
 
 

บทที ่3 
วสัดุ อุปกรณ์ สารเคมี และวิธีด าเนินการวจัิย 

 
3.1 วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
3.1.1 ชนิดจุลินทรีย ์

1)  A. hydrophila TISTR 1321 จากห้ องป ฏิบั ติก ารจุล ชีววิท ยา คณะวิท ยาศาสต ร์ 
มหาวทิยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี 

2) S. cerevisiae (Fermipan Brown; Instant Dry Yeast) จ าก บ ริษั ท  AB Mauri Vietnam 
จ ากดั ประเทศเวยีดนาม 

3)  B. brevis UBRU4 จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย       
ราชภฏัอุบลราชธานี 

4)  B. lichenifomis TISTR 004 จากห้ องป ฏิบั ติการจุล ชีววิท ยา  คณะวิทยาศาสต ร์ 
มหาวทิยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี 
3.1.2 อาหารปลา เบอร์ 895 บริษทัเจริญโภคภณัฑ ์จงัหวดัสมุทรสาคร 
3.1.3 นมถัว่เหลืองยเูอชทีรส Original classic จากบริษทั แลกตาซอย จ ากดั จงัหวดัปราจีนบุรี 
3.1.4 น ้าตาลทราย จากบริษทั สหเรือง จ ากดั จงัหวดัมุกดาหาร 
3.1.5 ขา้วเจา้ บริษทัขา้วแสนดี จ ากดั อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทุมธานี 
3.1.6 ยาปฏิชีวนะ Poly-Oph (ใน 1 มิลลิลิตรประกอบด้วย Neomycin 2 mg polymycin B 5,000 
Units และ Gramicidin 0.025 mg) 
3.1.7 สารเคมี 
ตารางท่ี 3.1 รายการสารเคมี 
ช่ือสารเคมี บริษัท ประเทศ 

Crystal violate Asia Pacific specialty chemical 
Limited 

Australia 

Iodine Riedel–de Haun Germany 
Phenol red BDH Chemicals Ltd. Germany 
Safranine Scientific Promotion Co. Ltd. Germany 
KOH Sigma Chemical Co. USA 
Alpha neptol Sigma Chemical Co. USA 
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ตารางท่ี 3.1 (ต่อ) 
ช่ือสารเคมี บริษัท ประเทศ 

Paradimethylaminobenzaldehyde Fluka A.G. Buck S.G. Switzerland 

Malachite green Fluka A.G. Buck S.G. Switzerland 

D-glucose Fluka A.G. Buck S.G. Switzerland 

Ethyl alcohol Fluka A.G. Buck S.G. Switzerland 

NaOH Carlo Erba Reagenti Ltd. Italy 

NaOH Carlo Erba Reagenti Ltd. Italy 
NaCl Carlo Erba Reagenti Ltd. Italy 
Oxytetracycline Merck Germany 
Discs drug of Penicillin, 
Kanamycin and Streptomycin 

Oxoid Ltd. UK 

Formaldehyde VWR International Ltd. UK 
Petrolium ether JT Baker USA 
Giemsa staining Ajax Finechem Pty Ltd. Australia 
Bromocresol purple Ajax Finechem Pty Ltd. Australia 

 
3.1.8 เคร่ืองมือ 
ตารางท่ี 3.2 รายการเคร่ืองมือ 
ช่ือเคร่ืองมือ รุ่น บริษัท 
Larminar Air Flow BIO-II-A Telstar, Spain 
pH meter CG8421/14PH Schott, Germany 
Balance BP211S Sartorius, Germany 
Incubator INCUCELL 404 MMM Medcenter, Germany 

Autoclave HVE-50 
Hirayama Manufacturing Corporation, 
Japan 

Vortex  Mixer G-560E Scientific  Industries, INC, USA 
Hot Air Oven 600 Memmert, Germany 
Anaerobic Jar Cat No. 134441-2 Boekel Scientific Pricycler, Philadelphia 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ) 
ช่ือเคร่ืองมือ รุ่น บริษัท 
Shaking Water Bath 28L-M, BH281 PolyScience, USA 
Spectrophotometer 4001/4 Thermo Spectronic, USA 
Centrifuge 1205 ROTOFIX 32 Hettich Zentrifugen, Germany 
Vacuum Oven 19 LabCare, USA 

 
3.1.9 อาหารเล้ียงเช้ือ 
ตารางท่ี 3.3 รายการอาหารเล้ียงเช้ือ 
ช่ืออาหารเลีย้งเช้ือ บริษัท ประเทศ 
Plate Count Agar (PCA) Merck Germany 
Blood Agar Base High Media India 
Tryptic Soy High Media India 
Nutrient Broth High Media India 

 
3.2 วธีิการทดลอง 
3.2.1 สถานท่ีเก็บตวัอยา่งปลานิลกระชงั 5 แห่ง และขอ้มูลเบ้ืองตน้ของกลุ่มเป้าหมายท่ีเก็บตวัอยา่ง
ซ่ึงเป็นผูเ้ล้ียงปลานิลในเขตจงัหวดัอุบลราชธานี 

Site I:ฟาร์มปลากระชงั แม่น ้ ามูล บา้นบุ่งกาแซว ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จงัหวดั
อุบลราชธานี 

Site II:ฟาร์มปลากระชัง แม่น ้ ามูล บ้านคูเด่ือ ต าบลแจระแม อ าเภอเมือง จังหวดั
อุบลราชธานี 

Site III:ฟาร์มปลากระชัง แม่น ้ ามูล บา้นท่าลาด ต าบลห้วยขะยุง อ าเภอวารินช าราบ
จงัหวดัอุบลราชธานี 

Site IV:ฟาร์มปลากระชัง แม่น ้ าชี บ้านท่าไห ต าบลท่าไห อ าเภอเข่ืองใน จังหวดั
อุบลราชธานี 

Site V:ฟาร์มปลากระชังลูกฟาร์มของ บริษทั เบทาโกรอุตสาหกรรม จ ากัด บริเวณ 
เข่ือนสิรินธร บา้นสุขส าราญ ต าบลนิคมล าโดมนอ้ย อ าเภอสิรินธร จงัหวดัอุบลราชธานี 

