคโลนีท่ีเจริญ
ในอาหาร 

การเตรียมสไลด์จุลนิทรีย์ ประยกุต์จากวิธีการของ 
พิมพร (2558)

น�ำหว่งถ่ายเชือ (loop) เผาไฟจนแดง ทิงไว้ให้
เย็น นําไปแตะหยดน�ำ้ แล้วนํามาแตะวางบนแผ่น
สไลด์ท่ีสะอาด จากนัน้นําหว่งถ่ายเชือ (loop) เผาไฟ
จนแดง ทิง้ไว้ให้เย็นแล้วนําไปแตะเชือ้จุลินทรีย์
ตวัอยา่ง มาผสมกนัในหยดน�ำ้บนแผน่สไลด์ท่ีเตรียม

ไว้ smear เชือจลุนิทรีย์ท่ีอยูใ่นหยดน�ำ้ให้กระจายออก
บาง ๆ ปลอ่ยสไลด์ทิง้ไว้ในอากาศให้แห้ง จากนัน้ทํา
ให้เซลล์จลุนิทรีย์ตดิแนน่บนแผน่สไลด์ โดยใช้ความ
ร้อน (heat fixed) โดยการนําสไลด์ไปผ่านเปลวไฟ
ออ่น ๆ จากตะเกียงแอลกอฮอล์ ประมาณ 5-6 ครัง้ 
หลงัจากนัน้ปลอ่ยให้สไลด์เย็นลง แล้วนําสไลด์ท่ีได้
ไปทําการย้อมสแีกรมแบคทีเรียตอ่ไป

วธีิการย้อมแกรมเซลล์จุลนิทรีย์ ประยกุต์จากวิธี
การของ พิมพร (2558)

น�ำแผน่สไลด์ท่ีได้จากข้อ 3 มาหยดสี Crystal 
violet บนแผน่สไลด์ เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้างออก
ด้วยน�ำ้ จากนัน้หยด Gram iodine ลงบนแผน่สไลด์ 
เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน�ำ้ ล้างสีด้วย
เอทิลแอลกอฮอล์ 95% อีกครัง้ ทิง้ไว้ 15 วินาที แล้ว
ล้างออกด้วยน�ำ้ จากนัน้หยดส ีSafranin ให้ทว่มสไลด์ 
เป็นเวลา 15-30 วินาที แล้วล้างออกด้วยน�ำ้ ปลอ่ยทิง้
ให้สไลด์แห้ง ท�ำการตรวจดูเซลล์จุลินทรีย์ด้วย
กล้องจลุทรรศน์โดยใช้ Oil immersion lens แล้ว
ท�ำการตรวจลกัษณะของเซลล์และแกรมแบคทีเรีย
โดยดดู้วย Oil immersion lensของกล้องจลุทรรศน์ 
ก�ำลงัขยาย 100 เทา่ โดยเซลล์จลุนิทรีย์ท่ีเป็นแกรม
บวก จะตดิสมีว่งหรือน�ำ้เงินของส ีCrystal violet และ
เซลล์จลุินทรีย์ท่ีเป็นแกรมลบ จะติดสีแดงหรือชมพู
ของส ีSafranin 

การจ�ำแนกชนิดของเชือ้แบคทเีรียที่คัดเลือกด้วย
วธีิ 16S rDNA 

ตรวจสอบและจ�ำแนกชนิดของกลุม่จลุินทรีย์ท่ี
คัดแยกได้ด้วยเทคนิคทางพันธุศาสตร์โมเลกุล 
(Molecular biology) โดยใช้หลกัการของ 16S rDNA 
universal primer ในการสงัเคราะห์ชิน้สว่นของ DNA 
ท่ี เ ค ย มี ร า ย ง า น ไ ว้  คื อ  F o r w a r d  p r i m e r 
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) และ Reverse 
primer (5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT3’) 
(Weisburg et al., 1991) จากนัน้น�ำ PCR product 
ท่ีได้มาท�ำให้บริสทุธ์ิมากขึน้ เพ่ือน�ำส่งวิเคราะห์หา
ล�ำดบัเบสด้วยวิธีการท�ำ DNA sequence analysis 
ท่ีศูนย์ความหลากหลายทางชีวภาพ สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย
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Figure 1   Characterization of microorganisms 7 strains: A=KS1; round, pale yellow, smooth edge, 
B=KS2; round, cloudy white, smooth edge, C=KS3; spread, cloudy white, fiber mold, 
D=KS4; spread pale white, wavy edge, E=KS5; round, pale pink, smooth edge, F=KS6; 
round, cloudy white, smooth edge และ G=KS7; round, cloudy violet, wavy edge

