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บทคัดยอ 

 

            การศึกษาคุณลักษณะและจําแนกชนิดของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีแยกไดจากลําไสปลานิล

ท้ังหมด 54 ไอโซเลท นําไปทดสอบคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเปน

แบคทีเรียในกลุม Bacillus spp. และ Lactobacillus spp. เม่ือทําการทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรีย

โพรไบโอติกโดยดูจากความทนในการเจริญท่ีสภาวะเปนกรดและในเกลือน้ําดี ความสามารถในการยอยแปง

และโปรตีน ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ และ

จําแนกชนิดแบคทีเรียโพรไบโอติกดวยการหาลําดับเบสยีน 16s rRNA พบวาแบคทีเรียไอโซเลท M104 

(Lactobacillus sp.), T311 (Bacillus cereus)  และ T318 (Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum) 

สามารถทนเกลือได 0.5-3% NaCl, สามารถยอยแปงและโปรตีน และยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ในขณะท่ีความสามารถทนกรดของ 

M104 สามารถทนกรดได pH 1-4, T311 และ T318 สามารถทนกรดได pH 2-4 นอกจากนี้ผลการ

ทดสอบความาสามารถตานทายาปฏิชีวนะของ M104 พบวาสามารถตานทานยาปฏิชีวนะ Gentamicin, 

Tetracycline, Chloramphenicol และ Trimethoprim ในขณะท่ี T311 และ T318 มีความสามารถ

ตานทานยาปฏิชีวนะได 3 ตัวยา จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียไอโซเลท M104, T311 

และ T318 สามารถนําไปประยุกตใชเปนโพรไบโอติกในระบบการเพาะเลี้ยงปลานิลตอไปได 

 

คําสําคัญ :  ปลานิล, แบคทีเรียโพรไบโอติก, Bacillus sp., Lactobacillus sp. 
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ABSTRACT 

 

         The intestinal tract bacteria of tilapia (Oreochromis sp.) were isolated and 

identified. Total of 54 bacteria isolates were classified by morphology and biochemical 

test. They were Bacillus spp. and Lactobacillus spp. The bacterial isolates were evaluated 

for their probiotic properties including acidic and bile salt condition tolerance, digestibility 

of starch and protein, phatogenic bacteria inhibition and capability of antibiotic resistant 

for probiotic bacteria selection. The 16s rRNA gene of the probiotic bacteria were 

investigated for identity. The result showed that the isolate M104 (Lactobacillus sp.), T311 

(Bacillus cereus) and T318 (Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum) capable to tolerate the 

bile salt from 0.5 to 3% NaCl. Those strains had digestible property on starch and protein, 

and fish pathogen inhibitory,  Streptococcus sp.,  Aeromonas sp. and Pseudomons sp. 

Whilst, M104 was able to tolerate from pH 1 to 4, T311 and T318 were able to tolerate 

from pH 2 to 4. M104 also resisted to Gentamicin, Tetracycline, Chloramphenicol and 

Trimethoprim, while T311 and T318 resisted only 3 antibiotics. The isolate M104, T311 

and T318, therefore may be used as probiotics in tilapia culture. 

 

Keywords :  Tilapia, Probiotic bacteria, Bacillus sp., Lactobacillus sp. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
         1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

     ปจจุบันการเพาะเลี้ยงปลานิล และปลานิลแดงเปนธุรกิจท่ีสรางรายไดกับเกษตรกร และ

ผูประกอบการท่ีเก่ียวของอยางมาก เชน การคาปจจัยการผลิต การทําอาหารแปรรูป การสงออกอาหารแช

แข็ง การทําเครื่องหนัง เปนตน ทําใหมีการมีการพัฒนารูปแบบการเลี้ยงแบบหนาแนนข้ึน ซ่ึงสามารถเลี้ยง

ไดท้ังในกระชังในบอดิน กระชังในคลอง กระชังในแมน้ํา รวมถึงการเลี้ยงในบอดิน เพ่ือใหมีผลผลิตเพียงพอ

กับความตองการของตลาด อยางไรก็ตามการเลี้ยงปลานิล และปลานิลแดงในรูปแบบดังกลาวตองเจอ

อุปสรรคและปญหามากมาย เชน ปญหาปลาสูญหาย ปญหาพันธุปลานิลลูกผสม ปญหาปลานิลราคาต่ํา 

และปญหาท่ีสําคัญ คือ ปญหาทางดานโรคสัตวน้ํา โดยเฉพาะการเลี้ยงปลานิล และปลานิลแดงในกระชังท่ีมี

การควบคุมไดยากกวาการเลี้ยงในบอ ท้ังในดานปญหาการควบคุมคุณภาพของน้ํา การควบคุมโรคจากปลา

นอกกระชัง และการเกิดความหนาแนนในการเลี้ยง  

 

     แบคทีเรียโพรไบโอติกเปนแนวทางหนึ่งท่ีนํามาใชเพ่ือชวยลดปญหาดานโรคปลานิลได 

กลาวคือ แบคทีเรียโพรไบโอติก มีคุณสมบัติในการสงเสริมใหปลานิลมีภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึน อีกท้ังยังมี

คุณสมบัติในการชวยยอยอาหารใหมีโมเลกุลเล็กลง ทําใหปลาสามารถนําสารอาหารไปใชไดอยางเต็ม

ประสิทธิภาพ โดยใชแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประโยชนเติมลงในอาหาร เม่ือปลาไดรับเขาไปแลวจะชวยทํา

ใหตัวปลาทํางานไดอยางปกติ มีภูมิคุมกันท่ีดีข้ึน ปรับสภาพหรือเปนตัวตอตานจุลินทรียกอโรคได   

 

     การศึกษาครั้งนี้ จึงทําการศึกษาคุณลักษณะแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากลําไสปลานิลเพ่ือ

คัดเลือกและจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติก ไดสายพันธุท่ีเหมาะสมกับสภาวะ

แวดลอมของประเทศไทย สําหรับใชในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงปลานิล และปลานิลแดงในระดับการคา

ตอไป 

 

         1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

    1.2.1 เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีคัดแยกไดจากลําไสปลานิล 

              1.2.2  เพ่ือจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียจากลําไสปลานิลท่ีมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ี

คัดเลือกได 
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         1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

      ศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีคัดแยกไดจากลําไสปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชัง เพ่ือ

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกท่ีดีในปลานิล และจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียดังกลาวดวยการ

ทดสอบทางชีวเคมี และชีวโมเลกุล 

 

         1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

              1.4.1 คัดแยกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดีจากลําไสปลานิลได  

   1.4.2 สามารถนําแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีไปใชในดานอุตสาหกรรมเพาะเลี้ยง

สัตวน้ํา เชน การนําไปผสมกับอาหารปลานิล เพ่ือสงเสริมใหปลานิลมีภูมิคุมกันเพ่ิมข้ึน และตานทานตอโรค

ท่ีเกิดกับปลานิลได 
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 บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
         ปจจุบันปลานิล และปลานิลแดงเปนปลาน้ําจืดท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจมาก เนื่องจากเปนปลา

ท่ีเลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว เนื้อมีรสชาติดี ทําใหมีการทําฟารมเพาะเลี้ยงปลานิลแดงกันอยางแพรหลายมาก

ข้ึน โดยรูปแบบการเลี้ยงปลานิลแดงมีท้ังการเลี้ยงในบอ และในกระชัง สําหรับการเลี้ยงปลาในกระชังเปน