ขอ้มูลเบ้ืองตน้ของกลุ่มเป้าหมายและการเก็บตวัอยา่งประกอบดว้ย ช่ือท่ีอยูข่องผูเ้ล้ียงปลา
หรือผูป้ระสานงาน ช่วงเดือนท่ีเก็บตวัอย่างปลา จ านวนและน ้ าหนักเฉล่ียของปลาท่ีเก็บตวัอย่าง 
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ลกัษณะของปลาท่ีมีการติดเช้ือจากแบคทีเรีย โดยเน้นเก็บตวัอย่างปลานิลท่ีมีอาการติดเช้ือโรค
ระบาดจากแบคทีเรีย คือ ปลาตกเลือดตามตวั ทอ้งบวมมีเลือดปน มีแผลหลุม ตาโปน มีรอยด่างสี
เทาตามล าตวั ครีบ และท่ีส่วนหัว มีการตกเลือดเป็นจุดเล็กๆ บา้งตามขอบรอยด่าง ล าตวัเป่ือยเป็น
แผลตะกอนสีเหลือง และปลามีเมือกมาก  

เม่ือไดต้วัอย่างปลาแลว้บรรจุปลาตวัอย่างในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ แช่น ้ าแข็ง และขนส่ง
ปลาไปยงัหอ้งปฏิบติัการภายในวนันั้นเพื่อคดัแยกเช้ือ  
 
3.2.2 การคดัแยกเช้ือแบคทีเรีย F. columnare  

คดัแยกเช้ือแบคทีเรีย F. columnare ท่ีจะใชเ้ป็นเช้ือก่อโรคตวัทดสอบจากตวัอยา่งปลานิลท่ี
มีลกัษณะ มีรอยด่างสีเทาตามล าตวั ครีบ และท่ีส่วนหวั มีการตกเลือดเป็นจุดเล็กๆ บา้งตามขอบรอย
ด่าง ล าตวัเป่ือยเป็นแผลตะกอนสีเหลือง และปลามีเมือกมาก 

1) การเตรียมตวัอยา่งเพื่อคดัแยกเช้ือ 
น าตวัอยา่งปลานิลจากฟาร์มปลาเป้าหมายท่ีมีลกัษณะรอยโรคดงักล่าว มาเพื่อคดัแยกเช้ือ

จากผิวท่ีมีรอยแผลตะกอนสีเหลือง และเหงือกท่ีเป่ือยเป็นแผล โดยหากปลายงัไม่ตายท าให้ปลา
สลบดว้ยการรมอีเทอร์ ใชไ้มพ้นัส าลีปลอดเช้ือสวอบเช้ือท่ีผิวซ่ึงเป็นแผลมีตะกอนสีเหลือง และท่ี
เหงือกท่ีเป่ือยเป็นแผล น าไปเพาะเช้ือโดยดดัแปลงวิธีการของ Kubilay และคณะ (2008) โดยใช้
อาหาร Cytophaga agar ท่ีเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Poly-Oph 4 มิลลิลิตรต่อลิตร ด้วยวิธี spread plate 
บ่มท่ี 20 องศาเซลเซียส นาน 4-7 วนั เลือกโคโลนีท่ีมีสีเหลือง ขอบไม่เรียบ ไปคดัแยกให้บริสุทธ์ิ
ต่อ 7-10 คร้ัง 

2) จดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียโคโลนีสีเหลืองท่ีคดัแยกไดเ้ปรียบเทียบกบัผลการจดัจ าแนกเช้ือ 
F. columnare ทางชีวเคมีของ Kubilay และคณะ (2008) และ AFS-FHS Blue Book (2007) 
 
3.2.3 การคดัแยกเช้ือกลุ่มบาซิลลสัเพื่อใชเ้ป็นโพรไบโอติกบาซิลลสั  

กลุ่มตวัอยา่งท่ีน ามาคดัแยกเช้ือกลุ่มบาซิลลสัท่ีมี 2 กลุ่ม ดงัน้ี 
กลุ่มแรกเป็นตวัอยา่งปลานิลท่ีมีลกัษณะรอยติดเช้ือโรคระบาดจากแบคทีเรีย Site I, Site II, 

Site III, Site IV และ Site V คือ ปลา    ตกเลือดตามตวั ทอ้งบวมมีเลือดปน มีแผลหลุม ตาโปน มี
รอยด่างสีเทาตามล าตวั ครีบ และท่ีส่วนหวั มีการตกเลือดเป็นจุดเล็กๆ บา้งตามขอบรอยด่าง ล าตวั
เป่ือยเป็นแผลตะกอนสีเหลือง และปลามีเมือกมาก   

กลุ่มท่ีสองเป็นเช้ือท่ีคดัได้จาก ไส้ปลานิล อาหาร ดิน และแบคทีเรียบ าบัดน ้ าโดยเก็บ
ตวัอยา่งกลุ่มท่ีสองในช่วงเดือนพฤษภาคมถึงเดือนกรกฎาคม ปี 2554 ดงัน้ี 
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(1) ไส้ปลานิล โดยเป็นปลานิลกระชังอายุ 3 เดือน จ านวน 10 ตวั จากฟาร์มปลา บา้นท่า
ลาด ต าบลท่าลาด อ าเภอวารินช าราบ จงัหวดัอุบลราชธานี และอาย ุ2 เดือนจ านวน 10 ตวั จากฟาร์ม
ปลาบา้นท่าไห ต าบลท่าไห อ าเภอเข่ืองใน จงัหวดัอุบลราชธานี 

(2) อาหาร มีดงัน้ี 
- ขนมโมจิ ขนมลูกเต๋า ขนมเป๊ียะ ขนมปังไส้ถัว่ เตา้เจ้ียวตราเด็กสมบูรณ์  กะปิตราเรือใบ 

กะปิชลบุรี ถัว่เหลือง จากห้างสรรพสินคา้ยงสงวน เซฟแลนด์ สาขาชยางกูร  ถนนชยางกูร ต าบล     
ในเมือง อ าเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 

- ขนมกะหร่ีป๊ับ จากตลาดสดสิทธิธรรม ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
- ปลาร้า จากบ้านเลขท่ี 78/1 หมู่ 1 บ้านโพนเมือง ต าบลโพนเมือง อ าเภอเหล่าเสือโก้ก 

จงัหวดัอุบลราชธานี 
- ถั่วแผ่น  จากชุมชนราชธานีอโศก ต าบลค าน ้ าแซบ อ าเภอวารินช าราบ จังหวัด

