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บทคัดยอ

ในการศึกษาครั้งนี้ไดทํ าการแยกเชื้อแบคทีเรียจากแหลงตางๆ เชน จากปลานิลที่มีลักษณะปกติ นํ้ าและโคลน
บริเวณกระชังที่เล้ียงปลานิล และจากอาหารหลายชนิด เชน ผลิตภัณฑนมเปรี้ยว ขาวและอาหารหมักดองทางภาค
อีสาน นํ าแบคทีเรียที่แยกไดเหลานี้มาคัดเลือกหาเชื้อที่มีความสามารถยับย้ังเชื้อกอโรคปลาโดยใชเทคนิค agar-
overlaying และ well-diffusion พบแบคทีเรีย 25 ไอโซเลทซึ่งมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกสที่ดีคือสามารถยับย้ังการ
เจริญของเชื้อ Aeromonas caviae, A. hydrophila และ Streptococcus sp. ซึ่งเปนเชื้อแบคทีเรียกอโรคในปลานิล จาก
นั้นไดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงไดแกไอโซเลท CR1T5 มาใชในการทํ า “challenged test” ซึ่งพบวาเชื้อ CR1T5
สามารถปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรคในปลานิลไดและยังชวยสงเสริมการเจริญของปลานิลอีกดวย จากการศึกษา
จํ าแนกชนิดของเชื้อโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา การยอมติดสีแกรม และคุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของ
เชื้อ พบวาไอโซเลท CR1T5 อยูในสกุลบาซิลลัส โดยมีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ Lactobacillus plantarum
คํ าสํ าคัญ (Keywords): โปรไบโอติก  แลคโตบาซิลลัส  ปลานิล  โรคติดเชื้อในปลา

1. บทนํ า
แบคที เรียโปรไบโอติกหมายความถึงเชื้อ

แบคทีเรียที่มีประโยชนตอสุขภาพของโฮสท (host) ซึ่ง
เปนส่ิงมีชีวิตที่เชื้อนั้นอาศัยอยู โดยเชื้อโปรไบโอติกส
จะไปยับย้ังการเพิ่มจํ านวนและการแพรกระจายของ
เชื้อกอโรคและ/หรือชวยสงเสริมการเจริญของโฮสท 
(Fuller, 1989) มีรายงานถึงเชื้อแบคทีเรียในสกุลตางๆ
ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก เชน Lactobacillus,
Bacillus, Bifidobacterium และ Saccharomyces
เปนตน (Gatesoupe, 1999; Burnett and Neil, 1977;
Villamil et. al., 2003) ไดมีการนํ าเชื้อโปรไบโอติกสไป
ใชอยางไดผลในวงการปศุสัตว เชน ฟารมโค สุกร และ
ไก (Alder and Damassa, 1980; Pollman et. al.,

1980) ซึ่งพบวาเชื้อโปรไบโอติกสชวยสงเสริมการ
เจริญของสัตวและทํ าใหสัตวแข็งแรงมีภูมิตานทานการ
ติดเชื้อกอโรคได
       ปจจุบันจากการที่ประชากรโลกไดเพ่ิมขึ้นอยาง
รวดเร็วทํ าใหมีความตองการอาหารเพิ่มมากขึ้นดวย 
สัตวนํ้ าที่จับไดในธรรมชาติจึงมีปริมาณไมเพียงพอตอ
ความตองการของผูบริโภค ทํ าใหจํ าเปนตองพ่ึงพาอุต
สาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าเพ่ือใหไดผลผลิตมาก
พอ และไดเริ่มมีการนํ าเอาเชื้อโปรไบโอติกสมาใชในใน
การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ า (Gomez-Gil et. al., 2000;
Gram et. al., 1999; Robertson et. al., 2000;
Gatesoupe, 1999)
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       ในประเทศไทยนั้นการเลี้ยงปลาในกระชังกํ าลัง
เปนอาชีพที่นิยมในหมูเกษตรกร โดยในเขตจังหวัด
ขอนแกนนั้นเกษตรกรไดทํ าการเลี้ยงปลานิลในกระชัง
ตามลํ านํ้ าพอง และปญหาที่พบบอยไดแกปลาใน
กระชังมักออนแอและปวยจากการติดเชื้อจนตายลง
เปนจํ านวนมาก เกษตรกรจํ าเปนตองใชยาปฏิชีวนะ
ผสมในอาหารใหปลากินเพ่ือปองกันการติดเชื้อ ซึ่ง
นอกจากจะสิ้นเปลืองคาใชจายแลว การใชยาปฏิชีวนะ
เปนเวลานานจะสงผลใหเชื้อกอโรคเกิดการดื้อยาและมี
ยาปฏิชีวนะตกคางในเนื้อปลาที่นํ าไปบริโภคได คณะผู
วิจัยจึงมีความสนใจแยกหาเชื้อแบคทีเรียที่มีศักยภาพ
เปนโปรไบโอติกเพ่ือใชผสมลงในอาหารที่ใชเล้ียงปลา
นิล เพ่ือใหสามารถชวยปองกันการติดเชื้อกอโรคใน
ปลานิลและลดการใชยาปฏิชีวนะ

