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บทคัดย่อ 
 

Epizootic ulcerative syndrome (EUS) คือโรคท่ี เกิดจากการติดเชื อ้ของรา  Aphanomyces 
invadans ในปลาจากแหลง่นํา้ธรรมชาติและปลาเพาะเลีย้ง การใช้โพรไบโอติกแบคทีเรียสําหรับควบคมุ
และป้องกันการเกิดโรค EUS ในปลาจะเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสมเพ่ือทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะและ
สารเคมีท่ีอาจตกค้างในสิ่งแวดล้อม การวิจยันีไ้ด้แยกแบคทีเรียจํานวน 60 ไอโซเลท โดยแยกได้จากปลา
ช่อน (Channa atriatus Block) 17 ไอโซเลท ปลาตะโกก (Cyclocheilichtys enoplos Bleeker) 8 ไอโซ
เลท ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus Günther) 8 ไอโซเลท  และปลานิล (Tilapia orechromis 
Niloticus) 27 ไอโซเลท และมีแบคทีเรียเพียง 10 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของรา A. invadans 
ได้ เม่ือนําเชือ้แบคทีเรียมาทดสอบคณุสมบตัิความเป็นโพรไบโอติก พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 
และ MSU052 ซึ่งแยกได้จากปลาตะโกก มีคณุสมบตัิเป็นโพรไบโอติก คือสามารถเจริญได้ในสภาวะท่ี
เป็นกรด-ด่างเท่ากบั 2-5 และในสภาวะท่ีมีเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0-3 และไม่สามารถย่อยเม็ด
เลือดแดงได้ แบคทีเรียไอโซเลท  MSU049 ซึ่งแยกได้จากปลาตะโกก เจริญได้ไม่ดีในสภาวะท่ีเป็นกรด-
ด่างเท่าดบั 2-5 และในสภาวะท่ีมีเกลือนํา้ดี และไม่สามารถย่อยเม็ดเลือดแดง ในขณะท่ีแบคทีเรียไอโซ
เลทอ่ืนเจริญได้ไม่ดีในสภาวะท่ีเป็นกรด-ดา่งเท่ากบั 2-5 และในสภาวะท่ีมีเกลือนํา้ดี แตส่ามารถย่อยเม็ด
เลือดแดง  แบคทีเรียไอโซเลท MSU049, MSU050 และ MSU052 ถูกคดัเลือกเพ่ือศึกษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยา คณุสมบตัิทางชีวเคมีบางประการ และลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA และสามารถ
ระบุได้ว่าแบคทีเรียไอโซเลท MSU049 เป็น Staphylococcus epidermidis และแบคทีเรียไอโซเลท 
MSU050 แล ะ  MSU052 เป็ น  Enterobacter cloacae แล ะ เป็ น เชื อ้ ตั ว เดี ย วกั น  ก า รท ดสอบ
ความสามารถในการป้องกันและควบคุมโรค EUS ด้วยการเติมเชือ้ S. epidermidis MSU049 และ            
E. cloacae MSU050 ให้แก่ปลาช่อนท่ีได้รับการชกันําให้ติดเชือ้ A. invadans พบว่าสามารถลดอตัรา
การตายจากร้อยละ 60 เป็นร้อยละ 10 และร้อยละ 25 ตามลําดบั 

 

คําสําคัญ: โพรไบโอติกแบคทีเรีย, epizootic ulcerative syndrome, EUS, Aphanomyces invadans, Staphylococcus 
epidermidis, Enterobacter cloacae 
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ABSTRACT 
 

Epizootic ulcerative syndrome (EUS) is a serious disease caused by an Oomycotan, 
Aphanomyces invadans, in both natural and farmed fish.  To protect and prevent the fish from 
EUS, the application of probiotic bacteria is an alternative approach to reduce the use of 
antibiotics and other therapeutic chemicals.  In this study, sixty bacterial isolates were pure 
isolated from digestive tract of 4 fish species i.e. 17 isolates form snakehead (Channa atriatus 
Block), 8 isolates from soldier river barb (Cyclocheilichtys enoplos Bleeker), 8 isolates from 
catfish (Clarias macrocephalus Günther) and 27 isolates form Nile tilapia (Tilapia orechromis 
Niloticus).  Of these, only 10 isolates showed inhibition activity against the growth of A. invadans 
in vitro.  The isolate MSU050 and MSU052 isolated from soldier river barb exhibited the potential 
probiotic activities, that is they could resist to the acid condition (pH 2.0-5.0) and bile salt (up to 
0.30%), and showed the non-hemolysis on the blood agar.  The isolate MSU049 isolated from 
soldier river barb could not grow in medium with acid condition and in bile salt, and showed the 
non-hemolysis on the blood agar.  Other isolates could not grow in medium with acid condition 
and in bile salt, but showed hemolytic activity on red blood cells.  Therefore, bacteria isolate 
MSU049, MSU050 and MSU052 were selected for further studies.  Base on morphological 
examination, some biochemical tests and 16S rDNA sequence, the MSU049 was tentatively 
identified as Staphylococcus epidermidis while the MSU050 and MSU052 were precisely the 
same strain and tentatively identified as Enterobacter cloacae.  In the challenge test of                    
A. invadans at medial lethal concentration (106 zoospore/ml) on snakehead, the probiotic                 
S. epidermidis MSU049 and E. cloacae MSU050 decrease mortality rate from 60% to 10% and 
25%, respectively. 
 

Key words: probiotic bacteria, epizootic ulcerative syndrome, EUS, Aphanomyces invadans, Staphylococcus 
epidermidis, Enterobacter cloacae 
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สารบญัภาพ (ต่อ) 
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ควบคมุการไม่เกิดโรค กลุ่มท่ี 2 เป็นชุดควบคมุการเกิดโรค กลุ่มท่ี 3 เป็นชุดทดลองใส่
โพรไบโอติกแบคทีเรีย กลุ่มท่ี 4 เป็นชุดทดลองใส่โพรไบโอติกแบคทีเรียครัง้เดียวและ
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b แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต.ิ..................................................... 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 
 

EUS =  Epizootic Ulcerative Syndrome 
MG =  Mycotic Granulumatosis 
MRS  =  deMan, Rogosa and Sharpe 
NA =  Nutrient agar 
NB =  Nutrient broth 
RSD  =  Red Spot Disease 
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บทนํา 
 

Epizootic ulcerative syndrome (EUS) คือโรคของปลาในเขตร้อนท่ีพบได้ทัง้ในนํา้จืดและนํา้กร่อย 
โดยปลาจะมีลักษณะอาการเป็นแผลชํา้หรือแผลเน่าท่ีบริเวณกล้ามเนื อ้  อันมีสาเหตุมาจากรา 
Aphanomyces invadans (Roberts และคณะ, 1994b) ปัจจบุนัการระบาดของ EUS พบได้ในหลายพืน้ท่ี 
โดยเฉพาะใน เอเชีย ออสเตรเลีย และสหรัฐอเมริกา (Hatai, 1980; Lilley และคณะ, 1997; Roberts และ
คณะ, 1993; Willoughby และคณะ, 1995) นอกจาก EUS จะเป็นโรคท่ีสามารถระบาดได้อย่างรวดเร็วและ
เป็นสาเหตใุห้ปลาตายได้ในจํานวนมากแล้ว ยงัมีปลามากกว่า 100 ชนิดท่ีสามารถติดโรคนีไ้ด้ (Lilley และ
คณะ, 1992) มีการประมาณการว่า ในช่วงปี พ.ศ. 2526-2536 ประเทศไทยต้องประสบกบัการสญูเสียทาง
เศรษฐกิจอันเน่ืองมาจากผลกระทบของ EUS ประมาณหนึ่งร้อยล้านเหรียญสหรัฐ (Chinabut, 1994) 
ดงันัน้ EUS จงึนบัวา่เป็นปัญหาสําคญัของอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลา 

การป้องกันโรค EUS สามารถทําได้โดยใช้สารเคมี เช่น Coptal (a chelate copper compound), 
malachite green, hydrogen peroxide, Proxitane 0510 (มี 5% peracetic acid in hydrogen peroxide 
เป็นองค์ประกอบ) เป็นต้น (Lilley และคณะ 1998) ซึ่งสารเคมีเหล่านีจ้ดัเป็นสารอนัตรายและต้องห้ามใน
หลายประเทศ เพ่ือเป็นการลดการใช้สารเคมีอนัตรายท่ีสามารถตกค้างในสิ่งแวดล้อม การใช้โพรไบโอติก 
(probiotics) แบคทีเรียในการป้องกันโรค EUS จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีน่าจะให้ผลในการยบัยัง้การเกิด
โรคระบาดในปลาท่ีดี  

Fuller (1989) ให้คํานิยามของโพรไบโอติกแบคทีเรียไว้ว่า “อาหารเสริมซึง่เป็นจลุินทรีย์ท่ียงัมีชีวิตซึง่
มีประโยชน์ต่อร่างกายและรักษาสมดลุของจลุินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร” โพรไบโอติกเป็นจลุินทรีย์ท่ีมี
คณุสมบตัป้ิองกนัเชือ้ก่อโรคโดยสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของเจ้าบ้านให้ทํางานได้ดีขึน้ สามารถสร้าง
สารปฏิชีวนะ มีความสามารถในการแข่งขนัเพ่ือแย่งอาหารหรือพืน้ท่ีเกาะอาศยักับเชือ้ก่อโรค ทนต่อกรด
และเกลือนํา้ดี เกาะติดกบัเซลล์ในระบบทางเดินอาหาร นอกจากนีโ้พรไบโอติกแบคทีเรียจะต้องไม่เป็นเชือ้
ก่อโรคและควรแยกได้จากเจ้าบ้านเองด้วย  (Dunne และคณะ 1999) ปัจจุบนัมีการใช้โพรไบโอติกในการ
เสริมการเจริญเติบโตและป้องกนัโรคในคน หม ูววั ไก่ และในสตัว์นํา้ (Jung, 1993; Verschuere และคณะ 
2000) ในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์นํา้ เช่น การเพาะเลีย้งปลา กุ้ ง และหอย โพรไบโอติกสามารถทํา
ให้สขุภาพของสตัว์นํา้ดีขึน้และลดอตัราการเกิดโรคจากเชือ้ราและแบคทีเรียได้ ชนิดของโพรไบโอติกท่ีเคยมี
การรายงานไว้ได้แก่จุลินทรีย์ในสกุล Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, 
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, และ Saccharomyces (Holzapfel และคณะ 1998) และ
โพรไบโอติกท่ีใช้ในอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตว์นํา้ได้แก่แบคทีเรียในสกุล Bacillus, Vibrio และ 
Pseudomonas (Verschuere และคณะ 2000) 
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เน่ืองจากยงัไม่เคยมีรายงานการใช้โพรไปโอติกเพ่ือควบคมุโรค EUS ท่ีเกิดจากรา A. invadans การ
ทดลองนีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือท่ีจะแยกโพรไบโอติกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของรา 
A. invadans จากระบบทางเดนิอาหารของปลา และนําไปใช้ในการควบคมุโรค EUS ในปลาช่อน 
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บทตรวจสอบเอกสาร 
 

1. Epizootic ulcerative syndrome (EUS) 
EUS คือโรคของปลาในเขตร้อนท่ีพบได้ทัง้ในนํา้จืดและนํา้กร่อย โดยปลาจะมีลกัษณะอาการเป็น

แผลชํา้หรือแผลเน่าท่ีบริเวณกล้ามเนือ้ โดยมีสาเหตมุาจากราก่อโรค Aphanomyces invadans (Roberts 
และคณะ, 1994b) ระยะแรกของการเกิดโรคมีการเรียกช่ือโรคตามภมูิภาคท่ีเกิด การระบาดครัง้แรกเกิดขึน้
ในปี ค.ศ. 1971 จากฟาร์มปลา ayu (Plecoglossus altivelis) ในประเทศญ่ีปุ่ น และเรียกโรคนีว้่า Mycotic 
Granulumatosis (MG; Miyazaki และ Ergusa, 1972) ต่อมาได้พบการระบาดในปลาหลายชนิดเช่น ปลา
ทอง (Carassius auratus) Formusan snakehead (Channa maculate) และปลาไน (Cyprinus carpio) 
เป็นต้น  ได้มีการแยกเชือ้สาเหตุของโรคและพบว่าเป็นราใน          ดิวิชั่น  Oomycota และตัง้ช่ือว่า 
Aphanomyces piscicida (Hatai, 1980) การระบาดครัง้ท่ีสองเกิดขึน้ในปี ค.ศ. 1972 โดยพบการติดเชือ้
ในปลา gray mullet (Mugil Cephalus) ในรัฐ Queensland ประเทศออสเตรเลีย และเรียกโรคท่ีพบนีว้่า 
Red Spot Disease (RSD; McKenzie และ Hall, 1976) ในเวลาตอ่มาพบการระบาดของ RSD ในรัฐ New 
South Wales, North Territory และ Western Australia การระบาดของโรคได้เข้ามาสู่หลายประเทศใน
ภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ โดยในปี ค.ศ. 1980 พบการระบาดในอินโดนีเซีย ปี ค.ศ. 1981 พบการ
ระบาดในประเทศไทย ปี 1982-1983 พบการระบาดใน Papau New Guinea ปี 1983-1984 พบการระบาด
ในประเทศพม่า ลาว และ กัมพูชา ในปี 1986 ได้มีการประชุม          The Consultation of Experts on 
Ulcerative Fish Diseases ในกรุงเทพมหานคร และได้มีมติให้เรียกโรคระบาดนีว้่า Epizootic Ulcerative 
Syndrome (EUS; FAO, 1986) ปัจจุบันการระบาดของ EUS พบได้ในหลายพืน้ท่ี โดยเฉพาะใน เอเชีย 
ออสเตรเลีย  และสห รัฐอเม ริกา  (Hatai, 1980; Lilley และคณะ , 1997; Roberts และคณะ , 1993; 
Willoughby และคณะ, 1995) 

เน่ืองจากมีปลามากกว่าหนึ่งร้อยชนิดท่ีสามารถเป็นโรค EUS ได้ (Lilley และคณะ, 1992) อีกทัง้เป็น
โรคท่ีสามารถระบาดได้อย่างรวดเร็วและเป็นสาเหตใุห้ปลาตายได้ในจํานวนมาก ดงันัน้ EUS จึงนบัว่าเป็น
ปัญหาสําคญัของอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลานํา้จืด มีการประมาณการว่า ในช่วงปี พ.ศ. 2526-2536 
ประเทศไทยต้องประสบกับการสูญเสียทางเศรษฐกิจอันเน่ืองมาจากผลกระทบของ EUS ประมาณ       
หนึง่ร้อยล้านเหรียญสหรัฐ (Chinabut, 1994) 

การระบาดของ EUS มกัจะเกิดในช่วงฤดฝูนและฤดหูนาว (Bondad-Reantaso และคณะ, 1992) ซึง่
เป็นช่วงท่ีมีอณุหภมูิเหมาะสมตอ่การเจริญและการสร้างสปอร์ของรา A. invadans (Lumanlan-Mayo และ
คณะ, 1997) และยังเป็นช่วงท่ีปลาอ่อนแอเพราะมีระบบภูมิคุ้ มกันต่ํา (Catap และ Munday, 1998; 
Chinabut และคณะ, 1995) ปลาท่ีติดเชือ้จะมีอาการเซ่ืองซมึและลอยตวัขึน้ผิวนํา้ เป็นแผลชํา้เป็นจํา้เลือด 
และเป่ือยอย่างรุนแรงตามส่วนตา่งๆ ของปลา เห็นได้ชดัเจนท่ีบริเวณส่วนหวัและลําตวั  เหงือกและอวยัวะ
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ภายในมีสีซีดจาง มีอาการม้ามโต และสามารตรวจพบ myotic granulomas ได้ในเนือ้เย่ือ (Chinabut และ 
Roberts, 1999) 

การศกึษา histopathology ในปลาท่ีติดเชือ้ สามารถตรวจพบ inflammatory response ท่ีมีต่อราได้ 
ซึ่งพบว่ามีเซลล์ macrophage มาล้อมรอบเส้นใยของราทําให้เกิดเป็น mycotic granuloma (Chinabut 
และคณะ, 1995; Wada และคณะ, 1996)  เซลล์ macrophage ซึง่มีอยูท่ัว่ไปในเนือ้เย่ือหลายชนิดของปลา 
ทําหน้าท่ีกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis) รวมถึงเส้นใยและสปอร์ของรา แต่จากการศึกษาพบว่า
สปอร์ท่ีถูก macrophage กลืนกินเข้าไปยงัคงมีชีวิตอยู่และสามารถเจริญเป็นเส้นใยได้ (Thompson และ
คณะ, 1999) ซึง่แสดงให้เห็นวา่กลไกการทําลายราก่อโรคโดยเซลล์เจ้าบ้านนัน้ไมเ่ป็นผล  

 
2. โพรไบโอตกิแบคทเีรีย 

โพรไบโอติกแบคทีเรียหมายถึงอาหารเสริมซึ่งเป็นจุลินทรีย์ท่ียงัมีชีวิตซึง่มีประโยชน์ต่อร่างกายและ
รักษาสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร (Fuller, 1989) นักวิทยาศาสตร์ให้ความสนใจเก่ียวกับ 
โพรไบโอติกแบคทีเรียมาตัง้แต่คริตศตวรรษท่ี 1900 โดย Elie Metchnikoff ให้ความสนใจว่าเหตุใด            
ชาวบัลแกเรียจึงมีอายุยืน  และพบว่าชาวบัลแกเรียรับประทานโยเกิ ร์ต  ซึ่งเป็นนมหมักด้วยเชือ้ 
Lactobacillus bulgaricus เป็นประจําในชีวิตประจําวนั จึงได้มีสุขภาพดี ในปัจจุบนันอกจากจะมีการใช้
โพรไบโอตกิแบคทีเรียในคนแล้ว ยงัได้มีการใช้ในสตัว์หลายชนิด เช่น หม ูววั และไก่  

โพรไบโอตกิแบคทีเรียจะต้องเป็นจลุนิทรย์ท่ีปลอดภยั ไม่เป็นเชือ้ก่อโรค โดยทัว่ไปได้แก่เชือ้แบคทีเรีย
ในสกุล  Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Bifidobacterium 
และ Weissel ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีสร้างกรดแลคติก  นอกจากนีย้ังมี  Streptococcus, Enterococcus, 
Bacillus, Propionibacterium และ Saccharomyces เป็นต้น ดงันัน้การคดัเลือกโพรไบโอติกแบคทีเรียจึง
นิยมท่ีจะแยกจากอาหารหรือจากระบบทางเดนิอาหาร และโพรไบโอตกิแบคทีเรียควรท่ีจะมีชีวิตอยู่ในระบบ
ทางเดินอาหารได้นาน ดงันัน้โพรไบโอติกแบคทีเรียควรท่ีจะมีคณุสมบตัิ ทนทานต่อสภาวะความเป็นกรด 
ทนต่อเกลือนํา้ดี ทนทานต่อยาปฏิชีวนะ และมีความสามารถในการยึดเกาะท่ีผนงัลําไส้ (Beachey, 1981; 
Hood และ Zottola, 1988; Fuller, 1992) 

 Chukeatirote (2003) ได้สรุปกลไกของเชือ้โพรไบโอติกแบคทีเรียในการส่งเสริมสขุภาพของคนและ
สตัว์โดยอาจเป็นผลมาจาก (1) การทําหน้าท่ีในการรักษาสมดลุของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร ใน
ระบบทางเดนิอาหารของคนมีเชือ้จลุนิทรีย์มากกวา่ 100 ชนิด มีจํานวนประมาณ 1010-1012 เซลล์ ในจํานวน
นีมี้ทัง้แบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์และแบคทีเรียท่ีก่อโรค การรับประทานโพรไบโอติกแบคทีเรียจะเป็นการเพิ่ม
จํานวนประชากรของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ ในสภาวะท่ีเหมาะสมร่างกายควรท่ีจะมีแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์
ประมาณร้อยละ 85 ของแบคทีเรียทัง้หมด (2) การส่งเสริมระบบภมูิคุ้มกนั โพรไบโอติกแบคทีเรียสามารถ
สง่เสริมระบบภมูิคุ้มกนัได้หลายวิธี เช่น เพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของชัน้เย่ือเมือก (mucosa) ของลําใส้ 
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ซึ่งป้องกันการติดเชือ้ หรือสามารถกระตุ้นการทํางานของ induced tumour necrosis factor-α (TNF-α) 
และ interleukin-6 (IL-6) ซึ่งเป็นกลไกของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่เจาะจง (3) การป้องกันมะเร็ง โพรไบโอ
ตกิแบคทีเรียบางชนิดสามารถทําลายสารก่อมะเร็งได้ จงึสามารถช่วยลดความเส่ียงตอ่การเป็นมะเร็ง 
 
 3. โพรไบโอตกิแบคทเีรียในอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตว์นํา้ 

