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ภาคผนวก ก 
สีย้อม และ สารเคม ี 
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สีย้อม 
 

1. สีย้อมแกรม 
 1.1 Crystal violet solution 
  Solution A 

 Crystal violet   2.0  กรัม 
 Ethyl alcohol เขม้ขน้ร้อยละ 95 20.0  มิลลิลิตร 
ละลายสีจนละลายหมด 

  Solution B 
 Ammonium oxalate  0.8  กรัม 
 น ้ากลัน่    80.0  มิลลิลิตร 
ผสมสารละลาย A และ B เขา้ดว้ยกนัแลว้กรอง 

1.2 Gram, s iodine solution 
 Iodine    1.0  กรัม 
 Potassium Iodine  2.0  กรัม 
 น ้ากลัน่    300.0  มิลลิลิตร 
บด Iodine และ Potassium Iodine ผสมให้เขา้กนัในโกรง (mortar) จนเป็นผงละเอียด แลว้

ใชน้ ้ากลัน่ประมาณ 200 มิลลิลิตร ลา้งเอาส่วนผสมของ  Iodine และ Potassium Iodineใส่ใน
ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร แลว้จึงเติมน ้ากลัน่ลงไปใหไ้ดป้ริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร 
1.3 Safranin solution 

 Safranin    0.5  กรัม 
 น ้ากลัน่   100.0  มิลลิลิตร 
ละลาย Safranin ดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาณ 70 มิลลิลิตร แลว้จึงเติมน ้ ากลัน่ลงไปให้ไดป้ริมาตร

รวมเป็น 100 มิลลิลิตร  
2. สีย้อม endospore  
 2.1 Malachite green 

 Malachite green  5.0  กรัม 
 น ้ากลัน่   100.0  มิลลิลิตร 
ละลายสีแลว้กรองแลว้ 

2.2 Safranin solution 
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 Safranin    0.5  กรัม 
 น ้ากลัน่   100.0  มิลลิลิตร 
ละลาย Safranin ดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาณ 70 มิลลิลิตร แลว้จึงเติมน ้ ากลัน่ลงไปให้ไดป้ริมาตร

รวมเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

สารเคมี 
 

1. Ethanol เข้มข้นร้อยละ 70  
 95% ethanol       70 มิลลิลิตร 
 น ้ากลัน่    25 มิลลิลิตร 

2. Lugol,s iodine 
 Iodine    5.0  กรัม 
 KI    10.0  กรัม 
 น ้ากลัน่    100.0 มิลลิลิตร 

3. Sulfanilic acid 
 Sulfanilic acid   0.008  กรัม 
 5 N acetic acid   10.0  มิลลิลิตร 

4. Dimethy-alpha-napthylamine 
 alpha-napthylamine  0.05  กรัม 
 5 N acetic acid   10.0  มิลลิลิตร 

5. alpha-napthylamine เข้มข้นร้อยละ 10 
  alpha-napthylamine  1.0 กรัม 

 ethanol ความเขม้ขน้ร้อยละ 95 10 .0 มิลลิลิตร 
6. KOH เข้มข้นร้อยละ 20 

 KOH    2.0 กรัม 
 น ้ากลัน่    10 .0 มิลลิลิตร 

7. Hydrogen peroxide solution เข้มข้นร้อยละ 3 
 H2O2    3.0  กรัม 
 H2O    100.0  มิลลิลิตร 

8. Nitrate test solution 
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Solution A  
 Sulphaniliic acid   0.8  กรัม 
 5 N Acetic acid   100.0  กรัม 
ละลาย Sulphaniliic acid ลงใน5 N acetic acid โดยใชค้วามร้อนช่วย 
Solution B  
 Treta-methy-p-phenylenediamine hydrochloride  10.0 กรัม 
 น ้ากลัน่      100.0  มิลลิลิตร 
ละลาย Treta-methy-p-phenylenediamine hydrochloride ในน ้ ากลัน่ น าสารละลายใส่ขวดสี

ชาเก็บในตูเ้ยน็ ถา้สารละลายเปล่ียนเป็นสีน ้าเงินจะไม่สามารถใชใ้นการทดสอบได ้
9. Voges-Proskauer test solution 
  Solution A 
  alpha-napthylamine  10.0  กรัม 
  Ethanol ความเขม้ขน้ร้อยละ 95  100.0  มิลลิลิตร 

Solution B  
 KOH    20.0  กรัม 
 น ้ากลัน่    100.0  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
อาหารเลีย้งเช้ือ 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 
 

1. Tryptic soy agar  
 Pepcreatic digest of casein USA  15.0  กรัม 
 Papaic digest of soy meal USA    5.0 กรัม 
 Sodium chloride   5.0 กรัม 
 Agar    15.0 กรัม 
 น ้ากลัน่    1.0 ลิตร 
 pH  7.3±0.2  