อุบลราชธานี 
(3) ดิน 
ดินสวน 
- บา้นเลขท่ี 78/1 บา้นโพนเมือง ต าบลโพนเมือง อ าเภอเหล่าเสือโกก้ จงัหวดัอุบลราชธานี 
- บา้นเลขท่ี 75 ถนนเจริญราษฎร์ ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง  จงัหวดัอุบลราชธานี 
- บา้นเลขท่ี 15/4 ถนนชยางกูร ต าบลขามใหญ่ อ าเภอเมือง   จงัหวดัอุบลราชธานี 
- บา้นเลขท่ี 19 ถนนนิคมสายกลาง ต าบลในเมือง อ าเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
- สวนอาหาร ท กุง้เผา ถนนชยางกูร ต าบลขามใหญ่ อ าเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
- บา้นเลขท่ี 138 หมู่ 9 บา้นเวยีงเหนือ ต าบลเวยีงเหนือ อ าเภอกนัทรลกัษ ์ จงัหวดัศรีสะเกษ 
ดินโคลน 
- อ่างเก็บน ้ าห้วยม่วง ถนนชลประทาน -ท่าบ่อ ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จังหวัด

อุบลราชธานี 
- สระซิงเกอร์ หลงัอาคาร 5 คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี เลขท่ี 2 

ถนนราชธานี ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
- สระน ้าบริเวณศูนยศิ์ลปะวฒันะธรรม มหาวทิยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี  เลขท่ี 2 ถนนราช

ธานี ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
- หว้ยพอก หมู่ 1 บา้นโพนเมือง ต าบลโพนเมือง อ าเภอเหล่าเสือโกก้   จงัหวดัอุบลราชธานี 
- ห้วยมะแซว หมู่  13 บ้านโพนเมือง ต าบลโพนเมือง อ าเภอเหล่าเสือโก้ก  จังหวัด

อุบลราชธานี 
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- ห้วยว ังโดน หมู่  15 บ้านโพนเมือง ต าบลโพนเมือง อ าเภอเหล่าเสือโก้ก จังหวัด
อุบลราชธานี 

(4) แบคทีเรียบ าบดัน ้ า (Aquariuma) ซ่ึงเป็นเช้ือผสมของแบคทีเรีย 18 สายพนัธ์ุจากบริษทั 
Aquariuma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1) การเตรียมตัวอย่างจากทั้ งสองกลุ่มเพื่อคัดแยกเช้ือโดยดัดแปลงวิธีการของ เกศินี         
จนัทรโสภณและคณะ (2553) ดงัน้ี  

-กลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นปลา หากปลายงัไม่ตายท าให้ปลาสลบดว้ยการรมอีเทอร์ ฉีดลา้งผิวนอก
ดว้ย 70% แอลกอฮอล ์ใชก้รรไกรปลอดเช้ือตดัเปิดทอ้งปลาและแยกเอาเฉพาะระบบทางเดินอาหาร
ปลาบรรจุถุงพลาสติกปลอดเช้ือ น าไปตม้ในน ้ า 100 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที เพื่อคดัแยกหาเช้ือ
กลุ่มบาซิลลัสด้วยวิธี  cross streak บนอาหาร Tryptic soy agar และ Tryptic soy agar ท่ีเติม 6.5% 
NaCl บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เลือกโคโลนีท่ีแตกต่างกันไปคัดแยกให้ได้เช้ือ
บริสุทธ์ิต่อ 7-10 คร้ัง จากนั้นน าไปทดสอบการท าใหเ้มด็เลือดแดงแตกโดยใชอ้าหาร Blood agar  

-กลุ่มตวัอยา่งท่ีอาหาร ดินและแบคทีเรียบ าบดัน ้ า โดยน าตวัอยา่งแต่ละอยา่งไปผสมกบัน ้ า
กลัน่ปลอดเช้ือในอตัราส่วน 1:1 ตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที รอให้เยน็ถ่าย
เช้ือไปเพาะเล้ียงในอาหาร Tryptic soy broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เพื่อกระตุ้นการเจริญของเช้ือ จากนั้ นน าเช้ือท่ีได้ไป streak บนอาหาร Tryptic soy agar บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการคดัแยกเพื่อให้ได้เช้ือท่ีบริสุทธ์ิ 7-10 คร้ัง 
น าไปเก็บไวใ้นอาหาร Nutrient agar slant    

2) การคดัเลือกโพรไบโอติกบาซิลลสัตามวธีิการของเกศินี จนัทรโสภณและคณะ (2553) 
     2.1) น าบาซิลลสัท่ีคดัแยกไดแ้ละท าให้บริสุทธ์ิแลว้มาคดัเลือกหาเช้ือท่ีสามารถต่อตา้น

การเจริญของเช้ือ A. hydrophila ดว้ยวิธี Spot on lawn โดยน าเช้ือ A. hydrophila TISTR 1321 ท่ีอาย ุ
24 ชั่วโมงในอาหาร Trypic soy broth จ านวน 1 loop-full ขีดลากไขวแ้ละทบักนั 3 ชั้นบนอาหาร 
Tryptic soy agar ถ่ายเช้ือบาซิลลสัท่ีคดัแยกได้จากอาหารแข็ง อายุ 24 ชั่วโมง ทบัลงบนรอยท่ีขีด
ลากเช้ือ  A. hydrophila  แบบ Spot on lawn บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง ตรวจเลือกเช้ือ
ท่ีสามารถสร้างบริเวณใสบนรอยท่ีขีดลากเช้ือ A. hydrophila ได้ ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของ  A. hydrophila 

     2.2) น าบาซิลลสัท่ียบัย ั้งการเจริญของ A. hydrophila  ได้มาคดัเลือกหาเช้ือท่ีสามารถ
ต่อตา้นการเจริญของเช้ือ F. columnare ดว้ยวิธี Spot on lawn โดยน าเช้ือ F. columnare ท่ีอายุ 7 วนั
ในอาหาร Cytophaga broth จ านวน 1 loop-full ขีดลากไขวแ้ละทบักนั 3 ชั้นบนอาหาร Cytophaga 
agar ถ่ายเช้ือบาซิลลัสท่ีคัดแยกได้จากอาหารแข็ง อายุ 24 ชั่วโมง ทับลงบนรอยท่ีขีดลากเช้ือ              
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F. columnare เอาไวแ้บบ Spot on lawn บ่มท่ี 20 องศาเซลเซียส นาน 4-7 วนั  ตรวจเลือกเช้ือท่ี
สามารถสร้างโซนใสบนรอยท่ีขีดลากเช้ือ F. columnare ได้ ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของ F. columnare ได ้