รูปแบบการเลี้ยงท่ีใหผลผลิตสูงกอใหเกิดประโยชนสูงสุดในเชิงเศรษฐศาสตร และการใชประโยชนจาก

แหลงน้ําท่ัวไป อีกท้ังยังชวยใหผูท่ีไมมีท่ีดินทํากินสามารถหันมาเลี้ยงปลาได (คีรี และจุฬ, 2549) อยางไรก็

ตามการเลี้ยงปลาในกระชังเกษตรกรจําเปนตองยอมรับความเสี่ยงตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม

ทางน้ํา ไดแก คุณภาพน้ําท่ีเปลี่ยนแปลงเนื่องจากการทําเกษตรกรรมประเภทอ่ืน ๆ หรือน้ําเสียท่ีปลอยออก

จากโรงงานอุตสาหกรรม ซ่ึงเปนผลใหคุณภาพน้ําไมเหมาะสมกับการเลี้ยงปลา อาจสงผลใหปลาตายแบบ

เฉียบพลัน หรือปลาออนแอและเกิดโรคตาง ๆ ข้ึนไดงาย (สุดา และคณะ, มปป)  

 

          จากรายงานขอมูลโรคปลานิล และปลานิลแดงของสถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ําจืด กรมประมง ท่ี

แบงตัวกอโรคท่ีพบออกเปนกลุม ไดแก (1) โรคท่ีเกิดจากปรสิตท้ังกลุมปรสิตภายนอก แบงออกเปน 1. กลุม

ปรสิตเซลลเดียว ไดแก เห็บระฆัง (Trichodina) อ๊ิก (Ich, Ichthyopthirius multifilis) ชิโลโดเนลลา 

(Chilodonella) ไซฟเดีย (Scyphidia) อิพิสไทลิส (Epistylis) คอสเตีย (Costia) 2. กลุมหนอนพยาธิ  

ไดแก ปลิงใส (Monogene) 3. กลุมปรสิตเปลือกแข็ง ไดแก เออกาซิลัส (Ergasilus) แลมโพรกลีนา 

(Lamproglena) เห็บปลา (Argulus) หนอนสมอ (Anchor worm) หมัดปลา (Isopod)  4. ตัวออนหอย 

ไดแก โกลซิเดีย (Glochidia) และกลุมปรสิตภายใน ไดแก โรคเหงาหลับในปลา (Sleeping sickness in 

fish) เฮกซามิตา (Hexamita) อิเมอเรีย (Eimeria)  (2) โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรีย ไดแก โรคตัวดาง 

(Flavobacterium spp.) โรคสเตรปโตคอคโคซิส (Streptococcus algalactiae) โรคติดเชื้อแอโรโมแนส 

(Aeromonas sp.) โรคตาขุน (Pseudomonas sp.) โรคอีพิทีลิโอซิสทิส (Epitheliocystis)   (3) โรคท่ีเกิด

จากเชื้อรากลุม Achly sp., Saprolegnia sp. และ (4) โรคท่ีเกิดจากเชื้อไวรัส ไดแก โรครีโอ-ไลคไวรัส 

(Reo-like virus)  

 

          การรักษาปลาท่ีปวยเปนโรคตางๆ ขางตนนั้นทําไดโดยการใชยาและสารเคมีใหเหมาะสมกับกลุมตัว

กอโรค ซ่ึงมีขอจํากัด คือ เม่ือปลาปวยแลวจะไมกินอาหาร การใหยาผสมอาหารจึงไมไดผลในการรักษา 

และหากมีการใชยาท่ีไมถูกตองจะสงผลตอการดื้อยาของเชื้อกอโรค และกอใหเกิดปญหาการตกคางของยา

และสารเคมีในตัวปลา ทําใหเปนอันตรายตอผูบริโภคอีกดวย วิธีการท่ีเหมาะสมและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม

วิธีหนึ่ง คือ การจัดการดานภูมิคุมกันโดยการใชแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประโยชนเติมลงในอาหารเพ่ือให
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ระบบทางเดินอาหาร หรือตัวปลาทํางานไดอยางปกติ เพ่ือปรับสภาพเปนตัวตอตานจุลินทรียกอโรคเปน

แนวทางท่ีควรศึกษา 

 

          โพรไบโอติก หมายถึง จุลินทรียในระบบทางเดินอาหารท่ีมีประโยชนตอเจาบาน ชวยปรับสมดุลให

จุลินทรียในลําไส สามารถสรางสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนได (อัจฉรา, 2550) ชวยใหระบบภูมิคุมกันของ

ปลานิลแข็งแรงข้ึน (Pirarat et al., 2011) สามารถตอตานโรคอันอาจเกิดจากสภาวะแวดลอมตางๆ หรือ

จากแบคทีเรียชนิดท่ีกอโรค (ภัทริดาและคณะ, 2554) สําหรับความหมายโพรไบโอติกในเชิงการเลี้ยงสัตว

น้ํา จากสุบัณฑิต และวีรพงศ (2552) หมายถึง จุลินทรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียหรือผลผลิตจากแบคทีเรียท่ี

เติมเขาไปในระบบการเลี้ยงสัตวน้ําแลวไปมีผลชวยใหสัตวดังกลาวมีสุขภาพดีข้ึน” โพรไบโอติกท่ีดีนั้น

จะตองมีคุณสมบัติดังนี้ (1) เปนจุลินทรียสายพันธุท่ีกอประโยชน (2) สามารถเพ่ิมการเจริญเติบโตตอสัตว

น้ํา (3) ไมกอใหเกิดโรค (4) เปนเซลลของสิ่งมีชีวิตท่ีเพ่ิมจํานวน (5) เจริญและทํางานไดดีในระบบทางเดิน

อาหาร (6) มีความคงทนตอการเก็บรักษา   

 

          การนําโพรไบโอติกมาใชในอุตสาหกรรมสัตวน้ําสามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารอินทรียในน้ําทําใหระบบเพาะเลี้ยงรักษาสมดุลไดมากข้ึน ยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค กระตุน

ภูมิคุมกัน และสงเสริมการทํางานของระบบทางเดินอาหารของสัตวน้ํา ทําใหสัตวน้ํามีอัตราการเจริญเติบโต

ท่ีดี เปนมิตรกับสิ่งแวดลอมและใหผลผลิตท่ียั่งยืน แบคทีเรียกลุมท่ีมีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก

และนิยมนํามาใชกันอยางกวางขวางท้ังในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คือ 

แบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria) (สุบัณฑิต และวีรพงศ, 2552) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษา

แบคทีเรียบาซิลลัส (Bacillus bacteria) สามารถยับยั้งการกอโรคจากแบคทีเรียกอโรคไดอีกดวย (ประพันธ

ศักดิ์ และคณะ, 2554; Aly et al., 2008) 

 

      งานวิจัยท่ีเก่ียวกับการนําโพรไบโอติกมาใชในสัตวน้ํา เชน จากการศึกษาของ Aly et al. (2008) 

ทําการศึกษาคุณสมบัติทางดานแบคทีเรีย และพยาธิวิทยาจากแบคทีเรียท่ีแยกไดจากลําไสของปลานิล 

(Oreochromis niloticus) พบวามี 15 ไอโซเลท ท่ีผานการทดสอบการเปนโพรไบโอติก ทําการทดสอบ

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค  Aeromonas hydrophila พบวามีเพียง 3 ไอโซเลท (Bacillus pumilus, 

Bacillus firmus และ Citrobacter freundii) เทานั้นท่ีสามารถยังยั้งแบคทีเรียกอโรคได จากนั้นนําเชื้อ

โพรไบโอติกไปใชเปนอาหารเสริม พบวาปลาท่ีไดรับอาหารเสริมดวยโพรไบโอติกจะไมกอโรค และอาหารท่ี

เสริมดวย Bacillus pumilus มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดตามดวย Citrobacter freundii และ Bacillus 

firmus ตามลําดับ จากรายงานของ Del’Duca et al. (2013) ใช Bacillus sp. และ Enterococcus sp. 