2. อุปกรณและวิธีการทดลอง
2.1 เชื้อกอโรคปลานิล

เชื้อกอโรคปลานิลที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มี 3
เชื้อไดแก Aeromonas caviae, A. hydrophila และ
Streptococcus sp. ซึ่งเก็บรักษาอยูที่ภาควิชาจุลชีว
วิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน
2.2 การแยกหาเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติก
2.2.1 การแยกเชื้อแบคทีเรีย

ทํ าการแยกเชื้อจากตัวอยางชนิดตางๆ ไดแก
อาหารประเภทหมักดอง ไดแก โยเกิรต ยาคูลท แหนม
มํ้ า ปลารา ปลาจอม ผักกาดดอง นํ ามาทํ า dilution
plate technique ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar สวน
ตัวอยางอื่นๆ ไดแกขาว ปลานิลที่มีลักษณะปกติ ดิน
นํ้ า และโคลนจากบริเวณกระชังเล้ียงปลานิลนั้นนํ ามา
ทํ า dilution plate technique ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain
heart infusion (BHI) agar โดยทํ าการบมเชื้อที่
อุณหภูมิ 30oซ. เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโล
นีของเชื้อที่มีลักษณะตางๆ กันไวเพ่ือใชคัดเลือกหาเชื้อ
โปรไบโอติกที่สามารถยับย้ังโรคติดเชื้อในปลานิลตอไป
2.2.2 การคัดเลือกเชื้อท่ียับยั้งเชื้อกอโรคปลา

นิล

       นํ าเชื้อที่แยกไดจากตัวอยางที่มีลักษณะโคโลนี
ตางๆ กันมาทดสอบความสามารถในการยับย้ังการ
เจริญของเชื้อกอโรคปลาทั้ง 3 ชนิด (A. caviae, A.
hydrophila, Streptococcus sp.) ดวยวิธี agar-
overlaying โดยทํ าการเพาะเลี้ยงเชื้อที่แยกไดลงบน
BHI agar plate จากนั้นทํ าการเททับผิวหนา plate
ดวยเชื้อกอโรคที่ผสมอยูใน BHI agar medium นํ าไป
บมที่ 30oซ. เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบวาเชื้อที่
แยกไดสามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อกอโรคไดหรือ
ไม โดยดูจากโซนใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นรอบๆ โค
โลนีของเชื้อที่แยกได
       นอกจากนี้ยังไดทํ าการทดสอบความสามารถของ
เชื้อที่แยกไดในการยับย้ังการเจริญของเชื้อกอโรคปลา
โดยวิธี well-diffusion ดวย โดยเพาะเลี้ยงเชื้อที่แยกได
ใน BHI broth จนเชื้อเขาสู stationary growth phase
ทํ าการเตรียมเชื้อกอโรคปลาโดยผสมซัสเพนชันของ
เชื้อกอโรคลงใน BHI soft agar หลังจากอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็งตัวแลว เจาะหลุมดวย cork borer จากนั้นนํ า
ซัสเพนชันของเชื้อที่เจริญอยูใน BHI broth มาใสลงใน
หลุมที่เจาะไว นํ าจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปบมที่ 30oซ.
เปนเวลา 24-48 ชั่วโมงกอนตรวจสอบวาเชื้อที่แยกได
สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อกอโรคไดหรือไม โดย
สังเกตจากโซนใสที่เกิดขึ้นรอบหลุมที่เจาะไว
2.3 การศึกษาจํ าแนกและบงชี้ชนิดของเชื้อโปรไบ