2.Tryptic soy broth  
 Pepcreatic digest of casein USA 15.0  กรัม 
 Papaic digest of soy meal USA   5.0 กรัม 
 Sodium chloride   5.0 กรัม 

   น ้ากลัน่    1.0 ลิตร 
3. Nutrient broth  

 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone    5.0 กรัม 
 Agar    15.0 กรัม 
 pH  6.8-7.0 

4. Nutrient broth  
 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone    5.0 กรัม 
 pH 6.8-7.0  

5. Motility test medium  
 Tryptone   10.0   กรัม 
 Sodium chloride   5.0  กรัม 
  Agar    15.0  กรัม  
 น ้ากลัน่    1.0  ลิตร 
 pH 7.2±0.2  
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6. Nitrate broth  
 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone    5.0 กรัม  
 Potassium  nitrate  1.0 กรัม  
ปรับ pH 7.0 ก่อนบรรจุอาหารใส่หลอดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่หลอดดกัแก๊สลงในหลอด

อาหารในลกัษณะคว  ่าหลอด แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
7. อาหารการสร้างกรดและแก๊สจากน า้ตาลกลูโคส 

 (NH4)2 HPO4   1.0 กรัม 
 KCI    0.2 กรัม 
 MgSO4    0.2 กรัม 
 Glucose    1.0 กรัม 
 Yeast extract   0.2 กรัม 
 Glucose    5.0 กรัม 
ละลายส่วนประกอบต่างๆ แลว้ปรับ pH เป็น 7.0 ก่อนเติม Bromthymol blue ร้อยละ0.04 

ลงไปเป็นอินดิเคเตอร์ สีของอาหารจะเปล่ียนเป็นสีเขียวแกมน ้ าเงินบรรจุอาหารใส่หลอดปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ใส่หลอดดักแก๊สลงในหลอดอาหารในลักษณะคว  ่าหลอด แล้วน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
8. Starch agar   

 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone    5.0 กรัม  
 Potato Starch     10.0 กรัม 
 Agar    15.0 กรัม 
 pH 7.0±0.2 

9. Blood agar 
 Beef extract   5.0 กรัม 
 Peptone    3.0 กรัม  
 NaCI    5.0 กรัม 
 Agar    15.0 กรัม 
 น ้ากลัน่    1.0 ลิตร 
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น าส่วนผสมทั้งหมดละลายให้เขา้กนัดีแลว้น าไปฆ่าเช้ือ ทิ้งใหเ้ยน็ลงจนมีอุณหภูมิประมาณ    
45-50 องศาเซลเซียส แลว้เติมเลือดท่ีแยกไฟบรินออกแลว้ลงไป 5-8% ผสมใหเ้ขา้กนัก่อนเทลงจาน
เพาะเช้ือ 
10. Sodium caseinate agar 

 Sodium caseinate  2.0 กรัม  
 Glucose    1.0 กรัม 
 K2HPO4    0.2 กรัม 
 MgSO4    0.2 กรัม 
 FeSO4    trace  
 Agar    15.0 กรัม 
 pH 7.0±0.2 

11. Mannitol salt agar  
 Beef extract   1.0 กรัม 
 Peptone    1.0 กรัม  
 NaCl    75.0    กรัม 
 Phenol red   0.025 กรัม 
 Agar    15.0 กรัม 
 น ้ากลัน่    1.0 ลิตร 
 pH 7.4±0.2 

12. Voges-Proskauer test  
          การเตรียม VP broth 

 Peptone     9.0 กรัม 
 Glucose     5.0 กรัม 
 Dipotassium  hydrogen phosphate 5.0 กรัม 
 น ้ากลัน่     1.0 ลิตร 
น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ ากลั่น 1.0 ลิตร แบ่งใส่หลอดขนาด 13×100 มิลลิเมตร 

ปริมาตรหลอดละ 3 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือในหม้อน่ึงความดันไอท่ีมีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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การเตรียม VP reagent  
 VP-A naphthol เข้มข้นร้อยละ 5 ใน Ethylalcohol เข้มข้นร้อยละ 95 เตรียมจาก

สารละลาย alpha-naphthol ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 ท่ีละลายใน ethylalcohol เขม้ขน้ร้อยละ 95 
 VP-B เตรียมจาก Potassium Hydroxide (KOH) เขม้ขน้ร้อยละ 40 
 VP-C เตรียมจาก Creatine ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.3  