5 
 

ท่ีแยกไดจากลําไสของปลานิลและเศษดินตะกอน ตามลําดับ เพ่ือใชในการเลี้ยงปลานิล พบวาสามารถลด

ปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกอโรค Aeromonas hydrophila และ Pseudomonas fluorescens ไดอยาง

มีประสิทธิภาพ และจากการศึกษาของทศพร (2547) ทําการศึกษาถึงแลกติกแอซิดแบคทีเรียท่ีใชเปน   

โพรไบโอติกสําหรับปลากะพงขาว Lates calcarifer โดยคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอ 

ติกดวยเทคนิค Well agar diffusion พบวามี 5 ไอโซเลทท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Aeromonas 

hydrophila ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอโรคในปลาได 

 

           

 

           

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

 บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

         3.1 การศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีเบ้ืองตนของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีแยกไดจากลําไส 

ปลานิล 

               สุมเก็บตัวอยางปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชัง นํามาคัดแยกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสของ

ปลานิล โดยนําลําไสมาบดในโกรงท่ีผานการฆาเชื้อแลวผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 

0.85% ในอัตราสวนลําไสปลาตอสารละลายโซเดียมคลอไรด 1:1  และทําการเจือจาง (tenfold serial 

dilution) สารละลายตัวอยางลําไสปลา และทําการ spread plate ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ท่ีความเจือจาง 

10-4 -10-9 เทา ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy agar (TSA) , Bacillus agar และ Lactobacillus 

MRS agar แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกไอโซเลทท่ีคัด

แยกไดโดยเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีจากขอมูลงานวิจัยท่ีรายงานมาแลว (จํารูญ และคณะ, 2552; 

พรพรรณ , 2550; Tsai et al., 2010; Wang et al., 2010; Chiaramonte et al., 2009; Waldeck et 

al., 2006 และ Parry et al., 1983) นํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ดวยวิธี streak plate ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดเดียวกับท่ีทําการ spread plate แลวนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

ทําการเลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ท่ีเจริญบนอาหารแข็งมายอมแกรมเพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก 

การยอมแกรมตรวจสอบรูปรางเซลล การยอมสปอรตรวจดูการสรางสปอรของแบคทีเรีย และทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี ไดแก การยอมแกรม, การยอมสปอร, การสรางเอนไซมคะตะเลส, ความสามารถใน

การยอยแปง, การทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI), การทดสอบ MR-VP (Methyl red-Voges-

proskauer) และการทดสอบ Indole ตามแผนผังการแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติกในลําไสของ

ปลานิลปลานิลแดง (วรกฤต, 2557) เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียกลุมโพรไบโอติกสําหรับการทดสอบคุณสมบัติ

แบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิลตอไป 

 

3.2 การศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

     การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเพ่ือทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก โดยการเข่ียเชื้อแบคทีเรียท่ี

คัดเลือกมาแลวขางตน แตละไอโซเลทมา 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว TSB, Bacillus broth หรือ MRS 

broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาปรับความขุนของสารละลาย

แบคทีเรียใหมีปริมาณเทากับ 0.5 McFarland standard (ประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร) เพ่ือเตรียม
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ทดสอบความทนกรด ความทนเกลือ ความสามารถในการยอยแปงและโปรตีน ความสามารถในการยับยั้ง

แบคทีเรียกอโรคในปลานิล และความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ ดังนี้ 

 

                3.2.1 การทดสอบความทนกรด (ดัดแปลงจาก คมแข และคณะ, 2553ก) 

                        นําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีปรับคาความเปนกรด-ดาง ท่ี 

1, 2, 3 และ 4 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามา spread plate บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียท่ี

ระดับความเปนกรด-ดางตางๆ โดยใชคาความเปนกรด-ดาง 7 เปนตัวควบคุม โดยเปลี่ยนเปนคา Log แลว

คํานวณหาเปอรเซ็นตการทนกรด 

 

                3.2.2 การทดสอบความทนเกลือ (ดัดแปลงจาก คมแข และคณะ, 2553ก) 

                       นําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีผสมโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ

ความเขมขน 0.5, 1, 2 และ 3 เปอรเซ็นต บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามา 

spread plate บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบเทียบการ

เจริญของแบคทีเรียท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตางๆ โดยเปลี่ยนเปนคา Log แลวคํานวณหา

เปอรเซ็นตการทนเกลือ  

 

                3.2.3 การทดสอบความสามารถในการยอยแปงและโปรตีน 

                        3.2.3.1 การทดสอบความสามารถในการยอยแปง (ดัดแปลงจาก Mitidieri et al., 

2006) โดยวางดิสกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใช soluble starch ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต เปนแหลง

คารบอน จากนั้นหยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนดิสก นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบการยอยแปงโดยหยดสารละลายไอโอดีน ความเขมขน 0.05 นอรมอล ลงไป 5-10 

นาที หากเกิด clear zone แสดงวาเชื้อผลิตเอนไซมอะไมเลสยอยแปงได 

 

                       3.2.3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน (ดัดแปลงจาก Michael and 

Pelezar, 1995) โดยวางดิสกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใช skim milk ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต เปนแหลง

คารบอน จากนั้นหยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนดิสก นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง หากมีการยอยโปรตีนจะเกิด clear zone รอบๆ โคโลนีของเชื้อ แสดงวาเชื้อแสดงมีการ

ยอยโปรตีน 
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               3.2.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคในปลานิล  

                       นําแบคทีเรียกอโรคในปลานิล จํานวน 3 ชนิด ไดแก Streptococcus sp., 

Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. (6 สายพันธุ ดังนี้ Streptococcus sp. (T008), 

Streptococcus sp. (T148), Aeromonas sp. (T114), Aeromonas sp. (T119), Pseudomonas sp. 

(T075) และ Pseudomonas sp. (T141)) มาปรับความขุนของสารละลายเชื้อ ใหมีปริมาณเทากับ 0.5 

McFarland standard (ประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร) ทําการเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารแข็ง โดยวิธี 

Spread plate จากนั้นวางดิสกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หยดเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ทําการ

ตรวจสอบผลดวยการดูการเกิด Clear zone เพ่ือดูการยับยั้งของเชื้อแบคทีเรียไพรไบโอติกตอเชื้อกอโรค 
 

              3.2.5 การทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ (ดัดแปลงจากหทัยรัตน, 2551) 

                     การทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ ทําการปรับความขุนของ

สารละลายแบคทีเรียโพรไบโอติกใหไดความขุนเทากับ 0.5 McFarland standard เลี้ยงเชื้อลงบนอาหาร

แข็ง ดวยวิธีการ Spread plate จากนั้นวางดิสกยาปฏิชีวนะท่ีใชทดสอบ ไดแก Gentamicin เขมขน 10 

ไมโครกรัม (GM-10), Tetracycline เขมขน 30 ไมโครกรัม (TE-30), Trimethoprim เขมขน 5 ไมโครกรัม 