แนวคดิในการใช้โพรไบโอตกิแบคทีเรียในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์นํา้เกิดขึน้มานานกว่า 30 ปี 
โพรไบโอตคิแบคทีเรียท่ีใช้ในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์นํา้แตกตา่งจากนิยามท่ีให้ไว้โดย Fuller (1989) 
กลา่วคือโพรไบโอติกแบคทีเรียท่ีใช้ในสตัว์นํา้มีความหลากหลายกว่าสตัว์บก และไม่จําเป็นต้องอยู่ในระบบ
ทางเดินอาหารเท่านัน้ โพรไบโอติกแบคทีเรียอาจจะอยู่ในระบบทางเดินอาหาร เหงือก หรือผิวหนงัของสตัว์
นํา้ (Harris, 1993) เน่ืองจากสัตว์นํา้อยู่ในสิ่งแวดล้อมท่ีมีเชือ้จุลินทรีย์มากมาย ซึ่งสามารถตรวจพบ
เชือ้จุลินทรีย์ในแหล่งนํา้ได้ในระบบทางเดินอาหารของสตัว์นํา้ หรือในทางกลบักนั สามารถท่ีจะตรวจพบ       
จุลินทีย์ในระบบทางเดินอาหารของสตัว์นํา้ได้ในแหล่งนํา้เช่นกนั (Cahill, 1990) ดงันัน้การใช้โพรไบโอติก
แบคทีเรียในอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์นํา้จึงไม่จําเป็นต้องให้สตัว์กินเสมอไป Moriarty (1999) ได้
เสนอนิยามของโพรไบโอติกแบคทีเรียในสตัว์นํา้วา่ควรท่ีจะหมายรวมถึงการเพิ่มจํานวนจลุินทรีย์ท่ียงัมีชีวิต
และมีประโยชน์ลงในแหลง่นํา้ด้วย 

การใช้โพรไบโอติกแบคทีเรียในอุตสาหกรรมสตัว์นํา้มีวตัถุประสงค์เพ่ือให้สตัว์นํา้มีสุขภาพดี โดย        
วดัจากการมีอตัราการเจริญเพิ่มขึน้ และ/หรือมีอตัราการรอดตายเพิ่มขึน้ ทัง้ในธรรมชาติหรือจากการชกันํา
ให้ติดเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรค มีการศึกษาวิจัยเก่ียวกับการใช้โพรไบโอติกในสัตว์นํา้จํานวนมาก ดังสรุปใน 
ตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1. รายงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้โพรไบโอตกิในสตัว์นํา้ 

โพรไบโอตกิแบคทีเรีย ความสามารถของโพรไบโอตกิแบคทีเรีย เอกสารอ้างอิง 
Aeromonas sp. ◙ ลดอัตราการตายและลดอัตราการตายของตัว

อ่อนของหอยนางรม (Pacific oyster) เม่ือชักนําให้
ตดิเชือ้ Vibrio tubiashii 

Gibson แ ล ะ
คณะ, 1998 

Bacullus coagulans ◙ ลดอตัราการตายและเพิม่กิจกรรมของเอนไซม์ใน
ลกูกุ้ งขาว 

Zhou และ
คณะ, 2008 

Bacillus pumilis และ 
Citrobacter freundii 

◙ ลดอตัราการตายในปลา Oreochromis niloticus 
เม่ือชกันําให้ตดิเชือ้ Aeromonas hydrophila 

Aly และคณะ, 
2008 
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ตารางท่ี 1. (ตอ่) รายงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้โพรไบโอตกิในสตัว์นํา้ 
โพรไบโอตกิแบคทีเรีย ความสามารถของโพรไบโอตกิแบคทีเรีย เอกสารอ้างอิง 

Bacillus megaterium, 
Bacillus polymyxa,  
Bacillus licheniformis และ 
Bacillus subtilis 

◙ เพิ่มอตัราการอยู่รอดและจํานวนเพิ่มผลผลิตของ
ปลาดกุ (channel catfish) 

Queiroz แ ล ะ 
Boyd, 1998 

Bacillus subtilis ◙ สามารถควบคมุการเจริญของ Vibrio harveyi 
และสามารถลดอตัราการตายของตวัออ่นกุ้งกลุาดํา
เม่ือชกันําให้ตดิเชือ้ V. harveyi   

Vaseeharan 
และ 
Ramasamy, 
2003 

Bacillus sp.  ◙ เพิ่มนํ า้หนักตัวของตัวอ่อนของปลาตาเดียว 
(turbot) 
◙ เพิ่มนํา้หนกัตวั เพิ่มอตัราการอยู่รอดของตวัอ่อน
กุ้ งกุลาดํา และลดอตัราการตายเม่ือชกันําให้ติดเชือ้ 
Vibrio harveyi และ Vibrio spp. 
 
 
◙ สามารถป้องกนัการติดเชือ้ Aeromonas caivae, 
A. hydrophila และ Streptococcus sp. ในปลานิล 

Gatesoupe, 
1994 
Rengpipat 
แ ล ะ ค ณ ะ , 
1998 
Dalmin แ ล ะ
คณะ, 2001 
เส า ว นิ ต แล ะ
คณะ, 2546   

Carnobacterium divergens 
 

◙ ลดอตัราการตายของลูกปลาแซลมอน (Atlantic 
salmon)  เ ม่ื อ ชั ก นํ า ใ ห้ ติ ด เ ชื ้อ  Aeromonas 

salmonicida 
◙ ลดอัตราการตายของลูกปลาของปลาคอด
( Atlantic cod)  เ ม่ื อ ชั ก นํ า ใ ห้ ติ ด เ ชื ้ อ Vibrio 
anguillarum 

Gildberg แล ะ
คณะ, 1995 
 
Gildberg แล ะ
คณ ะ , 1997 ; 
1998 
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ตารางท่ี 1. (ตอ่) รายงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้โพรไบโอตกิในสตัว์นํา้ 
โพรไบโอตกิแบคทีเรีย ความสามารถของโพรไบโอตกิแบคทีเรีย เอกสารอ้างอิง 

Carnobacterium sp. ◙ ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Vibrio anguillarum และ 
Aeromonas salmonicida ท่ีแยกได้จากลําไส้และ
มลูของปลา 
◙ ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Vibrio anguillarum 
ท่ีแยกได้จากมลูของปลาตาเดียว (turbot) 
◙ สามารถเจริญได้ในระบบทางเดินอาหารของปลา
เทราท์  (Oncorynchus mykiss) และพบว่ามีการ
ส ร้ า ง ส า ร ยั บ ยั ้ง ก า ร เจ ริญ ข อ ง เ ชื ้อ Vibrio 
anguillarum และ Aeromonas salmonicida 
◙ สามารถควบคมุเชือ้ท่ีเป็นสาเหตขุองการเกิดโรค 
เ ช่ น  Aeromonas salmonicida, Vibrio ordarlii 
แ ล ะ  Yersinia ruckevi ใน ลู ก ป ล า  แ ล ะ ป ล า
Fingerling salmonicida  

Imada แ ล ะ
คณะ, 1985 
 
Olsson แ ล ะ
คณะ, 1998 
 
Jöborn แ ล ะ
คณะ (1997) 
 
 
Robertson 
แ ล ะ ค ณ ะ 
(2000) 

Debaryomyces hansenii ◙ สามารถช่วยเพิ่มการรอดชีวิตของตัวอ่อนปลา 
sea bass (Dicentrarchus labrax) 

Tovar แ ล ะ
คณะ, 2002 

Enterococcus faecium ◙ เพิ่มการเจริญและระบบภมูิคุ้มกนัของปลานิล Wang แ ล ะ
คณะ, 2008 

Flavobacterium sp. ◙ เพิ่มการเจริญของ Chaetoceros gracilis,  
Isochrysis galbana และ Pavlova lutheri 

Suminto แ ล ะ 
Hirayama, 
1997 

Fluorescent pseudomonad ◙ ลดอัตราการตายของปลาแซลมอน  (Atlantic 
salmon)  เ ม่ื อ ชั ก นํ า ใ ห้ ติ ด เ ชื ้อ  Aeromonas 
salmonicida 

Smith แ ล ะ 
Davey, 1993 

Lactobacillus plantarum ◙ ยั บ ยั ้ ง ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง เ ชื ้ อ  Aeromonas 
salmonicida ท่ีปรากฏในการเลีย้ง rotifer 
◙ เพิ่ มอัตราการรอดชีวิตของตัวอ่อนของปลา
ตาเดียว (halibut) 

Gatesoupe, 
1991 
Olafsen, 1998 
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ตารางท่ี 1. (ตอ่) รายงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้โพรไบโอตกิในสตัว์นํา้ 
โพรไบโอตกิแบคทีเรีย ความสามารถของโพรไบโอตกิแบคทีเรีย เอกสารอ้างอิง 

Lactobacillus lactis  
 

◙ ลดการเจริญของ rotifer เม่ือชักนําให้ติดเชื อ้ 
Vibrio anguillarum 

Harzevili แ ล ะ
คณะ, 1998 

Lactobacillus bulgaricus แ ล ะ 
Streptococcus lactis 

◙ เพิ่ มอัตราการรอดชีวิตของตัวอ่อนของปลา
ตาเดียว (turbot) 

García de la 
Banda แ ล ะ
คณะ, 1992 

Lactic acid bacteria ◙ ใช้ LAB เป็นอาหารเลีย้ง rotifer และใช้ rotifer 
เป็นอาหารเลีย้งลูกปลา turbot สามารถต้านทาน
การก่อโรคของ Vibrio เพิ่มขึน้ และมีอัตราการตาย
ลดลง  

Gatesoupe, 
1999 

Pediococcus acidilactici ◙ ล ด อั ต ร า ก า ร ต า ย ข อ ง กุ้ ง  Litopenaeus 
stylirostris เม่ื อชัก นํ าให้ติด เชื อ้  Vibrio sp. และ
สามารถเพิ่มนํา้หนกัตวั 

Castex แ ล ะ
คณะ, 2008 

Pseudomonas fluorescens ◙ ลดอัตราการตายของลูกปลาเทราท์(rainbow 
trout) เม่ือชกันําให้ตดิเชือ้ Vibrio anguillarum 

Gram แ ล ะ
คณะ, 1999 

Streptococcus faecium ◙ มีความสามารถในการเกาะติดกับผนังลําไล้สูง
และสามารถลดปริมาณ Escherichia coli ในลําไส้
ของป ู(Israeli crap) 

Bogut แ ล ะ
คณะ, 1998 

Vibrio alginolyticus ◙ ลดอัตราการตายของลูกปลาของปลาแซลมอน 
(Atlantic salmon) เ ม่ื อ ชั ก นํ า ใ ห้ ติ ด เชื ้อ  Vibrio 
anguillarum และเชือ้ V. ordalii 
◙ เพิ่มนํา้หนกัตวัและการอยู่รอดของกุ้ งขาวตวัเต็ม
วยัและลดปริมาณ V. parahaemolyticus ในกุ้ง 
 
◙ ลดอตัราการตายของ Artemia nauplii เม่ือชกันํา
ให้ตดิเชือ้ V. parahaemolyticus 

Austin แ ล ะ
คณะ, 1995 
 
Garriques 
แ ล ะ  Arevalo, 
1995 
Gomez-Gil 
แ ล ะ ค ณ ะ , 
1998 
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ตารางท่ี 1. (ตอ่) รายงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้โพรไบโอตกิในสตัว์นํา้ 

โพรไบโอตกิแบคทีเรีย ความสามารถของโพรไบโอตกิแบคทีเรีย เอกสารอ้างอิง 
Vibrio pelagius ◙ ลดอัตราการตายของตัวอ่อนของปลาตาเดียว 

(turbot) เม่ือชกันําให้ตดิเชือ้ Aeromonas caviae 
Ringø แ ล ะ 
Vadstein, 
1998 

Vibrio sp. ◙ ล ด อั ต ร า ก า รต า ย ข อ งตั ว อ่ อ น ข อ งห อ ย 
(Argopecten purpuratus) เ ม่ื อ ชัก นํ า ให้ ติ ด เชื อ้ 
Vibrio anguillarum 

Riquelme และ
คณะ, 1997 

 
จากผลของงานวิจยัจํานวนมากทําให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการใช้โพรไบโอติคแบคทีเรียสําหรับ

อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตว์นํา้ แต่กลไกการทําให้สัตว์นํา้มีสุขภาพดียังไม่มีการพิสูจน์ท่ีแน่ชัด 
Verschuere และคณะ (2000) ได้สรุปความเป็นไปได้ของกลไกของโพรไบโอติกแบคทีเรียท่ีทําให้สตัว์นํา้มี
สขุภาพดีโดย ไว้ดงันี ้

  1. ความสามารถในการผลิตสารซึ่งมีผลยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ: โดยท่ีสาร
เหล่าอาจจะ (1) มีผลยับยัง้โดยตรง เช่น สารปฏิชีวนะ สาร bacteriocins, hydrogen peroxide เอนไซม์ 
เช่ น  lysozyme, protease ห รือ  protease inhibitor ห รือ  (2 ) มี ผลยับ ยั ง้ท าง อ้ อม  เช่ น  การหลั่ ง 
siderophores เพ่ือจบัเหล็กในสิ่งแวดล้อม การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง ซึ่งส่งผลให้จลุินทรีย์ใน
ธรรมชาตไิมส่ามารถเจริญได้ (Imada และคณะ, 1985; Nair และคณะ, 1985; Sugita และคณะ, 1997) 

2. ความสามารถในการแก่งแยง่ใช้อาหาร: ในแหลง่นํา้มีจลุนิทรีย์ท่ีใช้สารอินทรีย์เป็นอาหารอยู่
เป็นจํานวนมาก การแก่งแย่งใช้อาหารเป็นสิ่งสําคญัเพ่ือให้มีชีวิตอยู่รอดและสามารถเพิ่มจํานวนประชากร 
Rico-Mora และคณะ (1998) พบว่าแบคทีเรียสามารถยบัยัง้การติดเชือ้ Vibrio alginolyticus ในสาหร่าย  
Skeletonema costatum ได้ ถึงแม้ว่าแบคทีเรียชนิดนีจ้ะไม่สามารถยบัยัง้การเจริญของ V. alginolyticus 
ได้โดยตรง จึงเป็นไปได้วา่ แบคทีเรียชนิดนีน้่าจะมีความสามารถในการแก่งแย่งอาหาร และทําให้การเจริญ
ของ V. alginolyticus ลดลงได้ 

3. ความสามารถในการเกาะตดิกบัเนือ้เย่ือในระบบทางเดนิอาหารหรือผิวหนงั: กลไกนีเ้ป็นการ
แขง่ขนัและปกป้องไมใ่ห้เชือ้ก่อโรคเข้าเจริญในปลาเจ้าบ้าน ซึง่ความสามารถแก่งแย่งเกาะตดิกบัเนือ้เย่ือใน
ระบบทางเดินอาหารสามารถพบได้ในโพรไบโอติกแบคทีเรีย Canobacterium (Jöborn และคณะ, 1997) 
และในเชือ้ ก่อโรค  Vibrio anguillarum และ Aeromonas hydrophila  (Krovacek และคณะ , 1987 ; 
Garcia และคณะ,1997)  

4.สง่เสริมระบบภมูิคุ้มกนัของเซลล์เจ้าบ้าน: องค์ประกอบของผนงัเซลล์โพรไบโอติกแบคทีเรีย 
เช่น lipopolysaccharide, peptidoglycan หรือ glucan มีคุณสมบัติเป็นตัวกระตุ้ นระบบภูมิคุ้ มกันของ



 

 19 

เซลล์เจ้าบ้านตอ่เชือ้ไวรัส แบคทีเรีย เชือ้รา และปรสิต (Raa, 1996) โดยเฉพาะในตวัอ่อนของปลา กุ้ ง และ
สตัว์ไม่มีกระดกูสนัหลงัอ่ืนๆ เน่ืองจากมีภมูิคุ้มกนัแบบไม่จําเพาะตํ่ากวา่ตวัเต็มวยั ซึง่มีความจําเป็นสําหรับ
ตอ่ต้านการเข้าทําลายของเชือ้ก่อโรคได้ (Söderhäll และ Cerenius, 1998)  

5. ความสามารถในการปรับปรุงคณุภาพของนํา้: โพรไบโอติก Bacillus spp. มีความสามารถ
ท่ีจะใช้สารอินทรีย์ในนํา้ได้ดี ช่วยให้นํา้สะอาดขึน้ และส่งเสริมอตัราการเจริญของตวัอ่อนกุ้ ง และช่วยลด
จํานวนของ vibrios ในนํา้ (Stanier และคณะ, 1963) 
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วธีิดาํเนินการวจิัย 
 

1. จุลินทรีย์และปลาที่ใช้ในการทดลอง 
1. รา Aphanomyces invadans สายพนัธุ์ NJM9510 ด้วยความอนเุคราะห์จาก Prof. Dr. Kishio Hatai 

(Division of Fish Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, Nippon Veterinary and Animal 
Science University ประเทศญ่ีปุ่ น) 

2. ปลาช่อน จํานวน 1 ตวั ซือ้จากฟาร์มปลาในจงัหวดัสพุรรณบรีุ  
ปลาช่อนและปลาตะโกก จํานวนละ 1 ตัว ซือ้จากคนจับปลาในคลองหนองดินแดง อ. เมือง                   
จ. นครปฐม 
ปลาช่อน ปลาดกุ และ ปลานิล จํานวนละ 1 ตวั ซือ้จากตลาด อ. เมือง จ. นครปฐม 
 

2. การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 
อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. อาหารกึง่แข็ง 

1.1 สว่นผสมอาหารกึ่งแข็งประกอบด้วย 
Peptone (Lab M, UK.) 10 กรัม 
 Beef extract (BIOMARK, India) 3 กรัม 
 Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 5 กรัม 
 Agar (HIMedia Laboratory, India) 3 กรัม 

1.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลิตร และใสห่ลอดขนาด 10x50 มิลลิลติร หลอดละ 3 
มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้เป็น agar tall  

  
2. อาหารเลีย้งเชือ้ Blood agar 
2.1 สว่นผสม Blood agar base, pH 6.6–7.0 

 Beef Heart, Infusion form (Scharlau Chemie, Spain) 500 กรัม 
   Tryptone (Sisco, India) 10 กรัม 
   Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 5 กรัม 
   Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 
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2.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 950 มิลลลิิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งท่ี 6.8 แล้วฆ่า
เชือ้ด้วยการนึง่ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
และอุน่ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส 

2.3 เตรียม Defibrinated blood โดยเจาะเลือดกระต่ายด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ใส่ในขวดรูปชมพู่ท่ีมี
ลกูแก้วจํานวนมาก (ปลอดเชือ้) แกวง่ขวดรูปชมพู่ตลอดเวลาจนไฟบรินในเลือดจบักบัลกูแก้วจน
หมด 

2.4 ผ ส ม  Defibrinated blood ป ริม าต ร  50 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ล ง ใน  blood agar base ป ริม าต ร               
950 มิลลลิติรและใสจ่านเพาะเชือ้ 
 

3. Carbohydrate fermentation broth 

3.1 สว่นผสม Phenol red broth base, pH 7.2–7.6 
Peptone  (Lab M, UK.)10 กรัม 
Beef extract (BIOMARK, India)  1 กรัม 
Sodium chloride (UNIVAR, Australia)  5 กรัม 
Phenol red (RANKEM, India) 0.018 กรัม 

3.2 ละลายส่วนประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.4 แล้ว
ฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา        
15 นาที 

3.3 เตรียมสารละลายนํา้ตาล  glucose, lactose, sucose manose และ adonitose ให้มีความ
เข้มข้นร้อยละ 10 ชนิดละ 100 มิลลิลิตร แล้วทําให้ปลอดเชือ้โดยวิธีกรองผ่านแผ่นกรองท่ีมีรู 

0.45 m 
3.4 ผสม  Phenol red broth base ปริมาตร  900 มิลลิลิตร  กับสารละลายนํ า้ตาล  ปริมาตร           

100 มิลลลิติร และเตรียมเป็นอาหารเหลวในหลอดปลอดเชือ้หลอดละ 3–5 มิลลลิติร 
 

4. Christensen urea agar 
4.1สว่นผสม Urea broth base ประกอบด้วย 

Peptone  (Lab M, UK.) 1 กรัม 
Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 5 กรัม 
Monopotassium hydrogen phosphate (UNIVAR, Australia) 2 กรัม 
Glucose (UNIVAR, Australia) 1 กรัม 
Phenol red (RANKEM, India) 0.012 กรัม 
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Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 
4.2 ละลายส่วนประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.4 แล้ว

ฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา          
15 นาที  และอุน่ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส 

4.3 ละลาย urea ปริมาตร 2 กรัม ในนํา้กลัน่ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วทําให้ปลอดเชือ้โดยกรอง

ผา่นแผน่กรองท่ีมีรู 0.45 m 
4.4 ผสมสารละลาย urea ปริมาตร 100 มิลลลิติร และ urea broth base ปริมาตร 900 มิลลลิติร จน