     2.3) น าบาซิลลสัท่ีสามารถต่อตา้นการเจริญของเช้ือ A. hydrophila และ F. columnare 
ไดด้ว้ยวธีิ Spot on lawn มาทดสอบการต่อตา้นการเจริญของเช้ือทั้งสองดว้ยวิธี Agar well diffusion 
โดยน าสารละลายเช้ือบาซิลลสัในอาหาร Tryptic soy broth ท่ีอายุ 24 ชัว่โมง ไปป่ันเหวี่ยงท่ี 6,000 
รอบต่อนาที นาน 15 นาที น าส่วนใสไปกรองผ่านเยื่อกรองขนาด 0.2 ไมครอน แบบปลอดเช้ือพกั
ไว ้น าเช้ือ A. hydrophila หรือ F. columnare ท่ีเล้ียงในอาหารเหลวตามสภาวะของแต่ละเช้ือจ านวน 
1 loop-full ขีดลากไขวแ้ละทบักนั 3 ชั้นบนอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง ใช ้cork borer เจาะอาหารท่ีขีด
ลากเช้ือแลว้ให้เป็น well น าส่วนใสของเช้ือบาซิลลสัท่ีกรองไว ้15 ไมโครลิตร ใส่ใน well น าไปบ่ม
ตามสภาวะของแต่ละเช้ือ ตรวจเลือกเช้ือท่ีสามารถสร้างบริเวณใสจาก well ในอาหารท่ีขีดลากดว้ย
เช้ือ A. hydrophila หรือ F. columnare ได ้ซ่ึงแสดงว่าส่วนใสของเช้ือนั้นท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของ A. hydrophila หรือ F. columnare ได ้และจดัจ าแนกเช้ือนั้นในขั้นตอนต่อไป 
 
3.2.4 การจดัจ าแนกโพรไบโอติกท่ีคดัเลือกไดจ้ากระบบทางเดินอาหารปลานิล (เกศินี จนัทรโสภณ
และคณะ, 2553)  

จดัจ าแนกโพรไบโอติกบาซิลลสัโดยวิธีทางกายภาพและชีวเคมีในระดบั species จากการ
ตรวจลกัษณะสัณฐานวทิยา การติดสีแกรม รูปร่างและต าแหน่งของสปอร์ ความไวต่อสารปฏิชีวนะ 
Penicillin, Kanamycin และ Streptomycin กิจกรรมของเอนไซม์คะตะเลส ความสามารถในการ
เคล่ือนท่ี การยอ่ยแป้ง การรีดิวซ์ไนเตรท การสร้างกรดและแก็สจากกลูโคส การเจริญท่ีอุณหภูมิ 10 
และ 45 องศาเซลเซียส การเจริญในอาหารท่ีมีเกลือร้อยละ 4 และ 6.5  
 
3.2.5 ศึกษาการขยายเช้ือโดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้(ดดัแปลง
จากวธีิการของเกศินี จนัทรโสภณและคณะ, 2553) 

1) ศึกษาสภาวะในการเพาะเล้ียงเช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้
     1.1) น าบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได้มาเพาะเล้ียงในอาหาร Tryptic soy broth บ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และใชเ้ป็นกลา้เช้ือ 
     1.2) ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ถ่ายกลา้เช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้จ านวน 1 มิลลิลิตร 

ลงในอาหาร Tryptic soy broth ในขวด blue top ขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 100 มิลลิลิตรบ่มท่ี 25, 
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30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจวดัการเจริญเติบโตโดยใชว้ิธี Dilution plate 
count 

     1.3) ศึกษา pH ท่ีเหมาะสม ถ่ายกลา้เช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้จ านวน 1 มิลลิลิตรลงใน
อาหาร Tryptic soy broth ท่ีอยูใ่นขวด blue top ขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 100 มิลลิลิตร โดยปรับ 
pH ของอาหารแต่ละชนิดให้เป็น 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 และ 7.5 บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ตรวจวดัการเจริญเติบโตโดยใชว้ธีิ Dilution plate count 

2) ศึกษาการเพาะเล้ียงเช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้ในอาหารดดัแปลงแบบอาหารเหลว 
     2.1) ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของนมถั่วเหลืองยูเอชที (แลกตาซอย) ท่ีใช้เป็น

อาหารเพาะเล้ียงเช้ือแบบเหลว โดยละลายนมถัว่เหลืองในน ้ากลัน่ตามความเขม้ขน้ร้อยละ 5, 10, 15, 
20, 25 และ  100 บรรจุขวด blue top ขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 100 มิลลิลิตร ถ่ายกล้าเช้ือ
บาซิลลสัท่ีคดัเลือกได้จ  านวน 1 มิลลิลิตรลงในอาหารท่ีศึกษา บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา       
24 ชัว่โมง ตรวจวดัการเจริญเติบโตโดยใชว้ธีิ Dilution plate count 

     2.2) ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของการใช้อาหารปลานิลเป็นอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ
แบบเหลว โดยละลายอาหารปลานิลชนิดเม็ดในน ้ ากลัน่ตามความเขม้ขน้ร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5   
บรรจุขวด blue top ขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 100 มิลลิลิตร ถ่ายกล้าเช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้
จ านวน 1 มิลลิลิตรลงในอาหารท่ีศึกษา บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจวดัการ
เจริญ เติบโตโดยใชว้ธีิ Dilution plate count 

3) ศึกษาการเพาะเล้ียงเช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกไดใ้นอาหารดดัแปลงแบบอาหารแขง็ 
     3.1) ศึกษาความช้ืนท่ีเหมาะสมของอาหารขา้วสุก 
เตรียมอาหารแข็งคือขา้วเจา้หุงสุกท่ีเติมอาหารปลาท่ีเหมาะสมจาก 2.2 และเติมน ้ ากลัน่ให้

ขา้วหุงสุกมีความช้ืนท่ีระดบัร้อยละ 60, 65, 70 และ 75 บรรจุอาหารขา้วสุกในขวดเล้ียงเช้ือขนาด 
500 มิลลิลิตร จ านวน 100 กรัม ถ่ายกลา้เช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได้จ  านวน 10 มิลลิลิตรลงในอาหาร
ท่ีศึกษา บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจวดัการเจริญเติบโตโดยใช้วิธี Dilution 
plate count 

     3.2) ศึกษาปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมของอาหารขา้วสุก 
     เตรียมอาหารแข็งคือขา้วเจา้หุงสุกท่ีเติมอาหารปลาท่ีเหมาะสมจาก 2.2 เติมน ้ ากลัน่ให้