(TMP-5) และ Chloramphenicol เขมขน 30 ไมโครกรัม (C-30) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ทําการตรวจสอบผลดวยวิธีการวัด Clear zone และ

แปลผลตาม Becton, Dickinson and Company 
 

3.3 การจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีคัดเลือกไดจากลําไสปลานิล 

                จัดจําแนกชนิดแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดีท่ีคัดเลือกไดโดยการทดสอบทางชีวโมเลกุลโดยการ

หาลําดับเบส บริเวณยีน 16S rRNA และเปรียบเทียบลําดับเบสท่ีไดจาก www.ezbiocloud.net 

 

                 ทําการสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียโพรไบโอติกดวยชุดสกัด PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit, 

Geneaid วัดความเขมขนของดีเอ็นเอดวยเครื่องดูดกลืนแสงใหไดความเขมขน 25-50 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร นําไปทํา PCR โดยมีสวนประกอบดังนี้ ดีเอ็นเอ 25 นาโนกรัม, สารสละลายบัฟเฟอร 1 เทา, 0.2 

มิลลิโมลาร dNTPs, 0.2 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 27F, 0.2 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 1492R, 0.3 U Taq 

DNA Polymerase และเติม dH2O ใหครบปริมาตร 25 ไมโครลิตร แลวนําเขาเครื่องปริมาณสาร

พันธุกรรม ดวยโปรแกรม 95 oC นาน 5 นาที ตามดวย 95 oC นาน 45 วินาที 50 oC นาน 1 นาที 72 oC 

นาน 1.30 นาที จําวน 35 รอบ และ 72 oC นาน 5 นาที จัดเก็บไวท่ี 4-8 oC หลังจากนั้นสงหาลําดับเบสท่ี 

SolGent Co.,Ltd., ประเทศเกาหลี นําผลลําดับเบสท่ีไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม BioEdit และทําการ

เปรียบเทียบลําดับเบสท่ีไดกับฐานขอมูล Eztaxon เพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรีย 
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   บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 

         4.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล      

    การแยกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสของปลานิล โดยสุมเก็บตัวอยางปลานิลท่ีเลี้ยงใน

กระชังนํามาแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติก ดวยวิธี Total plate count บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Trypticase soy agar (TSA), Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกไอโซเลทท่ีคัดแยกไดโดยเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนี

จากขอมูลงานวิจัยท่ีรายงานมาแลว และนําไปศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา พบแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน

แบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล จํานวน 54 ไอโซเลท (ตารางท่ี 4.1) ไดแก 1) แยกไดจากอาหาร 

TSA จํานวน 24 ไอโซเลท (รหัส T) โดยพบลักษณะโคโลนีของเชื้อ มีรูปรางแบงออกเปนรูปราง กลมและ

รูปรางไมแนนอน, สีของโคโลนีแบงออกเปนสีขาว สีขาวขุน สีครีม และสีสม, ระดับความนูนแบงออกเปน

นูน และแบน, ผิวหนาแบงออกเปนผิวหนาเรียบและขรุขระ และขอบโคโลนีแบงออกเปนขอบเรียบและขอบ

ขรุขระ 2) แยกไดจากอาหาร Bacillus agar จํานวน 22 ไอโซเลท (รหัส B) โดยพบลักษณะโคโลนีของเชื้อ 

มีรูปรางแบงออกเปนรูปรางกลมและรูปรางไมแนนอน, สีโคโลนีแบงออกเปนสีขาว สีเหลือง และใส, ระดับ

ความนูนแบงออกเปนนูนและแบน, ผิวหนาแบงออกเปนผิวหนาเรียบและขรุขระ และขอบโคโลนีแบง

ออกเปนขอบเกลี้ยงและขอบขรุขระ และ 3) แยกไดจากอาหาร Lactobacillus MRS agar จํานวน  8 ไอ

โซเลท (รหัส M) โดยพบลักษณะโคโลนีของเชื้อ มีรูปรางแบงออกเปนรูปรางกลมและรูปรางไมแนนอน, สี

ของโคโลนีแบงออกเปนสีขาว สีเหลือง และใส, ระดับความนูนแบงออกเปนนูนและแบน, ผิวหนาแบง

ออกเปนผิวหนาเรียบและขรุขระ และขอบโคโลนีแบงออกเปนขอบเรียบและขอบขรุขระ  

 

ผลการทดสอบชีวเคมีเบื้องตน พบแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล 

จํานวน 54 ไอโซเลทนั้น เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางแทง จัดเปนกลุม Bacillus spp. จํานวน 46 ไอ

โซเลท ไดแก แยกไดจากอาหาร TSA และ  Bacillus agar จํานวน 24 และ 22 ไอโซเลท ตามลําดับ สราง

เอนไซมคะตะเลสได และกลุม Lactobacillus spp. จํานวน 8 ไอโซเลท แยกไดจากอาหาร 

Lactobacillus MRS agar ไมสรางเอนไซมคะตะเลส และไมสรางเอนไซม Tryptophanase ซ่ึงสอดคลอง

กับการศึกษาของวรกฤต (2557) จึงนําไปสูข้ันตอนการศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน 

โพรไบโอติกท่ีแยกไดจากลําไสปลานิลตอไป 
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ตารางท่ี 4.1 รหัสไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกกลุมตางๆ 

 

กลุมแบคทีเรีย รหัสไอโซเลท 

T  

 

 

B 

T101, T102, T201, T202, T203, T204, T205, T301, T302, T303, T304, 

T305, T306, T307, T308, T309, T310, T311, T312, T313, T314, T316, 

T317, T318  

B102, B104, B105, B106, B108, B109, B201, B301, B302, B306, B307, 

B308, B310, B312, B313, B315, B317, B318, B319, B321, B322, B323 

M M101, M103, M104, M105, M106, M201, M202, M301 

 

         4.2 การศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล 

              4.2.1  ผลการทดสอบทนกรด 

                       จากการทดสอบความทนกรดของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได

ท้ังหมด 54 ไอโซเลท ดวยวิธีการ Spread plate ท่ีระดับพีเอช 1, 2, 3 และ 4 พบวามีเชื้อจํานวน 15 ไอโซ

เลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรดท่ีพีเอช 1, 2, 3 และ 4 ไดแก T201, T302, 

T308, T310, T312, B104, B106, B201, B301, B310, B313, M101, M104, M201 และ M202 และมี

เชื้อจํานวน 13 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะความเปนกรดท่ีพีเอช 2, 3 และ 4 

ไดแก T306, T307, T311, T313, T314, T316, T318, B108, B306, B308, B312, B315 และ B317, 

ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

            

   4.2.2  ผลการทดสอบทนเกลือ 

            จากการทดสอบความทนเกลือของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 

54 ไอโซเลท ดวยวิธีการ Spread plate ท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5, 1, 2 และ 3 

เปอรเซ็นต พบวามีเชื้อจํานวน 45 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนมสามารถเจริญไดภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขน 

0.5, 1, 2 และ 3 เปอรเซ็นต ไดแก T101, T102, T202, T204, T205, T301, T302, T303, T304, T305, 

T306, T307, T308, T309, T310, T311, T312, T313, T314, T316, T318, B102, B104, B105, 

B106, B108, B109, B301, B302, B306, B312, B315, B317, B318, B319, B321, B323, M101, 

M103, M104, M105, M106, M201, M202 และ M301 และมีเชื้อจํานวน 3 ไอโซเลท ท่ีมีแนวโนม

สามารถเจริญไดภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขน 0.5, 1, และ 2 เปอรเซ็นต ไดแก T201, T317 และ B322 

ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 
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ตารางท่ี 4.2 เปอรเซ็นตความทนกรดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาพีเอชระดับตางๆ และเปอรเซ็นตความทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาความเขมขนของเกลือระดับตางๆ 

รหัสไอโซเลท T101 T102 T201 T202 T203 T204 T205 T301 T302 T303 T304 T305 T306 T307 
การทดสอบความทนกรด               
    -      พีเอช 1 - - 46.53 - - - - - 33.70 - - - - - 
    -      พีเอช 2 - - 40.28 - - - - - - - - - 51.46 31.05 
    -      พีเอช 3 76.00 27.36 65.25 41.60 - 60.83 31.00 - 34.91 35.48 - 54.78 51.59 48.81 
    -      พีเอช 4 
การทดสอบความทนเกลือ 

129.20 82.83 104.27 99.51 64.37 79.80 74.95 95.71 80.16 75.64 - - 70.88 89.55 

    -      ความเขมขน 0.5% 66.06 81.48 54.88 57.73 76.13 71.22 96.20 56.64 69.95 48.16 67.25 80.78 48.37 57.80 
    -      ความเขมขน 1% 64.34 81.39 56.13 54.45 63.16 71.44 95.44 46.95 79.18 62.11 62.76 78.58 50.48 63.81 
    -      ความเขมขน 2% 50.27 54.11 52.86 51.18 - 71.86 90.39 40.69 79.18 70.50 65.39 73.39 38.55 64.87 
    -      ความเขมขน 3% 59.79 67.22 - 50.11 - 72.98 79.24 44.89 79.06 51.16 69.88 55.70 40.58 64.49 

หมายเหตุ - = ไมสามารถเจริญได 
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ตารางท่ี 4.2 (ตอ) เปอรเซ็นตความทนกรดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาพีเอชระดับตางๆ และเปอรเซ็นตความทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาความเขมขนของเกลือระดับตางๆ 

รหัสไอโซเลท T308 T309 T310 T311 T312 T313 T314 T316 T317 T318 B102 B104 B105 B106 

การทดสอบความทนกรด               
    -      พีเอช 1 33.61 - 41.05 - 45.93 - - - - - - 44.89 - 39.87 
    -      พีเอช 2 30.03 - 36.98 40.33 39.09 38.09 28.59 35.40 - 63.29 - 42.80 - 41.02 
    -      พีเอช 3 46.07 46.97 48.63 49.85 42.47 48.89 29.99 52.09 - 45.12 - 47.54 - 61.39 
    -      พีเอช 4 
การทดสอบความทนเกลือ 

90.01 80.82 83.47 87.81 77.87 82.34 82.76 83.01 91.96 80.46 - 58.03 73.40 - 

    -      ความเขมขน 0.5% 72.74 57.51 56.56 58.68 54.01 63.96 51.26 97.55 62.55 95.87 57.70 59.53 58.90 77.93 
    -      ความเขมขน 1% 71.74 57.57 56.17 58.68 54.01 66.99 51.81 97.42 42.46 97.02 58.21 59.93 59.12 76.57 
    -      ความเขมขน 2% 72.37 59.55 55.95 57.91 53.37 58.04 46.47 84.71 43.24 92.49 57.88 59.73 58.90 96.48 
    -      ความเขมขน 3% 72.17 58.57 56.42 57.62 53.70 61.27 74.74 82.77 - 87.23 58.51 57.97 58.90 28.11 

หมายเหตุ - = ไมสามารถเจริญได 
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ตารางท่ี 4.2 (ตอ) เปอรเซ็นตความทนกรดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาพีเอชระดับตางๆ และเปอรเซ็นตความทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาความเขมขนของเกลือระดับตางๆ 

รหัสไอโซเลท B108 B109 B201 B301 B302 B306 B307 B308 B310 B312 B313 B315 B317 B318 
การทดสอบความทนกรด               
    -      พีเอช 1 - - 54.36 41.18 - - - - 64.91 - 44.15 - - - 
    -      พีเอช 2 42.08 - 47.96 58.58 - 56.35 - 61.50 73.54 35.35 41.18 56.91 54.90 - 
    -      พีเอช 3 58.33 24.40 46.66 57.22 - 67.23 - 47.96 77.83 45.13 46.31 41.97 50.91 43.53 
    -      พีเอช 4 
การทดสอบความทนเกลือ 

72.37 - 70.04 72.42 - 77.44 - 52.64 101.93 57.83 70.90 71.48 72.01 50.91 

    -      ความเขมขน 0.5% 53.93 55.02 48.53 81.35 58.17 57.83 30.58 33.51 35.48 57.75 70.86 59.32 68.86 87.33 
    -      ความเขมขน 1% 49.59 94.54 77.05 75.22 59.70 59.38 28.06 27.50 29.28 57.99 - 57.24 68.65 82.13 
    -      ความเขมขน 2% 62.34 54.25 - 81.99 58.43 59.38 - - - 58.35 - 57.16 66.77 84.25 
    -      ความเขมขน 3% 36.98 88.70 - 81.93 57.88 59.59 - - - 58.22 - 55.96 66.77 62.78 

หมายเหตุ - = ไมสามารถเจริญได 
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ตารางท่ี 4.2 (ตอ) เปอรเซ็นตความทนกรดของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาพีเอชระดับตางๆ และเปอรเซ็นตความทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียท่ีคาความเขมขนของเกลือระดับตางๆ 

รหัสไอโซเลท B319 B321 B322 B323 M101 M103 M104 M105 M106 M201 M202 M301 

การทดสอบความทนกรด             
    -      พีเอช 1 - - - - 46.96 - 56.95 - - 53.44 51.53 - 
    -      พีเอช 2 - - - - 35.48 - 66.69 - - 50.74 60.95 - 
    -      พีเอช 3 60.80 54.47 - - 28.64 68.25 56.95 - - 72.04 84.95 - 
    -      พีเอช 4 
การทดสอบความทนเกลือ 

76.00 63.16 - - 88.03 83.18 79.39 - - 88.97 43.09 67.84 

    -      ความเขมขน 0.5% 94.36 60.45 97.58 79.73 48.28 51.47 64.25 58.22 73.90 59.08 61.26 51.04 
    -      ความเขมขน 1% 93.26 55.56 87.06 80.05 65.62 61.48 56.32 47.37 70.13 59.35 57.44 52.19 
    -      ความเขมขน 2% 84.17 54.83 66.83 74.24 47.46 59.02 54.44 56.84 73.77 57.50 56.87 55.11 
    -      ความเขมขน 3% 85.56 54.64 - 78.24 47.03 58.83 49.33 56.54 60.12 59.08 56.87 59.08 

หมายเหตุ - = ไมสามารถเจริญได 
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           จากการทดสอบความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะความเปนกรด และการทดสอบ

ความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขน พบวามีเชื้อท้ังหมด 15 ไอโซเลท ท่ีสามารถเจริญ

ภายใตสภาวะความเปนกรด และสามารถเจริญภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขนท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด 

ไดแก T201, T302, T308, T310, T312, B104, B106, B301, B302, B310, B313, M101, M104, 

M201 และ M202 และมีเชื้อ 13 ไอโซเลท ท่ีสามารถเจริญภายใตสภาวะความเปนกรด และสามารถเจริญ

ภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขนท่ีมีประสิทธิภาพรองลงมา ไดแก T306, T307, T311, T313, T314, T316, 

T318, B108, B306, B308, B312, B315 และ B317 

 