การวิเคราะห์รูปแบบโมเลกุลดีเอ็นเอด้วย
โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA 7.0.26)

เปรียบเทียบความแตกตา่งทางพนัธกุรรม โดย
การน�ำผลการวิเคราะห์ล�ำดบัเบสในส่วนของ 16S 
rDNA ของเชือ้จลุนิทรีย์ท่ีได้จากข้อ 5 เพ่ือหาความ
สมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมโดยวิธี  MEGA dendrogram 
ด้วยโปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA 7.0.26)

ผลการศกึษาและวจิารณ์ 

สัณฐานวทิยาภายนอกของจุลนิทรีย์
การคัดแยกเชือ้จุลินทรีย์จากดินโคลนบ่อกุ้ ง

ก้ามกรามท่ีเจริญบนอาหารพบเชือ้จลุินทรีย์ท่ีเจริญ  
7 กลุ่ม ลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของเชือ้
จลุนิทรีย์ท่ีพบทัง้ 7 กลุม่ มีลกัษณะโคโลนีและลกัษณะ
ของสท่ีีแตกตา่งกนัออกไป โดยโคโลนีท่ีพบมีลกัษณะ
กลม ลกัษณะเป็นเส้นใย ลกัษณะเป็นดอก ๆ  ขอบหยกั 
พบมีสเีหลอืง สขีาวขุน่ สชีมพใูส สขีาวขุน่เยิม้ (Figure 1)

การศกึษาสณัฐานวิทยาภายนอกของแบคทีเรีย
ทัง้ 7 กลุม่ ท่ีเจริญในอาหาร NA ท่ีอณุหภมิู 37 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง โดยเซลล์จลุินทรีย์แตล่ะ

กลุ่มมีลกัษณะของโคโลนี ลกัษณะเซลล์และแกรม
เซลล์จลุนิทรีย์ท่ีได้ ดงัแสดงใน Table 1

Table 1 Morphology of colony, cell and gram straining of microorganisms 7 isolates

No. Isolate No. Morphology of 
colony

Morphology of 
cell

Gram staining

1 KS1 round, pale yellow, smooth edge rod shaped +
2 KS2 round, cloudy white,  smooth edge rod shaped +
3 KS3 spread, cloudy white, fiber mold rod shaped +
4 KS4 spread pale white, wavy edge rod shaped +
5 KS5 round, pale pink, smooth edge rod shaped +
6 KS6 round, cloudy white, smooth edge rod shaped +
7 KS7 round, cloudy violet, wavy edge rod shaped -
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การตรวจสอบลักษณะของเซลล์และการย้อม 
แกรมจุลนิทรีย์

ผลจากการย้อมแกรมของเซลล์จุลินทรีย์ท่ีได้
จากการวิจยั พบวา่เซลล์จลุนิทรีย์ท่ีย้อมตดิสมีว่งหรือ

น�ำ้เงินของส ีcrystal violet พบมีจ�ำนวน 6 กลุม่ ได้แก่ 
จลุนิทรีย์ KS1, KS2, KS3, KS4, KS5, และ KS6 และ
เซลล์จลุินทรีย์ท่ีย้อมติดสีแดงของสี safranin พบมี
จ�ำนวน 1 กลุม่ ได้แก่ จลุนิทรีย์ KS7 (Figure 2)

Figure 2 Gram straining of microorganisms  7 strains : A=KS1, B=KS2, C=KS3, D=KS4, E=KS5,  
               F=KS6 และ G= KS7