ขา้วหุงสุกมีความช้ืนท่ีเหมาะสมจาก 3.1 และเติมเกลือท่ีระดบัร้อยละ 1, 2, 3, และ 4 บรรจุอาหาร
ขา้วสุกท่ีปรับปริมาณเกลือแลว้ในขวด blue top ขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 100 กรัม น าไปน่ึงฆ่า
เช้ือ จากนั้ นถ่ายเฉพาะเช้ือ Bacillus จ านวน 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารท่ีศึกษา บ่มท่ี 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจวดัการเจริญเติบโตโดยใชว้ธีิ Dilution plate count 
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3.2.6 ศึกษาอายุการเก็บรักษาเช้ือบาซิลลสัท่ีคดัเลือกได ้(ดดัแปลงจากวิธีการของเกศินี จนัทรโสภณ
และคณะ, 2553) 

เพาะเล้ียงเช้ือบาซิลลัสท่ีคัดเลือกได้ในอาหารดัดแปลงแบบอาหารเหลวและอาหาร
ดดัแปลงแบบอาหารแข็งในสภาวะท่ีเหมาะสม น าเช้ือไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างกนัและตรวจวดั
จ านวนเช้ือท่ีเวลาต่างๆ ดงัน้ี 

1) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นบัจ านวนจุลินทรียโ์ดยใชว้ิธี Dilution plate count 
ท่ีเวลา 0, 3, 7, 14 และ 30 วนั 

2) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นับจ านวนจุลินทรีย์โดยใช้วิธี  Dilution plate 
count ท่ีเวลา 0, 3, 7, 14 และ 30 วนั 
 
3.2.7 ศึกษาผลของการใช้เช้ือบาซิลลัสท่ีคดัเลือกได้และ S. cerevisiae เป็นโพรไบโอติกในการ
เพาะเล้ียงปลานิลระดบัหอ้งปฏิบติัการ (ดดัแปลงจากวธีิการของเกศินี จนัทรโสภณและคณะ, 2553) 

ใช้ปลานิลน ้ าหนกัประมาณ 40-50 กรัม จ านวน 450 ตวั จากฟาร์มปลานิลเครือข่ายบริษทั    
ซีพี อ  าเภอสว่างวีระวงศ์ จงัหวดัอุบลราชธานี น าไปเล้ียงในห้องทดลอง ณ สาขาวิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏอุบลราชธานี เพื่อให้ปลาปรับตัวในถัง
พลาสติกขาวขนาด 1 ลูกบาศก์เมตร ระดบัน ้ า 50 เซนติเมตร ให้อากาศโดยใช้แอร์ป๊ัมให้มากพอ 
เปล่ียนน ้ าโดยเหลือน ้ าเดิมไวร้้อยละ 30 ทุก 2 วนั ให้อาหารร้อยละ 3 ของน ้ าหนกัปลาเร่ิมตน้โดย
แบ่งให้ 2 เวลาคือ เวลา 8.00 น และ 16.00 น เป็นเวลา 14 วนั แบ่งปลานิลเป็น 3 กลุ่มการทดลองๆ 
ละ 3 ซ ้ าๆ ละ 50 ตวั ในถงัไฟเบอร์กลาสขนาด 1,000 ลิตร ระดบัน ้ า 50 เซนติเมตร ใหอ้ากาศโดยใช้
แอร์ป๊ัมใหม้ากพอ เปล่ียนน ้าโดยเหลือน ้าเดิมไวร้้อยละ 30 ทุก 2 วนั ใหอ้าหารร้อยละ 3 ของน ้ าหนกั
ปลาเร่ิมตน้ เล้ียงปลาใหป้รับตวัเป็นเวลา 14 วนั และใหโ้พรไบโอติก ดงัน้ี 

กลุ่มทดลองท่ี 1 ใหอ้าหารปลา 
กลุ่มทดลองท่ี 2 ใหอ้าหารปลา + 109 CFU S. cerevisiae ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
กลุ่มทดลองท่ี 3 ใหอ้าหารปลา + 0.05% Oxytetracycline 
การทดลองเล้ียงปลาเป็นเวลา 30 วนัและตรวจวดัค่า อตัราการเจริญ อตัราการรอด ค่าทาง

โลหิตวทิยา และการเกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง ดงัน้ี 
1) อตัราการเจริญ (ดดัแปลงวธีิการของ Song และคณะ, 2006) 
ชัง่น ้าหนกัปลาเพื่อตรวจวดัอตัราการเจริญดงัน้ี  

1.1) น ้าหนกัเฉล่ียต่อตวัต่อวนัหรือ Average daily growth (ADG)  
       ADG = (Wt –Wi) / t   
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เม่ือ Wi คือ น ้าหนกัปลาเฉล่ียต่อตวัก่อนทดลอง Wt คือ น ้าหนกัปลาเฉล่ียต่อตวัหลงัการทดลอง  
        t คือ จ านวนวนัท่ีทดลอง โดยมีหน่วยเป็น กรัมต่อตวัต่อวนั  

1.2) อตัราการแลกเน้ือหรือ Feed conversion ratio (FCR)    
       FCR = น ้าหนกัอาหารท่ีกินทั้งหมดเฉล่ียต่อตวัต่อวนั / (Wt –Wi)  

2) อตัราการรอด 
นบัจ านวนปลาท่ีรอดชีวิตในแต่ละซ ้ าของแต่ละกลุ่มการทดลอง น ามาค านวณหาอตัราการ

รอดดงัน้ี 
 

               จ  านวนปลาท่ีรอดชีวติในแต่ละซ ้ า x 100 
            จ  านวนปลาท่ีใชท้ดลองในแต่ละซ ้ า 

 
3) ค่าทางโลหิตวิทยา ประกอบดว้ย ปริมาณเม็ดเลือดแดง ค่าเม็ดเลือดแดงอดัแน่นหรือค่า    

ฮีมาโตคริต ปริมาณเกล็ดเลือด ปริมาณเมด็เลือดขาวและร้อยละของเมด็เลือดขาวชนิด lymphocyte 
น าปลามาท าให้สลบดว้ยการรมอีเทอร์ เก็บตวัอยา่งเลือดปลาโดยใชเ้ข็มเบอร์ 21 เก็บเลือด

บริเวณ caudal vein และแบ่งเป็น 3 ส่วน ดงัน้ี 
ส่วนท่ี 1 น าเลือดใส่ในหลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งตวัหรือหลอด heparinized tube และ