     4.2.3  ผลการทดสอบความสามารถในการยอยแปงและโปรตีน 

               จากการทดสอบความสามารถในการยอยแปงของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติก

ท้ังหมด 54 ไอโซเลท พบวาเชื้อ 20 ไอโซเลท ท่ีสามารถยอยแปงได ไดแก T202, T204, T205, T302, 

T305, T311, T313, T318, B102, B105, B108, B201, B308, B315, B317, B322, M101, M104, 

M106 และ M202 และจากการทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน พบเชื้อ พบวาเชื้อ 32 ไอโซเลท ท่ี

สามารถยอยโปรตีนได ไดแก T201, T202, T204, T306, T307, T308, T309, T310, T311, T312, 

T314, T317, T318, B102, B104, B105, B106, B108, B109, B201, B315, B318, B319, B321, 

B322,  B323, M101, M104, M105, M106, M202 และ M301 ดังแสดงในตารางท่ี 4.3  

 

     4.2.4  ผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียกอโรคในปลานิล 

               จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน

โพรไบโอติกท่ีคัดแยกไดท้ัง 54 ไอโซเลท ดวยวิธี Spread plate ซ่ึงแบคทีเรียกอโรคท่ีใชในการทดสอบ ท้ัง

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบเปนสายพันธุท่ีกอใหเกิดโรคในปลานิลจํานวน 3 กลุมไดแก 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. (6 สายพันธุ ดังนี้ Streptococcus sp. 

(T008), Streptococcus sp. (T148), Aeromonas sp. (T114), Aeromonas sp. (T119), 

Pseudomonas sp. (T075) และ Pseudomonas sp. (T141)) และจากการศึกษาความสามารถในการ

ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกได  พบวามีเพียง 1 ไอโซเลทเทานั้น

ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดท้ัง 6 สายพันธุ คือ T205 และมี 5 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรีย

กอโรคได 5 สายพันธุ ไดแก T204, T305, T306 และ T307 และ M105 และมี 13 ไอโซเลท ท่ีสามารถ

ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได 4 สายพันธุ ไดแก T203, T301, T304, T308, T309, T310, B105, B106, 

B109, B322, M101, M103 และ M104 และมี 9 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งได 3 กลุม ท้ัง 3 สายพันธุ 

ไดแก T303, T311, T313, T317, T318, B102, B104, B319 และ M202 ดังแสดงในตารางท่ี 4.4  
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ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบความสามารถในการยอยแปงและความสามารถในการยอยโปรตีน 

รหัสไอโซเลท แปง โปรตีน  รหัสไอโซเลท แปง โปรตีน 

T101 - - B106 - + 

T102 - -  B108 + + 

T201 - +  B109 - + 

T202 + +  B201 + + 

T203 - -  B301 - - 

T204 + +  B302 - - 

T205 + -  B306 - - 

T301 - -  B307 - - 

T302 + -  B308 + - 

T303 - -  B310 - - 

T304 - -  B312 - - 

T305 + -  B313 - - 

T306 - +  B315 + + 

T307 - +  B317 + - 

T308 - +  B318 - + 

T309 - +  B319 - + 

T310 - +  B321 - + 

T311 + +  B322 + + 

T312 - +  B323 - + 

T313 + -  M101 + + 

T314 - +  M103 - - 

T316 - -  M104 + + 

T317 - +  M105 - + 

T318 + +  M106 + + 

B102 + +  M201 - - 

B104 - +  M202 + + 

B105 + +  M301 - + 
 

หมายเหตุ + = มีความสามารถในการยอย/เกิด Clear zone 
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ตารางท่ี 4.4 ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
 

รหัส 

ไอโซ
เลท 

แบคทีเรียกอโรค 
Streptococcus 

sp. 
(T008) 

Streptococcus 
sp. 

(T148) 

Aeromonas 
sp. 

(T114) 

Aeromonas 
sp. 

(T119) 

Pseudomonas 
sp. 

(T075) 

Pseudomonas 
sp. 

(T141) 

T101 - - + - - - 

T102 - - + - + - 

T201 - + + + - - 

T202 + - + + - - 

T203 + - + ++ + - 

T204 + + + + + - 

T205 + + + + + + 

T301 - + + + + - 

T302 - - - - + - 

T303 - + + - + - 

T304 + + + - + - 

T305 + + + + + - 

T306 + - + + + + 

T307 + + + + + - 

T308 + - + ++ + - 

T309 + - + ++ + - 

T310 + - + + + - 

T311 + - + - + - 

T312 - - + - + - 

T313 - + - + + - 

T314 + + - - + - 

T316 + - - - + - 

T317 + - + - + - 

T318 + - - + + - 

B102 - + + - - + 

B104 - + + - - + 

B105 - + + + - + 

 
หมายเหตุ - = ไมมีประสิทธิภาพการยับยั้ง,  + = ประสิทธิภาพการยับยั้งต่าํ,  ++ = ประสิทธิภาพการยับยั้งสูง 
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ตารางท่ี 4.4 (ตอ) ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
 
 

รหัส 

ไอโซ
เลท 

แบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus 
sp. 

(T008) 

Streptococcus 
sp. 

(T148) 

Aeromonas 
sp. 

(T114) 

Aeromonas 
sp. 

(T119) 

Pseudomonas 
sp. 

(T075) 

Pseudomonas 
sp. 

(T141) 

B106 - + ++ + - + 

B108 - + ++ + - - 

B109 - + + + - + 

B201 - - - + - - 

B301 ++ + - - - - 

B302 - + - - + - 

B306 - - - - - - 

B307 + + - - - - 

B308 - + - - - - 

B310 - + + - - + 

B312 - + + - - + 

B313 - + + + - + 

B315 - + ++ + - + 

B317 - + ++ + - - 

B318 - + + + - + 

B319 - - - + - - 

B321 ++ + - - - - 

B322 - + - - + - 

B323 - + - - - + 

M101 + + + - + - 

M103 + + + - + - 

M104 - + + ++ + - 

M105 + + + ++ + - 

M106 - - + - + - 

M201 + - + - - - 

M202 - + + - + - 

M301 + - + - - - 

 
หมายเหตุ - = ไมมีประสิทธิภาพการยับยั้ง,  + = ประสิทธิภาพการยับยั้งต่าํ,  ++ = ประสิทธิภาพการยับยั้งสูง 
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     4.2.5  ผลการทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ 

                จากการทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียท่ีคาดวา  

เปนโพรไบโอติกท่ีคัดแยกไดท้ัง 54 ไอโซเลท โดยวิธี Spread plate ซ่ึงยาปฏิชีวนะท่ีใชในการทดสอบจะ

คัดเลือกจากยาปฏิชีวนะท่ีใชในการทดสอบคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกในสัตวน้ํา ไดแก ยา

ปฏิชีวนะกลุม Aminoglycosides คือ Gentamicin เขมขน 10 ไมโครกรัม (GM-10), ยาปฏิชีวนะกลุม 

Tetracyclines คือ Tetracycline เขมขน 30 ไมโครกรัม (TE-30), ยาปฏิชีวนะกลุมPhenicols คือ 

Chloramphenicol เขมขน 30 ไมโครกรัม (C-30) และยาปฏิชีวนะกลุม Diaminopyrimidines คือ 

Trimethoprim เขมขน 5 ไมโครกรัม (TMP-5) โดยจากการทดสอบพบวามี 3 ไอโซเลท ท่ีสามารถ

ตานทาน Gentamicin, Tetracycline, Chloramphenicol และ Trimethoprim ไดแก M103, M104 