13. การทดสอบการทนเกลือ 
 Beef extract  3.0 กรัม 
 Peptone   5.0 กรัม 

        เตรียม Sodium chloride เขม้ข้นร้อยละ 0, 5, และ 7 โดยละลายสารทั้งหมดในน ้ ากลั่น ปรับ
ปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดละ 5 มิลลิลิตร แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121  องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
14. การหมักการย่อยน า้ตาล 

 Peptone     1.250 กรัม  
 NaCI     0.625 กรัม  
 Bromcresol purple   0.00025 กรัม  
 Sugar (Glucose/Lactose/Manitol)  1.250 กรัม 
 Agar     15.0 กรัม 
 น ้ากลัน่      1.0 ลิตร 
 pH 7.0±0.2 

15. Cytophaga agar 

 Tryptone   0.5 กรัม 

 Yeast extract   0.5 กรัม 

 Beef  extract   0.2     กรัม 

 Sodium Acetate   0.2     กรัม 

 Agar    14.0 กรัม 

Distillated water   1,000 มิลลิลิตร 
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วธีิการเตรียม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดใหเ้ขา้กนั แลว้เติม Agar น าใบตม้จน Agar ใสหรือละลาย ปรับ

ปริมาตรรวมเป็น 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ flask แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที รอใหอ้าหารอุ่นอุณหภูมิประมาณ 45-50 เซลเซียส จากนั้นเทใส่จานเพาะเช้ือจาน

ละ 10-15 มิลลิลิตร  รอให้อาหารแขง็ก่อนแลว้จึงน าไปใช ้
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ภาคผนวก ค 
เอกสารประกอบการอบรมเชิงปฏิบัตกิาร 

เร่ือง 

การใช้จุลนิทรีย์โพรไบโอติกทดแทนสารปฏชีิวนะในการเพาะเลีย้งปลาเศรษฐกจิ  

 
 
 
 
 
 
 
\ 
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เอกสารประกอบการอบรมเชิงปฏิบัตกิารเร่ือง  

การใช้จุลนิทรีย์โพรไบโอตกิทดแทนสารปฏิชีวนะในการเพาะเลีย้ง     

ปลาเศรษฐกจิ  

  

      

  

โดย                                    

ว่าที ่ร.ต.(หญิง) ดร. เกศินี จันทรโสภณและคณะ  

           สาขาวชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์  มหาวิทยาลยัราชภัฏอุบลราชธานี  

ร่วมกบั 

บริษัทเบทาโกรอุตสาหกรรม จ ากดั 

ณ พืน้ทีเ่พาะเลีย้งปลาเศรษฐกจิในกระชังและบ่อดินเขตจังหวดัอุบลราชธานี                         

ประจ าปีงบประมาณ 2555  
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ค าน า 

เอกสารประกอบการอบรมเชิงปฏิบติัการ เร่ือง การใชจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกทดแทนสาร

ปฏิชีวนะในการเพาะเล้ียงปลาเศรษฐกิจ ฉบบัน้ี จดัท าข้ึนเพื่อใชป้ระกอบการอบรมเชิงปฏิบติัการ

ใหแ้ก่ กลุ่มผูเ้ล้ียงปลาเศรษฐกิจในกระชงัและบ่อดินในเขตจงัหวดัอุบลราชธานี ซ่ึงส่วนหน่ึงเป็น

กลุ่มลูกฟาร์มของบริษทัเบทาโกรอุตสาหกรรม จ ากดั โดยมีวตัถุประสงคคื์อ ตอ้งการลด-เลิกการใช้

สารเคมีและสารปฏิชีวนะในการเพาะเล้ียงปลาเศรษฐกิจ การอบรมน้ีเป็นส่วนหน่ึงของโครงการ 

วจิยัเร่ือง ผลของการใชโ้พรไบโอติกบาซิลลสัท่ีคดัเลือกจากระบบทางเดินอาหารปลานิลและยสีต์

ขนมปังต่อการยบัย ั้งเช้ือ Aeromonas hydrophila และ Flavobacterium columnare  (งบประมาณ

แผน่ดินปี 2555 มหาวทิยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี) โดยมีเน้ือหา 2 ส่วน คือ 

ภาคบรรยาย ประกอบดว้ย ท่ีมาและความส าคญัของการใชโ้พรไบโอติกเพาะเล้ียงปลา

เศรษฐกิจความหมายและความรู้พื้นฐานเก่ียวกบัโพรไบโอติก และการใชโ้พรไบโอติกในสัตวน์ ้า  

ภาคปฏิบติั ประกอบดว้ย การเตรียม การขยายและเก็บรักษาหวัเช้ือบาซิลสัและยสีตเ์พื่อใช้