ส่งไปตรวจวดัปริมาณเม็ดเลือดแดง ค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ปริมาณเกล็ดเลือด และปริมาณ        
เม็ดเลือดขาวโดยใชเ้คร่ือง Flow-cytometer (บริษทั อุบล อาร์ ไอ เอ จ ากดั สาขาอ าเภอเมือง จงัหวดั
อุบลราชธานี) 

ส่วนท่ี 2 ท าการสเมียร์แบบฟิล์มบาง ทิ้งให้แห้งในบรรยากาศปกติ 24 ชั่วโมง ฟิกรอย   
สเมียร์ ด้วยเมทานอล 10 นาที ยอ้มดว้ยสีจิมซา (10% Giemsa (v/v) staining) ตรวจหาร้อยละของ
เม็ดเลือดขาวชนิด Lymphocyte โดยนบัจากเม็ดเลือดขาวจ านวน 200 เซลล์ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ก าลงัขยาย 1,000x และค านวณเป็นร้อยละจากเมด็เลือดขาวทั้งหมด 

ส่วนท่ี 3 น าเลือดมาใส่ในหลอดปลอดเช้ือโดยให้ไดเ้ลือด 1 มิลลิลิตร ทิ้งเลือดให้แข็งตวัท่ี
อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง น าเขา้ตูเ้ยน็อีก 24 ชั่วโมง แยกเอาเฉพาะซีรัมไปเก็บท่ี -18 องศาเซลเซียส
จนกวา่จะใชว้เิคราะห์แอนติบอดีไตเตอร์ 

4) ร้อยละของการเกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง (ดดัแปลงจาก Ali et al, 2008) 
น าสไลด์เลือดแบบฟิล์มบางมาตรวจนับการเกิดไมโครนิวเคลียสในเม็ดเลือดแดง โดย

ตรวจหาจากเมด็เลือดแดงจ านวน 2,000 เซลล์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000x และค านวณ
เป็นร้อยละของเมด็เลือดแดงท่ีเกิดโมโครนิวเคลียส 

อตัราการรอด (ร้อยละ) = 
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3.2.8 ศึกษาผลของการใช้ S. cerevisiae   เป็นโพรไบโอติกเพาะเล้ียงปลานิลในกระชังระดับ
ภาคสนาม  
            ใชป้ลานิลน ้ าหนกัประมาณ 40~50 กรัม จ านวน 9,000 ตวั จากฟาร์มปลานิลเครือข่ายบริษทั    
ซีพี อ  าเภอสว่างวีระวงศ์ จงัหวดัอุบลราชธานี น าไปเล้ียงในแม่น ้ าชี ขนาดกระชัง 3x6x3 เมตร ให้
อาหารร้อยละ 3 ของน ้ าหนกัปลาเร่ิมตน้โดยแบ่งให้ 2 เวลาคือ เวลา 8.00 น. และ 16.00 น. เป็นเวลา 
7 วนั แบ่งปลานิลเป็น 2 กลุ่มการทดลองๆ 3 ซ ้ าๆ ละ 1,500 ตวั เล้ียงปลาให้ปรับตวัเป็นเวลา 14 วนั 
และใหโ้พรไบโอติก ดงัน้ี  

กลุ่มทดลองท่ี 1 (T1) ใหอ้าหารปลา   
 กลุ่มทดลองท่ี 2 (T2) ใหอ้าหารปลา + 109 CFU S. cerevisiae ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม  

เล้ียงปลาเป็นเวลา 120 วนัและตรวจวดัค่า อตัราการรอด อตัราการเจริญ ค่าทางโลหิตวิทยา 
และการเกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง (3.2.7) 
 
3.2.9 ศึกษาผลของการใช้ Bacillus sp. UBRU22 เป็นโพรโอติกในการเพาะเล้ียงปลานิลระดับ
หอ้งปฏิบติัการ 

ใชป้ลานิลน ้ าหนกัประมาณ 40~50 กรัม จ านวน 180 ตวั จากฟาร์มปลานิลเครือข่ายบริษทั
เจริญโภคภัณฑ์ จ  ากัด อ าเภอสว่างวีระวงศ์ จังหวดัอุบลราชธานี น าไปเล้ียงในห้องทดลอง ณ 
สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี เพื่อให้
ปลาปรับตวัในถังพลาสติกขาวขนาด 1 ลูกบาศก์เมตร ระดบัน ้ า 50 เซนติเมตร ให้อากาศโดยใช้    
แอร์ป๊ัมใหม้ากพอ เปล่ียนน ้าโดยเหลือน ้าเดิมไวร้้อยละ 30 ทุก 2 วนั ใหอ้าหารร้อยละ 3 ของน ้ าหนกั
ปลาเร่ิมตน้โดยแบ่งให้ 2 เวลาคือ เวลา 8.00 น. และ 16.00 น. เป็นเวลา 14 วนั แบ่งปลานิลเป็น 3 
กลุ่มการทดลองๆ ละ 3 ช ้ าๆ ละ 20 ตวั ในถงัแสตนเลส 200 ลิตร ระดบัน ้า 50 เซนติเมตร ให้อากาศ
โดยใชแ้อร์ป๊ัมให้มากพอ เปล่ียนน ้ าโดยเหลือน ้ าเดิมไวร้้อยละ 30 ทุก 2 วนั ให้อาหารร้อยละ 3 ของ
น ้าหนกัปลาเร่ิมตน้ เล้ียงปลาใหป้รับตวัเป็นเวลา 14 วนั และใหโ้พรไบโอติก ดงัน้ี  

กลุ่มทดลองท่ี 1 (T1) อาหารปลา   
 กลุ่มทดลองท่ี 2 (T2) อาหารปลา + 109 CFU Bacillus sp. UBRU22 ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 กลุ่มทดลองท่ี 3 (T3) อาหารปลา + 0.05% Oxytetracycline  
การทดลองเล้ียงปลาเป็นเวลา 30 วนัและตรวจวดัค่า อตัราการรอด อตัราการเจริญ ค่าทางโลหิต
วทิยา และการเกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง 
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3.2.10 ศึกษาการต่อต้านเช้ือ A. hydrophila และ F. columnare ด้วยวิธี Challenge test ของการใช ้
Bacillus sp. UBRU22 เป็นโพรโอติกในการเพาะเล้ียงปลานิลระดบัห้องปฏิบติัการ (ดดัแปลงจาก
วธีิการของเกศินี จนัทรโสภณและคณะ, 2553) 