การจ�ำแนกชนิดของเชือ้จุลนิทรีย์คัดเลือกด้วยวธีิ 
16S rDNA 

ผลจากการวิเคราะห์พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย 
การวิเคราะห์ล�ำดบัเบสในสว่นของ 16S rDNA ของเชือ้
จลุนิทรีย์ โดยศนูย์วิจยัความหลากหลายทางชีวภาพ
สถาบันวิจัย วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย ได้ระบชุนิดของแบคทีเรีย โดยแบ่งได้  
2 กลุ่มใหญ่ ๆ คือกลุ่ม Bacil lus spp.  และ 
Chromobacterum sp. มีทัง้หมด 7 ชนิด ได้แก่ KS1 
มีค่าความเหมือน 99.52 เปอร์เซ็นต์กับ Bacillus 
marisflavi ท่ีล�ำดบัเบสขนาด 1243 bp เชือ้ KS2 มีคา่
ความเหมือน 99.92 เปอร์เซ็นต์กับ Bacil lus 

aryabhattai ท่ีล�ำดบัเบสขนาด 1314 bp เชือ้ KS3 มี
ค่าความเหมือน 99.61 เปอร์เซ็นต์กับ Bacillus 
pseudomycoides ท่ีล�ำดบัเบสขนาด 1292 bp เชือ้ 
KS4 มีคา่ความเหมือน 99.84 เปอร์เซน็ต์กบั Bacillus 
safensis  ท่ีล�ำดบัเบสขนาด 1278 bp เชือ้ KS5 มีคา่
ความเหมือน 99.47 เปอร์เซน็ต์กบั Bacillus infantis  
ท่ีล�ำดบัเบสขนาด 1332 bp เชือ้ KS6 มีคา่ความเหมือน 
99.85 เปอร์เซน็ต์กบั Bacillus cereus ท่ีล�ำดบัเบส
ขนาด 1339 bp และเชือ้ KS7 มีคา่ความเหมือน 99.92 
เปอร์เซน็ต์กบั Chromobacterum violaceum ท่ีล�ำดบั
เบสขนาด 1315 bp ดงัแสดงใน Table 2

Table 2 Identification of the microorganisms 7 Isolates, based on 16S rDNA gene sequences

No. Isolate No. Species similarity Similarity (%) Size (bp)
1 KS1 Bacillus marisflavi 99.52 1243
2 KS2 Bacillus aryabhattai 99.92 1314
3 KS3 Bacillus pseudomycoides 99.61 1292
4 KS4 Bacillus safensis 99.84 1278
5 KS5 Bacillus infantis 99.47 1332
6 KS6 Bacillus cereus 99.85 1339
7 KS7 Chromobacterum violaceum 99.92 1315
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ผลการวิเคราะห์พิสจูน์ชนิดโดยเอกลกัษณ์ล�ำดบั
เบสวิธี 16S rDNA กลุม่ Bacillus spp. ท่ีพบมีจ�ำนวน 
6 ชนิด ได้แก่ Bacillus marisflavi KS1, Bacillus 
aryabhattai KS2, Bacillus pseudomycoides KS3, 
Bacillus safensis KS4, Bacillus infantis KS5, 
Bacillus cereus KS6 และกลุม่ Chromobacterum 
sp. พบเพียง 1 ชนิด ได้แก่ Chromobacterum 
violaceum KS7 โดยกลุม่จลุนิทรีย์ท่ีจดัเป็นโปรไบโอ
ตกิท่ีเป็นประโยชน์มีจ�ำนวน 3 ชนิด ได้แก่ Bacillus 
marisflavi KS1, (Bernan et al., 1997; Ganguly and 
Mukhopadhayay, 2010; Austin and Austin, 2012) 
Bacillus aryabhattai KS2 (อรวรรณ์ และคณะ, 
2556b) และ Bacillus cereus KS6 (อรวรรณ์ และ
คณะ, 2556a) สอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ  
อรวรรณ์ และคณะ (2556a) ศกึษาท่ีแยกได้จากทาง
เดินอาหารของกุ้ งก้ามกรามจากคลองธรรมชาต ิ 
ในจงัหวดันครปฐม จ�ำแนกเชือ้โดยการวิเคราะห์ล�ำดบั
เบสในสว่นของยีน 16S rDNA พบวา่ เชือ้ทัง้หมด เป็น
เชือ้ท่ีอยูใ่นสกลุบาซลิลสั 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 เชือ้เหลา่นี ้ มีคณุสมบตัเิบือ้งต้นในการคดั
เลือกไปใช้เป็นโปรไบโอติกในการเพาะเลีย้งกุ้ ง
ก้ามกรามต่อไปได้ และมีการศึกษาพบ Bacillus 
marisflavi ในล�ำไส้เลก็ของปลาเทราท์สายรุ้ง ซึง่มีฤทธ์ิ
ในการต้านจลุนิทรีย์ Listorella anguillarum (Bernan 
et al., 1997; Ganguly and Mukhopadhayay, 2010; 
Austin and Austin, 2012) และศกึษาพบ Bacillus 
aryabhattai พบในรากของพืชน�ำ้ชนิดหนึง่ เรียกวา่ 
Lammna sp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอ่น มีความ
สามารถในการเจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิต�่ำถึง  
4 องศาเซลเซียส แต่ไม่ทนในอณุหภมิูมากกว่า 37 
องศาเซลเซียส (Semanti et al., 2012) และได้มีการ
ศกึษาพบจลุนิทรีย์โปรไบโอตกิทัง้หมดท่ีคดัแยกได้จาก
ทางเดนิอาหารของกุ้งก้ามกรามจากคลองธรรมชาตใิน