เป็นโพรไบโอติกในปลาเศรษฐกิจ 

ทั้งน้ี เพื่อใหก้ลุ่มไดใ้ชเ้ป็นแนวทางในการตดัสินใจน าส่ิงท่ีไดจ้ากการอบรมคร้ังน้ีไป

ประยกุตใ์ชใ้หเ้กิดประโยชน์ต่อการประกอบกิจการต่อไป 

 

 

     วา่ท่ี ร.ต. (หญิง) ดร. เกศินี จนัทรโสภณและคณะ 

                                                           คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัราชภฏัอุบลราชธานี 
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ทีม่าและความส าคัญของการใช้โพรไบโอติกเพาะเลีย้งปลาเศรษฐกจิ 

ปลาน ้าจืดเป็นอาหารหลกัท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงของคนไทยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เม่ือ

ประชากรเพิ่มจ านวนมากข้ึนปลาน ้าจืดจากธรรมชาติท่ีหาไดน้ั้นไม่เพียงพอต่อการบริโภค จึงมีการ

เพาะเล้ียงปลาเศรษฐกิจเพื่อใหไ้ดอ้าหารจากปลาเพิ่มข้ึน จากรายงานของสุพรม พวงอินทร์ (2555) 

พบวา่ จงัหวดัอุบลราชธานี มีผูเ้พาะเล้ียงสัตวน์ ้า มีทั้งส้ิน 23,823 ราย จ านวน 29,500 บ่อ จ านวน 

7,305 กระชงั ผลผลิตรวม 115,679.49 ตนั มูลค่า 570,277,870 บาท  

 

รูปท่ี 1 การเพาะเล้ียงปลาในกระชงั 

 

รูปท่ี 2 การเพาะเล้ียงปลาในบ่อซีเมนตแ์ละบ่อดิน  

การเพาะเล้ียงปลาในกระชงัเป็นวธีิหน่ึงท่ีใหผ้ลตอบแทนสูงกวา่การเพาะเล้ียงในบ่อร้อยละ 

30-40 แต่การเล้ียงปลากระชงัในช่วงฤดูร้อนและฤดูฝนมีความเส่ียงจากโรคระบาดท่ีเกิดจาก

แบคทีเรียซ่ึงเป็นเช้ือเจา้ถ่ินในน ้า  คือแบคทีเรียรูปกลมและแบคทีเรียรูปท่อนสั้น ลกัษณะของปลาท่ี

ติดเช้ือคือ ปลาตกเลือดตามตวั ทอ้งบวมมีเลือดปน มีแผลหลุม เช้ือกลุ่มน้ีทนอุณหภูมิสูงไดดี้ หากมี

เช้ือกลุ่มน้ีเหลือรอดในผลิตภณัฑอ์าหารจากปลาจะก่อโรคล าไส้อกัเสบในผูบ้ริโภค (ตรี วาทกิจ, 

2549)  
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รูปท่ี 3 ลกัษณะของปลาท่ีติดเช้ือจากแบคทีเรีย (ทอ้งบวม ตกเลือด) 

ส าหรับฤดูท่ีมีน ้าหลาก หรือฤดูหนาว หรือเกิดการเปล่ียนแปลงส่ิงแวดลอ้มมากในรอบวนั 

จะพบโรคระบาดท่ีท าใหป้ลาตายมากหรืออาจตายยกกระชงั คือมีรอยด่างสีเทาตามล าตวั ครีบ และ

ท่ีส่วนหวั มีการตกเลือดเป็นจุดเล็กๆ บา้งตามขอบรอยด่าง ล าตวัเป่ือยเป็นแผลตะกอนสีเหลือง และ

ปลามีเมือกมากเม่ือน าเมือกมาตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบแบคทีเรียรูปท่อนผอมยาว   

   

รูปท่ี 4 ลกัษณะของปลาท่ีติดเช้ือจากแบคทีเรีย (ตวัด่าง เป็นแผลตะกอนสีเหลืองคลา้ยน ้าร้อนลวก) 

ในประเทศไทยพบการระบาดของเช้ือกลุ่มน้ีทั้งในลูกปลาขนาดเล็กและปลาขนาดใหญ่ 

การรักษาปลาท่ีติดเช้ือของโรคระบาดจากแบคทีเรียนิยมใชส้ารปฏิชีวนะผสมกบัอาหารใหป้ลากิน

ติดต่อกนั 7 วนั แต่การใชส้ารปฏิชีวนะเป็นสาเหตุให้จุลินทรียก่์อโรคเกิดการด้ือยา ตอ้งใชใ้น

ปริมาณท่ีมากข้ึน และมีสารปฏิชีวนะตกคา้งในผลผลิต นอกจากไม่เป็นท่ียอมรับของผูบ้ริโภคแลว้