ใช้ปลานิลจาก 3.2.9 ทั้ง 3 กลุ่มการทดลองมาทดสอบการตา้นทานต่อเช้ือ A. hydrophila 
และ F. columnare ดงัน้ี 

1) เก็บตัวอย่างเลือดปลานิลจากทุกกลุ่มการทดลองก่อนท า Challenge test เพื่อแยกเอา
เฉพาะซีรัมไปตรวจวดัการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั   

2) วัดการตอบสนองทางภู มิ คุ้มกัน  โดยวัดค่ าแอนติบอดีไตเตอร์  (ดัดแปลงจาก 
Kituncharuin, 2006; Mohanty et al., 2007) ดงัน้ี 

2.1) เตรียมแอนติเจน โดยเพาะเล้ียง A. hydrophila ในอาหาร Tryptic soy broth 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง และเพาะเล้ียง F. columnare ในอาหาร Cytophaga 
broth บ่มท่ี 20 องศาเซลเซียส 7 วนั น าเช้ือทั้ งสองมาป่ันล้างเซลล์ด้วย 0.85% NaCl ท่ี
ความเร็วรอบ 3,000 rpm นาน 15 นาที โดยล้าง 3 ซ ้ า ท าให้เป็นสารละลายโดยใช้ 0.85% 
NaCl จากนั้ นท าให้เช้ือตายโดยเติมสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ร้อยละ 35 จ านวน 1.5 
มิลลิลิตร นาน 60 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง มาป่ันล้างเซลล์ด้วย 0.85% NaCl ท่ีความเร็วรอบ 
3,000 rpm นาน 15 นาที โดยลา้ง 3 ซ ้ า ท าเป็นสารละลายท่ีมีปริมาณเซลล์ท่ี 107 CFU/mL 
ในสารละลาย 0.85% NaCl และทดสอบการตายของเช้ือโดยน าไปเพาะในอาหารและ
สภาวะท่ีใช้เพาะเล้ียงปกติ โดยเม่ือครบตามก าหนดเพาะเช้ือจะตอ้งไม่มีการเจริญของเช้ือ
ใดๆ 

2.2) การตรวจวดัค่าแอนติบอดีไตเตอร์จากซีรัมของปลานิลตัวอย่าง โดยวิธี 
Microtiter plate agglutination technique ซ่ึ ง เป็ น ก ารว ัด ระดับ ก าร เกิ ดป ฏิ กิ ริย าก าร
ตกตะกอนเป็นแผ่นระหว่างแอนติเจน (A. hydrophila และ F. columnare) กบัแอนติบอดี
ในซีรัมของปลานิลตัวอย่างท่ีมีการเจือจางแบบ Serially twofold dilution ใน  96 well 
microtiter plate ค่าแอนติบอดีไตเตอร์อ่านจากส่วนกลบัของระดบัความเจือจางสุดทา้ยของ
ซีรัมใน Microtiter plate สุดท้ายท่ีแสดงการเกิดปฏิกิริยา (Minimal positive agglutinin) 
โดยน ามาอ่านเป็นค่าของ Log ฐาน 2 (Log 2 N, เม่ือ N เป็นส่วนกลบัของ Microtiter plate 
สุดทา้ยท่ีแสดงการเกิดปฏิกิริยา) 
3) เตรียมเช้ือทดสอบ โดยเพาะเล้ียง A. hydrophila ในอาหาร Tryptic soy broth บ่มท่ี 37 

องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง น า A. hydrophila มาป่ันลา้งเซลล์ดว้ย 0.85% NaCl ท่ีความเร็วรอบ 3,000 
rpm นาน 15 นาที โดยล้าง 3 ซ ้ า ท าเป็นสารละลายท่ีมีปริมาณเซลล์ท่ี 109 CFU/mL ในสารละลาย 
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0.85% NaCl และเพาะเล้ียง F. columnare ในอาหาร cytophaga broth บ่มท่ี 20 องศาเซลเซียส 7 วนั 
น าเช้ือทั้งสองมาป่ันลา้งเซลล์ดว้ย 0.85% NaCl ท่ีความเร็วรอบ 3,000 rpm นาน 15 นาที โดยลา้ง 3 
ซ ้ า ท าเป็นสารละลายท่ีมีปริมาณเซลลท่ี์ 109 CFU/mL ในสารละลาย 0.85% NaCl 

4) ทดสอบความต้านทานต่อเช้ือ A. hydrophila และ F. columnare ในปลานิลแบบ 
Challenge test โดยน าเช้ือทั้ งสองผสมอย่างละเท่ากันไปฉีดให้ปลานิลแต่ละกลุ่มทดลองแบบ 
Intraperitoneal ในปริมาณ 1 มิลลิลิตรต่อน ้าหนกัต่อตวั 100 กรัม 

5) หลงัการท า Challenge test 7 วนั นับจ านวนปลานิลจากทุกกลุ่มการทดลองท่ีเหลือรอด
เพื่อค านวณอตัราการรอด 

6) เก็บตวัอยา่งเลือดปลานิลจากทุกกลุ่มการทดลองหลงัท า Challenge test 7 วนั ตรวจวดัค่า
ทางโลหิตวทิยา การเกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง และค่าแอนติบอดีไตเตอร์ 

 
3.2.11 ศึกษาผลของการใช้เช้ือบาซิลลัสท่ีคดัเลือกได้เป็นโพรไบโอติกในการเพาะเล้ียงปลานิล
ระดบัภาคสนาม 

ใชป้ลานิลน ้ าหนกัประมาณ 30-40 กรัม จ านวน 1,000 ตวั จากฟาร์มปลานิลเครือข่ายบริษทั
ซีพี อ าเภอสวา่งวีระวงศ ์จงัหวดัอุบลราชธานี น าไปเล้ียงในกระชงัโดย แบ่งปลานิลออกเป็น 3 กลุ่ม
การทดลองๆ ละ 3 ช ้ าๆ ละ 100 ตวั ให้อาหารร้อยละ 3 ของน ้ าหนกัปลาเร่ิมตน้ เล้ียงปลาให้ปรับตวั
เป็นเวลา 14 วนั และใหโ้พรไบโอติก ดงัน้ี 

กลุ่มทดลองท่ี 1 ใหอ้าหารปลา (กลุ่มควบคุม) 
กลุ่มทดลองท่ี  2 ให้อาหารปลา + 109 CFU B. licheniformis TISTR 004 ต่ออาหาร 1 