โอติกท่ีแยกได
ทํ าการศึกษาจํ าแนกชนิดของเชื้อโปรไบโอติกที่

แยกไดโดยตรวจสอบลักษณะของโคโลนี รูปรางและ
การติดสียอมแบบตางๆ ของเซลล การเคลื่อนที่ การ
สรางเอนโดสปอร คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา
ของเชื้อ เปรียบเทียบกับคุณลักษณะที่ตีพิมพใน
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
2.4 การทํ า “challenged test”

ในการทดลองใชลูกปลาซึ่งมีนํ้ าหนักตัวเฉล่ีย
ประมาณ 44 กรัม โดยแบงลูกปลาออกเปน 2 กลุม ซึ่ง
กลุมที่1 เล้ียงดวยอาหารปลาปกติ ในขณะที่กลุมที่ 2
เล้ียงดวยอาหารปลาที่ผสมเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติก
ในความเขมขน 1.2 x 108 เซลลตอกรัมของอาหารปลา



เปนเวลา 15 วัน กอนนํ ามาทํ า “challenged test” ดวย
การฉีดเชื้อแบคทีเรียกอโรคทั้ง 3 ชนิดในปริมาณ 3.1x
106 เซลล เขาใตผิวหนังตรงบริเวณกลามเนื้อเหนือเสน
ขางตัวปลา (lateral line) ตรวจผลการทดลองโดยวัด
ขนาดและนํ้ าหนักของปลา และเฝาสังเกตอาการปวย
และตายของปลา โดยในสวนของปลาที่ตายจะนํ าไปผา
พิสูจนรวมทั้งทํ าการแยกเชื้อจากอวัยวะภายในของ
ปลาที่ตายดวย

3. ผลการทดลอง
3.1 การแยกหาแบคทีเรียโปรไบโอติก

ในการแยกเชื้อแบคทีเรียจากอาหารหมักดองได
แก โยเกิรต ยาคูลท แหนม มํ้ า ปลารา ปลาจอม ผัก
กาดดอง และจากขาว ปลานิลที่มีลักษณะปกติ ดิน นํ้ า
และโคลนจากบริเวณกระชังเล้ียงปลานิล แยกไดเชื้อที่
มีลักษณะโคโลนีตางๆ กันทั้งหมด 107 ไอโซเลท แตมี
เพียง 25 ไอโซเลทที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ
กอโรคได โดยทั้งหมดเปนเชื้อที่แยกไดจากตัวอยาง
อาหารทั้งส้ิน ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ตัวอยางอาหารที่พบเชื้อโปรไบโอติก
ชนิดของอาหาร จํ านวนไอโซเลทที่พบ

แหนมหมู 2
แหนมเนื้อ 3

มํ้ า 3
ปลารา 3
ปลาจอม 2

ผักกาดดอง 2
ยาคูลท 2
โยเกิรต 6
ขาว 2

       จากเชื้อที่แสดงศักยภาพเปนแบคทีเรียโปรไบโอ
ติก 25 ไอโซเลทที่แยกได ทํ าการคัดเลือกเชื้อที่มีประ
สิทธิภาพดีในการยับย้ังเชื้อกอโรคมา 1 สายพันธุ ได
แกไอโซเลท CR1T5 ซึ่งแยกไดจากขาวเพื่อนํ าไปใชใน
การทดลองตอไป