ยงัส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายจนอาจถึงระดบัท่ีไดผ้ลตอบแทนไม่คุม้ทุนท่ีลงไป จึงจ าเป็นตอ้งหาทางเลือก

ใหม่ท่ีดีกวา่การใชส้ารปฏิชีวนะ  
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รูปท่ี 4 สารปฏิชีวนะท่ีใชรั้กษาปลาท่ีติดเช้ือจากแบคทีเรีย 

ความรู้พืน้ฐานเกี่ยวกบัโพรไบโอติก  

โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิต อาจเป็นแบคทีเรีย ยีสต์ รา หรือสาหร่าย ท่ีมีผลต่อ

ร่างกายด้วยการช่วยปรับสมดุลของจุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหาร ผลิตสารท่ีมีประโยชน์ต่อ

สุขภาพ และเพิ่มภูมิตา้นทานของร่างกาย โพรไบโอติกท่ีมีการใชใ้นมนุษยแ์ละผูบ้ริโภคในประเทศ

ไทยคุน้เคยดีคือจุลินทรียแ์ลกโตบาซิลสั สเตรปโตคอกคสั และบิฟิโอแบคทีเรียมในนมเปร้ียวชนิด

ต่างๆ  และโพรไบโอติกแบคทีเรีย ยีสต์ และราท่ีอยู่ในข้าวหมาก เป็นต้น ผลิตภัณฑ์เหล่าน้ีมี

ประโยชน์ต่อสุขภาพ หากเป็นโพรไบโอติกท่ีใชใ้นสัตวน์ ้ านั้นนอกจากช่วยให้สัตวมี์การเจริญและ

สุขภาพดีแล้ว ยงัช่วยปรับปรุงคุณภาพน ้ าท่ีใช้เพาะเล้ียงด้วย ซ่ึงเม่ือน ้ าท่ีใช้เพาะเล้ียงเป็นน ้ าท่ีมี

คุณภาพดีแลว้ยอ่มท าให้สัตวน์ ้ านั้นแข็งแรงและตา้นทานโรคไดม้ากข้ึนดว้ย ดงันั้นการท่ีเกษตรกร

ใชโ้พรไบโอติกผสมในอาหารสัตวน์ ้ าจะช่วยควบคุมและยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค ช่วย

ให้สัตวใ์ช้ประโยชน์จากอาหารไดม้ากข้ึน เพิ่มการเจริญเติบโต ความแข็งแรงและความตา้นทาน

โรค ท าใหไ้ดผ้ลผลิตมากกวา่เดิม  

การใช้โพรไบโอติกเพาะเลีย้งปลา  

มีงานวจิยัทั้งในและต่างประเทศรายงานถึงการผสมโพรไบโอติกบาซิลลสัและ/หรือยสีตใ์น

อาหารปลาว่าให้ผลผลิตและความตา้นทานโรคไดม้ากกว่าการใช้สารปฏิชีวนะในปลาหลายชนิด 

เช่น การใชบ้าซิลสัในปลาคาร์พ (Ghosh et al., 2004) การใช้ยีสตใ์นปลาเทร้าสายรุ้ง (Wache et al., 

2006)  
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จากงานวิจยัของเกศินี จนัทรโสภณและคณะ (2553) ไดล้องใช้เช้ือบาซิลสั UBRU4  ท่ีคดั

แยกได้จากไส้ปลานิลผสมในอาหารเพาะเล้ียงปลานิลท่ีมีการฉีดเช้ือโรคเข้าไปในตวัปลาเพื่อ

เหน่ียวน าให้เกิดโรค และพบวา่ ปลานิลกลุ่มท่ีไดรั้บบาซิลสัมีอตัราการรอดร้อยละ 100   ในขณะท่ี

กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บโพรไบโอติกปลาตายหมด อยา่งไรก็ตาม เช้ือโพรไบโอติกบาซิลสั UBRU4 ใชรั้กษา

โรคติดเช้ือจากแบคทีเรียแบบท่ีท าให้ปลามีลักษณะตกเลือด ท้องบวม และตาโปนได้ แต่ยงัไม่

สามารถรักษาปลาท่ีติดเช้ือก่อโรคแบบท่ีปลามีลกัษณะตวัด่างสีเทา มีแผลตะกอนสีเหลืองตามล าตวั 

เหงือก ครีบ และหางกร่อน และปลามีเมือกมาก ซ่ึงพบอาการในลักษณะน้ีมากในช่วงรอยต่อ

ระหว่างฤดู และช่วงท่ีส่ิงแวดลอ้มเปล่ียนแปลงมากในรอบวนั ซ่ึงเช้ือโรคกลุ่มน้ีจะท าให้ปลาตาย

อยา่งรวดเร็วและจ านวนมาก   

  