เข้ากันดี แล้วใส่หลอดปลอดเชือ้ ประมาณ 3–4 มิลลิลิตรต่อหลอด และเอียงหลอดเป็น agar 
slant 

 
5. Decarboxylase broth 

5.1 สว่นผสม decarboxylase broth base ประกอบด้วย 
Peptone (Lab M, UK.)  5 กรัม 
Beef extract (BIOMARK, India) 5 กรัม 
Glucose (UNIVAR, Australia) 0.5 กรัม 
Pyridoxal (Sigma, USA) 5.0 กรัม 
Bromcresol purple (BDH Chemical, England) 0.1 กรัม 
Cresol red (BDH Chemical, England) 0.005 กรัม 

5.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร  
5.3 ละลายกรดอะมิโนท่ีใช้ทดสอบ (L-lysine, L-ornithine หรือ L-arginine) ปริมาตร 1 กรัม ลงใน 

decarboxylase broth base ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 6.0 แล้วใส่
หลอดขนาด  10x50 มิลลิลิตร หลอดละ  3 มิลลิลิตร แล้วฆ่าเชื อ้ ด้วยการนึ่ ง ท่ีอุณหภูมิ             
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
6. MR-VP broth 

6.1 สว่นผสม MR-VP broth ประกอบด้วย 
Polypeptone (LAB-SCAN, Poland) 7 กรัม 
Glucose (UNIVAR, Australia) 5 กรัม 
Dipotasium hydrogen phosphate (Guangzhou Jinhuada Chemical, Chian) 5 กรัม 
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6.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 6.9 และใสห่ลอด
ขนาด  10x50 มิลลิลิตร  หลอดละ  7 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชื อ้ ด้วยการนึ่ ง ท่ีอุณหภูมิ                 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

7. MRS agar 
7.1 สว่นผสม MRS broth ประกอบด้วย 

อาหารสําเร็จรูป MRS (BIOMARK) 55.15 กรัม 
Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 

7.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 6.8 แล้วนําไปฆ่า
เชือ้ด้วยการนึง่ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที
และใสจ่านเพาะเชือ้ 
 

8. MRS broth 

8.1 สว่นผสม MRS broth ประกอบด้วย 
อาหารสําเร็จรูป MRS (BIOMARK) 55.15 กรัม 

8.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 6.8 และใสห่ลอด
ขนาด  10x50 มิลลิลิตร  หลอดละ  7 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชื อ้ ด้วยการนึ่ ง ท่ีอุณหภูมิ             
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

9. Nutrient broth (NB) 
9.1 สว่นผสม Nutrient broth ประกอบด้วย 

Beef extract (BIOMARK, India) 3 กรัม 
Peptone  (Lab M, UK.) 5 กรัม 

9.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 6.8 และใสห่ลอด
ขนาด  10x50 มิลลิลิตร  หลอดละ  7 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชื อ้ ด้วยการนึ่ ง ท่ีอุณหภูมิ                
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

10. Nutrient agar (NA) 
10.1 สว่นผสม Nutrient broth ประกอบด้วย 

Beef extract (BIOMARK, India) 3 กรัม 
Peptone (Lab M, UK.) 5 กรัม 
Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 



 

 24 

10.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 6.8 แล้วนําไป
ฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาที และใสจ่านเพาะเชือ้ 

11. OF medium 
11.1 สว่นผสม OF medium ประกอบด้วย 

Peptone (Lab M, UK.) 2 กรัม 
Glucose (UNIVAR, Australia) 10 กรัม 
Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 5 กรัม 
Dipotasium hydrogen phosphate (Guangzhou Jinhuada Chemical, Chian)  0.3 กรัม 
Bromthymol blue (BDH Chemical, England) 0.05 กรัม 
Agar (HIMedia Laboratory, India)   3 กรัม 

11.2 ละลายส่วนประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลิตร และใส่หลอดขนาด 10x50 มิลลิลิตร หลอด
ละ 3 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน              
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้เป็น agar tall  

 
12. อาหารเลีย้งเชือ้ชนิด PG-1 (Peptone Glucose-1) Agar 

12.1 สว่นผสมของ Salt solution ประกอบด้วย 
MgCl2.2H2O (UNIVAR, Australia) 1.7  กรัม 
CaCl2.2H2O (RANKEM, India)1.45 กรัม 
FeCl3.2H2O (QREC, New Zealand) 0.2 กรัม 
KCl (RANKEM, India) 3.7 กรัม 
Na2EDTA (AMRESCO, USA) 0.55 กรัม 

12.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร 
12.3 สว่นผสมของ Primary phosphate buffer ประกอบด้วย 

Na2HPO4.2H2O (UNILAB, Australia)   23.7 กรัม  
12.4 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร 
12.5 สว่นผสมของ Secondary phosphate buffer ประกอบด้วย 

NaH2PO4.2H2O (UNILAB, Australia) 18.4 กรัม  
12.6 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลติร 
12.7 สว่นผสมของ PG-1 base ประกอบด้วย 

Mycological peptone (OXOID) 6 กรัม 
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Glucose (UNIVAR, Australia) 3 กรัม 
Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 

12.8 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 800 มิลลลิติร ลงในขวดรูปชมพู ่
12.9 ตวง Salt solution ปริมาตร 100 มิลลลิติร ลงในขวดรูปชมพู ่
1 2 .1 0  ต ว ง  Primary phosphate buffer แ ล ะ  Secondary phosphate buffer อ ย่ า ง ล ะ               

50 มิลลลิติร ลงในขวดรูปชมพู ่
12.11 นําสารละลาย PG-1 base, salt solution และ phosphate buffer ไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที แล้วจงึนํามาผสมกนั 
 

13. Simmons citrate agar 
13.1 สว่นผสม Nutrient broth ประกอบด้วย 

Magnesium sulfate (Fluka Chemika, USA) 0.2 กรัม 
Monoammonium phosphate (UNIVAR, Australia) 1 กรัม 
Dipotasium hydrogen phosphate (Guangzhou Jinhuada Chemical, Chian) 1 กรัม 
Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 2 กรัม 
Sodium citrate  (UNIVAR, Australia) 2 กรัม 
Bromthymol blue (BDH Chemical, England) 0.08 กรัม 
Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 

13.2 ละลายส่วนประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 6.8 และใส่
หลอดขนาด 10x50 มิลลิลิตร หลอดละ 7 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที และเอียงหลอดเป็น 
agar slant 

 
14. Triple sugar iron (TSI) agar 

14.1 สว่นผสม Triple sugar iron ประกอบด้วย 
Beef extract (BIOMARK, India) 3 กรัม 
Yeast extract (Lab M, UK.) 3 กรัม 
Peptone  (Lab M, UK.) 15 กรัม 
Proteose peptone (HIMedia Laboratory, India) 5 กรัม 
Lactose (BIOBASIC, Canada) 10 กรัม 
Saccharose (UNIVAR, Australia) 10 กรัม 



 

 26 

Dextrose (UNIVAR, Australia) 1 กรัม 
Ferrous sulfate (QREC, New Zealand)  0.2 กรัม 
Sodium thiosulfate (Lab M, UK.) 0.3 กรัม 
Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 5 กรัม 
Phenol red (RANKEM, India)  0.024 กรัม 
Agar (HIMedia Laboratory, India)   15 กรัม 

14.2 ละลายส่วนประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.4 และใส่
หลอดขนาด 10x50 มิลลิลิตร หลอดละ 7 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที และเอียงหลอดเป็น 
agar slant 

 
15. Tryptone broth 

15.1 สว่นผสม Tryptone broth ประกอบด้วย 
Tryptone (Sisco, India) 8 กรัม 
Yeast extract (Lab M, UK.)  5 กรัม 
Sodium chloride (UNIVAR, Australia) 2.5 กรัม 

15.2 ละลายส่วนประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 1 ลิตร และใส่หลอดขนาด 10x50 มิลลิลิตร หลอด
ละ 7 มิลลิลิตร แล้วนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน             
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
สารเคมี 

1. Benzocaine 
1.1 สารละลาย Benzocaine ประกอบด้วย 
      Benzocaine (Sigma, USA) 10 กรัม 
1.2 ละลายสว่นประกอบในแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 100 ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
 

2. Catalase reagent 
1.1 สารละลาย Benzocaine ประกอบด้วย 

 H2O2 ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 35 ปริมาตร 3 มิลลลิติร 
1.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 32 มิลลลิติร 
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3. Gram stain ประกอบด้วย 
3.1 Gram crystal violet ประกอบด้วย 

Solution A ประกอบด้วย 
Crystal violet (90% dye content; LOBA Cheme, India) 10 กรัม 
95% Ethanol (MERCK, USA) 100 มิลลลิติร 

Solution B ประกอบด้วย 
Ammonium oxalate (Guangzhou Jinhuada Chemical, Chian) 4 กรัม 
Distilled water 400 มิลลลิติร 

ผสม solution A กบั B เข้าด้วยกนั ตัง้ไว้ 24 ชัว่โมง แล้วกรองก่อนใช้ 
3.2 Gram iodine ประกอบด้วย 

Iodine (Fluka Chemika, USA) 2 กรัม 
Potassium iodide (KI; J.T. Baker, USA) 4 กรัม 
นํา้กลัน่ 600 มิลลลิติร 
 ผสมและเก็บในขวดสีชา 

3.3 Decolorizing agent 
95% Ethanol (MERCK, USA) 

3.4 Gram safranin O ประกอบด้วย 
Safranin O (BDH, England) 0.25 กรัม 
95% ethanol (MERCK, USA)  10 มิลลลิติร 
นํา้กลัน่ 100 มิลลลิติร 
ผสมและเก็บในขวดสีชา 
 

4. KOH 
1.1 สารละลาย KOH ประกอบด้วย 

KOH (BDH, England) 40 กรัม 
1.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
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5. Kovac indole reagent 
5.1 Kovac indole reagent ประกอบด้วย 

Pure amyl หรือ isoamyl alcohol (Fluka Chemika, USA) 150 มิลลลิติร 
p-Dimethylaminobenzaldehyde (Fluka Chemika, USA) 10 กรัม 
HCl (conc.; J.T. Baker, USA))  50 มิลลลิติร 

5.2 ผสมและเก็บไว้ในขวดสชีา ท่ีอณุหภมูิ 4–10 องศาเซลเซียส 
 

6. Methyl red Indicator 
6.1 Methyl red Indicator ประกอบด้วย 
 Methyl red (Fluka Chemika, USA) 0.1 กรัม 
6.2 ละลายสว่นประกอบในแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95 ปริมาตร 200 มิลลลิติร 

 
7. 1-naphthol 

6.1 Methyl red Indicator ประกอบด้วย 
 1-naphthol (Fluka Chemika, USA)  5 กรัม 
6.2 ละลายสว่นประกอบในแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 100 ปริมาตร 100 มิลลลิติร 

 
8. Oxidase reagent 

8.1 Oxidase reagent ประกอบด้วย 
p-Aminodimethylaniline oxalate (Fluka Chemika, USA) 0.3 g 

8.2 ละลายสว่นประกอบในนํา้กลัน่ ปริมาตร 30 มิลลลิติร เก็บไว้ในขวดสีชา และใช้ภายใน 2–3 วนั 
  
3. การคัดแยกเชือ้แบคทเีรีย 

1. นําตวัอย่างปลาเป็นจากแหลง่ต่างๆ (ท่ีระบไุว้ในข้อ 1) ใสใ่นกะละมงั เติมนํา้ให้ท่วมตวัปลา และหยด
สารละลาย Benzocaine ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพ่ือให้ปลาหยุดการ
เคล่ือนไหว 

2.  เม่ือปลาสลบ ผา่ท้องปลาด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ 
3.  ใช้ก้านไม้สําลีป้ายบริเวณกระเพาะและทางเดินอาหารของปลา และลากลงบนอาหารเลีย้งเชือ้สตูร 

Nutrient agar (NA) และอาหารสตูร deMan, Rogosa and Sharpe agar (MRS) และบ่มท่ีอณุหภมูิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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4. ใช้ห่วงแยกเข่ียเชือ้แบคทีเรียจากข้อ 3 และลากลงบนอาหารสูตร NA หรือ MRS บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้ได้โคโลนีเด่ียว 

5.  ใช้ห่วงแยกเข่ียเชือ้แบคทีเรียบริสทุธ์ิจากข้อ 4 และแกว่งในอาหารเหลวสตูร NB หรือ MRS broth บ่ม
ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

6.  ใช้ปิเปตดดูแบคทีเรียในอาหารเหลว NB หรือ MRS broth จากข้อ 5 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม glycerol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง 
ผสมให้เข้ากนั และเก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือเป็นหวัเชือ้  

 
4. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียต่อการยับยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans 
ด้วยเทคนิค point inoculation 
1.  เลีย้งรา A. invadans ในอาหารเลีย้งเชือ้สตูร PG-1 นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา     
5 วนั 

2.  ทําการต่อเชือ้ A. invadans ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้สตูร PG-1 จานใหม่โดยใช้อุปกรณ์เจาะไม้คอร์ค 
เจาะปลายเส้นใยแล้วนํามาวางไว้ตรงกลางจานอาหารใหม ่บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
3 วนั 

3.  ใช้เข็มเข่ียแตะเชือ้แบคทีเรียท่ีแยกได้จากกระเพาะปลาอาย ุ1 วนั มาทําจดุลงบนจานอาหารท่ีเลีย้งรา
อายุ 3 วัน โดยใช้เข็มเข่ียแตะแบคทีเรีย ลงบนจาน 2 จุด และนํา้กลั่น 2 จุด (ชุดควบคุม) บ่มท่ี
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

4. สงัเกตและวดัขนาด inhibition zone ท่ีเกิดขึน้ระหวา่งระหวา่งแบคทีเรียและรา 
5.  ทําการทดลองเชือ้ละ 3 ซํา้ 
6.  คดัเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ีเกิด inhibition zone ระหวา่งแบคทีเรียและราเพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป 

 
5. การวัดการเจริญของแบคทเีรีย 

1. นํ า เชื อ้แบคที เรีย ถ่ายลงในอาหารเหลวสูตร  MRS ป ริมาตร  10  มิ ลลิลิต ร  บ่ม ท่ีอุณ หภูมิ                         
25 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

2. ใช้ปิเปตดดูเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวสตูร MRS ท่ีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากับ 6.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขย่าท่ี
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.  วดัการเจริญของเชือ้ โดยนําอาหารเลีย้งเชือ้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร 
ทกุๆ 1 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และจดบนัทกึ 

4.  ทําการทดลองเชือ้ละ 3 ซํา้ 
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6. การศึกษาความสามารถในการทนต่อกรด 
1. นําเชือ้แบคทีเรียถ่ายลงในอาหารเหลวสูตร NB หรือ MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ              
25 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

2. ใช้ปิเปตดดูเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวสตูร NB หรือ MRS ท่ีการปรับค่าความเป็น
กรด-ด่างเท่ากบั 2 3 4 5 และ 6 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และบ่มท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส 
ในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.  วดัการเจริญของเชือ้ โดยนําอาหารเลีย้งเชือ้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร 
และจดบนัทกึ 

4.  ทําการทดลองเชือ้ละ 3 ซํา้                    
 

7. การศึกษาความสามารถในการทนต่อนํา้ดเีกลือ 
1. นําเชือ้แบคทีเรียถ่ายลงในอาหารเหลวสูตร NB หรือ MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ           
25 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

2.  ใช้ปิเปตดดูเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวสตูร NB หรือ MRS ท่ีเติมนํา้ดีเกลือท่ีความ
เข้มข้นร้อยละ 0 0.15 และ 0.30 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ใน
เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.  วดัการเจริญของเชือ้ โดยนําอาหารเลีย้งเชือ้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร 
และจดบนัทกึ 

4.  ทําการทดลองเชือ้ละ 3 ซํา้    
 

8. การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
1.  นําเชือ้แบคทีเรียถ่ายลงในอาหารแข็งสตูร NA หรือ MRS บ่มท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง 

2. ใช้เข็มเข่ียแตะเชือ้แบคทีเรียมาจุดลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ blood agar 4 ตําแหน่ง บ่มท่ีอุณหภูมิ              
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.  สงัเกตดลูกัษณะบริเวณใสท่ีเกิดขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ blood agar 
4.  ทําการทดลองเชือ้ละ 3 ซํา้ 
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9. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัตทิางชีวเคมี 
1.  การติดสีแกรม: นําแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารแข็งสตูร NA หรือ MRS อาย ุ24 ชัว่โมง มาย้อมดกูาร

ตดิสีแกรม ศกึษารูปร่างและการจดัเรียงตวัของเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
2. การทดสอบการเคล่ือนท่ี: ใช้เข็มเข่ียแตะเชือ้แบคทีเรียจากอาหารเหลวสูตร NB ลงในอาหารสูตร

อาหารกึ่งแข็ง ให้ลึกประมาณ 2/3 ของหลอดทดลอง บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง 

3. การสร้างออกซิเดส: หยด oxidase reagent ลงบนกระดาษกรอง 1-2 หยด ใช้ห่วงเข่ียเชือ้แบคทีเรีย
จากอาหารสตูร NA slant และป้ายลงบน oxidase reagent 

4. การสร้างคะตะเลส: หยด catalase reagent ลงบนแผ่นสไลด์ 1-2 หยด ใช้ห่วงเข่ียเชือ้แบคทีเรียจาก
อาหารสตูร NA slant และป้ายลงบน catalase reagent 

5. การทดสอบการออกซิไดส์และการหมกั: ใช้เข็มเข่ียแตะเชือ้แบคทีเรียจากอาหารเหลวสตูร NB ลงใน
อาหารสูตร OF medium ให้ลึกประมาณ 2/3 ของหลอดทดลอง จํานวน 2 หลอด เทพาราฟินเหลว
ปลอดเชือ้ปิดทบัผิวหน้าอาหาร 1 หลอด และอีกหลอดหนึ่งไม่ต้องปิดทบัผิวหน้าอาหารด้วยพาราฟิน
เหลวปลอดเชือ้ บม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

6. การสร้างยูริเอส: ใช้ห่วงแตะเชือ้แบคทีเรียจากอาหารเหลวสูตร NB ลงในอาหารสูตร Christensen 
urea agar slant และบม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

7. การทดสอบ TSI: ใช้เข็มเข่ียแตะเชือ้แบคทีเรียจากอาหารเหลวสูตร NB ลงในอาหารสูตร TSI agar 
slant ให้ลึกประมาณ 2/3 ของหลอดทดลอง แล้วใช้เข็มเข่ียอนัเดิมลากเชือ้ลงบนผิวหน้าอาหาร และ
บม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

8. การสร้างอินโดล: ใช้ปิเปตดูดเชือ้แบคทีเรีย ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารสูตร tryptone 
broth บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และหยดด้วย Kovacs indole 
reagent 5-10 หยด เขยา่แรงๆ แล้วตัง้ทิง้ไว้ให้ amylalcohol แยกชัน้และเกิดปฏิกิริยานาน 1 นาที 

9. การทดสอบเมทิลเรด: ใช้ปิเปตดดูเชือ้แบคทีเรีย ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารสตูร MR-VP 
broth บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และแบ่งอาหารเลีย้งเชือ้ ปริมาตร             
1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง แล้วหยดด้วย methyl red reagent 1-2 หยด โดยให้นํา้ยาค่อยๆ 
ไหลไปตามข้างหลอดทดลองและไมต้่องเขยา่ 

10. การทดสอบ Voges-Proskauer test (MR-VP test): ใช้ปิเปตดดูเชือ้แบคทีเรีย ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ถ่ายลงในอาหารสูตร MR-VP broth บ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั และแบ่ง
อาหารเลีย้งเชือ้ ปริมาตร 1 มิลลลิติร ใสล่งในหลอดทดลอง หยดด้วยสารละลาย KOH ท่ีความเข้มข้น
ร้อยละ 40 และ 1-naphthol อย่างละ 5-10 หยด เขย่าแรงๆ แล้วตัง้ทิง้ไว้ให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา                   
30 นาที  
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11. การใช้ซิเตรต: ใช้ห่วงแตะเชือ้แบคทีเรียจากอาหารเหลวสตูร NB ลงในอาหารสตูร Simmons citrate 
agar slant และบม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

12. การใช้กรดอะมิ โน : ใช้ห่ วงแตะเชื อ้แบคที เรียจากอาหารเหลวสูตร  NB ลงในอาหารสูตร 
decarboxylase broth และบม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

13. การใช้นํา้ตาล: ใช้ปิเปตดดูเชือ้แบคทีเรีย ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงใน carbohydrate fermentation 
broth และบม่เชือ้ทัง้หมดท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 
10. การหาลาํดบันิวคลีอกิของ 16S rDNA 