3.2 การศึกษาบงชี้ชนิดของของเชื้อโปรไบโอติก
จากการศึกษาทางสัณฐานวิทยาพบวาเชื้อ 

CR1T5 เมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar จะให
ลักษณะโคโลนีโคงนูน สีขาวขุน ทึบแสง ขนาดเสนผา
ศุนยกลางประมาณ 3-4 มิลลิเมตร ผิวมัน ขอบเรียบ
เมื่อนํ าเซลลมาทํ าการยอมสี พบวาเซลลมีรูปรางเปน
ทอน ติดสีแกรมบวก ไมสรางเอนโดสปอร จากนั้นนํ า
เชื้อมาตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาซึ่ง
ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 2
       จากการนํ าลักษณะและคุณสมบัติของเชื้อไป
เทียบเคียงกับคุณลักษณะของแบคทีเรียที่ไดตีพิมพใน 
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
สามารถบงชี้ไดวาไอโซเลท CR1T5 คือเชื้อ
Lactobacillus plantarum
3.3 การศึกษา “challenged test”

ลูกปลาซึ่งใชในการทดลองนี้มีนํ้ าหนักตัวเฉลี่ย
43.9 กรัม และมีความยาวเฉลี่ยจากปลายปากถึงปลาย
ครีบหาง 13.5 เซนติเมตร เล้ียงในตูเล้ียงปลา 2 ตู โดยตู
ที่ 1 มีปลา 11 ตัวซึ่งใหอาหารปลาปกติ ในขณะที่ตูที่ 2
มีปลา 12 ตัวและใหอาหารปลาที่ผสมเชื้อ L. plantarum
CR1T5 ที่มีปริมาณเซลลแบคทีเรียโปรไบโอติก 1.2 x
108 เซลลตอกรัมของอาหารปลา ทํ าการเลี้ยงปลาเปน
เวลา 15 วัน แลวจึงทํ าการตรวจวัดนํ้ าหนักและความ
ยาวของปลาในแตละตู ซึ่งพบวาปลาในตูที่ใหอาหาร
ผสมเชื้อ CR1T5 มีเจริญเติบโตไดดีกวาปลาที่ไมไดรับ
เชื้อโปรไบโอติก ซึ่งเห็นไดจากเปอรเซนตการเพิ่มขึ้นของ
นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยดังแสดงในตารางที่ 3
       หลังจากนั้นจึงทํ าการฉีดเชื้อกอโรคปลาทั้ง 3 ชนิด
ในปริมาณ 3.1 x 106 เซลล เขาใตผิวหนังตรงบริเวณ
กลามเนื้อเหนือเสนขางตัวปลาทั้ง 2 ตู ทํ าการเลี้ยงปลา
ตอไปดวยอาหารที่ผสมและไมผสมเชื้อโปรไบโอติกดังที่
กลาวมาแลวขางตนเปนเวลาอีก 20 วัน โดยในแตละวัน
เฝาสังเกตและบันทึกอาการปวยและตายของปลาในแต
ละตู



ตารางที่ 2 แสดงคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา
ของเชื้อโปรไบโอติก CR1T5

ชนิดการทดสอบ ผลการทดสอบ
Catalase test -
Oxidase test -

Motility -
Strictly aerobe -

Facultatively anaerobe +
Growth at 10oC +
Growth at 15oC +
Growth at 37oC +
Growth at 45oC +

Growth in 2% NaCl +
Growth in 3% NaCl +
Growth in 4% NaCl +

Growth in 6.5% NaCl +
Esculin hydrolysis +

Acid production from:-
Lactose
Glucose

Galactose
Sucrose
Fructose
Sorbitol

Mannose
Melibiose
Raffinose
Xylose

Arabinose
Melezitose

+
-
+
+
+
+
+
+
+
-
+
+

Gas production from glucose -

       พบวาหลังจากฉีดเชื้อกอโรค ปลาในแตละตูตาย
ลงในวันรุงขึ้นตูละ 1 ตัว หลังจากทํ าการเลี้ยงตอไปพบ
วาปลาที่ใหอาหารผสมเชื้อ CR1T5 ยังสามารถเจริญ
เติบโตไดดังปกติ คิดเปนอัตราการตายเพียง 8.3% ใน
ขณะที่ปลาที่ใหอาหารปกติทยอยแสดงอาการปวยและ

ตาย จนเหลือรอดชีวิตเพียงตวเดียวคิดเปนอัตราการ
ตาย 90.1% หลังจากเลี้ยงปลาตอมาครบ 20 วัน