   

รูปท่ี 5 การคดัแยกเช้ือโพรไบโอติกบาซิลสัจากไส้ปลาและทดลองใชย้บัย ั้งเช้ือก่อโรคในปลา 

ต่อมาเกศินี จนัทรโสภณและคณะ (2555) ไดท้ดลองใชย้ีสตข์นมปังผสมในอาหารปลานิล

เปรียบเทียบกบัการใชส้ารปฏิชีวนะ และพบวา่การใชย้ีสตข์นมปังผสมในอาหารปลาจะช่วยใหป้ลา

เจริญเติบโตได้มากกว่ากลุ่มท่ีกินอาหารผสมสารปฏิชีวนะ ส าหรับการรักษาโรคระบาดจาก

แบคทีเรียคณะผูว้ิจยัไดใ้ช้เช้ือบาซิลสั UBRU22  ท่ีคดัแยกได้จากไส้ปลานิลท่ีมีการติดเช้ือก่อโรค

ดงักล่าว โดยผสมในอาหารเพาะเล้ียงปลานิล จากนั้นจึงฉีดเช้ือโรคทั้งแบบท่ีท าใหป้ลาตกเลือด ทอ้ง

บวมผสมกับเช้ือท่ีท าให้เกิดโรคแบบตัวด่าง ครีบ เหงือก และหากกร่อนเข้าไปในตวัปลาเพื่อ

เหน่ียวน าให้เกิดโรค ผลการทดลองพบว่า ปลานิลกลุ่มท่ีไดรั้บบาซิลสั UBRU22 มีอตัราการรอด
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ร้อยละ 93.33 ในขณะท่ีกลุ่มท่ีไม่ได้รับโพรไบโอติกปลาตายหมด  เพียงแต่พบว่า การใช้เช้ือ       

โพรไบโอติกบาซิลสั UBRU22 ผสมในอาหารปลาจะไม่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของปลานิล 

ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ กรณีท่ีปลาไม่มีการตดัเช้ือโรคระบาด ควรใชย้ีสตข์นมปังผสมในอาหารเพื่อใช้

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของปลา แต่หากปลามีการติดเช้ือโรคระบาดจากแบคทีเรีย ควรใช ้         

โพรไบโอติกบาซิลสั UBRU22 รักษาโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียในปลาให้หายเสียก่อน จากนั้นจึงใช้

ยสีตช่์วยส่งเสริมการเจริญ ซ่ึงวิธีน้ีจะเป็นทางเลือกเพื่อลดการใชส้ารปฏิชีวนะในการเพาะเล้ียงปลา

เศรษฐกิจ ช่วยแกปั้ญหาความอ่อนแอของปลาท่ีเพาะเล้ียง  ท าใหไ้ดผ้ลผลิตสูงข้ึน ทั้งยงัเป็นการช่วย

รักษาสภาพแวดล้อมไปพร้อมกนั ท่ีส าคญัคือลดภาระค่าใช้จ่ายสารปฏิชีวนะ ลดความเส่ียงของ

เกษตรกรกลุ่มผูเ้ล้ียงปลาและผูบ้ริโภค และเป็นวิธีส่งเสริมการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าเพื่อเขา้สู่มาตรฐาน

การปฏิบติัทางการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าท่ีดีส าหรับการผลิตสัตวน์ ้า ( จี เอ พี) 

    

     

รูปท่ี 6 การใชเ้ช้ือโพรไบโอติกบาซิลสัจากไส้ปลาและทดลองใชย้บัย ั้งเช้ือก่อโรคในปลา 
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ภาคปฏิบัต ิ

การเตรียม การขยายและเกบ็รักษาหัวเช้ือบาซิลสัและยสีต์เพ่ือใช้เป็นโพรไบโอติกในปลาเศรษฐกจิ                                           

1. การเตรียมและการขยายหวัเช้ือบาซิลลสั UBRU22 

1.1) การเตรียมและการขยายหวัเช้ือในอาหารสังเคราะห์ 

น าบาซิลลัส UBRU22 มาเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์แบบอาหารแข็งบ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจดูความบริสุทธ์ิของเช้ือท่ีเจริญบนจานเพาะเล้ียงเช้ือ และน าเช้ือ

ไปยอ้มสีเพื่อตรวจสัณฐานของเช้ือภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ถา้เช้ือมีสัณฐานเหมือนกนัหมดแสดงวา่

เป็นเช้ือบริสุทธ์ิจึงใช้เป็นกลา้เช้ือ ถ่ายเช้ือไปเพาะในอาหารสังเคราะห์แบบอาหารเหลวบ่มท่ี 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และใชเ้ป็นกลา้เช้ือในอาหารดดัแปลง 