1.  ตรวจหาลําดบักรดนิวคลีอิกของ 16S rDNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่ โดยปิเปตสารดงัต่อไปนีล้ง
ในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลลิติร 
บฟัเฟอร์สําหรับเอ็นไซม์ดีเอ็นเอพอลเิมอเรสท่ีความเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 5 ไมโครลติร 
แมกนีเซียมคลอไรด์ท่ีความเข้มข้น 25 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร   ปริมาตร 4 ไมโครลติร 
ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลา ปริมาตร 1 ไมโครลติร 
ไพร์เมอร์ 008F ท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลา      ปริมาตร 1 ไมโครลติร 
ไพร์เมอร์ 517R ท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลา      ปริมาตร 1 ไมโครลติร 
เอ็นไซม์ดีเอ็นเอพอลเิมอเรส            ปริมาตร 0.5 ไมโครลติร 
นํา้                   ปริมาตร 36.5 ไมโครลติร 
เซลล์แบคทีเรีย                ปริมาตร 1 ไมโครลติร 
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ 008F คือ AAACTYAAAKGAATTGACGG 
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ 517R คือ ACGGGCGGTGTGTGTRC 

2.  นําหลอดทดลองใสล่งในเคร่ืองเคร่ืองเทอร์มอลไซเคลอร์ (ESCO รุ่น Swift TM mini Thermal cycler) 
และทําปฏิกิริยาลกูโซ่ ด้วยโปรแกรม (1) อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เป็นจํานวน            
1 รอบ (2) อณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, อณุหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
30 วินาที  และ อุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  เป็นจํานวน  30 รอบ  และ                 
(3) อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที เป็นจํานวน 1 รอบ 

3. ตรวจสอบชิน้ส่วนของ 16S rDNA โดยนําผลของปฏิกิริยาลกูโซ่มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าในอกาโรส
เจลท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1.2 

4. แยกชิน้ส่วนของ 16S rDNA ออกจากอกาโรสเจลโดยทําตามวิธีการของ Agarose gel DNA 
extraction kit (UltraClean TM 15 DNA Purifikation Kit, MO BIO) 
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5. หาลําดบัเบสโดยใช้บริการของบริษัท วอร์ดเมดิค จํากดั และเปรียบเทียบลําดบัเบสท่ีได้กบัข้อมลูใน
ฐ า น ข้ อ มู ล ข อ ง  The National Center for Biotechnology Information (NCBI; 
www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
11. การผลิตสปอร์รา Aphanomyces invadans 

1.  เลีย้งรา A. invadans ในขวดรูปชมพู่ขนาด 100 มิลลิิตร ท่ีมีอาหารสตูร PG-1 ปริมาตร 50 มิลลิลติร 
ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 60 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 วนั 

2.  ป่ันเส้นใยราจากข้อ 1 จํานวน 3 ขวด ด้วยเคร่ืองป่ัน 
3.  เทเส้นใยราท่ีป่ันลงในขวดขนาด 300 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารสตูร PG-1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ

เลีย้งราท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 60 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 วนั 
4.  ล้างเส้นใยราด้วยนํา้จากแหล่งนํา้ธรรมชาติท่ีฆ่าเชือ้แล้ว 3 ครัง้ ห่างกนัครัง้ละ 1 ชัว่โมง และกระตุ้น

การสร้างสปอร์โดยเลีย้งราในขวดขนาด 3000 มิลิลิตร ท่ีมีนํา้จากแหล่งนํา้ธรรมชาติท่ีฆ่าเชือ้แล้ว 
ปริมาตร 750 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 60 รอบต่อนาที เป็นเวลา           
20 ชัว่โมง 

5.  กรองเพ่ือแยกเส้นใยออกจากสปอร์ และนบัจํานวนสปอร์โดยใช้ haemacytometer 
 
12. การศึกษาผลของความเข้มข้นของ zoospore ของรา Aphanomyces invadans ต่อการชักนําให้

เกิดโรค EUS ในปลาช่อน 
1.  เลีย้งปลาช่อนขนาดตวัละประมาณ 55±5 กรัม จํานวน 3 ตวั ในตู้ปลาขนาด 12 x 24 x 18 นิว้ ท่ี

อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เพ่ือให้ปลาได้ปรับตวั 
2. ปรับระดบันํา้ในตู้ปลาให้มีปริมาตร 15 ลิตร และเติมสปอร์ราท่ีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 105, 106 

หรือ 107 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 
3. บนัทึกการตายของปลาเป็นเวลา 15 วนั และตรวจหาราจากเนือ้เย่ือปลาและ/หรือแยกเชือ้ราบริสทุธ์ิ

จากเนือ้เย่ือปลาเพ่ือยืนยนัวา่การตายของปลาเกิดจากรา A. invadans 
4.  ทําการทดลอง 3 ซํา้ 
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13. การศึกษาความสามารถของโพรไบโอตกิแบคทเีรียที่แยกได้ในการควบคุมโรค EUS ในปลา 
1.  แบง่ปลาช่อนขนาดตวัละประมาณ 45±5 กรัม เป็น 7 กลุม่ๆ ละ 3 ตวั  

กลุม่ท่ี 1 เป็นชดุควบคมุการไมเ่กิดโรค โดยไมทํ่าการใสส่ปอร์ราและโพรไบโอตกิแบคทีเรีย  
กลุม่ท่ี 2 เป็นชดุควบคมุการเกิดโรค โดยทําการใสส่ปอร์รา  
กลุม่ท่ี 3 เป็นชดุทดลอง โดยทําการใสโ่พรไบโอตกิแบคทีเรีย 
กลุ่มท่ี 4 เป็นชุดทดลอง โดยเลีย้งปลาร่วมกับโพรไบโอติกแบคทีเรียเป็นเวลา 14 วัน (โดยใส ่          

โพรไบโอติกแบคทีเรียครัง้เดียว) ก่อนทําการเติมสปอร์รา (เพ่ือศึกษาความสามารถในการ
ป้องกนัโรค) 

กลุ่มท่ี 5 เป็นชุดทดลอง โดยเลีย้งปลาร่วมกับโพรไบโอติกแบคทีเรียเป็นเวลา 14 วัน (โดยใส ่        
โพรไบโอติกแบคทีเรียทกุๆ 3 วนั) ก่อนทําการเติมสปอร์รา (เพ่ือศกึษาความสามารถในการ
ป้องกนัโรค) 

กลุ่มท่ี 6 เป็นชุดทดลอง โดยเลีย้งปลาร่วมกบัสปอร์รา เป็นเวลา 3 วนั ก่อนทําการเติมโพรไบโอติก
แบคทีเรีย โดยใสโ่พรไบโอตกิแบคทีเรียครัง้เดียว (เพ่ือศกึษาความสามารถในการรักษาโรค) 

กลุ่มท่ี 7 เป็นชุดทดลอง โดยเลีย้งปลาร่วมกบัสปอร์รา เป็นเวลา 3 วนั ก่อนทําการเติมโพรไบโอติก
แบคทีเรีย โดยใส่โพรไบโอติกแบคทีเรียทุกๆ 3 วนั (เพ่ือศึกษาความสามารถในการรักษา
โรค) 

2.  เลีย้งปลาในตู้ปลาขนาด 12 x 24 x 18 นิว้ ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนัเพ่ือให้ปลา
ปรับตวั 

3.  ปรับระดับนํา้ในตู้ ปลาให้มีปริมาตร 15 ลิตร และเติมสปอร์ราท่ีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ                  
106 สปอร์ตอ่มิลลลิติร และ/หรือโพรไบโอตกิ ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 104 เซลล์ตอ่มิลลลิติร  

4. บนัทึกการตายของปลาเป็นเวลา 15 วนั และตรวจหาราจากเนือ้เย่ือปลาและ/หรือแยกเชือ้ราบริสทุธ์ิ
จากเนือ้เย่ือปลาเพ่ือยืนยนัวา่การตายของปลาเกิดจากรา A. invadans 

5. ทําการทดลอง 4 ซํา้ 
 
14. สถติทิี่ใช้ในการทดลอง 
1. วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของข้อมูลจากผลการทดลองโดยใช้โปรแกรม SPSS ด้วยสถิต ิ 

One-Way ANOVA และ Tukey’s test โดยทดสอบทกุการทดลองท่ีระดบันยัสําคญัเท่ากบั P≤0.05  
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ผลการวจิัย 
 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลาและการทดสอบความสามารถในการยับยัง้การ
เจริญของรา Aphanomyces invadans 

เ ม่ื อ ทํ า ก า ร เก็ บ ตั ว อ ย่ า งป ล าป ล า ช่ อ น  (Channa striatus Block) แ ล ะป ล าต ะ โก ก 
(Cyclocheilichtys enoplos Bleeker) จากแหล่ งนํ า้ธรรมชาติจากคลองหนองดินแดง  อ .เมือง                       
จ .น ค รป ฐม  แ ล ะป ล า ช่ อ น  ป ล าดุ ก อุ ย  (Clarias macrocephalus Günther) แ ล ะ  ป ล า นิ ล                    
(Tilapia orechromis Niloticus) จากตลาดใน จ. นครปฐม และนํามาแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหาร
ของปลาโดยการ streak plate ลงในอาหารสูตร NA และ MRS สามารถแยกแบคทีเรียได้ทัง้หมด             
60 ไอโซเลท  โดยตัง้ช่ือเป็นไอโซเลท  MSU001 ถึง MSU060 แล้วจึงนําแบคทีเรียทัง้หมดมาทดสอบ
ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans ซึง่เป็นสาเหตขุองโรค EUS ด้วย
เทคนิค point inoculation พบว่ามีแบคทีเรีย 10 ไอโซเลท  ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อรา A. invadans ซึ่งมีค่า 
inhibition index ระหวา่ง 0.3-1.6 (ภาพท่ี 1 และ ตารางท่ี 2) 
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ภาพท่ี 1. การยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans โดยแบคทีเรียไอโซเลท  MSU001 (ก), MSU003 
(ข), MSU027 (ค), MSU033 (ง), MSU037 (จ), MSU040 (ฉ), MSU046 (ช), MSU049 (ซ), MSU050 (ญ) และ 
MSU052 (ฏ) ด้วยเทคนิค point inoculation (point inoculation 3 ตําแหน่ง ชดุควบคมุ 1 ตําแหน่ง) 
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ตารางท่ี 2. ชนิดของปลา แหล่งตวัอย่างปลา และความสามารถของแบคทีเรียในการยับยัง้การเจริญของรา 
Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับนอาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

ชนิดและแหลง่ตวัอยา่งปลา 
ไอโซเลทของ

แบคทีเรียท่ีแยกได้ 
Inhibition index1 กลุม่2 

ชดุควบคมุ นํา้กลัน่ 0 a 

ปลาช่อน 
(Channa striatus) 
ตลาดนครปฐม 

MSU001 1.25±0.19 f, g 
MSU002 0 a 
MSU003 1.15±0.17 f 
MSU004 0 a 
MSU005 0 a 
MSU006 0 a 
MSU007 0 a 

ปลาดกุ 
(Clarias macrocephalus) 

ตลาดนครปฐม 

MSU008 0 a 
MSU009 0 a 
MSU010 0 a 
MSU011 0 a 
MSU012 0 a 
MSU013 0 a 
MSU014 0 a 

MSU015 0 a 
1ค่า inhibition index แสดงเป็นค่ า เฉ ล่ีย  ± SD ท่ี ได้มาจากค่า เฉ ล่ียของ  inhibition zone ระหว่าง              
ขอบเส้นใยราถึงเส้นผา่นศนูย์กลางของแบคทีเรียจากการทดลอง 3 ซํา้ 
2กลุ่มท่ีจําแนกตามความแตกต่างทางสถิติเม่ือทดสอบด้วย Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a-g แสดง
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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ตารางท่ี 2. (ตอ่) ชนิดของปลา แหลง่ตวัอยา่งปลาและความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา 
Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับนอาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

ชนิดและแหลง่ตวัอยา่งปลา 
ไอโซเลท ของ

แบคทีเรียท่ีแยกได้ 
Inhibition index1 กลุม่2 

ปลานิล 
(Tilapia orechromis) 

ตลาดนครปฐม 

MSU016 0 a 
MSU017 0 a 
MSU018 0 a 
MSU019 0 a 
MSU020 0 a 
MSU021 0 a 
MSU022 0 a 
MSU023 0 a 
MSU024 0 a 
MSU025 0 a 

ปลาช่อน 
(Channa striatus) 
คลองหนองดนิแดง 

จ. นครปฐม 

MSU026 0 a 
MSU027 1.58±0.30 f 
MSU028 0 a 
MSU029 0 a 
MSU030 0 a 
MSU031 0 a 
MSU032 0 a 
MSU033 0.33±0.05 f, g 
MSU034 0 a 
MSU035 0 a 

1ค่า inhibition index แสดงเป็นค่ า เฉ ล่ีย  ± SD ท่ี ได้มาจากค่า เฉ ล่ียของ  inhibition zone ระหว่าง                
ขอบเส้นใยราถึงเส้นผา่นศนูย์กลางของแบคทีเรียจากการทดลอง 3 ซํา้ 
2กลุ่มท่ีจําแนกตามความแตกต่างทางสถิติเม่ือทดสอบด้วย Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a-g แสดง
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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ตารางท่ี 2. (ตอ่) ชนิดของปลา แหลง่ตวัอยา่งปลาและความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา 
Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับนอาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

ชนิดและแหลง่ตวัอยา่งปลา 
ไอโซเลท ของ

แบคทีเรียท่ีแยกได้ 
Inhibition index1 กลุม่2 

ปลานิล 
(Tilapia orechromis) 

ตลาดนครปฐม 
 

MSU036 0 a 
MSU037 0.89±0.33 c 
MSU038 0 a 
MSU039 0 a 
MSU040 0.93±0.31 c, d 
MSU041 0 a 
MSU042 0 a 
MSU043 0 a 
MSU044 0 a 
MSU045 0 a 

ปลาตะโกก 
(Cyclocheilichtys enoplos) 
คลองหนองดนิแดง จ.นครปฐม 

 

MSU046 1.74±0.09 f 
MSU047 0 a 
MSU048 0 a 
MSU049 0.44±0.10 b 
MSU050 0.81±0.16 d, e 
MSU051 0 a 
MSU052 1.11±0.10 e 
MSU053 0 a 

1ค่า inhibition index แสดงเป็นค่ า เฉ ล่ีย  ± SD ท่ี ได้มาจากค่า เฉ ล่ียของ  inhibition zone ระหว่าง                
ขอบเส้นใยราถึงเส้นผา่นศนูย์กลางของแบคทีเรียจากการทดลอง 3 ซํา้ 
2กลุ่มท่ีจําแนกตามความแตกต่างทางสถิติเม่ือทดสอบด้วย Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a-g แสดง
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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ตารางท่ี 2. (ตอ่) ชนิดของปลา แหลง่ตวัอยา่งปลาและความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา 
Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับนอาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

ชนิดและแหลง่ตวัอยา่งปลา 
ไอโซเลท ของ

แบคทีเรียท่ีแยกได้ 
Inhibition index1 กลุม่2 

ปลานิล 
(Tilapia orechromis) 

ตลาดนครปฐม 
 

MSU054 0 a 
MSU055 0 a 
MSU056 0 a 
MSU057 0 a 
MSU058 0 a 
MSU059 0 a 
MSU060 0 a 

1ค่า inhibition index แสดงเป็นค่ า เฉ ล่ีย  ± SD ท่ี ได้มาจากค่า เฉ ล่ียของ  inhibition zone ระหว่าง                
ขอบเส้นใยราถึงเส้นผา่นศนูย์กลางของแบคทีเรียจากการทดลอง 3 ซํา้ 
2กลุ่มท่ีจําแนกตามความแตกต่างทางสถิติเม่ือทดสอบด้วย Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a-g แสดง
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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2. การทดสอบคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกของแบคทีเรียที่สามารถในการยับยัง้การเจริญ
ของรา Aphanomyces invadans 

เม่ือนําแบคที เรียไอโซเลท  ท่ี เป็นปฏิ ปักษ์ต่อ  A. invadans ทั ง้  10 ไอโซเลท  มาทดสอบ
ความสามารถการทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรดโดยเลีย้งแบคทีเรียในอาหารท่ีปรับให้มีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากบั 2 3 4 5 และ 6 เม่ือเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส และวดัการเจริญของแบคทีเรีย
โดยวดัความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีค่าการดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร (ตารางท่ี 3 
และ ตารางท่ี 4) พบว่าเม่ือเลีย้งแบคทีเรียท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส แบคทีเรียทกุไอโซเลท ท่ี
เลีย้งในอาหารท่ีปรับให้มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 2 3 และ4 มีการเจริญแตกต่างจากชุดควบคมุท่ี
เลีย้งในอาหารท่ีปรับให้มีคา่ความเป็นกรด-ดา่งเท่ากบั 6 อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ และพบว่าแบคทีเรีย 
MSU050 และ MSU052 สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีคา่ความเป็นกรด-ดา่งท่ี 2 และ 3 ได้ดีท่ีสดุ 

 
ตารางท่ี 3. การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีปรับให้มีคา่ความเป็นกรด-ดา่งเทา่กบั2 3 4 5 และ 6            
ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซยีส 

อาหาร 
เลีย้งเชือ้ 

ไอโซเลท 
แบคทีเรีย 

คา่การดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตรของเซลล์แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ 
ท่ีปรับให้มีคา่ความเป็นกรด-ดา่งเทา่กบั1 

2 3 4 5 6 
NB MSU001 0.09±0.01a 0.08±0.01a 0.10±0.00a 0.48±0.29b 0.62±0.42b 
NB MSU003 0.07±0.01a 0.07±0.01a 0.09±0.01a 0.34±0.03 b 0.41±0.04c 
NB MSU027 0.01±0.00 a  0.04±0.01a 0.06±0.24b  1.10±0.01c 1.30±0.02c 

MRS broth MSU033 0.02±0.00a 0.07±0.00ab 0.24±0.06bc 0.29±0.08cd 0.47±0.11d 
NB MSU037 0.01±0.00a 0.02±0.00ab 0.05±0.00 b 2.00±0.02c 2.20±0.03c 
NB MSU040 0.01±0.00a 0.03±0.01 a 0.20±0.00 a 1.40±0.01b 1.80±0.02c 
NB MSU046 0.01±0.01a 0.04 ±0.00a 0.08±0.00 a 0.86±0.13 b 0.64±0.30 b 

MRS broth MSU049 0.02±0.01a 0.05±0.05 a 0.02±0.01 a 0.85±0.06 b 0.99±0.01 c 
MRS broth MSU050 0.16±0.06a 0.19± 0.06a 0.25± 0.06a 0.18 ±0.06a 1.70±0.04b 
MRS broth MSU052 0.24±0.05a 0.22 ±0.05a 0.16± 0.05a 0.21± 0.07a  1.30±0.01b 
1 แสดงเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีได้จากการทดลอง 3 ซํา้ 
 a b c กลุม่ท่ีจําแนกตามความแตกตา่งทางสถิตติอ่การเจริญของแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลท เม่ือทดสอบด้วย 
Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a-d แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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ตารางท่ี 4. การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีปรับให้มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 2 3 4 5 และ 6           
ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

อาหาร 
เลีย้งเชือ้ 

ไอโซเลท 
แบคทีเรีย 

คา่การดดูกลนืแสง 620 นาโนเมตรของเซลล์แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ 
ท่ีปรับให้มีคา่ความเป็นกรด-ดา่งเทา่กบั1 

2 3 4 5 6 
NB MSU001 0.16±0.04a 0.10±0.03a 0.13±0.03a 0.37±0.28bc 0.90±0.21c 
NB MSU003 0.08±0.02a 0.07±0.02a 0.11±0.03a 0.67±0.21bc 0.71±0.09c 
NB MSU027 0.07±0.04a 0.12±0.01a 0.71±0.10b 1.62±0.12c 0.92±0.11bc 

MRS broth MSU033 0.13±0.09a 0.17±0.06a 0.08±0.02a 0.09±0.08a 0.41±0.13b 
NB MSU037 0.09±0.01a 0.2±0.06a 0.17±0.02a 2.01±0.07b 1.75±0.08b 
NB MSU040 0.10±0.04a 0.11±0.04a 0.15±0.03a 2.90±0.10b 1.73±0.09b 
NB MSU046 0.02±0.02a 0.05±0.02a 0.18±0.01a 0.95±0.22b 0.92±0.19b 

MRS broth MSU049 0.04±0.02a 0.08±0.02a 0.02±0.02a 1.85±0.01b 2.65±0.00c 
MRS broth MSU050 0.26±0.05a 0.40±0.02a 0.16±0.07a 0.11±0.07a 6.70±0.05b 
MRS broth MSU052 0.34±0.21a 0.19±0.04a 0.16±0.01a 0.23±0.03a 5.90±0.05b 

1 แสดงเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีได้จากการทดลอง 3 ซํา้ 
 a b c กลุม่ท่ีจําแนกตามความแตกตา่งทางสถิตติอ่การเจริญของแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลท เม่ือทดสอบด้วย 
Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a-c แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ

 

เม่ือนําแบคที เรียไอโซเลท  ท่ี เป็นปฏิ ปักษ์ต่อ  A. invadans ทั ง้  10 ไอโซเลท  มาทดสอบ
ความสามารถการทนตอ่เกลือนํา้ดีท่ีเติมลงในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 เม่ือ
เลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส และวดัการเจริญของแบคทีเรียโดยวดัความขุ่นของเซลล์
แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีคา่การดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร (ตารางท่ี 5) พบว่าเม่ือเลีย้งแบคทีเรียท่ี
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส มีการเจริญของแบคทีเรียทกุไอโซเลท  ยกเว้น ไอโซเลท  MSU037 ในอาหาร
ท่ีเติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 แตกต่างจากอาหารท่ีไม่เติมเกลือนํา้ดีอย่างไม่มี
นัยสําคญัทางสถิติ และการเลีย้งเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีการเจริญของแบคทีเรียไอโซเลท  
MSU003, MSU040 และ MSU050 ในอาหารท่ีเติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 ตา่งจากอาหาร
ท่ีไม่เติมเกลือนํา้ดีอย่างไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ แตก่ารเจริญของแบคทีเรียทกุไอโซเลท  ยกเว้น ไอโซเลท  
MSU050 ในอาหารท่ีเติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.30 ต่างจากอาหารท่ีไม่เติมเกลือนํา้ดีอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิต ินอกจากนีย้งัพบวา่แบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 และ MSU052 เม่ือเลีย้งในอาหารท่ี
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เติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 ท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส มีการเจริญ
ของมากกวา่การเจริญของแบคทีเรียไอโซเลท อ่ืนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ 

 

ตารางท่ี 5. การเจริญของแบคทีเรียในอาหารท่ีเติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0 0.15 และ 0.30          
ท่ีอณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส 

อณุหภมูิ 
(องศาเซลเซียส) 

อาหารเลีย้ง
เชือ้ 

ไอโซเลท แบคทีเรีย 

คา่การดดูกลนืแสง 620 นาโนเมตรของ 
เซลล์แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเติมเกลอืนํา้ดี 

ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1 
0 0.15 0.3 

25 

NB MSU001 0.68±0.16 a 0.58±0.07 a 0.68±0.46 a 
NB MSU003 0.62±0.44 a 0.74±0.21 a 0.67±0.42 a 
NB MSU027 2.10±0.06 a 2.40±0.04 a 1.80±0.04 a 

MRS broth MSU033 5.50±0.38 a 0.46±0.15 a 0.23±0.06 a 
NB MSU037 4.30±0.08 a 3.80±0.07 b 2.40±0.00 c 
NB MSU040 4.30±0.07 a 3.80±0.06 a 2.30±0.01 a 
NB MSU046 0.70±0.30 a 0.40±0.14 a 0.87±0.11 a 

MRS broth MSU049 3.10±0.09 a 0.56±0.09 b 0.19±0.03 a 
MRS broth MSU050 8.20±0.06 a 8.50±0.01 a 8.80±0.10 a 
MRS broth MSU052 8.80±0.05 a 9.00±0.07 a 8.80±0.02 a 

37 

NB MSU001 0.89±0.002a 0.64±0.06b 0.44±0.14b 
NB MSU003 0.82±0.002a 1.47±0.10a 0.71±0.06b 
NB MSU027 2.30±0.002a 1.65±0.02b 0.97±0.02c 

MRS broth MSU033 1.92±0.001a 0.34±0.10b 0.16±0.02c 
NB MSU037 3.52±0.002a 1.87±0.20b 0.89±0.11c 
NB MSU040 3.00±0.002a 2.18±0.12ab 0.90±0.30b 
NB MSU046 0.760±0.002a 0.44±0.10b 0.38±0.04b 

MRS broth MSU049 2.93±0.002a 0.29±0.07b 0.24±0.03b 
MRS broth MSU050 4.71±0.002a 5.90±0.02a 5.93±0.17a 
MRS broth MSU052 6.87±0.002a 5.70±0.01b 5.72±0.03b 

1 แสดงเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีได้จากการทดลอง 3 ซํา้ 
 a b c กลุม่ท่ีจําแนกตามความแตกตา่งทางสถิตติอ่การเจริญของแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลท เม่ือทดสอบด้วย 
Tukey’ test (P<0.05) สญัลกัษณ์ a และ b แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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เม่ือนําแบคทีเรียไอโซเลท ท่ีเป็นปฏิปักษ์ตอ่ A. invadans ทัง้ 10 ไอโซเลท มาทดสอบการเจริญบน 
อาหารเลีย้งเชือ้ blood agar พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท  MSU001, MSU033, MSU037, MSU040 และ 
MSU046 มีความสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงอย่างสมบูรณ์ ทําให้เกิดบริเวณใสรอบโคโลนี  (Beta 
hemolysis) แบคทีเรียไอโซเลท  MSU003 และ MSU027 มีความสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงอย่างไม่
สมบรูณ์และเกิดบริเวณสีเขียวรอบโคโลนี (Alpha hemolysis) และแบคทีเรียไอโซเลท  MSU049, MSU050 
และ MSU052 ไม่มีความสามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดง (Gamma hemolysis หรือ Non-hemolysis; 
ภาพท่ี 2) 
 

 
 
ภาพท่ี 2. การเจริญของแบคทีเรียไอโซเลท  MSU049 (ก), MSU050 (ข) และ MSU052 (ค) แบบท่ีไม่
สามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดง และ MSU040 (ง) แบบท่ีสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงอย่างสมบูรณ์             
บนอาหาร blood agar 
 

จากการศึกษาการทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรด การทนต่อเกลือนํา้ดี และการเจริญบน Blood agar 
สามารถท่ีจะสรุปได้ว่าแบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 และ MSU052 มีคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติก 
กล่าวคือ สามารถทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรดได้ ถึงแม้ว่าการเจริญในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีปรับค่าความเป็นกรด-
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ดา่งเท่ากบั 2 และ 3 จะน้อยกวา่ชดุควบคมุคา่ความเป็นกรด-ดา่งเท่ากบั 6 แตมี่การเจริญได้ดีกวา่แบคทีเรีย
ไอโซเลท อ่ืน สามารถทนต่อเกลือนํา้ดีได้ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 และไม่มีความสามารถใน
การย่อยเม็ดเลือดแดง ซึ่งแสดงว่าอาจจะไม่เป็นเชือ้ก่อโรค จึงจะได้นําแบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 และ 
052 ไปศกึษาในขัน้ตอ่ไป นอกจากนีจ้ะได้นําแบคทีเรียไอโซเลท  MSU049 ไปศกึษาร่วมด้วย เน่ืองจากเป็น
เชือ้อีกหนึ่งชนิดท่ีไม่สามารถย่อยเม็ดเลือดแดงได้ ถึงแม้ว่าจะมีการเจริญในสภาวะท่ีเป็นกรดและในเกลือ
นํา้ดีได้ไมดี่ 
 
3. การระบุ ช่ือวิทยาศาสตร์ของโพรไบโอติกแบคทีเรียที่ สามารถยับยั ้งการเจริญของรา 

Aphanomyces invadans 
เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (ภาพท่ี 3) ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ             

โพรไบโอติกแบคทีเรียไอโซเลท  MSU049, MSU050 และ MSU052 (ตารางท่ี  6) และตรวจสอบช่ือ
วิทยาศาสตร์ด้วยรูปวิธานของ Brenner (1984) และ Schleifer (1986) แบคทีเรีย MSU049 เป็นแกรมบวก 
รูปร่างกลม มีขนาดเซลล์ประมาณ 1 ไมครอน เคล่ือนท่ีไม่ได้ มีการเรียงตวัเป็นคู ่ส่ีเซลล์ หรือคล้ายพวงองุ่น 
การทดสอบคะตะเลสให้ผลเป็นบวก ซึ่งจําแนกเป็นแบคทีเรียในสกุล Staphyllococcus และเม่ือศึกษา
ลํ าดับ นิ วค ลี โอ ไท ด์ ของ  16S rDNA พบว่ า เห มื อนกับ  Staphylococcus epidermidis สายพัน ธุ์              
SW-3/RSE, TPL02 และ HNR19 ในฐานข้อมลูของ NCBI ในระดบัความเหมือนร้อยละ 100 (ภาพท่ี 4) จึง
เป็นไปได้วา่แบคทีเรียไอโซเลท MSU049 เป็น Staphylococcus epidermidis 

ในขณะท่ีแบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 และ MSU052 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง ไม่โค้ง
งอ สามารถเคล่ือนท่ีได้ มีขนาดเซลล์ประมาณ 1 ไมครอน การทดสอบออกซเิดสเป็นลบ การทดสอบ IMViC 
เป็นแบบ ลบ ลบ บวก บวก จงึเป็นไปได้วา่น่าจะเป็นแบคทีเรียในสกลุ Enterobacter และเม่ือศกึษาลําดบันิ
วค ลี โอ ไท ด์ของ  16S rDNA พบว่า เห มือนกับ  Enterobacter cloacae (ภาพ ท่ี  5 )  และ  Pantoea 
agglomerans (synnonyme: Enterobacter agglomerans) ในฐาน ข้อมูลของ  NCBI ในระดับความ
เหมือนร้อยละ 99 แต่เม่ือเปรียบเทียบคณุสมบตัิทางชีวเคมีแล้วพบว่า MSU050 และ MSU052 น่าจะเป็น 
E. cloacae เน่ืองจาก E. cloacae สามารถใช้ lysine และ ornithine ได้ แต่ P. agglomerans ไม่สามารถ
ใช้ได้ (Nazarowec-White และ Farber, 1997) และ E. cloacae ใช้นํา้ตาลแลคโตสได้ดีและให้ผลการ
ทดสอบอินโดลท่ีชัดเจนกว่า P. agglomerans และเน่ืองจาก  MSU050 และ MSU052 แยกได้จาก         
ปลาตะโกกตวัเดียวกนั และยงัมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยา คณุสมบตัิทางชีวเคมี และลําดบันิวคลีโอไทด์
ของ 16S rDNA เหมือนกนัทกุประการ จงึสรุปได้วา่แบคทีเรียทัง้สองไอโซเลท นีเ้ป็นเชือ้เดียวกนั 
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ภาพท่ี 3. การติดสีย้อมแกรมบวกของแบคทีเรียไอโซเลท  MSU049 (ก), และแกรมลบของแบคทีเรีย            
ไอโซเลท MSU050 (ข) และ MSU052 ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
 
 
ตารางท่ี 6. การทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท  MSU049, MSU050 และ MSU052 
  แบคทีเรีย 

MSU 049 MSU 050 MSU 052 
ลกัษณะโคโลนี กลม เลก็ สีขาว กลม ใหญ่ สีขาว กลม ใหญ่ สีขาว 
รูปร่างของเซลล์ กลม รูปแท่ง รูปแท่ง 
การตดิสีแกรม แกรมบวก แกรมลบ แกรมลบ 
oxidase test - - - 
catalate test + + + 

motile non motile motile motile 
OF test  OF OF,G OF,G 
Urease + + + 

TSI  (Slant/Bottom) Alk / Alk Alk/AG Alk/AG 
Indole - - - 

MR + - - 
VP - + + 

Citrate - + + 
Decarboxylase test : 

Lysine 
Ornitine 
Arginine 

 
+ 
+ 
+ 

 
- 
+ 
+ 

 
- 
+ 
+ 
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  แบคทีเรีย 
MSU 049 MSU 050 MSU 052 

Fermentation : 
- Glucose 
- Lactose 
- Sucrose 
- Manose 
- Adonitose 

 
A 
A 
A 
A 

Alk 

 
AG 
A 

AG 
AG 
Alk 

 
AG 
A 

AG 
AG 
Alk 

สัญ ลั ก ษ ณ์   A = ส ร้า งก รด ; Alk = ส ร้า ง เบ ส ; G = ส ร้า ง ก๊ า ซ ; OF = oxidation-fermentation,                      
+ พบการเจริญ, - ไมพ่บการเจริญ 
 



 

 48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4. การเปรียบเทียบลําดบันิวคลีอิกของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย S. epidermidis MSU049 กบั16S 
rDNA ของแบคทีเรีย S. epidermidis SW-3/RSE (accession No. FJ415323), S. epidermidis TPL02 
(accession No. EU373368) และ S. epidermidis HNR19 (accession No. EU373384) ในฐานข้อมูล
ของ NCBI และ * แสดงการอนรัุกษ์ของนิวคลีอิก 

MSU049   GAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCG  60 
SW-3/RSE GAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCG  65 
TPL02    GAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCG  64 
HNR19    GAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCG  60 
         ************************************************************ 
 
MSU049   AACAGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATA 120 
SW-3/RSE AACAGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATA 125 
TPL02    AACAGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATA 124 
HNR19    AACAGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATA 124 
         ************************************************************ 
 
MSU049   ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTG 180 
SW-3/RSE ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTG 185 
TPL02    ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTG 184 
HNR19    ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTG 184 
         ************************************************************ 
 
MSU049   AACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCG 240 
SW-3/RSE AACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCG 245 
TPL02    AACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCG 244 
HNR19    AACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCG 244 
         ************************************************************ 
 
MSU049   CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG 300 
SW-3/RSE CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG 305 
TPL02    CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG 304 
HNR19    CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG 304 
         ************************************************************ 
 
MSU049   GGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG 360 
SW-3/RSE GGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG 365 
TPL02    GGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG 364 
HNR19    GGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG 364 
         ************************************************************ 
 
MSU049   GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTT 420 
SW-3/RSE GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTT 425 
TPL02    GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTT 424 
HNR19    GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTT 424 
         ************************************************************ 
 
MSU049   CGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTG 480 
SW-3/RSE CGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTG 485 
TPL02    CGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTG 484 
HNR19    CGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTG 484 
         ************************************************************ 
 
MSU049   ACGGTACCTAATCAGA 496 
SW-3/RSE ACGGTACCTAATCAGA 501  
TPL02    ACGGTACCTAATCAGA 500 
HNR19    ACGGTACCTAATCAGA 500 
         **************** 
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ภาพท่ี 5. การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีอิกของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย E. cloacae MSU050 และ 
MSU052 กับ 16S rDNA ของแบ ค ที เรีย  E. cloacae CMG3058 (accession No. EU048321) และ         
E. cloacae CMG3058 (accession No. EU849019) ในฐานข้อมูลของ NCBI และ * แสดงการอนุรักษ์
ของนิวคลีอิก 

MSU050  AGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGG  60 
MSU052  AGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGG  60 
CMG3058 AGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGG  60 
FR      AGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGG  62 
        *********.************************************************** 
 
MSU050  TAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA 120 
MSU052  TAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA 120 
CMG3058 TAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA 120 
FR      TAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA 122 
        ************************************************************ 
 
MSU050  CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG 180 
MSU052  CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG 180 
CMG3058 CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG 180 
FR      CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG 182 
        ************************************************************ 
 
MSU050  ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 240 
MSU052  ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 240 
CMG3058 ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 240 
FR      ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 242 
        ************************************************************ 
 
MSU050  TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 300 
MSU052  TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 300 
CMG3058 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 300 
FR      TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 302 
        ************************************************************ 
 
CMG3058 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 360 
FR      CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 360 
MSU050  CACACTGGAACTGAGACACGATCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 360 
MSU052  CACACTGGAACTGAGACACGATCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 362 
        ********************.*************************************** 
 
MSU050  CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 420 
MSU052  CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 420 
CMG3058 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 420 
FR      CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 422 
        ************************************************************ 
 
MSU050  AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGT 474 
MSU052  AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGT 474 
CMG3058 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGT 474 
FR      AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGT 476 
        ****************************************************** 
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4. การเจริญของแบคทีเรีย  Staphylococcus epidermidis MSU049 และ Enterobacter cloacae 
MSU050 

เม่ือวดัการเจริญของ S. epidermidis MSU049 และ E. cloacae MSU050 ด้วยวิธีการวดัความ
ขุน่ของเซลล์พบวา่เชือ้ทัง้สองมีการเจริญในระยะ lag phase ระหว่างชัว่โมงท่ี 1-5 เข้าสูร่ะยะ log phase 
ในชั่วโมงท่ี 6-11 และเข้าสู่ระยะ stationary phase ตัง้แต่ชั่วโมงท่ี 12 เป็นต้นไป (ภาพท่ี 6) แต่ S. 
epidermidis MSU049  มีอตัราการเจริญจําเพาะเท่ากบั 0.268 ต่อชัว่โมง และใช้เวลา 2.590 ชัว่โมงใน
การเพิ่มจํานวนเป็นสองเท่า ในขณะท่ี E. cloacae MSU050 MSU049  มีอตัราการเจริญจําเพาะเท่ากบั 
0.337 ตอ่ชัว่โมง และใช้เวลา 2.059 ชัว่โมงในการเพิ่มจํานวนเป็นสองเท่า 

 

 
ภาพท่ี 6. การเจริญของ S. epidermidis MSU049 (ส่ีเหล่ียม) และ E. cloacae MSU050 (สามเหล่ียม) 
โดยการวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี  620 เม่ือเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว MRS ในเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ             
200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ข้อมลูจากคา่เฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํา้ 
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5. การศึกษาผลของความเข้มข้นของ zoospore ของรา Aphanomyces invadans ต่อการชักนําให้
เกิดโรค EUS ในปลาช่อน 

เม่ือชักนําให้เกิดโรค EUS ในปลาช่อน โดยเติม zoospore ของรา A. invadans ท่ีความเข้มข้น 
105, 106 และ 107 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร ลงในตู้ปลา ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส และสงัเกตการณ์เกิดโรค
เป็นเวลา 15 วนั พบว่า ท่ีความเข้มข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร สามารถทําให้ปลาช่อนตายประมาณร้อย
ละ 45 ในวนัท่ี 14 ของการทดลอง ท่ีความเข้มข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร สามารถทําให้ปลาช่อนตาย
ประมาณร้อยละ 45 ในวนัท่ี 6 และร้อยละ 55 ในวนัท่ี 14 ในขณะท่ีความเข้มข้น 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
สามารถทําให้ปลาช่อนตายประมาณร้อยละ 55 ในวันท่ี 7 และร้อยละ 65 ในวันท่ี 9 (ภาพท่ี 7)               
แต่อย่างไรก็ตามปริมาณการตายของปลาช่อนเม่ือชกันําให้เกิดโรคโดยใช้ zoospore 105, 106 และ 107 
สปอร์ต่อมิลลิลิตรมีความแตกต่างกนัอย่างไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ และเม่ือนําเนือ้เย่ือของปลาท่ีตายมา
ศกึษาใต้กล้องจลุทรรศน์พบเส้นใยราในเนือ้เย่ือได้ และสามารถแยกเชือ้บริสทุธ์ิจากปลาท่ีตายได้ 

จากผลของการศึกษานี ้จึงได้เลือกใช้ zoospore ท่ีความเข้มข้นของ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เป็น
ความเข้มข้นมาตรฐานสําหรับชกันําให้เกิดโรค EUS ในปลาช่อน เน่ืองจากความเข้มข้นนีส้ามารถทําให้
ปลาช่อนตายได้ร้อยละ 50 

 

 
ภาพท่ี 7. ร้อยละการตายสะสมของปลาช่อน หลงัจากทําการชกันําให้เกิดโรค EUS ด้วยการเติม zoospore 
ท่ีความเข้มข้น  105 (วงกลม) 106 (ส่ี เหล่ียม) และ 107 (สามเหล่ียม) สปอร์ต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ               
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั ข้อมลูจากคา่เฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํา้ 
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6.  การศึกษาความสามารถของโพรไบโอติก  Staphylococcus epidermidis MSU049 และ 
Enterobacter cloacae MSU 050 ในการควบคุมโรค EUS ในปลาช่อน 

เม่ือศึกษาความสามารถของโพรไบโอติก S. epidermidis MSU049 และ E. cloacae MSU 050 
ในการควบคมุโรค EUS ในปลาช่อน โดยแบง่ปลาเป็น 7 กลุม่ ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 เป็นชดุควบคมุการไมเ่กิดโรค ไมใ่สส่ปอร์ราและโพรไบโอตกิแบคทีเรีย 
กลุม่ท่ี 2 เป็นชดุควบคมุการเกิดโรค ใสส่ปอร์รา 
กลุม่ท่ี 3 เป็นชดุทดลอง ใสโ่พรไบโอตกิแบคทีเรีย 
กลุ่มท่ี 4 เป็นชุดทดลอง ใส่โพรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาครัง้เดียว และเลีย้งปลาเป็นเวลา           

14 วนั ก่อนเตมิสปอร์รา 
กลุ่มท่ี 5 เป็นชดุทดลอง  ใส่โพรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาทกุๆ 3 วนั เป็นเวลา 14 วนั ก่อนเติม