จงัหวดันครปฐม เป็นโปรไบโอติกในกลุ่มบาซิลลสั 
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 เชือ้เหลา่นีจ้งึมีคณุสมบตัิเบือ้งต้นในการ 
คัดเลือกไปใช้เป็นโปรไบโอติกในการเพาะเลีย้ง 
กุ้ งก้ามกรามต่อไปได้ และยังสามารถยัง้ยัง้เชือ้
แบคทีเรียก่อโรคได้ 3 ชนิด คือ Aeromonas 
hydrophila, Vibrio harviyi และ E. coli แตไ่มส่ามารถ
ยบัยัง้เชือ้ V. parahaemolyticus ได้ (อรวรรณ์ และ
คณะ, 2556b) 

การจดัท�ำเดนโดรแกรม
แผนภมิูแสดงสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ พบวา่

คา่ความแตกตา่งทางพนัธกุรรม (Genetic distance) 
ระหวา่งจลุนิทรีย์ทัง้ 7 ชนิด ด้วยโปรแกรม MEGA 7 
เลอืกวิธีวิเคราะห์แบบ Kimura 2 - parameter model 
มีคา่เฉลีย่เทา่กบั 0.1076 (10.76 เปอร์เซน็ต์) โดยมีคา่
ต�ำ่สดุเทา่กบั 0.0074 ระหวา่ง Bacillus marisflavi 
KS1 กบั Bacillus aryabhattai KS2 ด้วยคา่ Bootstrap 
100 เปอร์เซน็ต์ และมีคา่สงูสดุเทา่กบั 0.2123 ระหวา่ง 
Bacillus safensis KS4 และ Chromobacterum 
violaceum KS7 ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการมีคา่ 
Boot strap 85-100 เปอร์เซน็ต์ แสดงถงึความเช่ือมัน่
ระดบัสงู คา่ Bootstrap 71-84 เปอร์เซน็ต์ แสดงถงึ
ความเช่ือมัน่ระดบัปานกลาง คา่ Boot strap 50-70 
เปอร์เซ็นต์ แสดงถึงความเช่ือมัน่ระดบัต�่ำของสาย
สมัพนัธ์ทางวิวฒันาการท่ีได้ (ดวงกมล และคณะ, 
2548) ในสว่นของผลการการวิเคราะห์เดนโดรแกรม
แสดงความแตกตา่งทางพนัธกุรรมของจลุนิทรีย์ พบวา่
จลุนิทรีย์ท่ีได้จากการวิจยัแบง่ได้ 2 กลุม่ใหญ่ ๆ ได้แก่ 
กลุ่ม Bacillus spp. (Bacillus marisflavi KS1, 
Bacillus aryabhattai KS2, Bacillus pseudomycoides 
KS3, Bacillus safensis KS4, Bacillus infantis KS5 
และ Bacillus cereus KS6) จดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนั และ
กลุม่ Chromobacterum violaceum  (KS7) ถกูจดั
แยกออกจากกลุม่ Bacillus spp อยา่งชดัเจน ดงัแสดง
ใน Figure 3
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Figure 3 MEGA dendrogram of microorganisms 7 strains, based on 16S rDNA gene sequences