                                

1.2)  การเตรียมและการขยายหวัเช้ือในอาหารดดัแปลงแบบอาหารแขง็ 

1) เตรียมอาหารแข็ง โดยใช้ขา้วเจา้เกษตร 920 กรัม อาหารปลาชนิดเม็ดแบบลอย

น ้ า 50 กรัม เกลือแกง 30 กรัม เติมน ้ าสะอาด 1,200 มิลลิลิตร หุงขา้วให้สุก รอจนขา้วเย็น 

คดขา้วใส่ขวดแกว้ 16 ออนซ์ จ านวน 100 กรัม ปิดฝาสนิท และน าไปน่ึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึง

ความดนัไอน ้า ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  

2) ถ่ายกล้าเช้ือบาซิลลสั UBRU22 จากอาหารสังเคราะห์ จ านวน 10 มิลลิลิตรลง

ในอาหารขา้วสุก บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ไวใ้ช้

ขยายเช้ือในอาหารดดัแปลงแบบอาหารเหลว  
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1.3)  การเตรียมและการขยายหวัเช้ือในอาหารดดัแปลงแบบอาหารเหลว 

1) ตม้น ้ าสะอาด 2 ลิตรโดยเติมเกลือ 30 กรัมหรือ 2 ช้อนโต๊ะและน ้ าตาล 60 กรัม

หรือ 4 ชอ้นโตะ๊ ในหมอ้ท่ีมีฝาปิดและปิดใหมิ้ดชิด เม่ือน ้าเดือดยกลงจากเตาและน าหมอ้น ้ า

ไปหล่อโดยท่ีปิดฝามิดชิดตลอดจนไดน้ ้าสุกเยน็  

2) น าแอลกอฮอล์แบบเช็ดแผลท าสะอาดบริเวณโต๊ะถ่ายเช้ือโดยใชส้ าลีเช็ดให้ทัว่ 

ใชแ้อลกอฮอล์เช็ดมือ และเช็ดกรรไกร จากนั้นน านมถัว่เหลืองยูเอชทีรสหวานมาเช็ดดว้ย

แอลกอฮอลเ์พื่อฆ่าเช้ือท่ีกล่องโดยเนน้ตรงส่วนท่ีจะตดัและบริเวณใกลเ้คียงใหท้ัว่  

3) ตดักล่องนมและเทนมใส่ในถุงพลาสติกใหม่ (ปลอดเช้ือ) ขนาด 14x20 น้ิว ตาม

ดว้ยน ้ าเกลือผสมน ้ าตาลท่ีตม้สุกและเย็นแลว้ 2 ลิตรใส่ถุงขยายเช้ือ โดยเททั้งนมและน ้ า

อยา่งรวดเร็วและไม่มีส่วนใดสัมผสักบัถุงดา้นใน  

4) ใช้ช้อนท่ีเช็ดด้วยแอลกอฮอล์ตักเช้ือบาซิลลัส  UBRU22 ในอาหารข้าวสุก

ประมาณ 2 ชอ้นโตะ๊ใส่ในถุงขยายเช้ือ   

5) ใช้แอลกอฮอล์กลั้วสายยางเป่าลมให้สะอาด น าคอขวดสวมเขา้กบัถุงขยายเช้ือ  

ต่อสายยางผา่นจุกส าลีท่ีใช้ปิดคอขวดให้แน่นโดยให้สายยางยาวถึงกน้ถุง ใชส้ าลีอุดปลาย

สายยางเพื่อกรองอากาศก่อนต่อสายยางเข้ากับป๊ัมลมและเป่าอากาศเข้าไปให้หัวเช้ือ

บาซิลลสั UBRU22 ท่ีอยูใ่นถุงขยายเช้ือ และบ่มให้เช้ือในถุงขยายเช้ือเจริญเพิ่มจ านวนใน

อาหารดดัแปลงแบบอาหารเหลว 24 ชัว่โมง จะไดห้วัเช้ือท่ีขยายเช้ือใหพ้ร้อมใชก้บัปลา 
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6) น าหัวเช้ือท่ีพร้อมใช้งานน้ี 1 ลิตรคลุกผสมกับอาหารปลาชนิดเม็ดลอยน ้ า

จ  านวน 20 กิโลกรัม โดยต้องผสมน ้ าอีกคร้ังก่อนคลุกผสมกับอาหารปลา และรอจน

สารละลายท่ีมีเช้ือบาซิลลสั UBRU22 ซึมเขา้สู่เม็ดอาหารประมาณ 30 นาทีก่อนหว่านให้

เป็นอาหารของปลาท่ีติดเช้ือโรคระบาดจากแบคทีเรีย ใชว้ิธีน้ีวนัละ 1 คร้ังโดยไม่ตอ้งใชย้า