สปอร์รา 
กลุ่มท่ี 6 เป็นชุดทดลอง ใส่ zoospore ให้แก่ปลาเป็นเวลา 3 วนั ก่อนเติมโพรไบโอติกแบคทีเรีย

ให้แก่ปลาครัง้เดียว 
กลุ่มท่ี 7 เป็นชุดทดลอง ใส่ zoospore ให้แก่ปลาเป็นเวลา 3 วนั ก่อนเติมโพรไบโอติกแบคทีเรีย

ให้แก่ปลาทกุๆ 3 วนั 
จากผลของการทดลองพบว่าโพรไบโอติก S. epidermidis MSU049 ไม่สามารถทําให้ปลาตายได้ 

และการใส่โพรไบโอติกก่อนหรือหลังการชักนําให้เกิดโรค EUS จะพบอัตราการตายของปลาช่อน
ประมาณร้อยละ 10 (ภาพท่ี 8) และการเติมโพรไบโอติกแบคทีเรียสามารถช่วยให้อตัราการตายของปลา 
ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ 

E. cloacae MSU050 ไมส่ามารถทําให้ปลาตายได้ และพบวา่การใสโ่พรไบโอตกิก่อนการชกันําให้
เกิดโรค EUS จะมีอตัราการตายของปลาช่อนประมาณร้อยละ 10-15 แต่การใส่โพรไบโอติก หลงัการชกั
นําให้เกิดโรค EUS จะมีอตัราการตายของปลาช่อนประมาณร้อยละ 0-25 และการเติมโพรไบโอติกทกุๆ  
3 วนั ช่วยลดอตัราการตายของปลาช่อนประมาณร้อยละ 0-10 ในขณะท่ีการเติมโพรไบโอติดเพียงครัง้
เดียวทําให้ปลาช่อนมีอตัราการตายมากกวา่ ประมาณร้อยละ 15-25 (ภาพท่ี 9) และการเตมิโพรไบโอติก
แบคทีเรียสามารถช่วยให้อตัราการตายของปลาลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เม่ือนําเนือ้เย่ือของปลา
ท่ีตายจากชดุการทดลองท่ีมีการเติมเชือ้ A. invadans มาศกึษาใต้กล้องจลุทรรศน์ สามารถพบเส้นใยรา
ในเนือ้เย่ือได้ และสามารถแยกเชือ้บริสทุธ์ิจากปลาท่ีตายได้ 
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ภาพท่ี 8. ร้อยละการตายสะสม (ก) และอตัราการตายสะสมในวนัท่ี 15 โดย กลุม่ท่ี 1 เป็นชดุควบคมุการไม่
เกิดโรค กลุม่ท่ี 2 เป็นชดุควบคมุการเกิดโรค กลุม่ท่ี 3 เป็นชดุทดลองใสโ่พรไบโอติกแบคทีเรีย กลุม่ท่ี 4 เป็น
ชดุทดลองใส่โพรไบโอติกแบคทีเรียครัง้เดียวและเลีย้งปลาเป็นเวลา 14 วนั ก่อนเติมสปอร์รา กลุ่มท่ี 5 เป็น
ชดุทดลองใสโ่พรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาทกุๆ 3 วนั เป็นเวลา 14 วนั ก่อนเตมิสปอร์รา กลุม่ท่ี 6 เป็นชดุ
ทดลองใส่ zoospore เป็นเวลา 3 วนั ก่อนเติมโพรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาครัง้เดียว และกลุ่มท่ี 7 เป็น
ชุดทดลองใส่ zoospore เป็นเวลา 3 วนั ก่อนทําเติมโพรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาทุกๆ 3 วนั  (ข) ของ
ปลาช่อน เม่ือใช้โพรไบโอตกิแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis MSU049 ก่อนหรือหลงัการชกันําให้
เกิดโรคโดยรา Aphanomyces invadans ข้อมูลจากค่าเฉล่ียของการทดลอง 4 ซํา้ สัญลักษณ์ a และ b 
แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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ภาพท่ี 9. ร้อยละการตายสะสม (ก) และอตัราการตายสะสมในวนัท่ี 15 โดย กลุม่ท่ี 1 เป็นชดุควบคมุการไม่
เกิดโรค กลุม่ท่ี 2 เป็นชดุควบคมุการเกิดโรค กลุม่ท่ี 3 เป็นชดุทดลองใสโ่พรไบโอติกแบคทีเรีย กลุม่ท่ี 4 เป็น
ชดุทดลองใส่โพรไบโอติกแบคทีเรียครัง้เดียวและเลีย้งปลาเป็นเวลา 14 วนั ก่อนเติมสปอร์รา กลุ่มท่ี 5 เป็น
ชดุทดลองใสโ่พรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาทกุๆ 3 วนั เป็นเวลา 14 วนั ก่อนเตมิสปอร์รา กลุม่ท่ี 6 เป็นชดุ
ทดลองใส่ zoospore เป็นเวลา 3 วนั ก่อนเติมโพรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาครัง้เดียว และกลุ่มท่ี 7 เป็น
ชุดทดลองใส่ zoospore เป็นเวลา 3 วนั ก่อนทําเติมโพรไบโอติกแบคทีเรียให้แก่ปลาทุกๆ 3 วนั  (ข) ของ
ปลาช่อน เม่ือใช้โพรไบโอติกแบคทีเรีย Enterobacter cloacae MSU050 ก่อนหรือหลงัการชกันําให้เกิดโรค
โดยรา Aphanomyces invadans ข้อมูลจากค่าเฉล่ียของการทดลอง 4 ซํา้ สัญลักษณ์ a และ b แสดง
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
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วจิารณ์ผลการวจิัย 
 

Epizootic ulcerative syndrome (EUS) คือโรคท่ีมีสาเหตุมาจากราAphanomyces invadans ใน
ปลานํา้จืดและปลานํา้กร่อยหลายชนิด เช่น ปลาช่อน ปลาตะเพียน ปลาแรด และปลาหมอ เป็นต้น โดย
ปลาจะมีแผลเน่าเป่ือยเป็นหลุม ท่ีส่วนหัวและข้างลําตวั ถึงแม้ว่าผลของการทดลองในห้องปฏิบตัิการจะ
พบว่า Coptal (a chelate copper compound), malachite green, hydrogen peroxide และ Proxitane 
0510 (มี 5% peracetic acid in hydrogen peroxide เป็นองค์ประกอบ) สามารถยับยัง้การเจริญของ                  
A. invadans (Lilley และคณะ 1998) แต่ในปัจจบุนัยงัไม่มียาหรือสารเคมีใดท่ีใช้รักษาปลาท่ีติดโรคในบ่อ
เลีย้งได้ เพ่ือเป็นการลดการใช้สารเคมีอนัตรายท่ีสามารถตกค้างในสิง่แวดล้อม การใช้โพรไบโอตกิแบคทีเรีย
ในการป้องกนัโรค EUS จงึเป็นอีกทางเลือกหนึง่ท่ีน่าจะให้ผลในการยบัยัง้การเกิดโรคระบาดในปลาได้ 

Verschuere และคณะ (2000) แนะนําคุณสมบตัิของโพรไบโอติกแบคทีเรียสําหรับการเพาะเลีย้ง
สตัว์นํา้ไว้ว่า (1) ต้องไม่เป็นโทษต่อสตัว์นํา้ (2) สตัว์นํา้ควรท่ีจะสามารถยอมรับโพรไบโอติกแบคทีเรียได้          
(3) ควรท่ีจะสามารถเจริญได้ในตําแหน่งท่ีโพรไบโอติกทํางานได้ เช่น ในระบบทางเดินอาหาร บนผิวปลา 
(4) ควรท่ีจะให้ผลการทดลองในสตัว์ทดลอง (in vivo) เช่นเดียวกับเม่ือทําในหลอดทดลอง (in vitro) และ 
(5) ควรท่ีจะไม่มียีนก่อโรคหรือยีนต้านทานตอ่ยาปฏิชีวนะ การคดัเลือกโพรไบโอติกแบคทีเรียในการทดลอง
นีไ้ด้คํานึงถึงความปลอดภยัและความเป็นไปได้ในการนําไปใช้ในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์นํา้ จึงได้
ทําการแยกเชือ้จุลินทรีย์จากระบบทางเดินอาหารของปลาโดยคาดหวงัว่าเชือ้ท่ีสามารถแยกได้น่าจะมี
คุณสมบัติดังท่ี Verschuere และคณะ (2000) แนะนําไว้ และได้ทําการทดสอบคุณสมบัติความเป็น             
โพรไบโอติกบางประการ โดยทดสอบความสามารถในการทนตอ่สภาวะท่ีเป็นกรดและสภาวะท่ีมีเกลือนํา้ดี 
ซึง่จลุินทรีย์ท่ีสามารถทนต่อสภาวะนีไ้ด้น่าจะทนต่อกรดและนํา้ดีในกระเพาะอาหารได้เช่นกนั และทดสอบ
ความสามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดง โดยแบคทีเรียท่ีสามารย่อยเม็ดเลือดแดงได้อาจจะเป็นเชือ้ก่อโรค 
ซึง่ไมเ่หมาะสมตอ่การใช้เป็นโพรไบโอตกิ (Schulze และคณะ, 2006) 

ผลการคัดกรองพบว่าแบคทีเรีย MSU050 และ MSU052 สามารถยับยัง้การเจริญของราและมี
คณุสมบตัิเป็นโพรไบโอติก ในขณะท่ี MSU049 มีคุณสมบตัิในการยบัยัง้การเจริญของราและไม่สามารถ
ย่อยเม็ดเลือดแดงได้ แต่ไม่ทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรดและสภาวะท่ีมีเกลือนํา้ดี แต่เน่ืองจาก Moriarty (1999) 
ให้นิยามของโพรไบโอติกแบคทีเรียสําหรับใช้ในสตัว์นํา้ไว้มากกว่าท่ี Fuller (1989) ให้ไว้ คือควรท่ีจะหมาย
รวมถึงการเพิ่มจํานวนจลุินทรีย์ท่ียงัมีชีวิตและมีประโยชน์ลงในแหลง่นํา้ด้วย นอกเหนือจากการเป็นอาหาร
เสริมท่ีเป็นประโยชน์ตอ่ร่างกายและรักษาสมดลุของจลุนิทรีย์ในระบบทางเดนิอาหาร ด้วยเหตนีุเ้องจงึได้นํา
แบคทีเรีย MSU049 ไปศกึษาตอ่โดยตัง้สมมตฐิานไว้วา่น่าจะลดอตัราการตายของปลาช่อนเม่ือชกันําให้ติด
เชือ้ A. invadans ได้ ถึงแม้ว่าจะไม่สามารถทนทานตอ่สภาวะท่ีเป็นกรดและสภาวะท่ีมีเกลือนํา้ดีได้ เพราะ
กลไกการทํางานของ MSU049 อาจจะไมเ่กิดขึน้ในระบบทางเดนิอาหารของปลา 
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แบคทีเรีย MSU049 MSU050 และ MSU052 แยกได้จากระบบทางเดินอาหารของปลาตะโกกท่ี
ได้มาจากคลองหนองดินแดง จงัหวดันครปฐม เป็นแหล่งนํา้ธรรมชาติ ซึ่งมีจลุินทรีย์ท่ีหลากหลาย อีกทัง้มี
นิสยักินหอยสองฝา กุ้ ง ปู โรติเฟอร์ ไรแดง แพลงค์ตอนและสาหร่าย เป็นอาหาร (เฉิดฉัน, 2538) ซึ่งเป็น
อาหารตามธรรมชาติ จึงมีโอกาสท่ีจะรับแบคทีเรียดีท่ีมีประโยชน์ต่อตวัปลา ต่างจากปลาเลีย้งซึ่งอยู่ใน
แหลง่นํา้ท่ีเป็นระบบปิด และกินอาหารสําเร็จรูป และบางครัง้อาจใช้ยาปฏิชีวนะร่วมด้วย จึงทําให้แบคทีเรีย
ท่ีมีประโยชน์ถกูทําลายลง 

การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา คณุสมบตัิทางชีวเคมีบางประการ และลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 
16S rDNA สามารถสรุปได้ว่า  MSU049 เป็น  Staphylococcus epidermidis และเม่ือนําไปศึกษา
ความสามารถในการควบคมุโรค EUS ในปลาช่อน พบวา่สามารถลดอตัราการตายจากประมาณร้อยละ 60 
เหลือร้อยละ 10 จากการตรวจสอบเอกสาร ไม่พบการรายงานว่า S. epidermidis มีคุณสมบัติเป็น         
โพรไบโอตกิ เป็นปฏิปักษ์หรือถกูใช้ในการควบคมุโรคจากราในดวิิชัน่ Oomycota มาก่อน ถึงแม้วา่ Kusuda 
และ Sugiyama (1981) รายงานว่า S. epidermidis เป็นเชือ้ก่อโรคในปลา แต่ในความเป็นจริงแล้ว                 
S. epidermidis เป็นแบคทีเรียประจําถ่ินท่ีพบได้บนผิวของคน สตัว์บก และปลาหลายชนิด (Cahill, 1990) 
และสามารถเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาส เม่ือปลาอยูใ่นสภาพออ่นแอ หรือมีการชกันําให้ติดเชือ้ท่ีความเข้มข้น
สูง (Huang และคณะ, 1999) แต่ในการทดลองนีไ้ด้ทําการใส่เชือ้ S. epidermidis สายพันธุ์ MSU049 ท่ี
ความเข้มข้น 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ให้แก่ปลาช่อนและไม่ทําให้ปลาตาย แต่สามารถช่วยลดอตัราการตาย
ของปลาเม่ือชกันําให้ตดิเชือ้ A. invadans ได้ 

การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา คณุสมบตัิทางชีวเคมีบางประการ และลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 
16S rDNA สาม ารถส รุป ได้ ว่ า  MSU050 และ  MSU052 เป็ น แบค ที เรีย ไอ โซ เลต เดี ย วกัน  คื อ                  
Enterobacter cloacae และเม่ือนําไปศึกษาความสามารถในการควบคุมโรค EUS ในปลาช่อน พบว่า
สามารถลดอัตราการตายจากประมาณร้อยละ 60 เหลือร้อยละ 0-25 โดยพบว่าการเติม E. cloacae 
MSU050 ให้แก่ปลาช่อน ก่อนการชกันําให้ติดเชือ้ มีแนวโน้มในการลดอตัราการตายได้ดีกว่าหลงัการชกันํา
ให้ติดเชือ้ และการเติมเชือ้ทกุๆ 3 วนั มีแนวโน้มในการลดอตัราการตายได้ดีกว่าการเติมเชือ้เพียงครัง้เดียว 
จากการตรวจสอบเอกสาร ไม่พบการรายงานว่า E. cloacae มีคณุสมบตัิเป็นโพรไบโอติกหรือมีการใช้ใน
สตัว์นํา้มาก่อน แต่มีรายงานการใช้   E. cloacae เป็นเชือ้สําหรับการควบคมุโรคเน่าคอดินในพืชท่ีเกิดจาก
รา Pythium spp. ถึงแม้ว่า E. cloacae จะมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าคอดินได้ดีและสามารถ
ควบคุมในระยะแรกเร่ิมของการก่อโรคโดย Pythium spp. ได้ แต่กลไกการควบคุมทางชีวภาพของ          
E. cloacae ตอ่ Pythium spp. ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั (Nelson และ Maloney, 1992; Roberts และคณะ, 
1994a) เน่ืองจาก A. invadans และ Pythium spp. จัดเป็นราในชัน้ Oomycetes เหมือนกัน จึงเช่ือได้ว่า        
E. cloacae จะสามารถยบัยัง้การเจริญของ A. invadans ในการก่อโรคในปลาได้ และน่าจะมีกลไกในการ
ควบคมุโรค EUS เป็นเช่นเดียวกนักบัการควบคมุโรคเน่าคอดนิโดยรา Pythium spp.  
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ในการศกึษานี ้ได้รายงานถึงการคดัแยกและการใช้ S. epidermidis และ E. cloacae เพ่ือใช้ในการ
ควบคุมการก่อโรค EUS โดย A. invadans เป็นครัง้แรก กลไกการป้องกันและควบคุมโรค EUS โดยเชือ้               
โพรไบโอตกิทัง้สองชนิด การศกึษาถึงวิธีการเก็บ วิธีการนําไปใช้ และปริมาณของโพรไบโอติกท่ีเหมาะสมตอ่
การใช้งานในบ่อเลีย้งปลา รวมถึงการศึกษาเก่ียวกับความปลอดภยัของเชือ้ต่อสตัว์นํา้ สตัว์อ่ืนๆ และคน 
ควรท่ีจะได้รับการศกึษาตอ่ไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการทดลอง 
1. จากการคดัแยกแบคทีเรียจากระบบทางเดินอาหารของปลา สามารถแยกเชือ้ได้ 60 ไอโซเลท เม่ือนํามา

ทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของรา  A. invadans พบว่ามีแบคทีเรียปฏิปักษ์                
10 ไอโซเลท  

2. จากการทดสอบคณุสมบตัิความเป็นโพรไบโอติก พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 และ MSU052 มี
คุณสมบัติเป็น โพรไบโอติก คือสามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีเป็นกรด-ด่างเท่าดับ 2-5 ในสภาวะท่ีมี  
เกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0-3 และไมส่ามารถยอ่ยเม็ดเลือดแดงได้ 

3. จากการนําแบคที เรียทั ง้ไอโซเลท  MSU 049, MSU050 และ  MSU052  มาศึกษาลักษณะทาง          
สณัฐานวิทยา คณุสมบตัทิางชีวเคมีบางประการ และลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA สามารถระบไุด้
วา่แบคทีเรียไอโซเลท  MSU049 เป็น Staphylococcus epidermidis และแบคทีเรียไอโซเลท  MSU050 
และ MSU052 เป็น Enterobacter cloacae และเป็นเชือ้เดียวกนั  

4. จากการศึกษาผลของความเข้มข้น zoospore ของรา A. invadans ต่อการชกันําให้เกิดโรคในปลาช่อน 
พบว่าท่ีความเข้มข้น 105, 106 และ 107สปอร์ต่อมิลลิลิตร สามารถทําให้ปลาช่อนตายประมาณร้อยละ 
45, 55 และ 65 ตามลําดบั และความเข้มข้นของสปอร์ท่ีทําให้ปลาช่อนตายร้อยละ 50 คือ 106สปอร์ต่อ
มิลลลิติร 

5. จากการทดสอบความสามารถในการป้องกันและควบคุมโรค EUS ด้วยการเติมเชือ้ S. epidermidis 
MSU049 และ E. cloacae MSU050 ให้แก่ปลาช่อนท่ีได้รับการชักนําให้ติดเชือ้ A. invadans พบว่า
สามารถลดอตัราการตายจากร้อยละ 60 เป็นร้อยละ 10 และ ร้อยละ 25 ตามลําดบั 

 
ข้อเสนอแนะ 
1 . ควรท่ีจะมีการศึกษาเก่ียวกับกลไกการป้องกันและควบคุม โรค  EUS โดยเชื อ้ โพรไบโอติก                    

S. epidermidis MSU049 และ E. cloacae MSU050 
2. ควรท่ีจะมีการศึกษาเก่ียวกับป้องกันและควบคุมโรค EUS โดยเชือ้โพรไบโอติก S. epidermidis 

MSU049 และ E. cloacae MSU050 ในบ่อเลีย้งปลาช่อน เพ่ือหาวิธีการและปริมาณของโพรไบโอติกท่ี
เหมาะสมตอ่การใช้ 

3. ควรท่ีจะมีการศกึษาเก่ียวกบัวิธีการเก็บเชือ้โพรไบโอตกิให้เหมาะสมตอ่การนําไปใช้ 
4. ควรท่ีจะมีการศึกษาเก่ียวกับความปลอดภัยของเชือ้ S. epidermidis MSU049 และ E. cloacae 

MSU050 วา่ไมเ่ป็นเชือ้ก่อโรคในสตัว์นํา้และสตัว์อ่ืนๆ รวมถึงคนด้วย 
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ตารางท่ี 7. ความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับน
อาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรีย 
การทดลอง

ซํา้ท่ี 
 

Inhibition 
zone (cm) 

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย (cm) 

Inhibition index 
(Inhibition zone/

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย) 

คา่เฉล่ีย ± 
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

MSU001 
1 1.00 0.90 1.11 

1.25 ± 0.19 2 1.25 0.85 1.47 
3 1.00 0.85 1.18 

MSU002 
1 0 0.70 0 

0 ± 0.00 2 0 0.90 0 
3 0 0.60 0 

MSU003 
1 1.00 0.75 1.33 

1.15 ± 0.17 2 0.85 0.85 1.00 
3 1.00 0.90 1.11 

MSU004 
1 0 0.70 0 

0 ± 0.00 2 0 0.95 0 
3 0 0.60 0 

MSU005 
1 0 1.25 0 

0 ± 0.00 2 0 0.95 0 
3 0 0.95 0 

MSU006 
1 0 0.50 0 

0 ± 0.00 2 0 0.65 0 
3 0 0.65 0 

MSU007 
1 0 0.75 0 

0 ± 0.00 2 0 0.70 0 
3 0 0.65 0 

MSU008 
1 0 0.35 0 

0 ± 0.00 2 0 0.25 0 
3 0 0.40 0 

MSU009 
1 0 0.85 0 

0 ± 0.00 2 0 0.80 0 
3 0 0.85 0 

MSU010 
1 0 0.65 0 

0 ± 0.00 2 0 0.60 0 
3 0 0.75 0 
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ตารางท่ี 7. (ตอ่) ความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับน
อาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรีย 
การทดลอง