กิโลกรัม 
กลุ่มทดลองท่ี 3 ใหอ้าหารปลา + 109 CFU Bacillus sp. UBRU22 ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

เล้ียงปลาเป็นเวลา 21 วนัและตรวจวดัค่า อตัราการเจริญ อตัราการรอด ค่าทางโลหิตวิทยา และการ
เกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง  
 
3.2.12 การศึกษาการต่อต้านเช้ือ A. hydrophila และ F. columnare ด้วยวิธี Challenge test ระดับ
ภาคสนาม  

ใชป้ลานิลจาก 3.2.11 ท่ีมีสุขภาพดีจ านวน 30 ตวั ต่อกลุ่มการทดลอง ทดสอบการตา้นทาน  
ต่อเช้ือ A. hydrophila และ F. columnare ดงัน้ี 

1) เก็บตัวอย่างเลือดปลานิลจากทุกกลุ่มการทดลองก่อนท า Challenge test เพื่อแยกเอา
เฉพาะซีรัมไปตรวจวดัค่าแอนติบอดีไตเตอร์ 
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2) เตรียมเช้ือทดสอบ โดยเพาะเล้ียง A. hydrophila ในอาหาร Tryptic soy broth บ่มท่ี 37 
องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง น า A. hydrophila มาป่ันลา้งเซลล์ดว้ย 0.85% NaCl ท่ีความเร็วรอบ 3,000 
rpm นาน 15 นาที โดยลา้ง 3 ซ ้ า ท าเป็นสารละลายท่ีมีปริมาณเซลล์ท่ี 1012 CFU/ml ในสารละลาย 
0.85% NaCl และเพาะเล้ียง F. columnare ในอาหาร Cytophaga broth บ่มท่ี 20 องศาเซลเซียส 7 วนั 
น าเช้ือทั้งสองมาป่ันลา้งเซลล์ดว้ย 0.85% NaCl ท่ีความเร็วรอบ 3,000 rpm นาน 15 นาที โดยลา้ง 3 
ซ ้ า ท าเป็นสารละลายท่ีมีปริมาณเซลลท่ี์ 109 CFU/ml ในสารละลาย 0.85% NaCl 

3) ทดสอบความต้านทานต่อเช้ือ A. hydrophila และ F. columnare แบบ Challenge test 
โดยน าเช้ือทั้งสองผสมอย่างละเท่ากนัไปฉีดให้ปลานิลแต่ละกลุ่มทดลองแบบ Intraperitoneal ใน
ปริมาณ 1 มิลลิลิตรต่อน ้าหนกัต่อตวั 100 กรัม 

4) หลงัการท า Challenge test 7 วนั นับจ านวนปลานิลจากทุกกลุ่มการทดลองท่ีเหลือรอด
เพื่อค านวณอตัราการรอด 

5) เก็บตวัอยา่งเลือดปลานิลจากทุกกลุ่มการทดลองหลงัท า Challenge test 7 วนั ตรวจวดัค่า
ทางโลหิตวทิยา การเกิดไมโครนิวเคลียสในเมด็เลือดแดง และค่าแอนติบอดีไตเตอร์ 

 
3.2.13 การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ โดยวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างตวัอย่างทดสอบแบบ Multi-
way analysis of variance (MANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างตัวอย่างทดสอบแบบ 
Duncan’s new multiple rang test (DMRT) 
 
3.2.12 ถ่ายทอดเทคโนโลย ี

ถ่ายทอดเทคโนโลยีการขยายเช้ือและการใช้โพรไบโอติกในปลาเศรษฐกิจ โดยจดัอบรม
เชิงปฏิบติัการ การผลิตและใชก้ลา้เช้ือโพรไบโอติกในการเพาะเล้ียงปลานิลแก่กลุ่มเกษตรกรผูเ้ล้ียง
ปลาในกระชงั ประกอบดว้ยกลุ่มเกษตรกรท่ีเขา้ร่วมโครงการ 4 กลุ่มดงัน้ี 

1) ฟาร์มปลากระชงัแม่น ้ ามูล ของนายเลอ ดายา บา้นบุ่งกาแซว ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง 
จงัหวดัอุบลราชธานี 

2) ฟาร์มปลากระชังลูกฟาร์มของ บริษทั เบทาโกรอุตสาหกรรม จ ากดั ณ เข่ือนสิรินธร 
บา้นสุขส าราญ ต าบลนิคมล าโดมน้อย อ าเภอสิรินธร จงัหวดัอุบลราชธานี (นายสัตวแพทยพ์ิศิษฐ ์
สุภาพ ผูป้ระสานงาน) 

3) ฟาร์มปลาอนุบาลในบ่อดินของนายศกัดินา นักร า บา้นค าไฮ ต าบลค าไฮ อ าเภอส าโรง 
จงัหวดัอุบลราชธานี 
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4) ฟาร์มปลากระชงัของนางพานทอง ทุมค า บา้นท่าไห ต าบลท่าไห อ าเภอเข่ืองใน จงัหวดั  
อุบลราชธานี 

หลกัสูตร เน้ือหาภาคทฤษฎี เป็นการให้ความรู้เก่ียวกบัโพรไบโอติก โรคระบาดท่ีเกิดจาก
เช้ือแบคทีเรียโดยเฉพาะ Aeromonas hydrophila และ F. columnare เน้ือหาภาคปฏิบัติ เป็นการ
สาธิตวิธีการขยายเช้ือจุลินทรียโ์พรไบโอติก และอธิบายวิธีน าไปใช้เพื่อทดแทนสารปฏิชีวนะใน
การเพาะเล้ียงปลานิลเชิงธุรกิจ 

ติดตามและประเมินผลหลังจากท่ีมีการทดลองใช้โพรไบโอติกในฟาร์มปลาจริงของ
กลุ่มเป้าหมายโดยใชแ้บบประเมินผลการอบรมหลงัการอบรมเชิงปฏิบติัการ และติดตามขอ้มูลผล
การใช้โพรไบโอติกบาซิลสัในการรักษาโรคระบาดจากแบคทีเรียในฟาร์มปลาของกลุ่มเป้าหมาย
โดยเก็บขอ้มูลเป็นผลผลิตท่ีไดห้รือตวัเลขการตายของปลาเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการเดิมท่ีใชห้รือ
การใชย้าปฏิชีวนะ และความตอ้งการใชโ้พรไบโอติกในการเพาะเล้ียงปลาของกลุ่มต่อไป  
 
 