ปฏิชีวนะในการรักษา ไม่เกิน 7 วนัปลาก็จะกลบัหายจากโรคระบาดไดใ้ชต่้อไปประมาณ 3 

วนั จากนั้นจึงหยดุใช ้

8) กรณีท่ีไม่มีนม ให้ใช้อาหารปลาชนิดเม็ดลอยน ้ า 100 กรัมตม้ในน ้ าสะอาด 2 

ลิตรให้เดือดนาน 5-10 นาที ใชน้ ้ าเดือดปรับปริมาตรน ้ าในหมอ้ให้อยู่ท่ี 2 ลิตร ปิดฝาหมอ้

ให้มิดชิดยกลงจากเตาและน าหมอ้น ้ าไปหล่อโดยท่ีปิดฝามิดชิดตลอดเวลาจนไดน้ ้ าอาหาร

ปลาตม้สุกและเยน็ เทใส่ในถุงพลาสติกใหม่ (ปลอดเช้ือ) ขนาด 14x20 น้ิว โดยไม่มีส่วนใด

สัมผสักบัถุงดา้นในก่อนถ่ายหัวเช้ือบาซิลลสั UBRU22 ในอาหารขา้วสุกประมาณ 2 ช้อน

โตะ๊ จากนั้นจึงเป่าอากาศเพื่อขยายหวัเช้ือให้มีปริมาณมากข้ึนก่อนน าไปใชผ้สมอาหารปลา

เพื่อรักษาโรคระบาดจากแบคทีเรีย   

2. การเตรียมและการขยายหวัเช้ือยสีต ์

2.1)  การเตรียมและการขยายหวัเช้ือในอาหารดดัแปลงแบบอาหารเหลว 

1) ตม้น ้ าสะอาด 2 ลิตรโดยเติมน ้ าตาล 120 กรัมหรือ 8 ชอ้นโต๊ะ ในหมอ้ท่ีมีฝาปิด

และปิดให้มิดชิด เม่ือน ้ าเดือดยกลงจากเตาและน าหม้อน ้ าไปหล่อโดยท่ีปิดฝามิดชิด

ตลอดจนไดน้ ้าสุกเยน็  

2) เทน ้ าผสมน ้ าตาลท่ีต้มสุกและเย็นใส่ในถุงพลาสติกใหม่ (ปลอดเช้ือ) ขนาด 

14x20 น้ิว ซ่ึงเป็นถุงขยายเช้ือ โดยเททั้งหมดรวดเร็วและไม่มีส่วนใดสัมผสักบัถุงดา้นใน  

3) ใชช้อ้นท่ีเช็ดดว้ยแอลกอฮอลต์วงเช้ือยสีต ์1/2 ชอ้นชา ใส่ในถุงขยายเช้ือ   

4) ใช้แอลกอฮอล์กลั้วสายยางเป่าลมให้สะอาด น าคอขวดสวมเขา้กบัถุงขยายเช้ือ  

ต่อสายยางผา่นจุกส าลีท่ีใช้ปิดคอขวดให้แน่นโดยให้สายยางยาวถึงกน้ถุง ใชส้ าลีอุดปลาย
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สายยางเพื่อกรองอากาศก่อนต่อสายยางเขา้กบัป๊ัมลมและเป่าอากาศเขา้ไปให้หวัเช้ือยีสต์ท่ี

อยูใ่นถุงขยายเช้ือเจริญเพิ่มจ านวนในอาหารดดัแปลงแบบอาหารเหลว 24 ชัว่โมง จะไดห้วั

เช้ือท่ีขยายเช้ือใหพ้ร้อมใชก้บัปลา 

5) น าหัวเช้ือยีสต์ท่ีพร้อมใช้งานน้ี 1 ลิตรคลุกผสมกบัอาหารปลาชนิดเม็ดลอยน ้ า

จ  านวน 20 กิโลกรัม โดยต้องผสมน ้ าอีกคร้ังก่อนคลุกผสมกับอาหารปลา และรอจน

สารละลายท่ีมีเช้ือยีสต์ซึมเขา้สู่เม็ดอาหารประมาณ 30 นาทีก่อนหว่านให้เป็นอาหารของ

ปลา ใชว้ธีิน้ีวนัละ 1 คร้ังปลาจะเจริญเติบโตเร็วข้ึน แต่ถา้ปลาเร่ิมมีอาการติดโรคให้หยุดใช้

ยสีต ์และให้ใชห้วัเช้ือ UBRU22 ในการรักษา เม่ือปลาหายจากการติดโรคระบาดจึงกลบัมา

ใชย้สีตอี์ก 
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