ซํา้ท่ี 
 

Inhibition 
zone (cm) 

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย (cm) 

Inhibition index 
(Inhibition zone/

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย) 

คา่เฉล่ีย ± 
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

MSU011 
1 0 0.55 0 

0 ± 0.00 2 0 0.50 0 
3 0 0.50 0 

MSU012 
1 0 1.25 0 

0 ± 0.00 2 0 1.20 0 
3 0 1.10 0 

MSU013 
1 0 0.85 0 

0 ± 0.00 2 0 0.80 0 
3 0 0.80 0 

MSU014 
1 0 0.65 0 

0 ± 0.00 2 0 0.60 0 
3 0 0.65 0 

MSU015 
1 0 0.45 0 

0 ± 0.00 2 0 0.45 0 
3 0 0.45 0 

MSU016 
1 0 0.95 0 

0 ± 0.00 2 0 0.95 0 
3 0 0.90 0 

MSU017 
1 0 0.25 0 

0 ± 0.00 2 0 0.25 0 
3 0 0.30 0 

MSU018 
1 0 0.45 0 

0 ± 0.00 2 0 0.50 0 
3 0 0.55 0 

MSU019 
1 0 0.65 0 

0 ± 0.00 2 0 0.65 0 
3 0 0.60 0 

MSU020 
1 0 0.75 0 

0 ± 0.00 2 0 0.80 0 
3 0 0.85 0 
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ตารางท่ี 7. (ตอ่) ความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับน
อาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรีย 
การทดลอง

ซํา้ท่ี 
 

Inhibition 
zone (cm) 

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย (cm) 

Inhibition index 
(Inhibition zone/

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย) 

คา่เฉล่ีย ± 
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

MSU021 
1 0 0.60 0 

0 ± 0.00 2 0 0.60 0 
3 0 0.70 0 

MSU022 
1 0 0.80 0 

0 ± 0.00 2 0 0.85 0 
3 0 0.75 0 

MSU023 
1 0 0.35 0 

0 ± 0.00 2 0 0.35 0 
3 0 0.40 0 

MSU024 
1 0 0.95 0 

0 ± 0.00 2 0 0.95 0 
3 0 1.00 0 

MSU025 
1 0 0.55 0 

0 ± 0.00 2 0 0.55 0 
3 0 0.60 0 

MSU026 
1 0 0.75 0 

0 ± 0.00 2 0 0.75 0 
3 0 0.85 0 

MSU027 
1 1.00 0.80 1.25 

1.58 ± 0.30 2 1.10 0.60 1.83 
3 1.00 0.60 1.67 

MSU028 
1 0 1.20 0 

0 ± 0.00 2 0 1.20 0 
3 0 1.10 0 

MSU029 
1 0 1.10 0 

0 ± 0.00 2 0 1.10 0 
3 0 1.20 0 

MSU030 
1 0 0.60 0 

0 ± 0.00 2 0 0.70 0 
3 0 0.70 0 
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ตารางท่ี 7. (ตอ่) ความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับน
อาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรีย 
การทดลอง

ซํา้ท่ี 
 

Inhibition 
zone (cm) 

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย (cm) 

Inhibition index 
(Inhibition zone/

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย) 

คา่เฉล่ีย ± 
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

MSU031 
1 0 1.50 0 

0 ± 0.00 2 0 1.55 0 
3 0 1.70 0 

MSU032 
1 0 1.20 0 

0 ± 0.00 2 0 1.25 0 
3 0 1.35 0 

MSU033 
1 0.60 2.00 0.30 

0.33 ± 0.05 2 0.70 1.80 0.39 
3 0.60 1.90 0.32 

MSU034 
1 0 0.55 0 

0 ± 0.00 2 0 0.60 0 
3 0 0.70 0 

MSU035 
1 0 0.85 0 

0 ± 0.00 2 0 0.85 0 
3 0 0.80 0 

MSU036 
1 0 1.35 0 

0 ± 0.00 2 0 1.30 0 
3 0 1.25 0 

MSU037 
1 0.30 0.50 0.60 

0.89 ± 0.33 2 0.50 0.60 0.83 
3 0.50 0.40 1.25 

MSU038 
1 0 0.65 0 

0 ± 0.00 2 0 0.75 0 
3 0 0.80 0 

MSU039 
1 0 1.20 0 

0 ± 0.00 2 0 1.20 0 
3 0 1.30 0 

MSU040 
1 0.30 0.50 0.60 

0.93 ± 0.31 2 0.40 0.40 1.00 
3 0.60 0.50 1.20 
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ตารางท่ี 7. (ตอ่) ความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับน
อาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรีย 
การทดลอง

ซํา้ท่ี 
 

Inhibition 
zone (cm) 

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย (cm) 

Inhibition index 
(Inhibition zone/

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย) 

คา่เฉล่ีย ± 
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

MSU041 
1 0 0.55 0 

0 ± 0.00 2 0 0.50 0 
3 0 0.50 0 

MSU042 
1 0 0.80 0 

0 ± 0.00 2 0 0.80 0 
3 0 0.80 0 

MSU043 
1 0 1.15 0 

0 ± 0.00 2 0 1.10 0 
3 0 1.10 0 

MSU044 
1 0 0.60 0 

0 ± 0.00 2 0 0.60 0 
3 0 0.70 0 

MSU045 
1 0 0.45 0 

0 ± 0.00 2 0 0.45 0 
3 0 0.55 0 

MSU046 
1 1.20 0.70 1.71 

1.74 ± 0.09 2 1.10 0.60 1.83 
3 1.00 0.60 1.67 

MSU047 
1 0 1.20 0 

0 ± 0.00 2 0 1.20 0 
3 0 1.10 0 

MSU048 
1 0 1.10 0 

0 ± 0.00 2 0 1.00 0 
3 0 1.00 0 

MSU049 
1 0.10 0.3 0.33 

0.44 ± 0.10 2 0.10 0.2 0.50 
3 0.20 0.4 0.50 

MSU050 
1 0.60 0.6 1.00 

0.81 ± 0.16 2 0.50 0.7 0.71 
3 0.50 0.7 0.71 
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ตารางท่ี 7. (ตอ่) ความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้การเจริญของรา Aphanomyces invadans เม่ือเลีย้งร่วมกนับน
อาหารสตูร PG-1 เป็นเวลา 3 วนัท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส 

แบคทีเรีย 
การทดลอง

ซํา้ท่ี 
 

Inhibition 
zone (cm) 

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย (cm) 

Inhibition index 
(Inhibition zone/

เส้นผ่าศนูย์กลางของ
แบคทีเรีย) 

คา่เฉล่ีย ± 
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

MSU051 
1 0 0.70 0 

0 ± 0.00 2 0 0.70 0 
3 0 0.70 0 

MSU052 
1 0.70 0.60 1.17 

1.11 ± 0.10 2 0.70 0.70 1.00 
3 0.70 0.60 1.17 

MSU053 
1 0 0.55 0 

0 ± 0.00 2 0 0.50 0 
3 0 0.60 0 

MSU054 
1 0 1.20 0 

0 ± 0.00 2 0 1.20 0 
3 0 1.10 0 

MSU055 
1 0 0.85 0 

0 ± 0.00 2 0 0.85 0 
3 0 0.80 0 

MSU056 
1 0 0.45 0 

0 ± 0.00 2 0 0.50 0 
3 0 0.50 0 

MSU057 
1 0 0.85 0 

0 ± 0.00 2 0 0.85 0 
3 0 0.80 0 

MSU058 
1 0 0.60 0 

0 ± 0.00 2 0 0.60 0 
3 0 0.70 0 

MSU059 
1 0 0.85 0 

0 ± 0.00 2 0 0.85 0 
3 0 0.80 0 

MSU060 
1 0 1.00 0 

0 ± 0.00 2 0 1.00 0 
3 0 0.90 0 
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ANOVA 
 
ZONE  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 15.295 59 .259 176.085 .000 
Within Groups .177 120 .001    
Total 15.472 179     

 
ZONE 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 6 
2 3 .0000        
8 3 .0000        
9 3 .0000        
10 3 .0000        
11 3 .0000        
12 3 .0000        
13 3 .0000        
14 3 .0000        
15 3 .0000        
16 3 .0000        
17 3 .0000        
18 3 .0000        
19 3 .0000        
20 3 .0000        
21 3 .0000        
22 3 .0000        
23 3 .0000        
24 3 .0000        
25 3 .0000        
26 3 .0000        
28 3 .0000        
29 3 .0000        
30 3 .0000        
31 3 .0000        
32 3 .0000        
34 3 .0000        
35 3 .0000        
36 3 .0000        
38 3 .0000        
39 3 .0000        
41 3 .0000        
42 3 .0000        
43 3 .0000        
44 3 .0000        
45 3 .0000        
47 3 .0000        
48 3 .0000        
51 3 .0000        
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49 3 .1333        
40 3   .4333       
37 3   .4333       
50 3   .5333 .5333      
33 3    .6333 .6333     
52 3     .7000     
3 3      .9500   
27 3      1.0333 1.0333 
1 3      1.0833 1.0833 
46 3        1.1000 
Sig.   .119 .721 .721 .999 .119 .999 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี 8. การวดัการเจริญของแบคทีเรีย ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีปรับให้มีคา่ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 2, 3, 4, 5 และ 6 เม่ือ
เลีย้งแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ด้วยการวดัค่าดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร โดยทําการ
ทดลอง 3 ซํา้ 
แบคทีเรีย อาหาร pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 

MSU001 
 

NB 
0.076 0.081 0.094 0.495 1.140/0.132* 
0.086 0.068 0.096 0.737 0.899 
0.098 0.080 0.097 0.200 0.832 

MSU003 
 

NB 
0.063 0.070 0.077 0.376 0.380 
0.070 0.065 0.080 0.322 0.455 
0.076 0.076 0.102 0.328 0.387 

MSU027 
 

NB 
0.011 0.034 0.41 1.454/0.124* 1.564/0.146* 
0.013 0.054 0.87 1.234/0.111* 1.420/0.138* 
0.009 0.032 0.54 1.126/0.098* 1.322/0.109* 

MSU033 
 

MRS broth 
0.019 0.065 0.305 0.201 0.471 
0.015 0.072 0.227 0.345 0.350 
0.014 0.067 0.198 0.327 0.574 

MSU037 
 

NB 
0.009 0.018 0.046 1.784/0.208* 1.690/0.250* 
0.011 0.023 0.050 1.560/0.175* 1.628/0.196* 
0.007 0.026 0.049 1.704/0.203* 1.654/0.223* 

MSU040 
 

NB 
 

0.006 0.027 0.025 1.534/0.137* 1.584/0.168* 
0.012 0.033 0.022 1.490/0.132* 1.562/0.162* 
0.008 0.021 0.019 1.600/0.156* 1.628/0.196* 

MSU046 
 

NB 
0.005 0.040 0.071 0.977 0.613 
0.018 0.044 0.080 0.718 0.964 
0.009 0.038 0.077 0.887 0.357 

MSU049 MRS broth 
0.025 0.107 0.023 0.876 0.995 
0.011 0.013 0.029 0.785 0.978 
0.013 0.040 0.009 0.897 0.998 

MSU050 MRS broth 
0.165 0.124 0.302 0.191 1.390/0.149* 
0.212 0.248 0.183 0.128 1.396/0.151* 
0.100 0.189 0.251 0.221 1.445/0.213* 

MSU052 MRS broth 
0.269 0.204 0.1 57 0.271 1.454/0.148* 
0.260 0.183 0.197 0.208 0.208 
0.184 0.282 0.125 0.137 0.137 

* คา่วดัการดดูกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตรท่ีอา่นจากการทําเจือจาง 10 เทา่ 
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ANOVA 
 

    
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

PH2 Between 
Groups .168 9 .019 33.152 .000 

Within 
Groups .011 20 .001    

Total .179 29     
PH3 Between 

Groups .126 9 .014 15.240 .000 

Within 
Groups .018 20 .001    

Total .145 29     
PH4 Between 

Groups .844 9 .094 14.544 .000 

Within 
Groups .129 20 .006    

Total .973 29     
PH5 Between 

Groups 2.115 9 .235 21.844 .000 

Within 
Groups .215 20 .011    

Total 2.330 29     
PH6 Between 

Groups 2.216 9 .246 8.471 .000 

Within 
Groups .581 20 .029    

Total 2.797 29     
 
PH2 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 
40.00 3 .00867    
37.00 3 .00900    
46.00 3 .01067    
27.00 3 .01100    
33.00 3 .01600    
49.00 3 .01633    
3.00 3 .06967 .06967   
1.00 3   .08667   
50.00 3    .15900  
52.00 3     .23767
Sig.   .108 .996 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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PH3 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
37.00 3 .02233  
40.00 3 .02700  
27.00 3 .04000  
46.00 3 .04067  
49.00 3 .05333  
33.00 3 .06800  
3.00 3 .07033  
1.00 3 .07633  
50.00 3   .18700
52.00 3   .22300
Sig.   .500 .895

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
PH4 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
49.00 3 .02033  
40.00 3 .02200  
37.00 3 .04833  
46.00 3 .07600  
3.00 3 .08633  
1.00 3 .09567  
52.00 3 .15967  
33.00 3 .24333  
50.00 3 .24533  
27.00 3   .60667
Sig.   .062 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 



 

 79 

PH5 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
27.00 3 .11100   
40.00 3 .14167   
50.00 3 .18000 .18000  
37.00 3 .19533 .19533  
52.00 3 .20533 .20533  
33.00 3 .29100 .29100  
3.00 3 .34200 .34200  
1.00 3   .47733  
49.00 3    .85267
46.00 3    .86067
Sig.   .227 .053 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
PH6 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
27.00 3 .13100   
52.00 3 .13400   
50.00 3 .17100 .17100  
40.00 3 .17533 .17533  
37.00 3 .22300 .22300  
3.00 3 .40733 .40733  
33.00 3 .46500 .46500  
1.00 3 .62100 .62100 .62100
46.00 3   .64467 .64467
49.00 3    .99033
Sig.   .052 .066 .257

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี 9. การวดัการเจริญของแบคทีเรีย ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีปรับให้มีคา่ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 2, 3, 4, 5 และ 6 เม่ือ
เลีย้งแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ด้วยการวดัค่าดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร โดยทําการ
ทดลอง 3 ซํา้ 
แบคทีเรีย อาหาร pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 

MSU001 
 

NB 
0.166 0.074 0.113 0.675 0.951 
0.190 0.098 0.162 0.327 0.666 
0.119 0.139 0.106 1.156/0.135* 1070/0.137* 

MSU003 
 

NB 
0.090 0.059 0.092 0.725 0.973 
0.055 0.089 0.095 0.439 0.607 
0.087 0.070 0.150 0.853 0.729 

MSU027 
 

NB 
0.043 0.113 0.654 1.090/0.134* 1.026/0.118* 
0.049 0.125 0.826 0.893 0.804 
0.107 0.109 0.646 1.098/0.140* 0.994 

MSU033 
 

MRS broth 
0.365 0.144 0.104 0.195 0.704 
0.417 0.168 0.127 0.059 0.321 
0.384 0.111 0.162 0.170 0.505 

MSU037 
 

NB 
0.092 0.177 0.151 1.488/0.195* 1.462/0.210* 
0.094 0.168 0.173 1.434/0.205* 1.300/0.147* 
0.082 0.269 0.192 1.348/0.203* 1.342/0.169* 

MSU040 
 

NB 
 

0.081 0.141 0.177 1.254/0.168* 1.472/0.213* 
0.144 0.070 0.120 1.434/0.218* 1.584/0.263* 
0.076 0.110 0.155 1.264/0.185* 1.388/0.189* 

MSU046 
 

NB 
0.050 0.073 0.186 1.108.0.119* 0.943 
0.010 0.047 0.154 0.687 0.716 
0.008 0.042 0.191 1.042/0.128* 1.090/0.125* 

MSU049 MRS brot 
0.024 0.104 0.026 0.054 1.696/0.282* 
0.010 0.013 0.037 1.450/0.190* 1.690/0.270* 
0.021 0.030 0.002 1.410/0.177* 1.660/0.276* 

MSU050 MRS broth 
0.265 0.124 0.502 0.191 2.220/0.702* 
0.312 0.348 0.183 0.103 2.230/0.710* 
0.103 0.189 0.251 0.221 2.245/0.628* 

MSU052 MRS broth 
0.269 0.204 0.157 0.271 2.225/0.644* 
0.360 0.183 0.197 0.208 2.285/0.685* 
0.284 0.382 0.325 0.037 2.010/0.475* 

* คา่วดัการดดูกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตรท่ีอา่นจากการทําเจือจาง 10 เทา่ 
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ANOVA 
 

    
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

PH2 Between 
Groups .415 9 .046 22.944 .000 

Within 
Groups .040 20 .002    

Total .456 29     
PH3 Between 

Groups .140 9 .016 4.530 .002 

Within 
Groups .069 20 .003    

Total .209 29     
PH4 Between 

Groups .970 9 .108 21.097 .000 

Within 
Groups .102 20 .005    

Total 1.072 29     
PH5 Between 

Groups .759 9 .084 1.889 .113 

Within 
Groups .892 20 .045    

Total 1.651 29     
PH6 Between 

Groups 1.151 9 .128 1.968 .099 

Within 
Groups 1.299 20 .065    

Total 2.450 29     
 
PH2 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 
49.00 3 .01833      
46.00 3 .02267      
27.00 3 .06633 .06633     
3.00 3 .07733 .07733     
37.00 3 .08933 .08933     
40.00 3 .10033 .10033 .10033    
1.00 3   .15833 .15833    
50.00 3    .22667 .22667   
52.00 3     .30433 .30433 
33.00 3      .38867 
Sig.   .464 .319 .060 .535 .428 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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PH3 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
49.00 3 .04900   
46.00 3 .05400 .05400  
3.00 3 .07267 .07267  
1.00 3 .10367 .10367 .10367
40.00 3 .10700 .10700 .10700
27.00 3 .11567 .11567 .11567
33.00 3 .14100 .14100 .14100
37.00 3 .20467 .20467 .20467
50.00 3   .22033 .22033
52.00 3    .25633
Sig.   .089 .058 .101

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
PH4 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
49.00 3 .02167   
3.00 3 .11233 .11233  
1.00 3 .12700 .12700  
33.00 3 .13100 .13100  
40.00 3 .15067 .15067  
37.00 3 .17200 .17200  
46.00 3 .17700 .17700  
52.00 3 .22633 .22633  
50.00 3   .31200  
27.00 3    .70867
Sig.   .054 .064 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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PH5 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for 
alpha 
= .05 

1 
49.00 3 .14033 
33.00 3 .14133 
50.00 3 .17167 
52.00 3 .17200 
40.00 3 .19033 
37.00 3 .20100 
46.00 3 .31133 
1.00 3 .37900 
27.00 3 .38900 
3.00 3 .67233 
Sig.   .122 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
PH6 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for 
alpha 
= .05 

1 
37.00 3 .17533 
40.00 3 .22167 
49.00 3 .27600 
33.00 3 .51000 
1.00 3 .58467 
46.00 3 .59467 
52.00 3 .60133 
27.00 3 .63867 
50.00 3 .68000 
3.00 3 .76967 
Sig.   .183 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี 10. การวดัการเจริญของแบคทีเรีย ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0, 0.15 และ 0.30           
เม่ือเลีย้งแบคทีเรียท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ด้วยการวดัค่าดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร โดยทําการ
ทดลอง 3 ซํา้ 

แบคทีเรีย อาหาร 0% bile salt 0.15% bile salt 0.30% bile salt 

MSU001 
 

NB 
0.800 0.515 1.260/0.151* 
0.747 0.566 0.984 
0.500 0.654 0.910 

MSU003 
 

NB 
0.945 0.629 1.188/0.186* 

1.182/0.127* 0.605 0.960 
0.802 0.988 0.852 

MSU027 
 

NB 
1.538/0.150* 1.754/0.255* 1.308/0.180* 
1.522/0.234* 1.670/0.276* 1.384/0.223* 
1.630/0.255* 1.587/0.202* 1.350/0.140* 