สรุป

ผลการวิจยัการคดัแยกจลุนิทรีย์ในดนิโคลนบอ่
เลีย้งกุ้ งก้ามกรามในพืน้ท่ีของจังหวัดกาฬสินธุ์ 
สามารถพบจลุนิทรีย์โปรไบโอตกิกระจายอยูใ่นพืน้ท่ี
เลีย้งกุ้งทัง้ 5 ต�ำบล 3 อ�ำเภอ ได้แก่ 1. ต�ำบลเขาพระ
นอน 2. ต�ำบลนาเชือก 3. ต�ำบลบวับาน อ�ำเภอยาง  
4. ต�ำบลล�ำคลอง อ�ำเภอเมืองกาฬสนิธุ์ และ 5. ต�ำบล
หวัหิน อ�ำเภอห้วยเมก็ จงัหวดักาฬสนิธุ์ จากการวิจยั
คดัแยกเชือ้จลุนิทรีย์ด้วยอาหาร NA โดยแยกได้จาก
การสงัเกตสณัฐานวิทยาภายนอกของเชือ้จลุนิทรีย์มี
ลกัษณะท่ีแตกตา่งกนัและย้อมแกรมจลุนิทรีย์ โดยพบ
กลุม่จลุนิทรีย์ สามารถคดัแยกได้ 7 ชนิด ได้แก่ กลุม่ 
Bacillus spp.เป็นแกรมบว 6 ชนิด และกลุ่ม 
Chromobacterum violaceum แกรมลบ 1 ชนิด และ
จากผลการวิเคราะห์พิสจูน์ชนิดโดยเอกลกัษณ์ล�ำดบั
เบสวิธี 16S rDNA แบง่ได้ 2 กลุม่ใหญ่ ๆ คือกลุม่ 
Bacillus spp. และ Chromobacterum sp. ซึง่กลุม่ 
Bacillus spp. ท่ีพบมีจ�ำนวน 6 ชนิด ได้แก่ Bacillus 
marisflavi KS1, Bacillus aryabhattai KS2, Bacillus 
pseudomycoides KS3, Bacillus safensis KS4, 
Bacillus infantis KS5, Bacillus cereus KS6 และ 

Chromobacterum violaceum KS7  โดยกลุ่ม
จลุนิทรีย์ท่ีจดัเป็นโปรไบโอตกิท่ีเป็นประโยชน์มีจ�ำนวน 
3 ชนิด ได้แก่ Bacillus marisflavi KS1, Bacillus 
aryabhattai KS2 และ Bacillus cereus KS6 ซึง่เชือ้
เหลา่นีมี้คณุสมบตัิเบือ้งต้นในการคดัเลือกไปใช้เป็น
โปรไบโอติกในการเพาะเลีย้งกุ้ งก้ามกรามและยงัมี
คณุสมบตัิยัง้ยัง้เชือ้แบคทีเรียก่อโรคได้ 3 ชนิด คือ 
Aeromonas hydrophila, Vibrio harviyi และ E. coli 
โดยไมจ่�ำเป็นต้องใช้สารเคมีและยาปฏิชีวนะรักษาโรค
ติดเชือ้เพ่ือน�ำไปสูก่ารพฒันาการเลีย้งกุ้ งก้ามกราม
แบบอินทรีย์ตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

คณะผู้วิจยัขอขอบคณุ ส�ำนกังานคณะกรรมการ
วิจยัแห่งชาติท่ีได้สนบัสนนุทนุวิจยั และขอขอบคณุ
มหาวิทยาลยักาฬสนิธุ์ ท่ีสนบัสนนุสถานท่ีในการท�ำ
วิจยัและอ�ำนวยความสะดวกด้านตา่ง ๆ  และศนูย์วิจยั
ความหลากหลายทางชีวภาพสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทยท่ีชว่ยวิเคราะห์พิสจูน์
เอกลกัษณ์ของจลุนิทรีย์ 
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