ตารางที่ 3 แสดงเปอรเซ็นตที่เพิ่มขึ้นของนํ้ าหนักและ
ความยาวเฉลี่ยของปลา

ชนิดอาหารที่
ใชเลี้ยงปลา

น้ํ าหนักปลา
เพิ่มข้ึน (%)

ความยาวปลา
เพิ่มข้ึน (%)

อาหารปกติ 27.2 8.7
อาหารผสม
เชื้อ CR1T5 75.2 20.7

       จากการนํ าปลาที่ปวยตายมาผาซากพิสูจน (ยก
เวนปลาที่ตายหลังจากฉีดเชื้อกอโรคเพียง 1 วัน) พบ
วาอวัยวะภายในของปลาผิดปกติไป โดยตับ มาม ไต
มีสีซีดจางลงอยางเห็นไดชัด สวนหัวใจซึ่งปกติมีสีแดง
สดจะเปลี่ยนเปนสีแดงคลํ้ า เมื่อทํ าการแยกเชื้อจากตับ
ไต และหัวใจมาตรวจสอบ พบการติดเชื้อในอวัยวะทั้ง
3 นี้จากแบคทีเรียกอโรคที่ไดฉีดใหปลา

4. อภิปรายผลการทดลอง
จากการทดลองแยกหาแบคทีเรียโปรไบโอติก

จากตัวอยางชนิดตางๆในครั้งนี้ เชื้อทุกไอโซเลทแยก
ไดมาจากตัวอยางอาหารที่เราใชบริโภคทั้งส้ิน ซึ่งเปน
ขอไดเปรียบในการที่จะนํ าเชื้อนี้ไปใชในการเพาะเลี้ยง
สัตวนํ้ าโดยไมตองกังวลวาจะกอใหเกิดอันตรายตอผู
บริโภคสัตวนํ้ านั้นในภายหลัง โดยที่ไอโซเลท CR1T5
ซึ่งคัดเลือกนํ ามาศึกษาในครั้งนี้อยูในสกุลบาซิลลัส ซึ่ง
เป นแบคทีเรียที่ไม ก อโรคและไดถูกจัดไว ในกลุ ม
แบคที เรียที่มีความปลอดภัยต อมนุษย และสัตว   
(“GRAS”, Generally Recognized As Safe)
(Sanders and Veld, 1999) จากการศึกษาจํ าแนกชนิด
เชื้อคาดวาไอโซเลท CR1T5 ไดแกเชื้อ Lactobacillus
plantarum ซึ่งมีรายงานถึงการนํ าเชื้อนี้ไปใชเปนโปร
ไบโอติกในดานเภสัชกรรม (Kaur et. al., 2002) และ
การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ า (Gatesoupe, 1991)

เชื้อไอโซเลท CR1T5 ที่แยกไดนี้ไมเพียงแตจะ
ชวยปองกันปลานิลที่ใชทดสอบจากการติดเชื้อกอโรค



เทานั้น แตยังชวยสงเสริมการเจริญของลูกปลาอีกดวย
(ดูตารางที่ 2) ดังจะเห็นไดจากนํ้ าหนักและความยาว
เฉล่ียของลูกปลาที่เพ่ิมขึ้น ดังนั้นเชื้อ CR1T5 จึงมีศักย
ภาพที่ดีในการนํ าไปพัฒนาใชเปนอาหารเสริมของปลา
นิลตอไป

5. สรุปผลการทดลอง
จาการแยกหาเชื้อโปรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพ

ในการยับย้ังโรคติดเชื้อแบคทีเรียในปลานิลจากเชื้อ
สาเหตุ Aeromonas caviae, A. hydrophila และ
Streptococcus sp. ในครั้งนี้แยกไดเชื้อ 25 ไอโซเลท
โดยเชื้อ 1 ไอโซเลทที่นํ ามาศึกษาตอนั้นพบวาอยูใน
สกุลบาซิลลัส ซึ่งมีคุณลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ
Lactobacillus plantarum โดยพบวาเชื้อนี้นอกจากจะ
ชวยปองกันโรคติดเชื้อในปลานิลไดดีแลว ยังชวยสง
เสริมการเจริญของปลานิลอีกดวย
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