และ M201 และมี 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถตานทานยาปฏิชีวนะได 3 ตัว โดยท่ีมี 5 ไอโซเลท ท่ีสามารถ

ตานทาน Tetracycline, Chloramphenicol และ Trimethoprim ไดแก B306, B310, B313, B317 

และ T311 และมี 1 ไอโซเลท ท่ีสามารถตานทาน Gentamicin, Tetracycline และ Chloramphenicol 

คือ T318 ดังแสดงในตารางท่ี 4.5 

 

4.3 ผลแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดี 

      ผลการทดสอบคุณลักษณะการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล จากท้ังหมด 54 ไอ

โซเลท พบวารหัสไอโซเลทท่ีมีคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดคือ M104 

(ภาพท่ี 4.1) เนื่องจากมีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะความเปนกรดท่ี pH 1, 2, 3 และ 4 มี

ความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขนท่ี 0.5, 1, 2 และ 3 เปอรเซ็นต มีความสามารถใน

การยอยไดท้ังแปงและโปรตีนได มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Streptococcus sp., 

Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. และมีความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ 

Gentamicin, Tetracycline, Chloramphenicol และ Trimethoprim  

      รหัสไอโซเลทท่ีมีคุณลักษณะการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพรองลงมา ไดแก 

T311 และ T318 เนื่องจาก T311 และ T318 (ภาพท่ี 4.1) มีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะความ

เปนกรดท่ี pH 2, 3 และ 4 มีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะเกลือน้ําดีเขมขนท่ี 0.5, 1, 2 และ 3 

เปอรเซ็นต มีความสามารถในการยอยไดท้ังแปงและโปรตีนได มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. และความสามารถในการตานทานยา

ปฏิชีวนะได 3 ตัว โดยท่ี T311 สามารถตานทาน Tetracycline, Chloramphenicol และ 

Trimethoprim ได และ T318 สามารถตานทาน Gentamicin, Tetracycline และ Chloramphenicol  
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ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ 

รหัสไอโซเลท 
 

ยาปฏิชีวนะ (ไมโครกรัม) 

Gentamicin 
(10)  

Tetracycline 
(30)  

Chloramphenicol 
(30) 

Trimethoprim 
(5) 

T101 S I R* S 

T102 S I R* S 

T201 S R R S 

T202 S R R S 

T203 S R R S 

T204 S R R* S 

T205 S R R* S 

T301 S R R S 

T302 S R R S 

T303 S R R S 

T304 S R R S 

T305 S R R* S 

T306 S R R S 

T307 S R R S 

T308 S R R S 

T309 S R R* S 

T310 S R R S 

T311 S R R R 

T312 S R S R 

T313 S R S R 

T314 S R S R 

T316 S R S R 

T317 S R S R* 

T318 R R S R 

B102 S R R* S 

B104 S R* R* S 

B105 S R R S 

หมายเหตุ  R* = Resistant (ไมเกิด Clear zone), R = Resistant (เกิด Clear zone),  
              I = Intermediate, S = Susceptible  
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ตารางท่ี 4.5 (ตอ) ผลการทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะ 

รหัสไอโซเลท 
 

ยาปฏิชีวนะ (ไมโครกรัม) 

Gentamicin 
(10)  

Tetracycline 
(30)  

Chloramphenicol 
(30) 

Trimethoprim 
(5) 

B106 S R R* S 

B108 S R R* S 

B109 S R R* S 

B201 S R R S 

B301 S I R* S 

B302 S I R S 

B306 S R R R* 

B307 S I R S 

B308 S R R* S 

B310 S R R* R* 

B312 S I R S 

B313 S R R R* 

B315 S R R S 

B317 S R R R* 

B318 S R R S 

B319 S R R S 

B321 S R R S 

B322 S R R S 

B323 S R R* S 

M101 S R S R* 

M103 R* R* R* R* 

M104 R* R* R* R* 

M105 S R S R 

M106 S R S R 

M201 R* R* R* R* 

M202 S R S R 

M301 S R S R 

หมายเหตุ  R* = Resistant (ไมเกิด Clear zone), R = Resistant (เกิด Clear zone),  
              I = Intermediate, S = Susceptible  
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M104 T311 T318 
 

ภาพท่ี 4.1 แสดงลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกท่ีดีท่ีแยกไดจากลําไสปลานิล 
 
 

4.4 ผลการจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีคัดเลือกไดจากลําไสปลานิล 

                จัดจําแนกชนิดแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดีท่ีคัดเลือกไดโดยการทดสอบทางทางชีวโมเลกุลโดย

การหาลําดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA เปรียบเทียบลําดับเบสท่ีไดจากฐานขอมูล Eztaxon 

(www.ezbiocloud.net) พบวา M104: Lactobacillus sp., T311: Bacillus cereus 99.93% และ

T318: Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum 99.67% 

 
จากผลการทดสอบความทนกรดและทนเกลือดังแสดงในตารางท่ี 4.2 จะเห็นไดวาเม่ือพีเอชยิ่งนอย 

อัตราการเจริญของเชื้อโดยสวนใหญจะยิ่งลดนอยลง หากเชื้อใดท่ีสามารถมีชีวิตรอดไดจะแสดงใหเห็นวา

เชื้อแบคทีเรียไอโซเลทนั้นเปนแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติของการเปนโพรไบโอติกได ซ่ึงจะเหมาะกับการอยู

รอดของแบคทีเรียโพรไบโอติกในรางกายของสัตวน้ําได โดยคาพีเอชของน้ํายอยในกระเพาะอาหารปลานิล 

มีคาอยูระหวาง 1-3 และทางเดินอาหารโดยเฉพาะบริเวณลําไสเล็กตอนตนจะมีเกลือน้ําดีหลั่งออกมาจาก 

ตับออน เพ่ือเขามาชวยยอยอาหารจําพวกไขมันซ่ึงจะมีความเขมขน 0.13-0.15 เปอรเซ็นต (จุฬาลักษณ, 

2553) สอดคลองกับการศึกษาของพรพรรณ (2550)  ท่ีรายงานวาเชื้อ Bacillus spp. สามารถทนเกลือได

ท่ีความเขมขน 2-10 เปอรเซ็นต และ B. acidocaldarius สามารถเจริญไดท่ี pH 2-6 และสอดคลองกับ

การศึกษาของ Chowhury et al. (2012) ท่ีทําการทดสอบความสามารถในการทนกรดของ L. 

plantarum พบวาสามารถเจริญไดท่ี pH 4-8 ทนเกลือท่ีระดับความเขมขน 1-9 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็น

ถึงคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องตนได 

 

10ความสามารถในการยอยสลายสารอาหารจําพวกแปง โปรตีน และไขมันเปนคุณสมบัติอีกประการ

หนึ่งของแบคทีเรียโพรไบโอติก ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีตองอาศัยอยู ในระบบทางเดินอาหารของสัตว 

(Austin et al., 1995) พบวาแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมในการยอยแปงและโปรตีนจะชวยสงเสริม
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การเจริญเติบโตของสัตวน้ําได การท่ีแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดจากลําไสของปลานิลสามารถยอยแปงและ

โปรตีนไดนั้น จะสงผลดีตอการทํางานในกระบวนการยอยอาหารของสัตว ซ่ึงสนับสนุนคุณสมบัติการเปน

แบคทีเรียโพรไบโอติกในการเรงการเจริญเติบโตของสัตวท่ีแบคทีเรียโพรไบโอติกอาศัยอยูได เนื่องจากทําให