MSU033 
 

MRS broth 
1.824/0.361* 0.338 0.300 

0.982 0.630 0.204 
1.588/0.294* 0.405 0.190 

MSU037 
 

NB 
1.700/0.507* 1.740/0.348* 1.506/0.237* 
1.716/0.345* 1.960/0.466* 1.556/0.240* 
1.711/0.452* 1.734/0.340* 1.522/0.233* 

MSU040 
 

NB 
 

1.702/0.503* 1.740/0.346* 1.502/0.237* 
1.716/0.335* 1.960/0.455* 1.552/0.241* 
1.700/0.451* 1.734/0.350* 1.511/0.223* 

MSU046 
 

NB 
0.864 0.334 0.826 
0.353 0.555 0.998 
0.868 0.298 0.789 

MSU049 MRS broth 
1.346/0.201* 0.478 0.212 
1.774/0.375* 0.652 0.206 
1.700/0.339* 0.546 0.162 

MSU050 MRS broth 
2.440/0.898* 2.375/0.849* 2.420/0.801* 
2.355/0.782* 2.400/0.870* 2.385/0.999* 
2.385/0.790* 2.370/0.845* 2.370/0.845* 

MSU052 MRS broth 
2.385/0.822* 2.480/0.967* 2.430/0.877* 
2.440/0.898* 2.430/0.907* 2.440/0.860* 
2.460/0.920* 2.410/0.823* 2.470/0.890* 

* คา่วดัการดดูกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตรท่ีอา่นจากการทําเจือจาง 10 เทา่ 
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ANOVA 
 

    
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

BILE0.15 Between 
Groups 1.298 9 .144 12.317 .000 

Within Groups .234 20 .012    
Total 1.532 29     

BILE0.3 Between 
Groups 2.679 9 .298 7.122 .000 

Within Groups .836 20 .042    
Total 3.515 29     

BILE0 Between 
Groups 1.282 9 .142 2.963 .021 

Within Groups .961 20 .048    
Total 2.243 29     

 
BILE0 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
27.00 3 .21300  
49.00 3 .30500 .30500
40.00 3 .42967 .42967
37.00 3 .43467 .43467
33.00 3 .54567 .54567
3.00 3 .62467 .62467
1.00 3 .68233 .68233
46.00 3 .69500 .69500
50.00 3 .82333 .82333
52.00 3   .88000
Sig.   .065 .096

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
BILE0.15 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 
27.00 3 .24433      
40.00 3 .38367 .38367     
37.00 3 .38467 .38467     
46.00 3 .39567 .39567     
33.00 3 .45767 .45767 .45767    
49.00 3   .55867 .55867 .55867   
1.00 3   .57833 .57833 .57833   
3.00 3    .74067 .74067 .74067 
50.00 3     .85467 .85467 
52.00 3      .89900 
Sig.   .367 .485 .097 .073 .733 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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BILE0.3 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
27.00 3 .18100  
49.00 3 .19333  
33.00 3 .23133  
40.00 3 .23367  
37.00 3 .23667  
3.00 3 .66600 .66600
1.00 3 .68167 .68167
46.00 3   .87100
52.00 3   .87567
50.00 3   .88167
Sig.   .142 .944

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี 11. การวดัการเจริญของแบคทีเรีย ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเติมเกลือนํา้ดีท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0, 0.15 และ 0.30           
เม่ือเลีย้งแบคทีเรียท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ด้วยการวดัค่าดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร โดยทําการ
ทดลอง 3 ซํา้ 

แบคทีเรีย อาหาร 0% bile salt 0.15% bile salt 0.30% bile salt 

MSU001 
 

NB 
0.888 0.515 1.260/0.151* 
0.885 0.566 0.984 
0.884 0.654 0.910 

MSU003 
 

NB 
0.823 0.629 1.188/0.186* 
0.821 0.605 0.960 
0.829 0.988 0.852 

MSU027 
 

NB 
1.502/0.232* 1.754/0.255* 1.308/0.180* 
1.500/0.230* 1.670/0.276* 1.384/0.223* 
1.500/0.228* 1.587/0.202* 1.350/0.140* 

MSU033 
 

MRS broth 
1.466/0.190* 0.338 0.300 
1.468/0.192* 0.630 0.204 
1.467/0.190* 0.405 0.190 

MSU037 
 

NB 
1.835/0.350* 1.740/0.348* 1.506/0.237* 
1.838/0.352* 1.960/0.466* 1.556/0.240* 
1.8390.353* 1.734/0.340* 1.522/0.233* 

MSU040 
 

NB 
 

1.790/0.298* 1.740/0.346* 1.502/0.237* 
1.792/0.300* 1.960/0.455* 1.552/0.241* 
1.788/0.297* 1.734/0.350* 1.511/0.223* 

MSU046 
 

NB 
0.755 0.334 0.826 
0.756 0.555 0.998 
0.760 0.298 0.789 

MSU049 MRS broth 
1750/0.293* 0.478 0.212 
1.748/0.290* 0.652 0.206 
1.752/0.295* 0.546 0.162 

MSU050 MRS broth 
2.190/0.471* 2.375/0.849* 2.420/0.801* 
2.191/0.473* 2.400/0.870* 2.385/0.999* 
2.187/0.470* 2.370/0.845* 2.370/0.845* 

MSU052 MRS broth 
2.268/0.685* 2.480/0.967* 2.430/0.877* 
2.271/0.688* 2.430/0.907* 2.440/0.860* 
2.270/0.687* 2.410/0.823* 2.470/0.890* 

* คา่วดัการดดูกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตรท่ีอา่นจากการทําเจือจาง 10 เทา่ 
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ANOVA 
 

    
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

BILE0.15 Between 
Groups .817 9 .091 3.252 .013 

Within Groups .558 20 .028    
Total 1.375 29     

BILE0.3 Between 
Groups 1.826 9 .203 12.766 .000 

Within Groups .318 20 .016    
Total 2.144 29     

BILE0 Between 
Groups 1.471 9 .163 8.753 .000 

Within Groups .373 20 .019    
Total 1.845 29     

 
BILE0 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 
33.00 3 .19067    
40.00 3 .29833 .29833   
37.00 3 .35167 .35167   
50.00 3 .47133 .47133 .47133  
49.00 3   .60367 .60367 .60367
27.00 3   .62400 .62400 .62400
52.00 3   .68667 .68667 .68667
46.00 3    .75700 .75700
3.00 3    .82100 .82100
1.00 3     .88567
Sig.   .317 .057 .111 .312

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.  
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BILE0.15 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for 
alpha 
= .05 

1 
27.00 3 .16500 
37.00 3 .18767 
40.00 3 .21833 
49.00 3 .29000 
33.00 3 .33633 
3.00 3 .42867 
46.00 3 .43700 
52.00 3 .56367 
50.00 3 .59033 
1.00 3 .64400 
Sig.   .053 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
BILE0.3 
 
Tukey HSD  

MSU N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 
33.00 3 .16333      
49.00 3 .23900 .23900     
46.00 3 .37867 .37867 .37867    
1.00 3 .43800 .43800 .43800    
40.00 3   .54367 .54367 .54367   
52.00 3   .57200 .57200 .57200   
50.00 3   .59367 .59367 .59367   
3.00 3    .71333 .71333 .71333 
37.00 3     .88833 .88833 
27.00 3      .97067 
Sig.   .250 .061 .089 .073 .325 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
  
 

 



 

 90 

ตารางท่ี 12. การวดัการเจริญของแบคทีเรีย ในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS broth ท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0-24 
ชัว่โมง ด้วยการวดัคา่ดดูกลืนแสง 620 นาโนเมตร โดยทําการทดลอง 3 ซํา้ 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

Staphylococcus epidermidis MSU049 Enterobacter cloacae MSU050 

0 0.085 0.086 0.079 0.089 0.087 0.089 
1 0.184 0.175 0.183 0.164 0.163 0.165 
2 0.298 0.294 0.302 0.275 0.252 0.287 
3 0.355 0.367 0.359 0.354 0.337 0.336 
4 0.509 0.521 0.534 0.517 0.502 0.498 
5 0.642 0.415 0.59 0.536 0.543 0.499 
6 0.927 0.804 0.871 0.821 0.718 0.731 
7 0.826 1.064 0.95 0.956 0.984 1.042 
8 1.034 1.064 1.023 1.15 1.246 1.108 
9 1.069 1.116 1.076 1.258 1.46 1.345 

10 1.005 1.44 1.118 1.35 1.353 1.355 
11 1.24 1.232 1.498 1.712 1.682 1.699 
12 0.883 1.198 1.163 1.658 1.72 1.67 
13 1.174 0.909 1.169 1.81 1.85 1.79 
14 0.634 0.741 0.999 1.856 1.818 1.748 
15 1.39 1.162 1.166 1.864 1.866 1.902 
16 1.002 1.168 1.354 2 1.788 1.892 
17 1.276 0.747 1.222 1.932 2 1.994 
18 0.995 0.619 0.818 2 2.015 1.89 
19 1.312 0.727 1.152 1.872 1.867 1.944 
20 0.951 0.822 0.954 1.886 1.889 1.987 
21 1.126 1.132 0.874 1.972 1.896 1.936 
22 0.825 0.768 0.863 1.952 1.848 1.85 
23 1.018 1.006 1.008 1.954 1.95 1.899 
24 1.014 1.02 1.008 1.96 1.955 1.948 

* คา่วดัการดดูกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตรท่ีอา่นจากการทําเจือจาง 10 เทา่ 
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ต า รา ง ท่ี  1 3 . บั น ทึ ก ก า รต าย ข อ งป ล า ช่ อ น  เ ม่ื อ ชั ก นํ า ใ ห้ ติ ด โรค  EUS ด้ ว ย ก า ร เติ ม  zoospore ข อ ง รา                   
Aphanomyces invadans ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ โดยทําการทดลอง 3 ซํา้ (n=3) 
เวลา 
(วนั) 

105 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 106 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 107 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 

0          
1          
2          
3       1   
4    1      
5         1 
6     1 1  2  
7     1    1 
8 1         
9  1     1   

10 1         
11          
12          
13          
14   1 1      
15          

รวมปลา
ตาย 

2 1 1 2 2 1 2 2 2 

รวมปลา
รอดตาย 

1 2 2 1 1 2 1 1 1 
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ตารางท่ี  14. ร้อยละอัตราการตายสะสมของปลาช่อน  เม่ือชักนําให้ติดโรค  EUS ด้วยการเติม  zoospore ของรา                   
Aphanomyces invadans ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ โดยทําการทดลอง 3 ซํา้ (n=3) 
เวลา 
(วนั) 

105 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 106 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 107 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 
4 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 
5 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 33.33 
6 0 0 0 33.33 33.33 33.33 33.33 66.66 33.33 
7 0 0 0 33.33 66.66 33.33 33.33 66.66 66.66 
8 33.33 0 0 33.33 66.66 33.33 33.33 66.66 66.66 
9 33.33 33.33 0 33.33 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 

10 66.66 33.33 0 33.33 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 
11 66.66 33.33 0 33.33 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 
12 66.66 33.33 0 33.33 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 
13 66.66 33.33 0 33.33 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 
14 66.66 33.33 33.33 66.66 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 
15 66.66 33.33 33.33 66.66 66.66 33.33 66.66 66.66 66.66 

 
ANOVA 
 
DAY  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 741.037 2 370.519 1.500 .296 
Within Groups 1482.074 6 247.012    
Total 2223.111 8     

 



 

 93 

ตารางท่ี  15. บันทึกการตายของปลาช่อน  เม่ือใช้โพรไบโอติกแบคทีเรีย  Staphylococcus epidermidis MSU049            
ในการควบคุม โรค  EUS ในปลาช่อน  ก่อนห รือหลังการชัก นําให้ ติดโรค  EUS ด้วยการเติม  zoospore ของรา 
Aphanomyces invadans ด้วยวิธีการตา่งๆ โดยทําการทดลอง 4 ซํา้ (n=3) 
เวลา 
(วนั) 

กลุม่ท่ี 1 กลุม่ท่ี 2 กลุม่ท่ี 3 กลุม่ท่ี 4 กลุม่ท่ี 5 กลุม่ท่ี 6 กลุม่ท่ี 7 

0                             
1                             
2                             
3     1 1            1           
4                             
5                             
6     1  1                      
7      1  1             1        
8       1                      
9                             
10               1           1   
11                             
12                             
13                             
14                             
15                             
รวม
ปลา
ตาย 

0 0 0 0 2 2 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

รวม
ปลา
รอด
ตาย 

3 3 3 3 1 1 1 2 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 3 3 2 3 3 3 3 2 3 3 
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ตารางท่ี 16. ร้อยละอัตราการตายสะสมของปลาช่อน เม่ือใช้โพรไบโอติกแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis 
MSU049 ในการควบคุมโรค EUS ในปลาช่อน ก่อนหรือหลังการชักนําให้ติดโรค EUS ด้วยการเติม zoospore ของรา 
Aphanomyces invadans ด้วยวิธีการตา่งๆ โดยทําการทดลอง 4 ซํา้ (n=3) 
เวลา 
(วนั) 

กลุม่ท่ี 1 กลุม่ท่ี 2 กลุม่ท่ี 3 กลุม่ท่ี 4 กลุม่ท่ี 5 กลุม่ท่ี 6 กลุม่ท่ี 7 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 66.66 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 66.66 66.66 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

11 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

12 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

13 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

14 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

15 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

 
ANOVA 
 
PERCEN  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 9921.365 6 1653.561 8.335 .000 
Within Groups 4166.333 21 198.397    
Total 14087.698 27     
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Multiple Comparisons 
 
Dependent Variable: PERCEN  
Tukey HSD  

(I) TEST (J) TEST 

Mean 
Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
1.00 2.00 -58.3350(*) 9.95984 .000 -90.7123 -25.9577 

3.00 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.10 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 
4.20 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 
4.30 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 
4.40 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 

2.00 1.00 58.3350(*) 9.95984 .000 25.9577 90.7123 
  3.00 58.3350(*) 9.95984 .000 25.9577 90.7123 

4.10 50.0025(*) 9.95984 .001 17.6252 82.3798 
4.20 50.0025(*) 9.95984 .001 17.6252 82.3798 
4.30 50.0025(*) 9.95984 .001 17.6252 82.3798 
4.40 50.0025(*) 9.95984 .001 17.6252 82.3798 

3.00 1.00 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
  2.00 -58.3350(*) 9.95984 .000 -90.7123 -25.9577 

4.10 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 
4.20 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 
4.30 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 
4.40 -8.3325 9.95984 .978 -40.7098 24.0448 

4.00 1.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
  2.00 -50.0025(*) 9.95984 .001 -82.3798 -17.6252 

3.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
4.20 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.30 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.40 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 

5.00 1.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
  2.00 -50.0025(*) 9.95984 .001 -82.3798 -17.6252 

3.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
4.10 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.30 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.40 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 

6.00 1.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
  2.00 -50.0025(*) 9.95984 .001 -82.3798 -17.6252 

3.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
4.10 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.20 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.40 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 

7.00 1.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
  2.00 -50.0025(*) 9.95984 .001 -82.3798 -17.6252 

3.00 8.3325 9.95984 .978 -24.0448 40.7098 
4.10 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.20 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 
4.30 .0000 9.95984 1.000 -32.3773 32.3773 

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
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PERCEN 
 
Tukey HSD  

TEST N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
1.00 4 .0000  
3.00 4 .0000  
4.00 4 8.3325  
5.00 4 8.3325  
6.00 4 8.3325  
7.00 4 8.3325  
2.00 4   58.3350
Sig.   .978 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 
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ตารางท่ี 17. บนัทึกการตายของปลาช่อน เม่ือใช้โพรไบโอติกแบคทีเรีย Enterobacter cloacae MSU050 ในการควบคุม
โรค EUS ในปลาช่อน ก่อนหรือหลงัการชักนําให้ติดโรค EUS ด้วยการเติม zoospore ของรา Aphanomyces invadans 
ด้วยวิธีการตา่งๆ โดยทําการทดลอง 4 ซํา้ (n=3) 
เวลา 
(วนั) 

กลุม่ท่ี 1 กลุม่ท่ี 2 กลุม่ท่ี 3 กลุม่ท่ี 4 กลุม่ท่ี 5 กลุม่ท่ี 6 กลุม่ท่ี 7 

0                             
1                             
2                             
3     1 1            1           
4                             
5                             
6     1  1                      
7      1  1             1        
8       1                      
9                             
10               1           1   
11                             
12                             
13                             
14                             
15                             
รวม
ปลา
ตาย 

0 0 0 0 2 2 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

รวม
ปลา
รอด
ตาย 

3 3 3 3 1 1 1 2 3 3 3 3 3 3 2 1 3 2 3 3 2 3 3 3 3 2 3 3 
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ตารางท่ี 18. ร้อยละอัตราการตายสะสมของปลาช่อน เม่ือใช้โพรไบโอติกแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis 
MSU049 ในการควบคุมโรค EUS ในปลาช่อน ก่อนหรือหลังการชักนําให้ติดโรค EUS ด้วยการเติม zoospore ของรา 
Aphanomyces invadans ด้วยวิธีการตา่งๆ โดยทําการทดลอง 4 ซํา้ (n=3) 
เวลา 
(วนั) 

กลุม่ท่ี 1 กลุม่ท่ี 2 กลุม่ท่ี 3 กลุม่ท่ี 4 กลุม่ท่ี 5 กลุม่ท่ี 6 กลุม่ท่ี 7 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 0 0 0 0 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 66.66 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 66.66 66.66 33.33 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 
9 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 
11 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 
12 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 
13 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 
14 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 
15 0 0 0 0 66.66 66.66 66.66 33.33 0 0 0 0 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 33.33 0 0 0 0 33.33 0 0 

 
ANOVA 
 
PERCEN  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 10394.746 6 1732.458 9.357 .000 
Within Groups 3888.111 21 185.148    
Total 14282.857 27     
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Multiple Comparisons 
 
Dependent Variable: PERCEN  
Tukey HSD  

(I) TEST (J) TEST 

Mean 
Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
1.00 2.00 -58.3275(*) 9.62154 .000 -89.6050 -27.0500 

3.00 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 
4.10 -8.3325 9.62154 .974 -39.6100 22.9450 
4.20 -16.6650 9.62154 .604 -47.9425 14.6125 
4.30 -16.6650 9.62154 .604 -47.9425 14.6125 
4.40 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 

2.00 1.00 58.3275(*) 9.62154 .000 27.0500 89.6050 
  3.00 58.3275(*) 9.62154 .000 27.0500 89.6050 

4.10 49.9950(*) 9.62154 .001 18.7175 81.2725 
4.20 41.6625(*) 9.62154 .005 10.3850 72.9400 
4.30 41.6625(*) 9.62154 .005 10.3850 72.9400 
4.40 58.3275(*) 9.62154 .000 27.0500 89.6050 

3.00 1.00 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 
  2.00 -58.3275(*) 9.62154 .000 -89.6050 -27.0500 

4.10 -8.3325 9.62154 .974 -39.6100 22.9450 
4.20 -16.6650 9.62154 .604 -47.9425 14.6125 
4.30 -16.6650 9.62154 .604 -47.9425 14.6125 
4.40 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 

4.00 1.00 8.3325 9.62154 .974 -22.9450 39.6100 
  2.00 -49.9950(*) 9.62154 .001 -81.2725 -18.7175 

3.00 8.3325 9.62154 .974 -22.9450 39.6100 
4.20 -8.3325 9.62154 .974 -39.6100 22.9450 
4.30 -8.3325 9.62154 .974 -39.6100 22.9450 
4.40 8.3325 9.62154 .974 -22.9450 39.6100 

5.00 1.00 16.6650 9.62154 .604 -14.6125 47.9425 
  2.00 -41.6625(*) 9.62154 .005 -72.9400 -10.3850 

3.00 16.6650 9.62154 .604 -14.6125 47.9425 
4.10 8.3325 9.62154 .974 -22.9450 39.6100 
4.30 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 
4.40 16.6650 9.62154 .604 -14.6125 47.9425 

6.00 1.00 16.6650 9.62154 .604 -14.6125 47.9425 
  2.00 -41.6625(*) 9.62154 .005 -72.9400 -10.3850 

3.00 16.6650 9.62154 .604 -14.6125 47.9425 
4.10 8.3325 9.62154 .974 -22.9450 39.6100 
4.20 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 
4.40 16.6650 9.62154 .604 -14.6125 47.9425 

7.00 1.00 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 
  2.00 -58.3275(*) 9.62154 .000 -89.6050 -27.0500 

3.00 .0000 9.62154 1.000 -31.2775 31.2775 
4.10 -8.3325 9.62154 .974 -39.6100 22.9450 
4.20 -16.6650 9.62154 .604 -47.9425 14.6125 
4.30 -16.6650 9.62154 .604 -47.9425 14.6125 

 The mean difference is significant at the .05 level. 
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PERCEN 
 
Tukey HSD  

TEST N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
1.00 4 .0000  
3.00 4 .0000  
7.00 4 .0000  
4.00 4 8.3325  
5.00 4 16.6650  
6.00 4 16.6650  
2.00 4   58.3275
Sig.   .604 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 
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