สัตวสามารถดูดซึมสารอาหารเหลานี้ไดเร็วยิ่งข้ึน (หทัยรัตน, 2551)10  ซ่ึงจากผลการทดสอบความสามารถใน

การยอยแปงและความสามารถในการยอยโปรตีน ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 แสดงใหเห็นถึงการมีคุณสมบัติ

ดังกลาว และยังมีความสอดคลองกับการศึกษาของมณฑกานต (2547)  ท่ีรายงานความสามารถในการยอย

แปงและโปรตีนของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดเลือกไดจากทางเดินอาหารของกุง จํานวน 150 สายพันธุ 

พบวาแบคทีเรียกรดแลกติกท้ัง 150 สายพันธุ มีความสามารถในการยอยโปรตีนไดท้ังหมด และมี

ความสามารถในการยอยแปงได 7 สายพันธุ 

แบคทีเรียโพรไบโอติกมีความสามารถทําใหเจาบานแข็งแรง มีความตานทานโรค โดยเปน

ตัวกระตุนการทํางานของระบบภูมิคุมกันของเจาบาน และอาจแยงชิงสารอาหารหรือพ้ืนท่ีอยูอาศัยจาก

แบคทีเรียกอโรคท่ีหลุดเขาไปในรางกาย รวมท้ังปลอยสารยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกอโรค จาก

ผลการทดลองความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค (ตารางท่ี 4.4) ก็แสดงใหเห็นถึงคุณสมบัติขอนี้ 

รวมถึงสอดคลองกับการศึกษาของภัทริดา และคณะ (2554) ท่ีไดศึกษาประสิทธิภาพของการใชแบคทีเรีย

Bacillus spp. 3 สายพันธุ ไดแก B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis ตอการยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียกอโรค (Aeromonas hydrophila ABRCA1 และ Streptococcus agalactiae ABRCS1) ใน

ปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยวิธี Cross streak method พบวา B. licheniformis สามารถ

สรางสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ A. hydrophila ABRCA1 สวนเชื้อ B. licheniformis, B. pumilus 

และ B. subtilis สามารถเจริญทับโคโลนีของเชื้อ S. agalactiae ABRCS1 ได และสอดคลองกับการศึกษา

ของวิศัย และสุวภร (2555) ซ่ึงไดทําการศึกษาการแยกเชื้อแบคทีเรียสรางกรดแลกติก จากผลิตภัณฑ

อาหารหมัก เพ่ือใชเปนแหลงของโพรไบโอติก โดยทําการแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมัก 6 

ตัวอยาง และนําไปศึกษาคุณสมบัติการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติก โดยทําการศึกษาความสามารถในการ

ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในปลา พบวาสามารถยับยั้งกอโรค Aeromonas hydrophila ได  

           สําหรับผลการทดสอบความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะดังตารางท่ี 4.5 มีความสอดคลอง

กับการศึกษาของคมแข และคณะ (2553ข) ท่ีรายงานวาแบคทีเรียกรดแลกติกไอโซเลท Sb2 ท่ีแยกไดจาก

ระบบทางเดินอาหารของปลากะพง มีคุณสมบัติในการตานทานยาปฏิชีวนะ Gentamycin, Kanamycin, 

Naldixic acid, Neomycin, Norfloxacin, Sulfamethoxazole/Trimethoprim และ Oxolinic acid 

และการศึกษาของหทัยรัตน (2551) ท่ีรายงานวาแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดแยกไดจากทางเดินอาหารของ

ไกกระทงและไก พ้ืน เ มืองของประเทศไทยสามารถตานทานยาปฏิชี วนะ Chloramphenicol, 

Erythromycin และ Tetracycline ไดทุกสายพันธุ ความสามารถในการตานทานยาปฏิชีวนะเปนอีก

คุณสมบัติหนึ่งในการเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพ (ปรีชา, 2550) เนื่องจากบางครั้งอาจมีการ
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ใชยาปฏิชีวนะควบคูกับแบคทีเรียโพรไบโอติกหากแบคทีเรียโพรไบโอติกมีความสามารถในการตานทานยา

ปฏิชีวนะจะทําใหแบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถอยูรอดได และชวยสงเสริมสุขภาพของปลานิลใหดียิ่งข้ึน 

ดังนั้น จากผลการทดสอบคุณลักษณะของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีแยกไดจากลําไสปลานิล พบวา

แบคทีเรียไอโซเลท M104, T311 และ T318 เปนแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกท่ีเหมาะสม 

สามารถนําไปประยุกตใชในระบบการเพาะเลี้ยงปลานิลเพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการผลิตได 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

         5.1 สรุปผลการวิจัย 

    การแยกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสของปลานิล โดยสุมเก็บตัวอยางปลานิลท่ีเลี้ยงใน

กระชังนํามาแยกและจัดจําแนกชนิดของโพรไบโอติก ดวยวิธี Total plate count บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

TSA, Bacillus agar และ Lactobacillus MRS agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 

ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกไอโซเลทท่ีคัดแยกไดโดยเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีจากขอมูลงานวิจัยท่ีรายงาน

มาแลว แลวนําไปศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา และทดสอบชีวเคมีเบื้องตน พบแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน

แบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสของปลานิล จํานวน 54 ไอโซเลท เปนแกรมบวก มีรูปรางแทง แบงเปนกลุมท่ี

สรางเอนไซมคะตะเลสได จํานวน 46 ไอโซเลท กลุมท่ีไมสรางเอนไซมคะตะเลสและไมสราง จํานวน 8  

ไอโซเลท โดยจัดเปนกลุม Bacillus sp. และกลุม Lactobacillus sp. ตามลําดับ  

        การทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียโพรไบโอติกจากลําไสปลานิล จากท้ังหมด 54 ไอโซเลท พบวา

เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท M104 ซ่ึงจัดอยูในกลุมของเชื้อ Lactobacillus sp. สามารถเจริญไดดีในอาหาร

ทดสอบท่ีมีคาพีเอช 1-4 และทนเกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3% NaCl,   สามารถยอยแปงและ

โปรตีน, ยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. รวมถึง

สามารถตานทานยาปฏิชีวนะ Gentamicin, Tetracycline, Chloramphenicol, Trimethoprim จึง

จัดเปนแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดีท่ีสุด และไอโซเลท T311 (Bacillus cereus) และ T318 

(Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum) สามารถเจริญไดดีในอาหารทดสอบท่ีมีคาพีเอช 2-4 และทน

เกลือไดท่ีระดับความเขมขน 0.5-3% NaCl, สามารถยอยแปงและโปรตีน, ยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

Streptococcus sp., Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. รวมถึงสามารถตานทานยาปฏิชีวนะ 

ตานทานยาปฏิชีวนะ Tetracycline, Chloramphenicol, Trimethoprim (T311) และตานทานยา

ปฏิชีวนะ Gentamicin, Tetracycline, Chloramphenicol (T318) จัดวามีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกท่ีดี

รองลงมา จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียไอโซเลท M104, T311 และ T318 สามารถ

นําไปประยุกตใชเปนโพรไบโอติกในระบบการเพาะเลี้ยงปลานิลตอไปได 

 

         5.2 ขอเสนอแนะ 

               ควรศึกษาความเปนไปไดในการนําแบคทีเรียโพรไบโอติกไปประยุกตใชในการทําอาหารเลี้ยง

สัตวน้ําท้ังในระดับหองปฏิบัติการและภาคสนาม เพ่ือชวยลดการใชสารเคมีและยาปฏิชีวนะในระบบการ

เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  
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